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Tytut pracy licencjackiej: ,Polimorfizm sekwencji
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wschodnich i potudniowych”

Promotor: prof. dr hab. n. med. Tomasz Grzybowski
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Forma zatrudnienia: umowa o prace/mianowanie

Prowadzacy zajecia z przedmiotu Histologia z
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Lekarskiego, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Forma zatrudnienia: umowa-zlecenie

Starszy technik, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Forma zatrudnienia: umowa o prace

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 | TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ.
U. 2016 R. POZ. 882 ZE ZM. W DZ. U. Z 2016 R. POZ. 1311.)

41. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

,Udzial biatek cytoszkieletu oraz cyklu komérkowego w waznych procesach

fizjologicznych i patologicznych komérek” na podstawie 8 wybranych prac

opublikowanych w czasopismach naukowych oraz 1 opatentowanego wynalazku.

4.2, WYKAZ PUBLIKACJI NAUKOWYCH WCHODZACYCH W SKLAD
OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Osiggniecie zostato udokumentowane cyklem 8 przedstawionych ponizej prac

naukowych oraz 1 opatentowanym wynalazkiem. Prace opublikowano w

recenzowanych czasopismach naukowych znajdujgcych sie na liscie Journal Citation
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Reports (JCR) o sumarycznym wspétczynniku oddziatywania Impact Factor (IF) wg
JCR réwnym 30.367 i liczbie punktéw wg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(MNiSW) réwnej 215.

Publikacje zostaty uszeregowane tematycznie, a nie zgodnie z rokiem wydania.
Wartos¢ IF wg JCR oraz liczbe punktow wg MNiSW dla poszczegdlnych pozycji
podano zgodnie z obowigzujgcg punktacjg w roku ich opublikowania, z wyjgtkiem
publikacji opublikowanych w roku 2018, dla ktérych przyjeto IF i punkty wg MNiSW

zgodnie z obowigzujgcymi za 2017 rok.

Okreslenie indywidualnego wktadu autorskiego w powstanie ponizej wymienionych
prac oraz wynalazku znajduje sie w Zatgczniku nr 3, o$wiadczenia wspotautorow o
indywidualnym wktadzie autorskim w Zatgczniku nr 4, a kopie publikacji w Zatgczniku

nr 5.

1) Grzanka D., lzdebska M., Klimaszewska-Wisniewska A., Gagat M. The
alterations in SATB1 and nuclear F-actin expression affect apoptotic response
of the MCF-7 cells to geldanamycin. Folia Histochem Cytobiol. 2015; 53: 79-87.
IF =1.060; MNiSW = 15

2) Grzanka D., Kowalczyk A.E., Izdebska M., Klimaszewska-Wisniewska A.,
Gagat M. The interactions between SATB1 and F-actin are important for
mechanisms of active cell death. Folia Histochem Cytobiol. 2015; 53: 152-61.
IF =1.060; MNiSW = 15

3) lzdebska M.*, Gagat M.*, Grzanka A. Overexpression of lamin B1 induces
mitotic catastrophe in colon cancer LoVo cells and is associated with worse
clinical outcomes. Int J Oncol. 2018; 52: 89-102. *rébwnowazny udziat autoréow
w pracy, IF = 3.333; MNiSW = 25

4) lzdebska M., Zielihska W., Grzanka D., Gagat M. The role of actin dynamics
and actin-binding proteins expression in epithelial-to-mesenchymal transition

and its association with cancer progression and evaluation of possible
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43.

therapeutic targets. Biomed Res Int. 2018; 2018: 4578373. IF = 2.583; MNiSW
=25

Gagat M., Grzanka D., lzdebska M., Sroka W.D., Hatas-Wisniewska M.,
Grzanka A. Tropomyosin-1 protects transformed alveolar epithelial cells against
cigaret smoke extract through the stabilization of F-actin-dependent cell-cell
junctions. Acta Histochem. 2016; 118: 225-35. IF = 1.360; MNiSW =15

Gagat M.*, Grzanka D.* Letter by Gagat and Grzanka regarding article,
"Neutrophil activation of endothelial cell-expressed TRPM2 mediates
transendothelial neutrophil migration and vascular injury". Circ Res. 2017; 121:

e86. *rownowazny udziat autorow w pracy, IF = 15.211; MNiSW = 50

Gagat M., Zielinska W., Grzanka A. Cell-penetrating peptides and their utility in
genome function modifications (Review). Int J Mol Med. 2017; 40: 1615-1623.
IF =2.784; MNiSW = 20

Gagat M., Grzanka A., Grzanka D. Stent wewngtrznaczyniowy, zwlaszcza
naczyn wiencowych. Patent udzielony przez Urzad Patentowy Rzeczypospolitej
Polskiej. Data i nr zgtoszenia: 13.07.2017 r., P.422210; Data wydania decyzji o
udzieleniu prawa wytgcznego i nr prawa wylgcznego: 13.06.2018 r.,
PAT.230281. MNiSW = 30

Gagat M.*, Krajewski A.*, Grzanka D., Grzanka A. Potential role of cyclin F
MRNA expression in the survival of skin melanoma patients: Comprehensive
analysis of the pathways altered due to cyclin F upregulation. Oncol Rep. 2018;
40: 123-144. *réwnowazny udziat autorow w pracy, IF = 2.976; MNiSW = 20

OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC | OSIAGNIETYCH
WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO
WYKORZYSTANIA

Przedstawione do oceny osiggniecie naukowe oparte jest na 8 tematycznie wybranych

publikacjach naukowych oraz 1 opatentowanym wynalazku, ktérych powstanie byto

efektem kontynuacji moich wczesniejszych badan i zaangazowania w liczne
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projekty badawcze. Tematyka prac wigczonych w powyzszy cykl opracowan
naukowych jest Scisle zwigzana z udzialem cytoszkieletu oraz bialek cyklu
komérkowego w fizjologicznych i patologicznych procesach komoérkowych,
pozostajgc jednoczesnie w nurcie aktualnych, swiatowych badan nad mechanizmami
Smierci komorek, mechanotransdukcji i sygnalizacji komdrkowej oraz przebiegiem
cyklu komérkowego. Zakres badan uwzglednionych w zgtoszonym osiggnieciu
naukowym zostat podzielony na trzy gtéwne obszary: powigzanie funkcjonalne
nukleoszkieletu z procesami smierci komoérkowej, zaangazowanie F-aktyny w
organizacje potaczen miedzykomoérkowych oraz poszukiwanie niekanonicznych
funkcji biatek cyklu komoérkowego. Celem powyzej okreslonych obszaréw
badawczych byto nie tylko wyjasnienie proceséw zachodzgcych na terenie komorki,
ale rowniez ich wptyw na interakcje z macierzg zewngtrzkomdérkowg lub innymi
komorkami. Prace wigczane do osiggniecia naukowego pokazujg, ze ta niezwykle
skomplikowana sie¢ wzajemnych powigzan pomiedzy poszczegolnymi komponentami
komorkowymi, poprzez czgsteczki adhezyjne, stanowi podstawe integralnej
macierzy” regulujgcej stan czynnosciowy tkanek w warunkach fizjologicznych oraz
patologicznych. Ponadto dynamiczna natura cytoszkieletu podczas progresji komorek
przez cykl wskazuje na scistg i skoordynowang zaleznos¢ pomiedzy zmianami
mechanicznymi cytoszkieletu, adhezjg komdrkowg oraz podziatem komorek. Nalezy
nadmieni¢, ze kazde z podjetych zadan badawczych ma aspekt aplikacyjny, ktory
opiera sie na poszukiwaniu zaleznych czynnikéw predykcyjnych lub nowych

metod ukierunkowanego leczenia.

4.3.1. POWIAZANIE FUNKCJONALNE NUKLEOSZKIELETU Z PROCESAMI
SMIERCI KOMORKOWEJ

Smieré komérki jest jednym z podstawowych proceséw biologicznych
petnigcych kluczowg role zaréwno w stanach fizjologicznych, jak i patologicznych
organizmu. Liczne dowody eksperymentalne zgromadzone w przeciggu kilku ostatnich
dziesiecioleci ujawnity i szczegotowo scharakteryzowaly zestaw mechanizméw
ukierunkowanej eliminacji zbednych, nieodwracalnie uszkodzonych lub potencjalnie
szkodliwych komorek. Komorki mogg umiera¢ w sposob pasywny, w nastepstwie
powaznego uszkodzenia ich integralnosci strukturalnej, lub aktywny, np. w wyniku
uszkodzenia DNA. Regulowana smier¢ komoérek (RCD, ang. regulated cell death) jest

kontrolowanym procesem, ktory z punktu widzenia organizmu wielokomérkowego, jest
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niezwykle istotny dla jego prawidtowego rozwoju, zachowania integralnosci tkankowej
oraz homeostazy. Deregulacja tego procesu zwigzana jest z patogenezg roéznych
standbw, w tym zaburzeh rozwojowych i immunologicznych, choréb
neurodegeneracyjnych oraz nowotworowych.

W ostatnich latach obserwuje sie wyrazny regres w liczbie publikacji na temat
wyjasnienia szczegotowych mechanizméw smierci komérkowej. Natomiast wzrasta
liczba prac przedstawiajgcych translacyjne aspekty sSmierci komorek, m.in. w
chorobach uktadu sercowo-naczyniowego, patologiach neurodegeneracyjnych oraz z
zakresu onkologii. Tym samych przejscie z badan podstawowych nad mechanizmami
Smierci komorkowej w kierunku badan translacyjnych w zasadniczej wiekszosci
dotyczy interwencji genetycznych oraz farmakologicznych regulatoréow maszynerii
Smierci komoérkowej oraz prob identyfikacji nowych mozliwosci regulacji tego procesu.
W Swietle powyzszego oraz potencjalnego celu w terapii, zwtaszcza
przeciwnowotworowej, cytoszkielet aktynowy wydaje sie by¢ niezwykle atrakcyjny.
Wykazano m.in., Zze jest on jednoczesnie inicjatorem i mediatorem aktywnej Smierci
komorek, a dynamika aktyny odgrywa kluczowag role w regulacji sygnalizacji apoptozy.

Aktyna jest biatkiem globularnym, ktére posiada zdolnos¢ do polimeryzacji w
filamenty. Polimeryzacja monomeréw aktyny (G-aktyny) w posta¢ filamentarng (F-
aktyne) jest Scisle regulowana poprzez szereg biatek wigzgcych aktyne (ABPs, ang.
actin-binding proteins), a ciggta przebudowa F-aktyny warunkuje dynamiczng nature
mikrofilamentow. Powyzsza wtasciwos¢ F-aktyny jest niezbedna i kluczowa dla wielu
istotnych procesow  komorkowych, tj. migracja, adhezja, transport
wewnatrzkomoérkowy, czy cytokineza. Funkcje aktyny nie sg jednak ograniczone tylko
do cytoplazmy. Obecna jest ona rowniez w jadrze komérkowym, gdzie peini szereg,
czesto odmiennych funkciji. Pierwsze doniesienia na temat obecnosci jadrowej aktyny,
zwlaszcza w postaci spolimeryzowanej, traktowane byty do$¢ sceptycznie. Jednym z
gtownych powodow watpliwego podejscia wielu grup badawczych co do istnienia
jadrowej F-aktyny byly ograniczenia metodyczne wynikajgce z braku mozliwosci
wyznakowania krétkich lub rozproszonych polimeréw jadrowej aktyny technikami
fluorescencyjnymi  lub na poziomie ultrastrukturalnym. Jednakze rozwdj
technologiczny, wraz z opracowaniem szeregu nowych metod badawczych, umozliwit
zlokalizowanie i powigzanie funkcjonalne jgdrowej aktyny. Wykazano jej udziat m.in. w
rearanzacji chromatyny czy regulacji aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych. Poziom

aktyny jgdrowej jest znacznie nizszy niz cytoplazmatycznej i jest stale regulowany

10
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poprzez transport jgdrowo-cytoplazmatyczny. Import aktyny do jgdra komdérkowego
odbywa sie w kompleksie z kofiling (CFL, ang. cofilin) i zachodzi przy udziale
importyny-9 (IPO9, ang. Importin-9), natomiast eksport poprzez eksportyne-6 (XPOB6,
ang. exportin-6).

Pierwszy z obszarow wilaczonych do osiggniecia naukowego jest
kontynuacjga mojego zaangazowania w szereg projektow, w ramach ktérych
opracowalisSmy metody umozliwiajgce nie tylko potwierdzenie obecnosci F-
aktyny na terenie jgdra komoérkowego, ale rowniez okreslenie jej funkcjonalnych
relacji z innymi biatkami macierzy jadrowej. Podczas realizacji grantu MNiSW pt.:
,Ocena reorganizacji puli aktyny jgdrowej i cytoplazmatycznej oraz zmiany ekspres;ji
kofiliny w procesie apoptozy i katastrofy mitotycznej w wybranych liniach
komorkowych” napotkaliSmy trudnosci z lokalizacjg spolimeryzowanej postaci aktyny
na poziomie mikroskopu elektronowego, zwiaszcza na terenie jgdra komorkowego.
Problem ten zostat rozwigzany podczas realizacji grantu Rektora UMK pt.:
,Zastosowanie nanoczgsteczek w celu lokalizacji filamentéw aktynowych z uzyciem
konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej oraz transmisyjnej mikroskopii elektronowej
po indukcji Smierci komorek linii HL-60 i CHO AA8”. Wykazalismy, ze ultrastrukturalne
znakowanie F-aktyny mozliwe jest poprzez inkubacje komérek z biotynylowang
falloidyng technikg ,przed-zatopieniem” oraz jej detekcje ,po-zatopieniu” za pomocg
nanokrysztatow pétprzewodnikowych optaszczonych streptawidyng (Oncol Rep. 2012,
28: 2138-48; Acta Histochem. 2013, 115: 487-95). Metoda ta pozwolita nam na
uwidocznienie F-aktyny w jgdrze komérkowym, a doktadniej jej zlokalizowanie przede
wszystkim w komorkach umierajgcych na drodze aktywnej smierci w miejscach
granicznych pomiedzy skondensowang i zdekondensowang chromatyng. Odkrycie to
wykazato udziat jgdrowej F-aktyny w procesach rearanzacji chromatyny, a takze
pozwolifto nam wnioskowa¢ o obecnosci polimerycznej aktyny na terenie jgdra
komorkowego w postaci diuzszej niz 7 podjednostek aktynowych. Ponadto, metoda ta
okazata sie byC kompatybilna z technikg ultrastrukturalnego znakowania biatek
.Jmmuno-Gold” i pozwolita na detekcje ztozonych komplekséw biatkowych
zaangazowanych w rozne procesy zachodzgce w jgdrze komérkowym z udziatem F-
aktyny, np. z biatkiem SATB1 (ang. special AT-rich binding protein 1) w komérkach
umierajgcych na drodze smierci aktywnej (Acta Histochem. 2013, 115: 775-82; Int J
Mol Med. 2014, 33: 1441-50; Folia Histochem Cytobiol. 2015, 53: 152-61). Kolejny

problem napotkaliSmy podczas realizacji grantu MNiSW pt.: ,Powigzanie funkcjonalne
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puli F-aktyny jadrowej i biatka SATB1 w komorkowym modelu raka piersi” i dotyczyt on
mozliwosci wykazania fizycznych komplekséw jgdrowej F-aktyny z biatkiem SATB1.
Woprawdzie techniki oparte na wizualizaciji, tj. kolokalizacja na poziomie mikroskopu
konfokalnego, technika FRET, czy wspomniane juz podwdjne znakowanie F-aktyny i
biatka SATB1 na poziomie ultrastrukturalnym, sugerowaty o mozliwosci istnienia
bezposrednich interakcji SATB1 z jgdrowg F-aktyng. Jednakze dopiero opracowanie
metody separacji magnetycznej komplekséw biatkowych z F-aktyng potwierdzito
wystepowanie biatka SATB1 w molekularnej interakcji z F-aktyng podczas aktywnej
Smierci komoérek (Int J Mol Med. 2014, 33: 1441-50).

Jadra komoérek eukariotycznych uwazane sg za dynamiczne oraz wysoko
zorganizowane struktury, w ktérych cata informacja genetyczna musi by¢ dostepna do
replikacji i transkrypcji. Geny sg typowo zorganizowane w petle chromatyny o réznych
rozmiarach, ktére przylgczone sg do biatkowej macierzy jgdrowej w miejscach
zwanych regionami przylegania macierzy jadrowej (MARs, ang. matrix attachment
regions). Powyzsze sekwencje DNA stanowig nietranskrybowane regiony genodw i
tworzg fizyczne granice pomiedzy indywidualnymi petlami DNA. Jednym z lepiegj
poznanych biatek macierzy jgdrowej, stanowigcych zarazem istotny element moich
zainteresowan badawczych, jest biatko SATB1. Biatko to zostato po raz pierwszy
opisane w 1992 roku przez zespdt Kowi-Shigematsu i jest istotnym elementem
macierzy jgdrowej zaangazowanym w organizacje genomu. Wigze sie do zmienionego
rdzenia cukrowo-fosforanowego wyspecjalizowanych regionéw dwuniciowego DNA,
zwanych regionami niesparowanych zasad (BURs, ang. base unpairing regions) DNA.
BURSs scharakteryzowane zostaty jako regiony bogate na jednej nici w adenineg, tymine
i cytozyne, ale nie w guanine, i czesto zlokalizowane sg w obrebie MARs. Biatko
SATB1 w sposob szczegdlny wigze sie do BURs. Nie przytgcza sie do odstonietych
zasad DNA, lecz wsuwa sie w mniejszy rowek na zewnatrz dwuniciowych sekwencji
BURs. Ponadto zamiast rozpoznawa¢ konkretng sekwencje pierwotng, SATB1
rozpoznaje ,kontekst sekwencji ATC” (ang. ATC sequence context), czyli miejsce
niesparowanych zasad, ktére posiada tendencje do rozejscia sie, gdy znajduje w
miejscu napiecia spowodowanego przez negatywne superskrety DNA. Dzieki temu
biatko to moze by¢ z jednej strony bardzo specyficzne, a z drugiej dziata¢
wszechstronnie. Wykazano réwniez, ze na terenie jgdra komoérkowego SATB1 tworzy
charakterystyczng tréjwymiarowg strukture otaczajgcg heterochromatyne. Jgadrowa

organizacja ,sieci regulacyjnej SATB1” (ang. SATB1 regulatory network) wyglgdem
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przypomina ,klatke” lub ,siatke ogrodzeniowg” i z funkcjonalnego punktu widzenia jest
to o tyle istotne, ze opisywane biatko umozliwia selektywng i skoordynowang ekspresje
wielu odlegtych od siebie gendw rownoczesnie. Ponadto reguluje ekspresje
wybranych gendéw poprzez rekrutacie kompleksow przebudowy/modyfikacji
chromatyny oraz czynnikdw transkrypcyjnych do wybranych loci genomowych.
Pierwotnie funkcje biatka SATB1 opisywano w dojrzewaniu tymocytéw lub
réznicowaniu komoérek macierzystych. Jednakze rola tego biatka nie ogranicza sie
jedynie do proceséw fizjologicznych. Powigzanie funkcjonalne biatka SATB1 z
sygnalizacjg Wnt/B-katenina otworzyta nowe i godne uwagi pod wzgledem klinicznym
kierunki dla dalszych badan nad udziatem SATB1 w kancerogenezie. Odmienna od tej
obserwowanej w prawidiowej tkance ekspresja SATB1 zidentyfikowana zostata w
wielu typach nowotwordw, m.in. w agresywnym raku sutka, jelita grubego, trzustki,
prostaty, watroby, ptuc, czy w chitoniakach.

W zakresie pierwszego obszaru badan ujetych w osiggnieciu naukowym
istotne sg prace dotyczace powigzania jadrowej ekspresji biatka SATB1 oraz
jego interakcji z jadrowa F-aktyng w odpowiedzi modelowych komoérek raka
sutka linii MCF7 na dziatanie geldanamycyny (GA, ang. geldanamycin). Po serii
doniesien naukowych pokazujgcych zaangazowanie jgdrowej F-aktyny w procesy
Smierci komérkowej (Folia Histochem Cytobiol. 2010, 48: 377-386) oraz powigzanie
biatka SATB1 ze $miercig komérek CHO AAS8 (Int J Mol Med. 2014, 33: 1441-50) i
Jurkat (Oncol Rep. 2015, 33: 250-66), a takze wykazaniu rokowniczego potencjatu
biatka SATB1 w chtoniakach skéry z komoérek T (Pol J Pathol. 2012, 63: 101-5; Oncol
Rep. 2015, 33: 250-266), postanowilismy okreslic na ile obserwowany wczesnigj
mechanizm jest uniwersalny. Przeprowadzenie tych badan byto réwniez szczegdine
ze wzgledu na doniesienia innych zespotow naukowych oraz w swietle toczgcych sie
dyskusji o zaangazowaniu SATB1 w raku sutka. W 2008 roku, Han i wsp. ze
wspomnianego wczesniej zespotu Kowi-Shigematsu pokazali, ze SATB1 wykazuje
ekspresje w agresywnych komorkach raka sutka, a jego poziom ekspresji ma
znaczenie rokownicze, niezalezne od statusu weztow chtonnych. Rownoczesnie
wykazano, ze wyciszenie SATB1 technikg interferencji RNA (RNAi, ang. RNA
interference) powodowato zmiany w ekspresji ponad 1000 genéw zaangazowanych w
wiele aspektdow nowotworzenia. Wyciszenie ekspresji zmieniato fenotyp komérek
agresywnego raka sutka na nieinwazyjny o morfologii przypominajgcej ,kostke

brukowg” oraz hamowato wzrost guza i metastazy in vivo. Natomiast wzbudzenie
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ekspresji SATB1 w komérkach nieagresywnego raka sutka prowadzito do zmian profilu
ekspresyjnego w kierunku komorek inwazyjnych i wzmagato metastaze in vivo. Co
wiecej, analiza losowo wybranych gendéw zaleznych od ekspresji SATB1 potwierdzita
bezposrednie wigzanie sie SATB1 do BURs lezgcych w ich obrebie oraz wykazata
zaangazowanie tego biatka w epigenetyczng modyfikacje badanych loci genomowych.
Jednakze w 2010 roku lorns i wsp. z zespotu Lippman’a nie zaobserwowali korelaciji
pomiedzy ekspresjg SATB1 a pokazanymi przez Han i wsp. zmianami fenotypu
komorek zarowno w liniach agresywnego, jak i nieagresywnego raka sutka. Nie
wykazali rowniez zaleznosci pomiedzy ekspresjg SATB1 w nieagresywnych liniach
raka sutka a wzrostem guza czy ujawnieniem sie fenotypu metastatycznego in vivo.
Ponadto, wykorzystujgc niezalezne dane mikromacierzowe, nie zaobserwowali
korelacji pomiedzy ekspresjg SATB1 a przezyciem pacjentek z rakiem sutka. Co
ciekawe, zgodnie z obserwacjami lorns i wsp., zwiekszone przezycie pacjentéw
wydawato sie by¢ zwigzane z wysokg ekspresjg SATB1. Brak powigzania SATB1 jako
negatywnego czynnika rokowniczego w raku sutka zaprezentowali rowniez w 2011
roku Hanker i wsp. opierajgc sie tylko na badaniach mikromacierzowych. Wykazali oni
lepszg prognoze pacjentow z ekspresjg receptoréow estrogenowych wobec wysokiej
ekspresji SATB1 na poziomie transkryptu. Powodéw réznic w uzyskanych wynikach
moze by¢ wiele. Han i wsp. w 2010 roku podkresilili, ze wynikajg one przede wszystkim
z heterogennosci linii komorkowych oraz analizy ekspresji tylko na poziomie
transkryptu, ktéra nie jest przeciez ograniczona wytgcznie do komdrek
nowotworowych. Zasugerowali rowniez wptyw podscieliska oraz fakt, ze aktywowane
komorki podscieliska wykazujg ekspresje SATB1. Dodatkowo warto tu zwrécié uwage
na niespecyficzno$¢ uzywanych przeciwciat przeciwko SATB1 i wysokie podobienstwo
do SATB2, ktére wykazuje az 61% homologie na poziomie aminokwasowym. Biorgc
pod uwage powyzsze oraz wyniki badan naszego zespotu, nalezy stwierdzi¢, ze rola
SATB1 w nowotworzeniu nie jest jednoznaczna. Stgd konieczne sg dalsze badania
doktadajgce kolejne elementy do uktadanki jakg jest epigenetyczne znaczenia biatka
SATB1. Na krotko po publikacji pierwszego doniesienia o rokowniczej naturze SATB1
w agresywnym raku sutka, Zheng zasugerowat, ze aby wyjasnic¢ role SATB1 w rozwoju
i przebiegu klinicznym nowotworéw nalezy odpowiedzie¢ na dwa fundamentalne
pytania: (1) ,Jakie czynniki determinujg ekspresje SATB1?” oraz (2) ,Jakie inne
czynniki mogg dziata¢ razem z SATB17?”. W swoich poprzednich pracach staraliSmy

sie odpowiedzie¢ na oba te pytania. Po pierwsze wykazaliSmy, ze SATB1 jest
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pozytywnym czynnikiem rokowniczym w chtoniakach skory z komorek T i pokazalismy,
ze obnizenie ekspresji SATB1 powodowato opornos¢ komorek Jurkat stymulowanych
IL-2 na $Smier¢ komoérkowg indukowang przeciwciatem monoklonalnym (mAb, ang.
monoclonal antibody) przeciwko CD3, albo mAb przeciwko CD95, albo octanem
mirystynianu forbolu (PMA, ang. phorbol 12-myristate 13-acetate) tgcznie z
jonomycyng — jonoforem transportujgcym jony (Oncol Rep. 2015, 33: 250-66). Po
drugie, przedstawilismy funkcjonalne interakcje biatka SATB1 z jgdrowg F-aktyng w
reorganizacji chromatyny towarzyszgcej procesom transkrypcyjnym podczas
indukowanej doksorubicyng (DOX, ang. doxorubicin) aktywnej Smierci komoérek CHO
AAS8 (Int J Mol Med. 2014, 33: 1441-50). Jednakze wcigz, istotne byto okreslenie czy
obserwowana kooperacja SATB1 i jgdrowej F-aktyny w procesach $mierci
indukowanej cytostatykami jest mechanizmem uniwersalnym i wystepuje w innych
typach komorek, zwltaszcza nowotworowych.

Celem publikacji nr 1 pt. ,The alterations in SATB1 and nuclear F-actin
expression affect apoptotic response of the MCF-7 cells to geldanamycin” (Folia
Histochem Cytobiol. 2015, 53: 79-87) wtgczonej do pierwszego obszaru osiggniecia
naukowego byto okreslenie wplywu kontrolowanej ekspresji jadrowej puli F-
aktyny oraz biatka SATB1 na indukcje aktywnej s$mierci komoérek
nieagresywnego raka sutka linii MCF7 traktowanych geldanamycyng (GA, ang.
geldanamycin) — benzochinonowym antybiotykiem ansamycynowym, ktéry poprzez
wigzanie sie do biatka opiekunczego HSP90 hamuje jego aktywnos¢. Wprawdzie
komorki nieagresywnego raka sutka wykazujg niezbyt wysokg ekspresje SATB1, tow
Swietle badan przeprowadzonych na skrawkach parafinowych chtoniakéw skéry z
komoérek T, gdzie wykazaliSmy, ze nawet Srednia ekspresja SATB1 na poziomie biatka
ma istotne znaczenie rokownicze (Oncol Rep. 2015, 33: 250-66), wybdér modelu
eksperymentalnego byt uzasadniony. Ekspresja biatka SATB1 regulowana byta
technikg RNAIi przy uzyciu matego interferencyjnego RNA (siRNA, ang. small
interfering RNA) lub poprzez wprowadzenie do komoérek plazmidowego wektora
ekspresyjnego z wklonowang sekwencjg cDNA ludzkiego SATB1. Natomiast zmiany
w lokalizacji i ekspresji jgdrowej F-aktyny osiggnieto poprzez analogiczng regulacje
poziomu kofiliny 1 (CFL1, ang. cofilin 1). Oceniono towarzyszgcg apoptozie
eksternalizacje fosfatydyloseryny oraz rozktad cyklu komérkowego. Przeprowadzone
badania wykazaty, ze GA indukuje apoptoze zaréwno w komérkach MCF7

stransfekowanych kontrolnym siRNA, jak i wektorem plazmidowym bez wklonowanej
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sekwencji cDNA SATB1 albo CFL1. Obnizenie ekspresji SATB1 istotnie statystycznie
zmniejsza apoptoze komoérek MCF7 w odpowiedzi na dziatanie GA. Natomiast
nadekspresja SATB1 istotne statystycznie wptyneta na podwojenie liczby komodrek
apoptotycznych indukowanych GA. W przypadku wymuszonej lokalizacji jgdrowej F-
aktyny, a wiec w komérkach ze wzbudzong nadekspresjg CFL1, w odpowiedzi na
dziatanie GA réwniez zaobserwowaliSmy ponad dwukrotny wzrost liczby komoérek
apoptotycznych. Nie wykazaliSmy natomiast istotnych statystycznie zmian w indukcji
apoptozy w warunkach obnizonej ekspresji CFL1. Interesujgca okazata sie analiza
rozktadu cyklu komdrkowego wobec regulowanej ekspresji SATB1 i CFL1. W
komérkach MCF7 stransfekowanych kontrolnym siRNA albo wektorem plazmidowym
bez wklonowanej sekwencji cDNA SATB1 albo CFL1, pod wptywem dziatania GA
obserwowalismy istotny statystycznie wzrost populacji komérek hipodiploidanych oraz
w fazie G1 cyklu komoérkowego z towarzyszgcym obnizeniem odsetka komoérek w fazie
S oraz brakiem istotnych statystycznie réznic w odsetku komérek w fazie G2 cyklu
komérkowego. Ponadto, w komoédrkach stransfekowanych kontrolnym siRNA, GA
istotnie statystycznie wptyneta na obnizenie populacji komorek poliploidalnych, czego
nie zaobserwowalismy w przypadku komorek stransfekowanych kontrolnym wektorem
plazmidowym. W komodrkach z obnizong ekspresjg SATB1 w odpowiedzi na dziatanie
GA wykazalismy wzrost populacji komérek hipodiploidalnych i bedgcych w fazie G1, a
takze obnizenie odsetka komoérek w fazie S i populacji komérek poliploidalnych. Nie
zaobserwowalismy natomiast indukowanych GA zmian w odsetku komérek w fazie
G2. Podobnie, w komérkach ze wzbudzong ekspresjg SATB1, odnotowalismy wyrazny
i zblizony do siebie wzrost odsetka komoérek hipodiploidalnych oraz bedgcych w fazie
G1 cyklu komorkowego, a takze towarzyszgce temu obnizenie populacji komorek w
fazach S, G2 oraz odsetka komoérek poliploidalnych. W przypadku komérek MCF7 z
obnizong ekspresjg CFL1 eksponowanych na dziatanie GA, zaobserwowalismy
podobny wzrost odsetka komoérek hipodiploidalnych, bedacych w fazie G1 cyklu
komorkowego oraz poliploidalnych z towarzyszgcym obnizeniem populaciji komorek w
fazie S. Nie wykazaliSmy z kolei istotnosci statystycznej w odsetku komérek w fazie
G2. Natomiast w komérkach ze wzbudzong ekspresjg SATB1, pomimo podobnego
braku istotnosci statystycznych w odsetku komérek w fazie G2 cyklu komérkowego,
GA indukowata wzrost populacji komaérek hipodiploidalnych oraz bedacych w fazie G1,
jak réwniez obnizenie odsetka komoérek w fazie S oraz wykazujgcych cechy

poliploidalnosci. Przedstawione powyzej wyniki badan sugeruja, ze zaréwno
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ekspresja SATB1, jak i jadrowa lokalizacja F-aktyny poteguja odpowiedz
komoérek nieagresywnego raka sutka linii MCF7 na dziatanie GA. W zwigzku z tym,
ze uzyskane wyniki potwierdzily nasze wczesniejsze doniesienia o
zaangazowaniu jadrowej F-aktyny oraz SATB1 w inicjacji aktywnej smierci
komoérek, postanowilismy oceni¢ stopien zaangazowania SATB1 i jadrowej F-aktyny
w inicjacje indukowanej GA smierci komorek linii MCF7.

Celem publikacji nr 2 pt. ,The interactions between SATB1 and F-actin are
important for mechanisms of active cell death” (Folia Histochem Cytobiol. 2015, 53:
152-61) wigczonej do pierwszego obszaru osiggniecia naukowego byla ocena
jadrowej lokalizacji i interakcji pomiedzy F-aktyng a SATB1 podczas aktywnej
smierci komoérek MCF7 w warunkach regulowanej ekspresji obu biatek.
Kontynuujgc zagadnienie zwigzane z udziatem jgdrowej F-aktyny i biatka SATB1 w
procesie aktywnej $Smierci komérek nieagresywnego raka sutka linii MCF7
indukowanej GA, w niniejszej pracy okreslono interakcje pomiedzy jadrowa F-
aktyna a biatkiem SATB1 korzystajac z technik fluorescencyjnych, transmisyjnej
mikroskopii elektronowej oraz metody separacji magnetycznej F-aktyny fgcznie
z biatkami z nig zwigzanymi. Badania fluorescencyjne wykazaty istotny statystycznie
wzrost kolokalizacji F-aktyny oraz SATB1 gtdbwnie w obrebie jgdra komdérkowego pod
wptywem dziatania GA zaréwno w komoérkach stransfekowanych kontrolnym siRNA,
jak i wektorem plazmidowym bez wklonowanej sekwencji cONA SATB1 albo CFLA1.
Podobny jgdrowy wzrost kolokalizacji F-aktyny i SATB1 pod wptywem dziatania GA
obserwowaliSmy w komoérkach ze wzbudzong ekspresjg SATB1 albo CFL1. Nie
odnotowalismy istotnych statystycznie réznic w kolokalizacji powyzszych biatek w
komérkach MCF7 z obnizong ekspresjg SATB1 albo CFL1. Wyniki te zostaly
potwierdzone na poziomie transmisyjnego mikroskopu elektronowego przy
wykorzystaniu autorskiej metody znakowania F-aktyny opartej na falloidynie i
nanokrysztatach potprzewodnikowych. WykazaliSmy znajdujgce sie blisko siebie
zgrupowania nanoczgstek ziota (SATB1) oraz nanokrysztatéw potprzewodnikowych
(F-aktyna) na granicy elektronowo-gestej i elektronowo-przeziernej chromatyny, a
wiec pomiedzy chromatyng skondensowang i zdekondensowang. Bliskie sgsiedztwo
obu biatek zostato réwniez potwierdzone pomiarem transferu energii metodg FRET po
fotowyblaknieciu akceptora. WykazaliSmy istotny statystycznie wzrost wydajnosci
FRET pod wpltywem dziatania GA zaréwno w komoérkach stransfekowanych

kontrolnym wektorem plazmidowym, jak i tych ze wzbudzong ekspresjg SATB1 albo
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CFL1. Jednakze uzyskane wartosci wydajnosci FRET w przypadku komérek MCF7 ze
wzbudzong ekspresja SATB1 albo CFL1 byly znacznie wyzsze. Co wiecej, metoda to
potwierdzita, ze dystans pomiedzy zastosowanymi znacznikami obu biatek jest
mniejszy niz 10 nm, co moze sugerowacé¢ o wzajemnej interakcji pomiedzy SATB1 a
jadrowg F-aktyng. W celu potwierdzania wystepowania powyzszych interakcji na
poziomie molekularnym zastosowano kolejng autorskg metode, tym razem opartg o
separacje magnetyczng F-aktyny tgcznie z biatkami z nig zwigzanymi. Badania
potwierdzity wzrost ilosci biatka SATB1 wchodzgcego w molekularne interakcje z F-
aktyng po indukcji aktywnej $mierci komérek przy uzyciu GA. Podsumowujac,
zaprezentowane powyzej badania potwierdzily istotnos¢ interakcji
SATB1/jadrowa F-aktyna w procesie aktywnej smierci komoérki, tym razem w
komoérkach nieinwazyjnego raka sutka linii MCF7. Ponadto, zaprezentowane
wyniki wraz z poprzednimi pracami naszego zespotu moga swiadczy¢ o pewnej
uniwersalnosci powyzszych oddziatywan, ktére nie sa zalezne od rodzaju
komoérek.

Innym zagadnieniem podjetym w trakcie realizacji powyzszego obszaru moich
zainteresowan badawczych jest udziat lamin jgdrowych w procesach Smierci
komorkowej oraz ich rokowniczy charakter w nowotworach. Laminy sg jednymi z
najistotniejszych biatek determinujgcych architekture i funkcje jgdra komdrkowego.
Biatka te nalezg do V grupy filamentéw posrednich i tworzg wewnetrzne rusztowanie
nukleoszkieletu, ktére zbudowane jest gtéwnie z lamin typu A oraz B. Obecnie, sie¢
filamentow laminowych, jako nadrzedny element nukleoszkieletu, postrzegana jest nie
tylko jako struktura utrzymujgca ksztatt i wilasciwosci mechaniczne jadra
komorkowego, ale rowniez uwazana jest za miejsce przytgczenia chromatyny oraz
licznych biatek zaangazowanych w jej organizacje. Ponadto, mniejsze i bardziej
dynamiczne filamenty laminowe zidentyfikowano jako komponenty duzych
kompleksow biatkowych zaangazowanych w liczne procesy zachodzgce na terenie
jadra komdérkowego, m.in. w transkrypcje, replikacje, naprawe DNA czy regulacje
epigenetyczne. Podobnie jak w przypadku opisywanego wczesniej biatka macierzy
jadrowej — SATB1, zidentyfikowano powigzanie pomiedzy aktyng jgdrowq i biatkiem
4.1 alaminami A/C oraz emeryng, co wskazuje na udziat jgdrowej aktyny w organizacji
nukleoszkieletu. Wykazano takze, ze laminy poprzez biatka blaszki jgdrowej
posiadajgce domeny SUN oraz KASH wchodzg w interakcje z cytoszkieletem, a tym

samym posredniczg w mechanotransdukcji z udzialem systemow pofgczen
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miedzykomorkowych oraz adhezji komorek do matrix zewnatrzkomérkowego (ECM,
ang. extracellular matrix).

Komorki nowotworowe charakteryzujg sie czesto odmienng morfologig i
towarzyszgcg atypig jgdra komoérkowego. Powigzanie funkcjonalne wptywu ECM na
progresje nowotworowg, polaryzacje oraz migracje komorek, a takze zmiany w
strukturze i aktywnosci proceséw na terenie jadra komorkowego byto wystarczajgcym
inicjatorem do badan nad udziatem lamin w transformacji nowotworowej. Zaburzenia
w ekspresiji lamin wykazano w wielu typach nowotworéw. Obnizony poziom laminy
typu A odnotowano m.in. w biataczkach, chtoniakach, raku sutka oraz Zotgdka,
natomiast podwyzszony w nowotworach skory. Z kolei obnizong ekspresje lamin typu
B zaobserwowano w raku sutka, a podwyzszong np. raku prostaty i watroby. Jednakze
rola lamin w chorobach nowotworowych wcigz nie jest do kohca poznana. Wynika to
przede wszystkim z ich zmiennej ekspresji zarbwno pomiedzy odmiennymi typami
nowotwordw, jak i réznymi stadiami tej samej choroby, jak np. w raku jelita grubego.

Celem publikacji nr 3 pt. ,Overexpression of lamin B1 induces mitotic
catastrophe in colon cancer LoVo cells and is associated with worse clinical outcomes”
(Int J Oncol. 2018, 52: 89-102) wigczonej do pierwszego obszaru osiggniecia
naukowego byta ocena wplywu ekspresji laminy B1 (LMNB1, ang. lamin B1) na
indukowang 5-fluorouracylem (5-FU, ang. 5-fluorouracil) Smier¢ komoérek linii
LoVo, pierwotnie wyizolowanych z przerzutu gruczolakoraka okreznicy do
nadobojczykowych weztéw chtonnych. Oceniono rodzaj indukowanej 5-FU $mierci
komoérek, ich migracje, a takze zaleznos¢ pomiedzy ekspresjg LMNB1 a B-kateniny
oraz wptyw nadekspresji LMNB1 na organizacje mikrofilamentéw, mikrotubul i laminy
A/C. Ekspresja LNMB1 indukowana byta poprzez wprowadzenie do komoérek
plazmidowego wektora ekspresyjnego z wklonowang sekwencjg cDNA ludzkiej
LMNB1. Przeprowadzone badania wykazaty, ze nadekspresja LMNB1 wzmaga
odpowiedz komorek LoVo na dziatanie 5-FU. Obserwowalismy zaréwno istotny
statystycznie wzrost eksternalizacji fosfatydyloseryny pod wptywem dziatania 0.1 oraz
5 mM 5-FU w komdédrkach ze wzbudzong ekspresjg LMNB1, jak rowniez obnizenie
indukowanej nekrozy w odpowiedzi na dziatanie 5 mM 5-FU. Co wiecej, analiza
rozktadu cyklu komérkowego wykazata zalezng od ekspresji LMNB1 blokade cyklu
komérkowego w fazie G1, wraz z towarzyszgcym obnizeniem odsetka komorek w fazie
S pod wptywem dziatania 0.1, 1 i 5 mM 5-FU. Natomiast zalezny od ekspresji LMNB1

i istotny statystycznie wzrost populacji komoérek poliploidalnych i hipodiploidalnych
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zaobserwowano pod wplywem dziatania 1 i 5 mM 5-FU. Cytofotometryczna analiza
rodzaju indukowanej smierci komoérek zostata uzupetniona o ocene organizacji
cytoszkieletu, ktéra wykazata, ze 5-FU, zwtaszcza w stezeniu 5 mM, promuje sSmier¢
na drodze katastrofy mitotycznej w komdrkach z podwyzszong ekspresjg LMNB1.
Dodatkowo, komorki te charakteryzowaty odmienng organizacjg mikrotubul i
mikrofilamentow, wzrostem jgdrowej lokalizacji F-aktyny oraz akumulacjg laminy A/C
na obrzezach jgdra komorkowego. Jednoczenie, w komodrkach nieulegajgcych
katastrofie mitotycznej, indukowana 5-FU zmiana organizacji cytoszkieletu promowata
kontakt miedzykomorkowy. ZaobserwowalisSmy m.in. korelacje pomiedzy ekspresja
LMNB1 a istotnym statystycznie wzrostem poziomu B-kateniny zaangazowanej w
formowanie potgczen miedzykomérkowych pod wptywem dziatania 0.1 i 1 mM 5-FU
oraz kolokalizacje pB-kateniny z F-aktyng w warstwie korowej cytoplazmy.
Odzwierciedleniem wzmozonego kontaktu miedzykomérkowego byty réwniez wyniki
testu ,gojenia sie rany” (ang. wound healing assay). ZaobserwowaliSmy zalezne od
LMNB1 zahamowanie migracji horyzontalnej komoérek pod wptywem dziatania 5-FU.
Badania uzupeftniono takze o analize in silico przezyciowych danych onkologicznych
wzgledem poziomu ekspresji mMRNA LMNB1 z projektu Atlas Genomu Raka (TCGA,
ang. The Cancer Genome Atlas). Co ciekawe, nie zaobserwowali§my istotnych
statystycznie zmian pomiedzy przezyciem pacjentow z gruczolakorakiem jelita
grubego wzgledem wysokiej i niskiej ekspresji LMNB1 w dtugiej perspektywie
czasowej. Jednakze zalezne od wysokiej ekspresji LMNB1 i istotne statystycznie
obnizenie przezycia wykazaliSmy w pierwszych 30 miesigcach od diagnozy.
Zaprezentowane powyzej badania z jednej strony pokazuja, ze wzbudzenie
nadekspresji LMNB1 wzmaga kontakt miedzykomérkowy, prowadzac do
ograniczania potencjatu migracyjnego komorek w odpowiedzi na dziatanie 5-FU.
Z drugiej strony, poteguje indukowang 5-FU smier¢ komoérek, zwtaszcza na
drodze katastrofy mitotycznej. Ponadto, kliniczng istotnos$¢ ekspresji LMNB1 na
poziomie transkryptu wykazaliSmy u pacjentéw z gruczolakorakiem jelita
grubego, u ktérych zaobserwowaliSmy odwrotng korelacje pomiedzy ogélnym
czasem przezycia a ekspresjg LMNB1. Katastrofa mitotyczna zgodnie z definicjg
przedstawiong w 2012 roku przez Miedzynarodowy Komitet ds. Nazewnictwa Smierci
Komorki (NCCD, ang. Nomenclature Committee on Cell Death) jest wewnetrznym
mechanizmem onkosupresyjnym, ktéry wykrywa nieprawidtowg mitoze i kieruje

komoérki do nieodwracalnego stanu antyproliferacyjnego, ostatecznie prowadzac do
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Smierci lub starzenia sie komérek. Jednakze, jak zostato przedstawione w raporcie
NCCD za rok 2018, ucieczka komoérek ze stanu katastrofy mitotycznej jest kluczowa
podczas transformac;ji i progresji nowotworowej, pozwalajgc tym samym na tworzenie
sie lub przezycie komoérek poliploidalnych i aneuploidalnych. Ponadto nowotworzone
aneuploidalne mikrokomorki, zwane komdérkami Raju, powstajg z olbrzymich komérek
wielojgdrzastych w procesie neozy. Klony komoérek Raju natychmiast dzielg sie
mitotycznie, moggc przekazywac aneuploidie i przejawiaC przejsciowe wiasciwosci
komorek macierzystych, ktore sg odporne na dalszg terapie genotoksyczng. Inna z
koncepcji zaktada z kolei, ze komorki ulegajgce katastrofie mitotycznej charakteryzujg
sie opornoscig na cytostatyki i zdolne sg do powrotu do cyklu komdérkowego. Biorgc
pod uwage powyzsze oraz fakt obserwowanego zachowania strukturalnego
blaszki jadrowej, stan katastrofy mitotycznej moze by¢é odpowiedzialny za
szybka progresje raka jelita grubego, stanowiac ,rezerwuar” opornych na
cytostatyk komorek, ktére zdolne sg do naprawy uszkodzonego DNA i powrotu

do prawidlowego cyklu komoérkowego.

4.3.2. ZAANGAZOWANIE F-AKTYNY W ORGANIZACJE POLACZEN
MIEDZYKOMORKOWYCH

Zdolnosci komérek do wzajemnego przylegania do siebie oraz komunikacji z
innymi  komorkami  lub  srodowiskiem zewnagtrzkomoérkowym sg kluczowe dla
prawidiowej morfogenezy i zapewnienia integralnosci tkankowej. Komorki moga
przylegac¢ do siebie bezposrednio za posrednictwem potgczen miedzykomdrkowych
lub do sktadnikéw otaczajgcej je ECM poprzez adhezje komérka-ECM. Destabilizacja
potgczen miedzykomdérkowych oraz zaburzenia ich funkcji odgrywajg kluczowa role w
wielu stanach patologicznych, réwniez o podtozu zapalnym, m.in. w chorobach
sercowo-naczyniowych, przewlektej obturacyjnej chorobie ptuc (COPD, ang. chronic
obstructive pulmonary disease), czy w przejsciu nabtonkowo-mezenchymalnym (EMT,
ang. epithelial-mesenchymal transition).

EMT jest procesem fizjologicznym, podczas ktérego komoérki nabtonkowe
nabywajg witasciwosci komérek mezenchymalnych i charakteryzujg sie zwiekszong
migracjg oraz obnizonym kontaktem miedzykomoérkowym. Wprawdzie EMT, a takze
jego odwrotnos¢ — przejscie mezenchymalno-nabtonkowe (MET, ang. mesenchymal-
epithelial transition) sg integralnymi i $cisle koordynowanymi procesami zwigzanymi z

formowaniem sie wielu tkanek i narzgdéw, to mogg by¢ one réwniez aktywowane w
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odpowiedzi na nieprawidtowe bodzce i zmiany w mikrosrodowisku tkankowym,
przyczyniajgc sie do wystgpienia wielu stanow patologicznych. Liczne dane
literaturowe wskazujg na kluczowg role aktywacji EMT podczas progresji guza i
transformacji nowotworowej, co prowadzi do nabycia przez pierwotne komorki
nowotworowe wiasciwosci inwazyjnych i przerzutowych.

Celem publikaciji nr 4 pt. ,The role of actin dynamics and actin-binding proteins
expression in epithelial-to-mesenchymal transition and its association with cancer
progression and evaluation of possible therapeutic targets” (Biomed Res Int. 2018,
2018: 4578373) wigczonej do drugiego z obszaréw badawczych osiggniecia
naukowego byto przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat procesu EMT
w kontekscie zaangazowania aktyny i ABPs w nabywaniu przez komorki
nablonkowe fenotypu metastatycznego oraz w ich ponownej epitelializacji. W
powyzszej pracy pogladowej zwrociliSmy uwage srodowiska naukowego przede
wszystkim na fakt, ze kluczowg role w zmianie fenotypu komoérek towarzyszacej
procesowi EMT odgrywa F-aktyna, a scislej mowigc zmiany jej organizacji prowadzgce
do ukierunkowanej migracji komoérek. Podkreslilismy réwniez, ze inwazyjnos¢ komorek
nowotworowych jest scisle zwigzana z dezorganizacjg potgczen miedzykomaorkowych,
w ktorych tworzenie, dojrzewanie oraz utrzymanie zaangazowany jest cytoszkielet
aktynowy. Podsumowujac, zaprezentowana powyzej publikacja pogladowa
wskazuje, ze regulacja ekspresji kluczowych komponentéw EMT lub MET, w tym
odpowiedzialnych za regulacje organizacji F-aktyny oraz zaangazowanych w
utrzymanie struktury potaczen miedzykomoérkowych, moze by¢é potencjalnym
celem dla zwigzkow zapobiegajacych przerzutom nowotworu i powinno
stanowi¢ istotne uzupelnienie konwencjonainej terapii guzéw pierwotnych.

Jak juz zostato wspomniane, F-aktyna zaangazowana jest w wiele aspektow
fizjologii komérek i stanowi istotny element strukturalny potgczen
miedzykomorkowych. Te z kolei, oprécz zapewnienia integralnosci tkankowej, spetnig
rowniez szereg innych funkcji. Jedng z nich jest zdolnos¢ do tworzenia
nieprzepuszczalnej lub selektywnie przepuszczalnej bariery. Barierowa funkcja
nabtonkow jest utrzymywana przede wszystkim poprzez dwa gtébwne systemy
potgczen miedzykomorkowych: potgczenia zwierajgce (AJs, ang. adherens junctions)
i potgczenia zamykajgce (TJs, ang. tight junctions). Nabtonek drég oddechowych
stanowi jeden z gtdbwnych elementéw bariery krew-powietrze, a jego integralnosc¢ i

funkcja barierowa sg scisle regulowane w celu ochrony przed uszkodzeniem
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srédmigzszu ptuc. Poniewaz nieprawidtowa naprawa i utrata integralnosci nabtonka
oddechowego petnig kluczowg role w patogenezie COPD, zasadne jest poszukiwanie
nowych strategii leczenia w celu spowolnienia lub catkowitego zahamowania utraty
funkgji ptuc.

Celem publikacji nr 5 pt. ,Tropomyosin-1 protects transformed alveolar
epithelial cells against cigaret smoke extract through the stabilization of F-actin-
dependent cell-cell junctions” (Acta Histochem. 2016, 118: 225-35) wtgczonej do
drugiego z obszarow badawczych osiggniecia naukowego byta ocena wplywu
stabilizacji F-aktyny poprzez tropomiozyne-1 (TPM1, ang. tropomyosin-1) w
modelu komérkowym COPD. Model in vitro COPD utworzono w oparciu o
stransformowane komorki nabtonka oddechowego linii H1299 poddane dziataniu
stresu oksydacyjnego indukowanego ekstraktem dymu papierosowego (CSE, ang.
cigaret smoke extract). CSE przygotowano z komercyjnie dostepnych papieroséw
marki Marlboro Gold i ustandaryzowano poprzez pomiar zawartosci nikotyny przy
uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Natomiast ekspresje TPM1
indukowano poprzez wprowadzenie do komorek plazmidowego wektora
ekspresyjnego z wklonowang sekwencjg cDNA ludzkiej TPM1. Oceniono rodzaj
indukowanej CSE smierci komoérek, réwniez z uwzglednieniem zmian w ich wielkosci
i liczbie. Ponadto, okreslono rozmiar komérek adherentnych, a takze lokalizacje,
organizacje oraz poziom fluorescencji F-aktyny i biatka Zonula Occludens (ZO)-1.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze nadekspresja TPM1 istotnie statystycznie
wptyneta na wzrost liczby komorek zaréwno w kontroli, jak i poddanych dziataniu CSE
w odniesieniu do komérek H1299 stransfekowanych wektorem plazmidowym bez
wklonowanej sekwencji cDNA TPM1. Ponadto, w komorkach ze wzbudzong
nadekspresja TPM1 nie obserwowaliSmy zmian w rozmiarze komoérek poddanych
dziataniu CSE. Uzyskane rezultaty zostaly potwierdzone analizg indukowanej CSE
Smierci komoérek. DowiedliSmy, ze nadekspresja TPM1 w sposaob istotny statystycznie
hamuje apoptoze i nekroze komérek H1299 poddanych dziataniu CSE. Efekt ten zostat
powigzany z zaleznym od TPM1 wzrostem ekspresiji biatka ZO-1 oraz organizacjg F-
aktyny promujgcg formowanie stabilnych i cigglych potgczen miedzykomaorkowych.
Podsumowujac, zaprezentowane powyzej badania wykazaly, ze stabilizacja F-
aktyny poprzez nadekspresje TPM1 hamuje odpowiedz komérek H1299 na
dzialanie CSE. UdowodniliSmy ponadto, ze utrzymanie stabilnosci strukturalnej

krétkich polimeréw aktyny, zwlaszcza w korowej czesci cytoplazmy, nie tylko
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wzmaga interakcje miedzykomoérkowe oraz zabezpiecza je przed rozerwaniem,
ale réwniez chroni komoérki przed wejsciem na droge smierci indukowang
wysokim stresem oksydacyjnym. Co wiecej, wyniki przedstawione w niniejszej
pracy sugeruja, ze odpowiedni stan organizacyjny korowej F-aktyny odgrywa
istotng role w utrzymaniu homeostazy komoérek nabtonkowych i powinien byé
rozwazony przy projektowaniu strategii leczenia COPD.

Wyniki zaprezentowane w publikacji nr 5 potwierdzity nasze wczesniejsze
doniesienia o zaangazowaniu F-aktyny w regulacje stabilnosci potgczen
miedzykomorkowych. W ramach realizacji grantu NCN pt. ,Ocena wpilywu
nadekspresji tropomiozyny na stabilizacje miedzykomdrkowych i adhezyjnych
potgczen komorek ludzkiego srodbtonka naczyn w warunkach sprzyjajgcych rozwojowi
procesdw miazdzycowych”, ktory stanowit rowniez podstawowe zrédto finansowania
mojej rozprawy doktorskiej, wykazalismy, ze wzbudzenie nadekspresji TPM1 chroni
modelowe komoérki srodbtonka ludzkiego linii EA.hy926 przed dziataniem stresu
oksydacyjnego indukowanego CSE (Acta Histochem. 2014, 116: 606-18) albo L-
homocysteing (Int J Mol Med. 2013, 32: 115-29). Ponadto, badania te wykazaty, ze
stabilizacja F-aktyny poprzez wzbudzenie nadekspresji TPM1 utrzymuje
potaczenia pomiedzy komoérkami sSrédbtonka zarowno w warunkach
depolimeryzacji (Acta Histochem. 2014, 116: 606-18), jak i nadmiernej
polimeryzacji F-aktyny zlokalizowanej w warstwie korowej cytoplazmy (Int J Mol
Med. 2013, 32: 115-29). Biorgc pod uwage powyzsze, wykazaliSmy mozliwosé
zaleznej od F-aktyny regulacji organizaciji i stabilnosci potgczen miedzykomaorkowych.
Stad, w celu dalszej aplikacji uzyskanych wynikéw postanowiliSmy okresli¢
mechanizm uszkodzenia srédbtonka ludzkich tetnic wiencowych w warunkach
zapalnych. Rozpoczecie niezwykle waznego z klinicznego punktu widzenia tematu
oraz mojego dalszego rozwoju naukowego byto mozliwe dzieki pozyskaniu grantu
NCN pt. ,Wykorzystanie mozliwosci systemu CRISPR/dCas9 oraz peptydow
penetrujgcych komorke w celu zapobiegania restenozie i zakrzepicy tetnic
wiencowych - badania in vitro”, ktérego jestem kierownikiem.

Miazdzyca tetnic jest procesem patologicznym, ktéry zachodzi w naczyniach
tetniczych i obejmuje interakcje wielu typow komaorek. Nastepstwem tych oddziatywan
jest przewlekty proces zapalny, ktéry wptywa na dalszg progresje choroby. Srédbtonek
naczyn stanowi bariere dla niekontrolowanego wnikania sktadnikéw krwi do Sciany

naczynia krwionosnego, odgrywajgc kluczowg role w utrzymaniu jego homeostazy
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poprzez regulacje struktury czy napiecia sciany w celu utrzymania ptynnosci przeptywu
krwi. Za kluczowy element w patogenezie rozwoju zmian miazdzycowych przyjmuje
sie uszkodzenie funkcji s$rédbtonka, kitére pojawia sie m.in. w nastepstwie
zwiekszonych sit Scinajgcych w nadcisnieniu tetniczym, wolnych rodnikow,
niedotlenienia lub w wyniku mechanicznych uszkodzen. Dysfunkcja srodbtonka (ED,
ang. endothelial dysfunction) w ujeciu medycznym definiowana jest jako zmiana
wiasciwosci komoérek endotelialnych w kierunku fenotypu charakteryzujgcego sie
nieprawidtowg wazodylatacjg naczynia krwionosnego i statusem promujgcym stan
zapalny lub zakrzepowy. ED zostata funkcjonalnie scharakteryzowana poprzez
zaburzenie balansu pomiedzy obnizong biodostepnoscig srodbtonkowych czynnikow
rozluzniajgcych napiecie sciany naczynia, np. tlenku azotu (NO, ang. nitic oxide), a
towarzyszgcym wzrostem czynnikdbw wazokonstrykcyjnych, np. endoteliny-1.
Jednakze w ujeciu biologicznym proces ten zaczyna sie duzo wczesniej i zwigzany
jest m.in. z aktywacjg zapalng komérek srédbtonka oraz uszkodzeniem barierowej
funkcji endotelium. Liczne badania wykazaly, ze zaréwno aktywacja komoérek
srédbtonka, jak i ich dysfunkcja sg wczesnymi zmianami towarzyszgcymi inicjacji i
rozwojowi miazdzycy, a mozliwos¢ regulacji obu tych proceséw moze stanowic
obiecujgcg strategie leczenia chordb sercowo-naczyniowych.

Celem publikacji nr 6 pt. ,Letter by Gagat and Grzanka regarding article,
"Neutrophil activation of endothelial cell-expressed TRPM2 mediates transendothelial
neutrophil migration and vascular injury" (Circ Res. 2017, 121: e86) wigczonej do
drugiego z obszaréw badawczych osiggniecia naukowego bylo podkreslenie
niezwykle waznej roli F-aktyny w regulacji barierowej funkcji srodbtonka.
Wskazalismy kluczowe kwestie zwigzane z uszkodzeniem srédbtonkowych potgczen
miedzykomorkowych w zakresie zmian dynamiki F-aktyny indukowanej jonami Ca?*
oraz stresem oksydacyjnym, jej udziat w uszkodzeniu AJs oraz w zrywaniu TJs po
utracie ciggtosci Ads. Ponadto zwrdcilismy uwage srodowiska naukowego, ze zespot
Malik pokazat zalezne od formowania sie wtdkien stresowych F-aktyny ,nieciggte” lub
.punktowe” AJs, ktére charakteryzowaty sie wysokg ekspresjg VE-kadheryny. Biorgc
pod uwage powyzsze, sugeruje to raczej silng interakcje miedzykomorkowa, a wraz z
charakterystycznym utozeniem widkien stresowych F-aktyny utrate skoordynowanej
migracji komorek srodbtonka, ktéra jest niezbedna w celu utrzymania bariery
endotelialnej. Na poparcie naszych spostrzezen, w powyzszej publikacji

przedstawiliSmy réwniez niepublikowane dotad wyniki badan wtasnych dotyczgcych
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odpowiedzi zapalnej ludzkich pierwotnych komorek srédbtonka naczyn tetniczych.
Wskazalismy, ze rekombinowany ludzki (rh, ang. recombinant human) czynnik
martwicy nowotworu typu a (TNFa), produkowany w komérkach HEK 293, indukuje
formowanie sie witdkien stresowych F-aktyny. Powyzsza zmiana organizacji F-aktyny
wptywa z kolei na szereg wiasciwosci komoérek srodbtonka. Wsrod nich wskazaliSmy
przede wszystkim na zmiane ksztattu komorek oraz ,nieciggly” charakter wigzan
miedzykomorkowych o wysokiej zawartosci biatek charakterystycznych dla AJs,
nizszym poziomie biatek TJs oraz wysokiej ekspresji niemiesniowej miozyny lla. Co
wiecej, zmianom tym towarzyszyta zwiekszona ekspresja taliny w obrebie ognisk
przylegania zlokalizowanych wzdtuz cytoplazmatycznych widkien stresowych F-
aktyny. Kolokalizacji F-aktyna/talina nie obserwowaliSmy natomiast w obrebie
komponentow AJs oraz TJs. Zmianom w organizacji F-aktyny towarzyszyta rowniez
utrata koordynacji migracyjnej komorek, co posrednio zwigzane byto z ograniczeniem
mozliwosci formowania sie ciggtego kontaktu miedzykomoérkowego w nastepstwie
szybszego fatldowania sie bton komoérkowych. Badania przyzyciowe wykazaty takze,
ze punktowe interakcje pomiedzy komorkami stymulowanymi rh TNFa byly na tyle
silne, ze migrujgce komorki pozostawiaty miejsce wigzania miedzykomdrkowego po
peknieciu widkna kurczliwego F-aktyny. Na podstawie przedstawionych powyzej
wynikbw mozna wiec wnioskowaé, ze uszkodzenie bariery endotelialnej przez
biochemiczne rozkitadanie komplekséw potaczeniowych jest promowane i
poprzedzone mechanicznym rozerwaniem AJs poprzez nadmierne formowanie
sie wiokien stresowych F-aktyny wraz z towarzyszagcym wzrostem adhez;ji
komérka-ECM.

Dodatkowo, wyniki dotgd niepublikowanych prac, a przedstawionych m.in. na
International Cardiovascular Research Meeting w Bydgoszczy oraz na 23™ World
Congress on Advances in Oncology and 218t International Symposium on Molecular
Medicine w Atenach, z jednej strony potwierdzajg, ze aktywacja zapalna srédbtonka
tetnic wiencowych wigze sie z mechanicznym rozerwaniem  wigzan
miedzykomorkowych. Z drugiej strony jednak wskazujg, ze stymulacja zapalna
srodbtonka prowadzi do angiogenezy. Co wiecej, mechaniczne pozostawienie
fragmentu komérek w miejscu wystepowania silnego punktowego kontaktu
miedzykomoérkowego lub kontaktu komoérka-ECM prowadzi do wzajemnej
sygnalizacji komoérkowej poprzez struktury przypominajace migrasomy. Badania

przeprowadzone na ludzkich pierwotnych komorkach srédbtonka wyizolowanych z
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tetnic wiencowych wykazaty rowniez, ze stabilizacja F-aktyny poprzez
aktywacje ekspresji TPM1 systemem CRISPR (zgrupowane, regularnie rozproszone,
krotkie, powtarzajgce sie sekwencje palindromiczne, ang. clustered regularly-
interspaced short palindromic repeats)/dCas9 znacznie ogranicza odpowiedz zapalng
srodbtonka, hamujgc tym samym formowanie sie struktur przypominajgcych
migrasomy oraz tubul na podtozu typu matrigel. Efekt widoczny byt réwniez w
strukturze potgczen miedzykomoérkowych. ObserwowaliSmy zalezne od ekspresii
TPM1 zachowanie ciggtosci potgczen typu komorka-komérka w komdrkach
poddanych dziataniu rh TNFa. Przeciwnie, nokaut genu TPM1 za posrednictwem
systemu CRISPR/Cas9 prowadzit do aktywacji zapalnej komoérek srodbtonka,
przyspieszajgc tym samym indukowane przez rh TNFa formowanie sie naczyn in vitro
oraz promujgc nieciggty charakter potgczen miedzykomaorkowych w nastepstwie zmian
w organizacji F-aktyny. Obserwacje te pokazujg, ze stabilizacja F-aktyny poprzez
TPM1 skutecznie ogranicza odpowiedz zapalng komoérek ludzkiego srédbtonka
tetnic wiencowych i moze stanowi¢ atrakcyjny cel terapeutyczny w chorobach
ukladu sercowo-naczyniowego o podiozu zapalnym. Swiadczy to réwniez o
mozliwosciach aplikacyjnych systemu CRISPR aktywujgcego ekspresje TPM1 np. w
kardiologii inwazyjnej. Stagd dalsze nasze prace skierowane sg w strone opracowania
skutecznej metody wprowadzania systemu CRISPR do komodrek srédbtonka. Z tego
punktu widzenia niezwykle wazne wydajg sie by¢ peptydy penetrujgce komorke
(CPPs, ang. cell-penetrating peptides).

Obecnos¢ barier komérkowych i tkankowych, wraz z ograniczong zdolnoscig do
przechodzenia roznych czgsteczek o charakterze terapeutycznym przez btony
komorkowe, czesto utrudnia systemowg i ukierunkowang dystrybucje oraz
biodostepnos¢ lekdw. Wprawdzie CPPs wykazujg zréznicowang strukture i
wiasciwosci fizyko-chemiczne, to wszystkie z nich charakteryzujg sie co najmniej
dwiema podstawowymi cechami: sg krotkimi peptydami, ktére liczg od 5-30
aminokwasow, oraz posiadajg zdolnos¢ wnikania do wnetrza komorki bez
zaangazowania specyficznych receptorow btonowych. Wiekszos¢ zidentyfikowanych
do tej pory Ilub nowo zaprojektowanych CPPs nie posiada wiasciwosci
cytotoksycznych i immunogennych. Ponadto liczne badania podstawowe i
przedkliniczne potwierdzity ich skutecznos¢ w dostarczaniu do wnetrza komorek
réznego rodzaju czgsteczek, ktore z jednaj strony mogg stanowic potencjalne leki, a z

drugiej wykazujg ograniczong przenikliwos¢ przez btony komérkowe. WsSroéd nich
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niezwykle istotne wydajg sie peptydy, biatka, kwasy nukleinowe czy kompletne
systemy edycji genomowe;.

Celem publikaciji nr 7 pt. ,Cell-penetrating peptides and their utility in genome
function modifications (Review)” (Int J Mol Med. 2017, 40: 1615-1623) wtgczonej do
drugiego z obszaréw badawczych osiggniecia naukowego byto przedstawienie
aktualnego stanu wiedzy w zakresie CPPs ze szczegdélnym uwzglednieniem
mozliwosci ich aplikacji klinicznej. W powyzszej pracy pogladowej, oprocz
klasyfikacji, mechanizméw wnikania do komorek, toksycznosci oraz metod tworzenia
kompleksow CPP-koniugat, pokazaliSmy wyniki badan wiasnych prezentujgce
zdolnos¢ do wprowadzania plazmiddw ekspresyjnych w  kompleksach
elektrostatycznych z czgsteczkami peptydu HIV TAT (47-57) do ludzkich pierwotnych
komoérek srédbtonka naczyn tetniczych. Podkreslilismy réwniez przydatnosé CPPs w
transporcie przez btone komdrkowg systemow edycji genomu, tj. nukleaz z motywem
palca cynkowego (ZFNs, ang. zinc-finger nucleases), nukleaz efektorowych
podobnych do aktywatora transkrypcji (TALENs, ang. transcription activator-like
effector nucleases), czy systeméw CRISPR. Podsumowujac, zaprezentowana
powyzej publikacja pogladowa wskazuje, ze w wyniku braku idealnych narzedzi
do wprowadzania réznych biologicznie aktywnych molekut do wnetrza komérek,
niewirusowe systemy z zastosowaniem CPPs s3a bezpieczne i stanowig
obiecujaca alternatywe dla obecnie stosowanych metod.

W zwigzku z obiecujgcymi wynikami badahn podstawowych, zwtaszcza w
zakresie poznania mechanizmu indukowanej przez TNFa utraty barierowej funkc;ji
endotelium oraz mozliwosci regulacji odpowiedzi zapalnej komaorek srodbtonka naczyn
tetniczych poprzez system CRISPR aktywujgcy ekspresje TPM1, zasadne byto
opracowanie koncepcji nowego stentu wewnatrznaczyniowego o
witasciwosciach przyspieszajagcych gojenie sie miejsca implantacji oraz
ograniczajgcych wystapienie zakrzepicy, ktora zostata przedstawiona jako
publikacja nr 8 i wigczona do drugiego z obszarow badawczych osiggniecia
naukowego. Wynalazek zostat zgtoszony do ochrony w Urzedzie Patentowym
Rzeczypospolitej Polskiej, ktory udzielit patentu na ,Stent wewngtrznaczyniowy,
zwtaszcza naczyn wiencowych” (numer prawa wytgcznego: PAT.230281) w mniej niz
rok od daty zgtoszenia i stanowit podstawe do miedzynarodowego zgtoszenia
patentowego w procedurze PCT (numer zgtoszenia: PCT/PL2018/050035). Celem

opracowania nowej konstrukcji stentu wedtug wynalazku byto zwiekszenie
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skutecznosci zabiegéw poszerzenia naczyn krwionosnych, zwtaszcza tetnic
wiencowych, metoda angioplastyki balonowej z implantacjg stentu, a tym
samym znaczne ograniczenie odleglych w czasie powiktan pozabiegowych.
Oprécz cech pozadanych dla stentdw wewnatrznaczyniowych, a wiec duzej
wytrzymatosci na sity zewnetrzne przy jednoczesnym zachowaniu odpowiedniej
gietkosci w celu przeprowadzenia stentu przez zakrety oraz zwezenia naczyn,
odpowiednim dopasowaniu do Sciany naczynia na catej dtugosci oraz optymalnej
powierzchni wycie¢ dla procesu reendotelializacji miejsca poszerzonego naczynia,
konstrukcja nowego stentu posiada unikalne ptytkowate elementy majgce za zadanie
przede wszystkim zwiekszy¢ powierzchnie dziatania wewnetrznych powitok
funkcyjnych, ale réwniez pemni¢ dodatkowg funkcje w postaci bariery oddzielajgce;j
zewnetrzne pokrycie stentu od powierzchni wewnetrznej $ciany naczynia
krwionosnego. Ponadto konstrukcja stentu jest uniwersalna w zakresie wyboru
materiatu do jego wykonania i umozliwia bezposrednie umieszczenie w ptytkowatych
elementach znacznikbw o ograniczonej przeziernosci dla promieni RTG. Ma to za
zadanie poprawia¢ jakos¢ procedury implantacji i monitoring utozenia stentu
wzgledem Sciany naczynia oraz jego odpowiedniego wpasowania w miejsce
zwezenia. Jednakze gtdwng przewagg technologiczng zaproponowanego przez nas
rozwigzania jest jego ukierunkowane dziatanie na poszczegolne warstwy komérkowe
Sciany naczynia. Wypukta struktura powtoki zewnetrznej nowego stentu wedtug
wynalazku wbijajgc sie w $ciane naczynia krwionosnego podczas implantacji
zapewnia jej pozgdang penetracje do stopniowego i precyzyjnego uwalniania lekow
hamujgcych proliferacije komoérkowg. Natomiast wewnetrzna powiloka obejmuje
przeciwciata monoklonalne przeciwko VE-kadherynie i stopniowo uwalniany system
komérkowego wzbudzania ekspresji TPM1 oparty o kompleksy CPPs z technologig
CRISPR albo ustabilizowanymi czgsteczkami mRNA albo plazmidowymi wektorami
ekspresyjnymi. Zasadniczg zaletg takiego rozwigzania jest jednoczesna zdolnos¢ do
interakcji powtoki z poznymi Srédbtonkowymi  komorkami  progenitorowymi  z
krwiobiegu oraz ukierunkowanie komorek srodbtonka do endotelializacji wewnetrznej
powierzchni konstrukcji stentu, a takze miejsca jego implantacji. Podsumowujac,
obecne na rynku rozwigzania nie dzialajg w sposob kompleksowy i
ukierunkowany. Stad istnieje ogromne zapotrzebowanie na stworzenie
efektywnego, wybiegajacego w przysziosé, rozwigzania, ktére ograniczy

mozliwos¢é wystgpienia restenozy i zakrzepicy, a takze przyspieszy ponowng

29



dr n. med. Maciej Gagat Zatgcznik nr 2

endotelializacje miejsca implantacji stentu oraz jego wewnetrznej powierzchni.
Proponowane przez nas rozwigzanie ma za zadanie w spos6b ukierunkowany
dziala¢ na poszczegolne warstwy sciany naczynia krwionosnego, prowadzac do
zahamowania migracji komérek miesni gtadkich, ograniczenia formowania sie
neointimy oraz przyspieszenia procesow gojenia sie srodbtonka. Opracowana
przez nas technologia obejmuje zaréwno specyficzng konstrukcje, jak i unikalne
powloki funkcyjne, ktére z jednej strony precyzyjnie hamujg proliferacje i
migracje komorek budujgcych sciane naczynia, a z drugiej przyspieszajg gojenie

sie miejsca implantacji stentu poprzez odtworzenie bariery endotelialnej.

4.3.3. POSZUKIWANIE NIEKANONICZNYCH FUNKCJI BIALEK CYKLU
KOMORKOWEGO

Zaangazowanie cyklin, jak rowniez ich katalitycznych partnerow, kinaz
zaleznych od cyklin (CDKs, ang. cyclin-dependent kinases), w przejscie cyklu
komorkowego jest dobrze udokumentowane. Liczne badania nad czterema gtownymi
klasami cyklin, A, B, D i E, pozwolity na opracowanie klasycznego modelu cyklu
komérkowego, ktoéry stanowi o tym, ze specyficzne heterodimeryczne kompleksy
cyklina/CDK fosforylujg szereg biatek, promujgc tym samym wejscie komorek w faze
G1 cyklu komérkowego, synteze DNA podczas fazy S oraz segregacje nowo
zduplikowanych chromosoméw do komérek potomnych podczas fazy M cyklu
komérkowego. Co wiecej, model ten zaktada, ze cykliny oraz ich zmienna ekspresja
podczas cyklu komoérkowego zapewniajg uporzgdkowang progresje komorek przez
cykl. Jednakze wzrasta réwniez liczba prac pokazujgcych bezposrednie
zaangazowanie cyklin oraz CDKs w inne wazne procesy komoérkowe, tj. transkrypcja,
naprawa DNA, kontrola Smierci komorkowej, rdéznicowanie, odpowiedz
immunologiczna czy nawet regulacja dynamiki F-aktyny. Niektore z powyzszych
niekanonicznych funkgcji cyklin oraz CDKs sg niezalezne od ich partnerow w cyklu
komorkowym. Badania naszego zespotu wykazaty m.in. odmienng regulacje ekspresiji
cykliny B1 w Smierci i starzeniu sie komorek gruczolakoraka ptuc linii A549
indukowanych doksorubicyng (Folia Histochem Cytobiol. 2012, 50: 58-67), degradacje
cytoplazmatycznej puli cykliny D1 w indukowanej trojtlenkiem arsenu smierci komoérek
Jurkat (Acta Histochem. 2014, 116: 1350-8) oraz udziat funkcjonalnej cykliny D1 w
indukowanej sulforafanem nekrozie komoérek gruczolakoraka ptuc linii A549 (Int J
Oncol. 2016, 48: 2521-33).
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Stosunkowo niedawno, bo w 1994 roku, dwa niezalezne zespoty, Elledge oraz
Frischauf, zidentyfikowaty nowg ssaczg cykline, ktéra zgodnie z alfabetyczng
nomenklaturg zostata nazwana cykling F (CCNF, ang. cyclin F). Na przetomie ostatnigj
dekady pokazano, ze CCNF posiada kilka znanych substratéw, ktére powigzane sg
m.in. z organizacjg mikrotubul, a takze metabolizmem i naprawg DNA. Wykazano
réwniez, ze cyklina ta zawiera trzy moduty: ,pseudokatalityczny”, rekrutujgcy substrat
oraz regulatorowy. Modut ,pseudokatalityczny” obejmuje domene F-box, ktdra nie
posiada wprawdzie wewnetrznej aktywnosci katalitycznej, to posredniczy w interakcji
z innymi sktadnikami kompleksu SCF (SKP1-kullina-F-box) biorgcego udziat w
ubikwitynacji réznych celéw molekularnych. Modut rekrutujgcy substrat zawiera
domene cyklinowg, ktéra wigze sie do motywu CY (RxL) substratu w sposob
analogiczny, jak inne cykliny do CDKs. Wprawdzie domena cyklinowa CCNF wykazuje
homologie do tej obserwowanej w obrebie innych cyklin, to CCNF uzywa jednak
domeny F-box do promowania ubikwitynacji substratow, zamiast znanego z innych
cyklin mechanizmu fosforylacji poprzez podjednostke katalityczng CDK. Modut
regulatorowy kontroluje przede wszystkim jgdrowg lokalizacje CCNF w fazie Si G2, w
obrebie centrosomoéw w fazie G2, a takze jej ilos¢ podczas catego cyklu komorkowego
oraz stresu genotoksycznego. Modut ten obejmuje przede wszystkim dwie sekwencje:
lokalizacji jgdrowej (NLS, ang. nuclear localization sequence) i PEST, ktora
odpowiedzialna jest m.in. za sygnalizacje do proteolizy w fazie G1 cyklu komoérkowego
oraz po uszkodzeniu DNA.

Niezwykle interesujgcym celem kompleksu SCFCCNF 7z punktu widzenia
prognostyki oraz leczenia wielu typow nowotworow, jest reduktaza rybonukleotydowa
M2 (RRM2, ang. ribonucleotide reductase M2). RRM2 katalizuje konwersje
rybonukleotydow do deoksyrybonukleotydow (dNTPs, ang. deoxynucleotides), ktore
sg niezbedne do replikacji i naprawy DNA. Wykazano, ze zalezna od CCNF
degradacja RRM2 utrzymuje wiasciwy balans dNTPs, ktéry zapobiega
nieprawidtowemu wigczaniu rybonukleotydéw w procesie naprawy DNA indukowane;j
stresem genotoksycznym.

Nadekspresje RRM2 powigzano z gorszym rokowaniem pacjentow z rakiem
jajnika, jelita grubego, watroby czy sutka. Poza tym, wykazano, ze obnizenie ekspresji
RRM2 hamuje proliferacje komérek czerniaka. W $wietle powyzszego, 0§ CCNF-
RRM2 moze miec istotne znaczenie w prognozowaniu, odpowiedzi na czynniki

genotoksyczne oraz przy projektowaniu nowych strategii leczenia pacjentéw z
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czerniakiem skory. Rozpoczecie nowego, niezwykle istotnego pod wzgledem
klinicznym, obszaru badan byto mozliwe dzieki mojemu zaangazowaniu w realizacje
grantu NCN pt. ,Znaczenie osi cyklina F-RRM2 w lekoopornosci komérek czerniaka o
zréznicowanym stopniu agresywnosci - badania in vitro”.

Celem publikacji nr 9 pt. ,Potential role of cyclin F mRNA expression in the
survival of skin melanoma patients: Comprehensive analysis of the pathways altered
due to cyclin F upregulation” (Oncol Rep. 2018, 40: 123-144) wiagczonej do trzeciego
obszaru osiggniecia naukowego byta ocena mechanizmu dziatania osi CCNF-RRM2
u pacjentow z czerniakiem skory. W analizie in silico niezaleznych i
ogoélnodostepnych danych uzyskanych w ramach projektu TCGA oceniono wptyw
poziomu ekspresji mMRNA CCNF oraz RRM2 na catkowite przezycie (OS, ang. overall
survial) oraz przezycie wolne od objawéw choroby (DFS, ang. disease-free survival).
Ponadto okreslono wptyw podwyzszonej i obnizonej ekspresji CCNF i RRM2 na
poziomie transkryptu na ekspresje 208 biatek oraz ich ufosforylowanych form, ktére
zaangazowane sg W kluczowe szlaki sygnalizacyjne komorek. Korelacja pomiedzy
poziomami mMRNA CCNF albo RMM2 a ekspresjg powyzszych biatek zostata
nastepnie wykorzystana do analizy ich wzajemnych relacji, zaangazowania w procesy
biologiczne oraz funkcjonalne szlaki molekularne. Na podstawie uzyskanych wynikow
wykazalismy, ze podwyzszona ekspresja CCNF na poziomie transkryptu jest
powigzana z gorszym rokowaniem u pacjentdw z czerniakiem skoéry. Co wiecej,
wykazalismy istotne statystycznie réznice w przezyciu pacjentow z obnizong albo
podwyzszong ekspresjg mRNA CCNF. Podobnie, istotne statystycznie réznice
zaobserwowaliSmy pomiedzy pacjentami z podwyzszong i obnizong ekspresjg mRNA
RRM2. Nie wykazaliSmy natomiast istotnosci statystycznych w DFS. Ponadto
wykazalismy, ze biatka, ktérych ekspresja negatywnie koreluje z poziomem CCNF na
poziomie transkryptu zaangazowane sg przede wszystkim w regulacje takich
procesOw jak: apoptoza, wewngtrzkomérkowa sygnalizacja, metabolizm oraz
fosforylacja biatek, komunikacja komoérkowa, proliferacja czy adhezja komérkowa.
Natomiast biatka pozytywnie korelujgce z ekspresjag mMRNA CCNF zwigzane sg z
regulacjg cyklu komorkowego, naprawg DNA czy regulacjg ekspresji genow. Podobne
zaangazowanie w procesy biologiczne zidentyfikowano dla ekspresji biatek
korelujgcych z poziomem ekspresji mMRNA RRM2. W przypadku biatek negatywnie
korelujgcych z ekspresjg RRM2 na poziomie transkryptu wykazalismy ich

zaangazowanie w regulacje m.in. proliferacji komorkowej, apoptozy, przekazywania
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sygnatow, fosforylacji biatek czy klasycznej sygnalizacji Wnt. Podczas gdy biatka
pozytywnie korelujgce z ekspresjg mMRNA RRM2 zaangazowane sg w regulacje cyklu
komérkowego, wzrostu i proliferacje komoérek, czy tez przekazywanie sygnatow w
odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Podsumowujac, zaprezentowane powyzej
wyniki analiz in silico byly pierwsza w literaturze swiatowej probg wyjasnienia
zaangazowania CCNF oraz osi CCNF-RRM2 w status kliniczny pacjentéw z
czerniakiem skory. WykazaliSmy, ze podwyzszona ekspresja mRNA CCNF
zwigzana jest z aktywacjg szlakdow molekularnych odpowiedzialnych za
proliferacje, potencjatl przerzutowy i przezycie komérek czerniaka. Wprawdzie
praca posiada wiele ograniczen, ktdére zwigzane sg m.in. z dostepnoscig danych
ekspresyjnych i klinicznych oraz z faktem zestawienia poziomoéw ekspresji CCNF albo
RMM2 na poziomie transkryptu z ekspresjg biatek zaangazowanych w kluczowe
procesy biologiczne, to stanowi ona niezwykle istotne podtoze dla dalszych prac w
zakresie wyjasnienia wzajemnej relacji pomiedzy CCNF i RRM2. Pokazalismy, ze
zaréowno CCNF, jak i RRM2 oraz ich wzajemne relacje, stanowig atrakcyjny kierunek
badan w dziedzinie dermatologii onkologicznej i ze wzgledu na funkcje obu biatek
precyzyjne wyjasnienie mechanizmu dziatania osi CCNF-RRM2 moze przynies¢
szereg danych prowadzacych do lepszej diagnozy, rokowania i wyboru optymailnej

terapii pacjentéw z czerniakiem skory.

5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

5.1. OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA
DOKTORA

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych bytem wspdétautorem 30
publikacji naukowych o sumarycznym IF = 24.843 i 351 punktach wg MNiSW, 1 obrazu
okfadki czasopisma naukowego oraz 59 doniesien zjazdowych.

Swojg prace naukowg rozpoczagtem od 2008 roku bedac jeszcze studentem
Uzupetniajgcych Studiach Magisterskich. Efektem dziatalnosci w Studenckim Kole
Naukowym Biologii Komorki i Ultrastruktury oraz realizacji pracy magisterskiej byto
opublikowanie 2 prac naukowych (Postepy Hig Med Dosw. 2009, 63: 1-7; Med Biol
Sci. 2010; 24/1: 25-32).

Pod koniec 2008 roku, bedgc nadal studentem ostatniego roku Uzupetniajgcych

Studiach Magisterskich, zostatem zatrudniony na stanowisku Starszego technika w
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Katedrze i Zakladzie Histologii i Embriologii Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, gdzie pod
kierunkiem prof. dr hab. n. med. Aliny Grzanki oraz we wspétpracy z dr hab. Dariuszem
Grzankg nabytem umiejetnosci technicznych z zakresu badan nad szkieletem
komorkowym, doswiadczenia w analizie i interpretacji obrazéw mikroskopowych,
rébwniez na poziomie ultrastruktury, a takze kwalifikacji w zakresie pozyskiwania i
realizacji projektéw badawczych sfinansowanych ze zrédet zewnetrznych. W zwigzku
z duzym zaangazowatem w badania naukowe, a takze predyspozycjami do
prowadzenia zaje¢ dydaktycznych od 2 pazdziernika 2010 roku zostatem zatrudniony
na stanowisku Asystenta w powyzszej jednostce. Byt to niezwykle istotny ze wzgledu
na moj dalszy rozwoj naukowy etap kariery i dotyczyt prac zwigzanych z udziatem
cytoszkieletu w fizjologicznych i patologicznych procesach komoérkowych oraz
wptywem zwigzkéw cytotoksycznych, pochodzenia naturalnego i czynnikow
fizycznych na zmiany jego organizacji. Efektem mojego zaangazowania w wymienione
obszary badawcze byto powstanie 10 publikacji naukowych (Folia Histochem Cytobiol.
2010, 48:377-86; Med Biol Sci. 2011, 25/1: 17-23; Oncol Rep. 2012, 28: 2138-48; Acta
Histochem. 2013, 115: 487-95; Acta Histochem. 2013, 115: 775-82; Med Biol Sci.
2013, 27/2: 19-25; Med Biol Sci. 2014, 28/2: 11-17; Med Biol Sci. 2014, 28/2: 25-32;
Cent Eur J Biol. 2014, 9: 727-738; Postepy Hig Med Dosw. 2014, 68: 1492-500) oraz
rozdziatu w ksigzce pt. “Nauka i praktyka: doswiadczenia pracownikdbw naukowych z
realizacji stazy w przedsiebiorstwach w ramach projektu Program Transferu Wiedzy
NiP - Nauka i Praktyka”.

Rownie waznym aspektem badawczym podjetym w tym okresie byly prace
zwigzane z wptywem ekspresji biatka SATB1 oraz eksportyny-6 na indukcje proceséw
Smierci komoérkowej (Pol J Pathol. 2012; 63: 101-5; Folia Histochem Cytobiol. 2014;
52: 195-205; Int J Mol Med. 2014; 33: 1441-50), a takze z udziatem cykliny B1 oraz
cykliny D1 w indukowanej smierci komorek gruczolakoraka ptuc linii A549 i biataczki
T-komaorkowej linii Jurkat (Folia Histochem Cytobiol. 2012; 50: 58-67; Acta Histochem.
2014, 116: 1350-8).

Roéwnoczesnie zaczatem interesowaC sie zaangazowaniem F-aktyny w
organizacje potaczen miedzykomdrkowych oraz mozliwoscig zaleznej od F-aktyny
regulacji adhezji miedzykomoérkowej. Zagadnienia te stanowity w gtdwnej mierze
podstawe mojej rozprawy doktorskiej pt. ,Udziat filamentéw aktynowych w adhezji

miedzykomorkowej ludzkiego srddbtonka naczyh w  warunkach sprzyjajgcych
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rozwojowi proceséw miazdzycowych” i zostaty opublikowane w formie 3 publikaciji
naukowych (Folia Histochem Cytobiol. 2013, 51: 179-92; Int J Mol Med. 2013, 32: 115-
29; Acta Histochem. 2014, 116: 606-18). Poza tym, opublikowane wyniki badan zostaty
uhonorowane w postaci obrazu na oktadce czasopisma Acta Histochemica na rok
2014. Rozprawe doktorskg obronitem z wyrdéznieniem, a stopien doktora nauk
medycznych w zakresie biologii medycznej uzyskatem uchwatg Rady Wydziatu
Lekarskiego Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu z dnia 25 marca 2015 roku.

Udziat w pozostatych pracach badawczych zwigzany byt ze wspotpracg z innymi
osrodkami naukowymi, a moja rola opierata sie przede wszystkim na zdobytym
wczesniej doswiadczeniu w zakresie technik mikroskopowych oraz analizy i
interpretacji obrazu mikroskopowego. Tematyka prac kooperacyjnych zwigzana byta z
inzynierig tkankowg i medycyna regeneracyjng (Cent European J Urol. 2012, 65: 7-10;
Curr Signal Transduct Ther. 2012, 7: 220-227; Int J Urol. 2013, 20: 537-42; Aesthet
Surg J. 2014, 34: 1261-9; Hum Cell. 2014, 27: 85-93 oraz 2 rozdziaty w opracowaniach
zbiorowych: ,Lecture Notes of the ICB Seminar. Micro- and nanosystems in
biochemical diagnosis. Principles and applications.” i ,Nowoczesne metody analizy
surowcow rolniczych”) we wspétpracy z interdyscyplinarnym zespotem prof. dr hab. n.
med. Tomasza Drewy oraz przemystem drzewno-papierniczym (Ann WULS - Forestry
and Wood Technol. 2012, 78: 130-133; Ann WULS - Forestry and Wood Technol.
2014, 85: 118-122).

5.2. OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PO UZYSKANIU STOPNIA
DOKTORA

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych bylem wspoétautorem 24
publikacji naukowych o sumarycznym IF = 59.081 i 480 punktach wg MNiSW, 1
polskiego patentu na wynalazek (30 punktow wg MNiSW), 1 miedzynarodowego
zgtoszenia patentowego oraz 39 doniesien zjazdowych. Poza osiggnieciem
naukowym bytem wspotautorem 16 publikacji naukowych o sumarycznym IF = 28.714
i 295 punktach wg MNiSW.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej,
posiadany dorobek naukowy, dydaktyczny i organizacyjny umozliwit mi od 1 lipca 2015
roku objecie stanowiska Adiunkta w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja
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Kopernika w Toruniu i dalszy rozwdj naukowy, ktéry byt zarazem kontynuacjg i
poszerzeniem zakresu badan podjetych w okresie poprzedzajgcym uzyskanie stopnia
doktora.

Poza aktywnoscig ujetg w osiggnieciu naukowym, kontynuowatem swoje
Zaangazowanie w prace zwigzane z udziatem cytoszkieletu oraz biatek regulujgcych
jego organizacje w procesach fizjologicznych i patologicznych komaérek indukowanych
m.in. zwigzkami pochodzenia naturalnego, metabolitem nikotyny oraz czynnikami
fizycznymi (Int J Physiother. 2015, 2: 939-46; Postepy Hig Med Dosw. 2015, 69: 1478-
84; Tissue Cell. 2015, 47: 105-14; Acta Histochem. 2017, 119: 99-112; Adv Clin Exp
Med. 2018, 27: 367-378). Zaangazowatem sie rowniez w prace pokazujgca
synergistyczne dziatanie fizetyny i paklitakselu w indukcji autofagii oraz stanu
katastrofy mitotycznej w komérkach gruczolakoraka ptuc linii A549.

Kontynuowatem réwniez niezwykle istotny dla mnie obszar badawczy zwigzany
z transportem aktyny pomiedzy cytoplazmg a jgdrem komorkowym, wykazujgc
protekcyjne dziatanie importyny-9 przed apoptozg komorek raka sutka linii MCF-7
indukowang kombinacjg alliiny z paklitakselem (Oncol Rep. 2016, 35: 3084-93).

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych zaangazowatem sie takze w
prace dotyczgce udziatu cykliny D1 w indukowanej sulforafanem smierci komoérek (Int
J Oncol. 2016, 48: 2521-33) oraz badania pokazujgce mozliwosci aplikacyjnego
wykorzystania ekspresji biatka SATB1 w prognozowaniu pacjentow z chtoniakami
skory z komérek T (Oncol Rep. 2015, 33: 250-66).

Udziat w pozostatych pracach badawczych w tym okresie kariery zawodowej
zwigzany byt ze wspétpracg z innymi osrodkami naukowymi, a moja rola opierata sie
gtownie na wykorzystaniu doswiadczenia w zakresie technik mikroskopowych oraz
analizy i interpretacji obrazu mikroskopowego, rowniez na poziomie
ultrastrukturalnym. Prace kooperacyjne dotyczyty inzynierii tkankowej oraz medycyny
regeneracyjnej (Ann Transplant. 2015, 20: 132-40; Arch Immunol Ther Exp. 2015, 63:
377-84; Biol Proced Online. 2016, 18: 17; Biomed Res Int. 2016, 2016: 2505601; Cell
Transplant. 2017, 26: 1780-1791) we wspoipracy z interdyscyplinarnym zespotem
prof. dr hab. n. med. Tomasza Drewy i dr hab. n. med. Marty Pokrywczynskiej,
okulistyki (Exp Ther Med. 2017; 13: 1057-1063) we wspotpracy z zespotem prof. dr
hab. n. med. Grazyny Malukiewicz oraz ortopedii (Folia Morphol. 2017; 77: 371-377)
w ramach wspotpracy z interdyscyplinarnym zespotem dr hab. n. med. Dariusza

Grzanki.
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W najblizszym czasie zamierzam skupi¢ swojg uwage gtéwnie na aspektach
aplikacyjnych prowadzonych przeze mnie badan podstawowych i zaangazowac sie w
realizacje interdyscyplinarnych projektow translacyjnych zgodnych ze s$ciezkg ,od

stotu laboratoryjnego do t6zka chorego” (ang. from bench to bedside).

6. PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO

llos¢ IF MNiSW

Pu_bllka_\qg naukowe_ przed 30 04 843 351
osiggnieciem stopnia doktora
Publikacje naukowe i patenty

po osiggnieciu stopnia 25 59.081 510

doktora
3 &5 83.924 861
Web of Science Scopus Google Scholar

Liczba cytowan* 218 214 304

Indeks H* 8 8 10

Indeks i10* 6 6 10

* na dzien 24.10.2018 r.

tl.i
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