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4.1.

WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO WYNIKAJACEGO Z ART.16
UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH
NAUKOWYCH | TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ.U. NR 65, POZ.595
ZE ZM.)

TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

»Strukturalno-funkcjonalne powigzanie jadrowej aktyny i bialka SATB1

w procesie indukowanej smierci komoérek” na podstawie cyklu 6 wybranych
publikacji (IF = 9.779; MNiSW = 98)

4.2.

WYKAZ PUBLIKACJ WCHODZACYCH W SKALAD OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO

Grzanka D., Marszatek A., Gagat M., Izdebska M., Gackowska L., Grzanka
A.: Doxorubicin-induced F-actin reorganization in cofilin-1 (nonmuscle) down-
regulated CHO AAS cells. Folia Histochem. Cytobiol. 2010; 48, 377-386. IF =
0.902; MNiSW = 13.000

Grzanka D., Gagat M., Izdebska M.: Actin is required for cellular death. Acta
Histochem. 2013; 115, 775-782. IF = 1.760; MNiSW = 15.000

Grzanka D., Gagat M., Izdebska M., Marszatek A.: Expression of special AT-
rich sequence-binding protein 1 (SATBL1) is an independent prognostic factor
in cutaneous T-cell lymphomas. Oncol. Rep. 2015; 33, 250-266. IF = 2.301;
MNiSW = 20.000

Grzanka D., Gagat M., lzdebska M.: Involvement of the SATBI1/F-actin
complex in chromatin reorganization during active cell death. Int. J. Mol. Med.
2014; 33, 1441-1450. IF = 2.088; MNiSW = 20.000

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 = 1.364; MNiSW = 15.000

Grzanka D., Kowalczyk A.E., lzdebska 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-
161. IF = 1.364; MNiSW = 15.000



4.3. OPIS MERYTORYCZNY OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
PRZEDSTAWIONEGO DO OCENY

4.3.1. ISTNIEJACY STAN WIEDZY W ZAKRESIE TEMATU BADAN

Smieré komorki jest jednym z fundamentalnych proceséw biologicznych
petnigcych kluczowg role zarébwno w stanie zdrowia, jak i choroby (Lockshin i Zakeri,
2007). Nie powinno wiec dziwi¢, ze od wielu lat jest ona wiodgcym tematem
zajmujgcym naukowcow na catym Swiecie. Obecnie stosunkowo dobrze
scharakteryzowana wydaje sie fizjologiczna rola Smierci komorki, zarébwno w
prawidtowym rozwoju tkanek, jak i utrzymaniu homeostazy organizmu, jednak to
zaburzenia tego procesu, bedgce przyczyng choréb  nowotworowych,
autoimmunologicznych czy neurodegeneracyjnych, budzag najwieksze
zainteresowanie. W Swietle znaczgcego postepu jaki dokonat sie w naszym
rozumieniu mechanizméw przebiegu oraz regulacji Smierci komorki, jej zaburzenia
staty sie podstawg dla manipulacji tym procesem, w kontekscie rozwoju metod
terapeutycznych. Stato sie réwniez jasne, ze ze wzgledu na mnogos¢ form Smierci
oraz funkcji jakie mogg one petnic w komérce, w zaleznoéci m.in. od ich tta
genetycznego czy rodzaju, czasu dziatania i nasilenia czynnika indukujgcego, istnieje
konieczno$¢ usystematyzowania nazewnictwa, juz nie tylko w oparciu o
morfologiczne, ale przede wszystkim mierzalne, biochemiczne i molekularne
wyznaczniki. W zwigzku z tym najnowsze wytyczne Komitetu ds. Nazewnictwa
Smierci Komoérek odnoszg sie do funkcjonalnej klasyfikacji $mierci, ktéra obejmuje
zewnatrzpochodng apoptoze, wewnatrzpochodng apoptoze zalezng lub niezalezng
od kaspaz, regulowang nekroze, autofagie oraz katastrofe mitotyczng (Galluzzi i
wsp., 2012). Dane z pismiennictwa wskazujg ponadto, ze w odniesieniu do terapii
nowotworowej, do mechanizmow $mierci mozna zaliczy¢ réwniez starzenie (Chang i
wsp., 1999; Eom i wsp., 2005; Litwiniec i Grzanka, 2009). Réwnoczesnie podkresla
sie, ze interwencje genetyczne pozwalajgce na utrate lub nabycie funkcji genu oraz
farmakologiczne inhibitory czy aktywatory istotnych sktadnikbw maszynerii $mierci,
powinny stanowi¢ podstawowe narzedzia przy okresleniu funkcjonalnego statusu
Smierci, jak rowniez przy prébie identyfikacji jej nowych ,graczy” (Kroamer i wsp.,
2009; Galluzzi i wsp., 2015). Dysponujgc usystematyzowanym nazewnictwem oraz
szeregiem morfologicznych, biochemicznych i molekularnych biomarkerow, a takze
specyficznych metod ich detekcji i modulowania, ostatnie lata badah nad $miercig

zmierzajg w kierunku dalszego poznawania biatek i komdrkowych struktur
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zaangazowanych w jej realizacje oraz regulacje i bedgcych potencjalnym celem w
terapii, w tym przeciwnowotworowej. Jedng z takich biatkowych struktur wydaje sie

by¢ cytoszkielet aktynowy (Giganti i Friederich, 2003).

Aktyna jako jedno z podstawowych biatek cytoszkieletu wystepuje we
wszystkich komorkach eukariotycznych w dwoéch formach: globularnej (G-aktyna)
oraz fibrylarnej (F-aktyna) (Hightower i Meagher, 1986). Obie te postacie warunkujg
dynamiczng nature cytoszkieletu aktynowego, ktora jest kluczowa dla takich
procesow jak: przekazywanie sygnatéw w obrebie komorki, ruch i przyleganie do
podtoza, endocytoza, Smier¢ komorki i transformacja nowotworowa (Rao i Li, 2004;
Carlier i Pantaloni, 2007). W odniesieniu do jej cytoplazmatycznej puli wiekszos¢ z
tych funkcji aktyny zostata juz stosunkowo dobrze poznana. Z kolei wystepowanie i
rola aktyny jgdrowej sg zdecydowanie gorzej scharakteryzowane, cho¢ doniesienia o
jej istnieniu, poczatkowo kwestionowane, pojawity sie juz okoto 40 lat temu (Clark i
Merriam, 1977). Interakcje pomiedzy cytoplazmg i jadrem zapewniajg witasciwg
reakcje komorki na zmieniajgce sie warunki wewnetrzne i Srodowiskowe,
umozliwiajgc tym samym zachowanie homeostazy. Aktyna, bedac integralnym
skfadnikiem obu tych przedziatbw komdérkowych, podlega takze tym wptywom.
Relacje pomiedzy dwiema jej pulami: jadrowg i cytoplazmatyczng wydajg sie mie¢ z
kolei krytyczne znaczenie w inicjowaniu i kontroli wielu proceséw zachodzgcych w
warunkach fizjologicznych i patologicznych (Percipalle i wsp., 2002). Szczegdlnie
istotne wydaje sie zagadnienie udziatu cytoszkieletu aktynowego w aktywnej Smierci
komorki co, jak juz wspomniano, wigze sie z potencjalnymi mozliwosciami
terapeutycznymi. Dotychczasowe doniesienia przedstawiaty istotng role aktyny w
powstawaniu nie tylko zmian morfologicznych podczas apoptozy (np. powstawanie
pecherzykdw apoptotycznych), ale takze sugerowaty jej udziat w zmianach

zachodzgcych na terenie jgdra komérkowego (Croft i wsp., 2005).

Innym waznym elementem macierzy jgdrowej jest biatko SATB1 (Special AT-
rich sequence-binding protein 1), po raz pierwszy opisane przez zespo6t Terumi
Kohwi-Shigematsu (Dickinson i wsp., 1992). SATB1 wigze sie z bogatymi w adenineg i
tymine, wyspecjalizowanymi regionami dwuniciowego DNA, ktore nazywano
regionami niesparowanych zasad (BURSs) i tworzy tréjwymiarowg strukture (,klatke”)
w obrebie jgdra komorkowego, kotwiczy do niej chromosomy poprzez wigzanie sie

do regionbw BURs wybranych genéw, a takze fatduje i remodeluje chromatyne

—6—



przyciggajgc do siebie nawzajem nawet odlegte czesci genomu. Nowo
zaobserwowana forma organizacji chromatyny umozliwia wspdlng i skoordynowana
regulacje ekspresji wielu gendéw rownoczesnie. Innym mechanizmem dziatania
powyzszego biatka jest rekrutacja enzymow modyfikujgcych histony w rézne miejsca
chromatyny, umozliwiajgca regulacje transkrypcji wybranych genow (Dickinson i
wsp., 1992; Yasui i wsp., 2002). Ekspresja SATB1 na terenie jgdra, opisywana
wczesniej miedzy innymi w procesie dojrzewania tymocytow i roznicowania komorek
macierzystych (Alvarez i wsp., 2000), nabrata nowego, istotnego klinicznie znaczenia
po serii doniesien naukowych wskazujgcych biatko SATB1 jako niezalezny czynnik
rokowniczy w niektérych chorobach nowotworowych. Wysoki poziom ekspresiji tego
biatka oznaczany w wycinkach nowotworu pobranych od pacjentek z rakiem sutka
wyraznie korelowat z wystgpieniem przerzutow (niezaleznie od stanu weziéw
chtonnych w momencie oznaczenia) i krétszym czasem przezycia. Rownoczesnie
przeprowadzone oznaczenia profili ekspresji genéw na liniach komérkowych rakéw
sutka z zastosowaniem technik RNAI, w celu zahamowania ekspresji SATB1,
wykazaty zmiany w ekspresji ponad 1000 gendow, w tym wielu wigzanych z
wystepowaniem przerzutéw i kojarzonych z agresywnym przebiegiem choroby, a
takze gendw supresorowych i onkogendéw. Stwierdzono, ze ekspresja wielu gendw
odpowiedzialnych za promowanie powstawania przerzutdow czy progresji komérek
raka piersi ulegfa nasileniu pod wptywem SATB1, ktéry réwnoczesnie hamowat
ekspresje gendw supresorowych przerzutowania. Obserwacje te pokrywaty sie ze
zmianami w morfologii prowadzonych hodowli komérkowych in vitro (zahamowanie
ekspresji SATB1 w bardzo agresywnej linii komoérek raka piersi przywracato im
morfologie prawidtowych komoérek nabtonkowych sutka) oraz z oznaczonym in vivo
potencjatem przerzutowym wszczepionych komoérek nowotworowych u myszy.
Wyniki te zalezne byty od kontrolowanej ekspresji SATB1 i pozwolity wycigagnac
wniosek, ze ekspresja tego biatka niezbedna jest dla ujawnienia sie agresywnego,
przerzutowego fenotypu badanych komérek raka sutka (Han i wsp., 2008).
Obserwacje te zostaty potwierdzone przez inny zespdt badawczy (Patani i wsp.,
2009), a podobng zalezno$¢ pomiedzy poziomem ekspresji mRNA SATB1 a
wystepowaniem przerzutdw i niekorzystng prognozg wykazano takze dla
niedrobnokomorkowego raka ptuc (Zhou i wsp., 2009), raka ptaskonabtonkowego
krtani (Zhao i wsp., 2010), pecherza moczowego (Liu i wsp., 2010) oraz raka

odbytnicy (Meng i wsp., 2012). Wyniki naszych badan przeprowadzonych na
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chtoniaku skoéry z komoérek T (Cutaneous T-cell lymphoma, CTCL) sugerujg rowniez,
ze ekspresja SATB1 moze by¢é potencjalnym czynnikiem rokowniczym,
potwierdzajgcym zréznicowanie przebiegu klinicznego CTCL (Grzanka i wsp., 2012).
Odmienne wyniki zostaty zaprezentowane przez lorns i wsp. (2010) w badaniach
przeprowadzonych zaréwno na liniach komérkowych raka sutka oraz na modelu
mysim analogicznym do badan Kohwi-Shigematsu. Wykazali oni brak wptywu zmian
ekspresji SATB1 na zgodng z wczes$niejszymi doniesieniami zmiane morfologii
hodowli komdrkowej, formowanie guzéw oraz powstawanie przerzutow u myszy
bezgrasiczych z ksenoprzeszczepem ludzkich komoérek raka piersi. Co wiecej,
wykorzystujgc technike mikromacierzy pokazano, ze nadekspresja SATB1 w ludzkich
komorkach raka piersi nie wptywa na poziom molekularnych markeréw
przerzutowania, w sposéb korespondujgcy z promowaniem zmiany fenotypu
komorek na agresywny. Ponadto, cytowani naukowcy przeanalizowali dostepne w
piSmiennictwie dane z 6 niezaleznych badahn mikromacierzowych pod kagtem
okredlenia zaleznosci miedzy ekspresjg SATB1 a ogolnym czasem przezycia
pacjentow z rakiem piersi. Stwierdzony przez nich brak wystepowania opisanej
zaleznoéci poddat w watpliwos¢ role SATB1 jako niezaleznego czynnikiem

prognostycznym w raku piersi (lorns i wsp., 2010).

W ostatnich Ilatach, w wyniku doskonalenia przyzyciowych metod
wizualizacyjnych, znacznym zmianom ulegty poglady na temat budowy
interfazowego jgdra komoérkowego. Obecnie postrzegane jest ono jako miejsce
dynamicznych interakcji pomiedzy chromatyng i biatkami macierzy jgdrowej, co
bezposrednio wptywa na jej organizacje przestrzenng, a przez to na aktywnosc¢
transkrypcyjng i skuteczno$¢ mechanizméw naprawczych DNA. Opierajgc sie na
funkcjonalnej kompartmentalizacji przestrzeni jgdrowej, zaproponowano dwa
zblizone modele budowy jadra, w ktérych architektura wewnatrzjgdrowa
charakteryzuje sie okreslonym sposobem organizacji, a jej poszczegolne elementy
stanowig strukturalng i funkcjonalng catos¢. Wedtug tej koncepcji kazdy chromosom
zajmuje wyodrebniony fizycznie obszar — strukture dynamiczng, zmieniajgca sie wraz
z aktywnoscia genomu, tzw. terytorium chromosomowe (CT). Przestrzen
miedzyterytorialna (IC/ICD) znajdujgca sie pomiedzy terytoriami chromosomowymi
lub wnikajgca na ich teren (wedtug jednego z modeli) umozliwia kontakt miedzy

sgsiednimi terytoriami chromosomow oraz interakcje z wypetniajgcymi jg biatkami
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macierzy wewnatrzjgdrowej (Cremer i Cremer, 2001). Tak rozumianej architekturze
wewnatrzjgdrowej przypisuje sie funkcje nadrzednego elementu regulujgcego
mechanizmy epigenetyczne, ktére warunkujg ustalanie specyficznych dla danych
typow komorek wzorcow ekspresji gendw (Cremer i wsp., 2004; Zegato i wsp., 2006).
Jednak nasza wiedza dotyczgca mechanizméw regulujgcych funkcjonowanie
genomu na poziomie jgdra komorkowego jest nadal bardzo ograniczona (van Driel i
wsp., 2003).

W zwigzku z toczgcg sie debatg na temat obecnosci i funkcji flamentéw
aktynowych na terenie jgdra oraz rokowniczym znaczeniu zmian ekspresji biatka
macierzy jgdrowej — SATB1 w réznych typach nowotwordw, a takze sugerowanym
przez innych autorow udziatem SATB1 oraz jgdrowej aktyny w procesach
reorganizacji chromatyny, postanowiono zbada¢ strukturalno-funkcjonalne
powigzanie jgdrowej aktyny i biatka SATB1 w procesie aktywnej $mierci komérek.
Przedstawione do oceny osiggniecie naukowe oparte jest na badaniach oméwionych
w cyklu osmiu tematycznie wybranych publikacji, ktére sg efektem kontynuacji moich
wczesniejszych rozwazan i pozostajg w nurcie aktualnych, swiatowych poszukiwan
powigzania aktyny =z waznymi procesami zachodzgcymi na terenie jgdra

komorkowego.

4.3.2. PUBLIKACJA NR. 1: DOXORUBICIN-INDUCED F-ACTIN
REORGANIZATION IN COFILIN-1 (NONMUSCLE) DOWN-REGULATED
CHO AA8 CELLS. GRZANKA D., MARSZALEK A., GAGAT M., IZDEBSKA
M., LIDIA GACKOWSKA, ALINA GRZANKA. FOLIA HISTOCHEM.
CYTOBIOL. 2010; 48, 377-386.

W zwigzku z wczesniejszg fluorescencyjng obserwacjg F-aktyny znakowanej
falloidyng oraz kofiliny-1 na terenie jgder komérek umierajgcych na drodze apoptozy i
katastrofy mitotycznej (Grzanka i wsp., 2010; 2011), postanowiono okresli¢
funkcjonalny wptyw jadrowej lokalizacji aktyny na rodzaj $mierci komorek
indukowanej doksorubicyng. W pracy zastosowano technike RNAi w celu obnizenia
potranslacyjnej ekspresji kofiliny-1, co pozwolito na uposledzenie mechanizmu
transportu F-aktyny na drodze cytoplazma-jgdro komérkowe. Badania, ktorych cel
obejmowat okreslenie relacji ekspresiji kofiliny i organizacji aktyny w kontekscie jej
potencjalnego zaangazowania w procesy Smierci komérek indukowanej
doksorubicyng, przeprowadzono na dobrze zbadanym nam modelu CHO AA8. W

celu indukcji $mierci komoérek na drodze apoptozy i katastrofy mitotycznej

—9—



wykorzystano zastosowane w poprzednich pracach (Grzanka i wsp., 2010; 2011)
stezenia doksorubicyny. Badania immunofluorescencyjne oraz cytometryczne
wykazaty zalezng od dawki indukcje katastrofy mitotycznej (niskie i wysokie stezenia
doksorubicyny) oraz apoptozy (gtéwnie wysokie stezenia doksorubicyny). Jednakze,
po zablokowaniu transportu aktyny z cytoplazmy do jgdra komorkowego, poprzez
obnizenie ekspresiji kofiliny-1 za pomocg siRNA, nie obserwowano apoptozy, nawet

pod wptywem dziatania najwyzszych dawek doksorubicyny.

Wyniki te sugerujg, ze ekspresja kofiliny-1, a tym samym sprawny mechanizm
transportu aktyny na drodze cytoplazma-jagdro komorkowe, niezbedne sg do
aktywacji apoptozy indukowanej doksorubicyng. Jednoczenie, badania pokazy brak
wptywu jgdrowej lokalizacji F-aktyny na indukowang doksorubicyng katastrofe
mitotyczng, co wskazuje z kolei na odmienne mechanizmy reorganizacji chromatyny
w obu procesach oraz na fakt, ze apoptoza i katastrofa mitotyczna sg niezaleznymi

od siebie procesami.

4.3.3. PUBLIKACJA NR. 2: ACTIN IS REQUIRED FOR CELLULAR DEATH.
GRZANKA D., GAGAT M., IZDEBSKA M.: ACTA HISTOCHEM. 2013; 115,
775-782.

Celem niniejszej pracy byto usystematyzowanie wiedzy pochodzacej z
ostatnich lat na temat udziatu F-aktyny w procesach zachodzgcych na terenie jgdra
komorkowego, zwlaszcza podczas smierci komorek. Do tej pory obecnos¢ F-aktyny
na terenie jgdra komorkowego byta niezwykle kontrowersyjna, co zwigzane byto
przede wszystkim z ograniczonymi metodami znakowania krotkich polimerow
jadrowej aktyny. Dlatego tez w pracy tej przedstawiono rowniez opracowang przez
nasz zespdt metode ultrastrukturalnego znakowania F-aktyny za pomocg
biotynylowanej falloidyny i nanokrysztatow potprzewodnikowych oraz niepublikowane
wczesniej wyniki wlasnych badan uzyskanych w oparciu o opisywang metode.
Pozwolita nam ona nie tylko na czutg detekcje krotkich polimerow jgdrowej aktyny,
ale rowniez na wykazanie udziatu wyzej zorganizowanych struktur jgdrowej F-aktyny

w procesach reorganizacji chromatyny towarzyszgcej aktywnej Smierci komérek.

Wykazanie obecnosci wyzej zorganizowanych struktur jgdrowej aktyny na
granicy hetero- i euchromatyny pozwolito na nadanie dalszego kierunku naszym
badaniom, ktéry obejmowat analize interakcji pomiedzy jgdrowg F-aktyng a biatkiem

macierzy jgdrowej — SATB1.



4.3.4. PUBLIKACJA NR. 3: EXPRESSION OF SPECIAL AT-RICH SEQUENCE-
BINDING PROTEIN 1 (SATB1) IS AN INDEPENDENT PROGNOSTIC
FACTOR IN CUTANEOUS T-CELL LYMPHOMAS. GRZANKA D., GAGAT
M., IZDEBSKA M., MARSZALEK A.: ONCOL. REP. 2015; 33, 250-266.

Inspiracjg do przeprowadzenia tych badan byty, prowadzone gtéwnie na
ustalonych liniach komodrkowych CTCL, prace rzucajgce nowe Swiatto na
molekularne podstawy procesu nowotworzenia, wskazujgce na zaburzenie procesu
apoptozy, gtéwnie w mechanizmie AICD (ang. activation induced cell death) jako
przyczyne rozwoju CTCL. Jednak postepy poczynione w identyfikacji proceséw
odpowiedzialnych za nowotworzenie nie znalazly dotychczas szerszego przetozenia
na postepowanie kliniczne. Co wiecej, istniejgce publikacje wskazujgce potencjalne
markery rokownicze nie odnosity sie do aktualnej wiedzy na temat zaburzen
apoptozy w CTCL. Nie byto réwniez innych doniesien naukowych wigzgcych
zaburzenia na réznych etapach AICD 2z rokowaniem w tych jednostkach
chorobowych, ktére potencjalnie pozwalatyby przewidzie¢ przebieg kliniczny i wybor
adekwatnego, dostosowanego do rokowania postepowania leczniczego. Praca
koncentruje sie na roli biatka SATB1 w patogenezie CTCL i na powigzaniu jego
ekspresiji z przebiegiem klinicznym tej grupy choréb. SATB1 bierze udziat w procesie
dojrzewania tymocytdéw oraz zgodnie z moimi obserwacjami i doniesieniami
literaturowymi odgrywa kluczowg role w sygnalizacji AICD. Ponadto, obserwowane
zmiany ekspresji SATB1 moga by¢ nie tylko jedng z przyczyn powstania CTCL, ale

takze mogg wptywac na jego przebieg kliniczny (Grzanka i wsp., 2012).

W badaniach wykorzystano wycinki skéry z naciekiem nowotworowym,
pobrane na réznych etapach procesu diagnostycznego i leczenia, ktére zachowane
zostaty w bloczkach parafinowych oraz w ciektym azocie. Do badan zakwalifikowano
60 pacjentow (42 mezczyzn i 18 kobiet). Mediana wieku w chwili rozpoznania
wynosita 51 lat (w zakresie 28-75 lat), w tym pacjenci ponizej 40 roku zycia —
21,67%, w wieku 40-50 lat — 26,67%, w wieku 51-60 lat — 28,33% i pacjenci w wieku
powyzej 60 lat — 23,33%. Dane Kkliniczne uzyskano na podstawie analizy
dokumentacji medycznej prowadzonej przez Poradnie Chtoniakéw Skoéry oraz na
podstawie rejestru pacjentéw prowadzonego przez Sekcje Chtoniakéw Skory Polskiej
Grupy Badawczej Chioniakow (SChS PGBCh). Pacjentow witgczono do badania z
uwzglednieniem kryteriéw zawartych w klasyfikacji pierwotnych chtoniakéw skérnych

wg WHO (2008) oraz rekomendacji klinicznych odnoszgcych sie do diagnostyki,



leczenia i obserwacji chtoniakow skory opracowanych przez European Society of
Medical Oncology (ESMO) w 2009 roku. Badania dodatkowo zostaty uzupetnione o
peten panel badan immunohistochemicznych, a takze o oznaczenie rearanzacji
gendw receptora TCR. W oparciu o powyzsze kryteria wiekszo$¢ wigczonych do
badania pacjentéw prezentowata klasyczng postaé ziarniniaka grzybiastego (MF; 56
pacjentow, 93,33%), 1 pacjent wariant folikulotropowy MF (1,67%) oraz 1 pacjentka o
typie histiocytarnym (typ A) Lymphomatoid Papulosis (LyP; 1,67%). Zespot
Sezary’ego (SS) rozpoznano u 2 pacjentéw (3,33%). Opierajgc sie na danych
zawartych w dokumentacji medycznej dokonano reklasyfikacji cechy T wedtug
wytycznych ISCL/EORTC. w ocenie przeprowadzonej reakcji
immunohistochemicznej na skrawkach tkankowych przyjeto kryteria
cytomorfologiczne oparte na wytycznych literaturowych (tj. wielkos¢ komorki, ksztatt
jadra, epidermotropizm) wsparte cyfrowg analizg obrazu z wykorzystaniem programu
ImageJ. Przyjeto 10-stopniowg  skale  oceny intensywnosci reakciji
immnohistochemicznej opierajgc sie na ilosci komoérek wykazujgcych dodatnig
reakcje z przeciwciatem SATB1. Za SATB1-ujemne uznano wycinki nie wykazujgce
reakcji lub reakcje w pojedynczych komoérkach (0-2), za SATB1-dodatnie uznano

wycinki ze srednio nasilong (3-4) i silng reakcjg (5-10).

Analiza przebiegu klinicznego choroby wykazata wyraznie korzystniejszy
przebieg choroby u pacjentow z ekspresjg SATB1 wyrazony dluzszym czasem
przezycia, wyraznie dluzszym czasem progresji do bardziej zaawansowanych
stadiow choroby (diuzsze okresy trwania poszczegdlinych faz choroby) oraz istotnie
lepszg reakcjg na terapie (wyzszy odsetek remisji catkowitych i czesciowych).
Analiza ryzyka progresji choroby wykazata najnizsze ryzyko u pacjentow
zdiagnozowanych w wieku 40-50 lat, podczas gdy najwyzszg w wieku 51-60 lat.
Ponadto, wyzsze ryzyko progresji wykazywaty kobiety. W odniesieniu do klasyfikaciji
T, pacjenci zdiagnozowani w T2 charakteryzowali sie najwyzszym 20-letnim ryzykiem
progresji, podczas gdy najnizszym pacjenci w T1. Ryzyko progresji analizowano w
odniesieniu do ekspresji SATB1. Badania wykazaly istotnie statystyczny wzrost
ryzyka progresji u pacjentéw wykazujgcych ekspresje SATB1. Ponadto, analiza
porownawcza wykazata statystycznie istotne zmiany prawdopodobienstwa progresji
choroby pomiedzy pacjentami niewykazujgcymi ekspresji SATB1 a wykazujgcymi

jego umiarkowang ekspresje (HR=3,22; P=0,0051). Zaobserwowano réwniez istotne



statystycznie réwnice pomiedzy pacjentami z niskg a umiarkowang ekspresjg SATB1
(HR=4,14; P=0,0165 lub HR=5,23; P=0,0064), jak réwniez pomiedzy pacjentami z
niskg a wysokg ekspresjg (HR=4,86; P=0,0255 lub HR=5,72; P=0,0110). Jednakze,
warty podkreslenia jest fakt, ze pacjenci SATB1-dodatni pozostawali diuzej w kazdej
fazie T (8,64 lat w T1, 8,36 lat w T2, 3,5 lat w T3 oraz 7,25 w T4) w odniesieniu do
pacjentow uznanych za SATB1-negatywnych (4,58 lat w T1, 5,67 lat w T2, 2,08 lat w
T3 i 7.25 w T4). Ponadto, powyzsze wydtuzenie czasu kazdej z faz klasyfikacji T

korelowato z lepszg przezywalnoscig pacjentow wykazujgcych ekspresje SATB1.

Wptyw ekspresji SATB1 na indukcje apoptozy w warunkach kontrolowanej
ekspresji tego biatka obserwowano w badaniach na modelu komdérkowym Jurkat.
Obnizenie ekspresji SATB1 uzyskano stosujgc metode siRNA. Apoptoze indukowano
monoklonalnym przeciwciatem przeciwko CD3 oraz CD95L/FAS-L (ligand receptora
FAS), jak rowniez PMA tgczenie z jonomycyng, po uprzedniej 3-dniowej stymulaciji
komorek IL-2. Analizy iloSciowe przeprowadzono na cytofotometrze obrazowym w
oparciu o podwdjne znakowanie komorek aneksyng V i jodkiem propidyny. Badania
wykazaty, ze obnizenie ekspresji SATB1 przy uzyciu techniki RNAi powodowato
statystycznie istotng opornos¢ komérek na AICD indukowang monoklonalnym
przeciwciatem przeciwko CD3 oraz CD95, jak réwniez PMA w potaczeniu z
jonomycyng (obnizenie z 49,22 do 25,07%; P=0,0294; z 45,27 do 25,28%; P=0,0159
oraz z 38,03 do 11,67%; P=0,0357, odpowiednio).

Uzyskane wyniki potwierdzajg istotng role biatka SATB1 w przebiegu AICD, co
moze ttumaczy¢ niekorzystny przebieg kliniczny przypadkéw CTCL nie wykazujgcych
ekspresji SATB1. A zatem badania te pozwalajg sugerowac, ze SATB1 moze mieé
znaczenie rokownicze i moze by¢ uznany za niezalezny czynnik rokowniczy w

chtoniakach T-komoérkowych skory.

4.3.5. PUBLIKACJA NR. 4: INVOLVEMENT OF THE SATB1/F-ACTIN COMPLEX
IN CHROMATIN REORGANIZATION DURING ACTIVE CELL DEATH.
GRZANKA D., GAGAT M., IZDEBSKA M.: INT. J. MOL. MED. 2014, 33,
1441-1450.

Celem pracy byto wykazanie i okreslenie znaczenia interakcji zachodzgcych
pomiedzy pulg jadrowej F-aktyny i biatkiem SATB1 w powigzaniu z procesami
apoptozy i katastrofy mitotycznej w warunkach kontrolowanej ekspresji obu tych

biatek na terenie jgdra komérkowego. Na podstawie naszych wstepnych obserwaciji,



ukazujgcych kolokalizacje F-aktyny i SATB1 na obszarze jgdra komdérkowego
zatozylismy, ze interakcje pomiedzy tymi biatkami mogg mie¢ charakter funkcjonalny.
Aby zweryfikowaC powyzszg hipoteze wykorzystaliSmy dobrze znany nam materiat
badawczy - linie komorkowg CHO AAS8, ktéra stanowi podstawowy model
wykorzystywany w naszych badaniach nad cytoszkieletem. Zgodnie z naszymi
wczesniejszymi  publikacjami, w odpowiedzi na doksorubicyne obserwowalismy
komorki o cechach apoptozy i katastrofy mitotycznej. Wyniki przeprowadzonych
badan dostarczyly dowodow nie tylko na obecnos¢ polimerow aktyny na terenie jgder
komorek traktowanych cytostatykiem, ale rowniez na ich udziat w remodelingu

chromatyny i/lub procesach transkrypcyjnych.

Ponadto, badania wykazaty obecnosc¢ funkcjonalnego kompleksu SATB1/F-
aktyna na terenie jgder komdrek umierajgcych na drodze aktywnej Smierci.
Obserwowano kolokalizacje zarowno SATB1, jak i F-aktyny w aktywnych
transkrypcyjnie miejscach chromatyny wyznakowanych 5-FUrd (5’-Fluorourydng).
Powyzsze wyniki z jednej strony wzmacniajg wiedze na temat udziatu biatka SATB1
w réwnoczesnej transkrypcji wielu genéw podczas aktywnej $mierci komorki. Z
drugiej za$ wskazujg, ze do tworzenia opisywanego kompleksu niezbedne jest
uorganizowanie F-aktyny w struktury wyzszego rzedu. Ocena wystepowania
kompleksu SATB1/F-aktyna z wykorzystaniem opracowanej przez nasz zespot
metody znakowania F-aktyny kropkami kwantowymi na poziomie transmisyjnego
mikroskopu elektronowego wykazata, iz kompleks ten zlokalizowany jest na granicy
skondensowanej i zdekondensowanej chromatyny. Odkrycie to znacznie umocnito
dowody na kooperacie SATB1 i F-aktyny w procesach transkrypcyjnych
towarzyszgcych aktywnej smierci komorek i w zestawieniu z danymi uzyskanymi
metodami molekularnymi sugeruje, iz kompleks SATB1/F-aktyna ma charakter

funkcjonalny.

Badania kolokalizacyjne zostaty uzupetnione o analize interakcji SATB1 i F-
aktyny metodg FRET oraz o autorskg technike precypitacji kompleksow F-
aktyna/biatko opartg na separacji magnetycznej. Analiza transferu energii wykazata,
ze kompleks SATB1/F-aktyna nie jest obecny w komdérkach kontrolnych (wydajnos¢
FRET=0.29%), natomiast pojawia sie dopiero po indukcji aktywnej Smierci w
komorkach traktowanych doksorubicyng (wydajnos¢ FRET 8.81%). Zatem wyniki

tych analiz réwniez sugerowaty funkcjonalne znaczenie powstajgcego kompleksu



biatkowego. Powyzsza zaleznosS¢ zostata potwierdzona rowniez biochemicznie.
Zastosowanie opartej na separacji magnetycznej metody precypitacji kompleksu F-
aktyna/SATB1 pokazato ponadto, ze SATB1 wchodzi w interakcje nie tylko z krotkimi
polimerami aktyny obecnymi we frakcji supernatantu, ale takze z aktynowymi
strukturami  wyzszego rzedu oraz filamentami zwigzanymi z btonami, ktore

znajdowaty sie we frakcji osadu (pelletu).

Powyzsze wyniki potwierdzity nasze wczesniejsze sugestie o udziale F-aktyny
i SATB1 w procesach rearanzacji chromatyny i/lub réwnoczesnej transkrypcji wielu
gendw podczas aktywnej smierci komorki. W niniejszych badaniach kolokalizacja F-
aktyny z SATB1 w aktywnych transkrypcyjnie regionach chromatyny zostata
zaobserwowana na poziomie mikroskopu konfokalnego oraz transmisyjnego
mikroskopu elektronowego, a dodatkowe analizy z wykorzystaniem techniki FRET
potwierdzity ich wzajemne interakcje. Natomiast zastosowana metoda separacji
magnetycznej kompleksow biatkowych z F-aktyng wskazata na wystepowanie biatka
SATB1 w molekularnej interakcji z F-aktyng, zwtaszcza w komorkach ulegajgcych

aktywnej Smierci.

4.3.6. PUBLIKACJA NR. 5: THE ALTERATIONS IN SATB1 AND NUCLEAR F-
ACTIN EXPRESSION AFFECT APOPTOTIC RESPONSE OF THE MCF-7
CELLS TO GELDANAMYCIN. GRZANKA D., IZDEBSKA M.,
KLIMASZEWSKA-WISNIEWSKA A., GAGAT M.. FOLIA HISTOCHEM.
CYTOBIOL. 2015, 53, 78-87.

W zwigzku z wykazanym wczesniej funkcjonalnym powigzaniem SATB1 i F-
aktyny z aktywng $mierciag komoéorek CHO AA8 i Jurkat, a takze rokowniczym
potencjale biatka SATB1 w chioniakach skéry z komérek T, w cyklu 2 kolejnych prac
(opublikowanych w Folia Histochem. Cytobiol. 2015, 53) postanowiono okresli¢ na ile
jadrowa ekspresja biatka SATB1 i jego interakcje z jgdrowg F-aktyng sg uniwersalna i
wystepujg w innych typach nowotwordw, w odpowiedzi na dziatanie cytostatykéw. W
niniejszej pracy okreslono wptyw geldanamycyny na indukowang smier¢ komoérek
oraz zmiany w cyklu komérek nieagresywnego raka sutka linii MCF-7, w warunkach
zmiennej ekspresji biatka SATB1 i jagdrowej F-aktyny. Ekspresje biatka SATB1
regulowano przy uzyciu siRNA przeciwko SATB1 lub wektora ekspresyjnego z
wklonowang sekwencjg cDNA ludzkiego SATB1, natomiast zmienng lokalizacje i
ekspresje jgdrowej F-aktyny osiggnieto poprzez wyciszenie Ilub wzbudzenie

nadekspresji kofiliny-1. Badania wykazaty, ze obnizenie ekspresji SATB1 ostabiato



apoptotyczng odpowiedz komoérek MCF-7 na dziatanie geldanamycyny, podczas gdy
po wzbudzeniu nadekspresji SATB1 zaobserwowano istotny wzrost odsetka komérek
aneksyno-pozytywnych. Podobnie, wzbudzenie nadekspresji kofiliny-1, a wiec
wymuszenie jgdrowej lokalizacji F-aktyny, skutkowato wzrostem apoptozy
indukowanej geldamycyng. Ponadto, analiza zmian cyklu komoérkowego w
komorkach MCF-7 ze wzbudzong nadekspresjg SATB1 lub kofiliny-1 wykazata
zalezny od geldanamycyny wzrost populacji komoérek hipodiploidanych wraz z

obnizeniem odsetka komorek poliploidalnych oraz blokadg cyklu w fazie G1.

Wyniki te sugeruja, ze zarbwno wzmozona ekspresja SATB1, jak i jgdrowa
lokalizacja F-aktyny potegujg odpowiedz komorek linii MCF-7 na dziatanie
geldanamycyny. Jednoczesnie, uzyskane w pracy rezultaty potwierdzajg poprzednio
publikowane prace i wskazujg, ze jgdrowa ekspresja obu biatek niezbedna jest w

indukcji aktywnej $mierci komorek.

4.3.7. PUBLIKACJA NR. 6: THE INTERACTIONS BETWEEN SATB1 AND F-
ACTIN ARE IMPORTANT FOR MECHANISMS OF ACTIVE CELL DEATH.
GRZANKA D., KOWALCZYK A.E., IZDEBSKA M., KLIMASZEWSKA-
WISNIEWSKA A., GAGAT M.: FOLIA HISTOCHEM. CYTOBIOL. 2015; 53,
152-161.

Kontynuujgc rozwazania podjete w pierwszej publikacji cyklu (Folia
Histochem. Cytobiol. 2015, 53: 78-87), w niniejszej pracy oceniono stopien interakciji
biatka SATB1 z F-aktyng w komérkach MCF-7 umierajgcych na drodze aktywnej
Smierci indukowanej geldanamycyng, w warunkach zmiennej ekspresji SATB1 i
jadrowej F-aktyny. W tym celu okreslono kolokalizacje obu biatek zarowno na
poziomie mikroskopu konfokalnego oraz transmisyjnego mikroskopu elektronowego,
a interakcje tych biatek zbadano metodg FRET oraz za pomocg autorskiej metody
separacji magnetycznej F-aktyny i bialek z nig oddziatujgcych. Badania
fluorescencyjne wykazaty wzmozong, gtéwnie jgdrowa, kolokalizacje biatka SATB1 i
F-aktyny pod wptywem dziatania geldamycyny w komérkach MCF-7 ze wzbudzong
nadekspresjg SATB1 lub kofiliny-1. Ponadto, wyniki te zostaty potwierdzone na
poziomie transmisyjnego mikroskopu elektronowego, gdzie kompleksy SATB1/F-
aktyna obserwowano na granicy elektronowo-gestej (skondensowanej) i
elektronowo-przeziernej (zdekondensowanej) chromatyny, co umozliwito réwniez
powigzanie funkcjonalne powyzszych biatek. Dodatkowo, biochemiczne metody

oceny interakcji biatkowych wykazaty zalezny od geldanamycyny wzrost oddziatywan



SATB1/jadrowa F-aktyna zaréwno po wzbudzeniu nadekspresji SATB1, jak i kofiliny-
1.

Podsumowujgc, zaprezentowane powyzej badania po raz kolejny potwierdzity
istotnos¢ interakcji SATB1/jgdrowa F-aktyna w procesie aktywnej Smierci komorki, a
wraz z poprzednimi pracami sugerujg o uniwersalnosci zaangazowania powyzszych

oddziatywan w procesy aktywnej Smierci komorek.
4.3.8. PODSUMOWANIE

Przedstawione do recenzji osiggniecie naukowe dotyczy ,strukturalno-
funkcjonalnego powigzania jgdrowej aktyny i biatka SATB1 w procesie indukowanej
Smierci komérek” i sktada sie z 6 wybranych publikacji naukowych o tgcznym
wspoétczynniku oddziatywania IF = 9.779 i 98 punktow MNiSW. Poczatkowe badania
nie ujete w niniejszym osiggnieciu naukowym wykazaty, ze w zaleznos$ci od dawki
doksorubicyna indukuje smieré komdérek na drodze apoptozy i katastrofy mitotycznej,
ktorym towarzyszg zmiany organizacyjne oraz lokalizacyjne cytoszkieletu
aktynowego (Grzanka i wsp., 2010; 2011). Obserwacje te daty podstawe do
kolejnych badan zwigzanych z udziatem jadrowych filamentéw aktynowych w
powyzszych rodzajach $mierci komorek. Wykazano, ze zaburzenie transportu aktyny
z cytoplazmy do jgdra komoérkowego, poprzez obnizenie ekspresji kofiliny-1
(niemiesniowej), hamowato apoptotyczng odpowiedz komodrek na dziatanie
doksorubicyny, promujgc tym samym ich Smier¢ na drodze katastrofy mitotycznej.
Udziat jgdrowych filamentéw aktynowych w procesach s$mierci komérek zostat
podsumowany pracg pogladowg, w ktorej uwzgledniono réwniez niepublikowane do
tej pory badania wlasne na temat roli wyzej zorganizowanych struktur jgdrowej F-
aktyny w komorkach umierajgcych smiercig aktywng. W pracy tej zwrocono réwniez
uwage na problemy metodologiczne zwigzane z detekcjg krétkich polimerow jgdrowej
aktyny na poziomie mikroskopu fluorescencyjnego, a w szczegolnosci
elektronowego, a takze przedstawiono opracowang autorskg metode
ultrastrukturalnej lokalizacji F-aktyny z zastosowaniem falloidyny i nanoczgsteczek
potprzewodnikowych. Metoda ta umozliwita nam czutg detekcje krotkich polimerow
jadrowej aktyny oraz analize jgdrowych kompleksow biatkowych z F-aktyna.
Réwnoczesnie, w zwigzku z toczgcg sie dyskusjg na temat znaczenia rokowniczego

ekspresiji biatka SATB1 w réznych typach nowotworéw, postanowiono ocenic¢ czy to



zdolne do remodelowania przestrzennej struktury chromatyny biatko moze miec
réwniez witasciwosci prognostyczne w chtoniakach skory z komoérek T. Badania
przeprowadzone na archiwalnym materiale tkankowych pochodzgcym od pacjentéw
z dtugotrwatym przebiegiem choroby, wykazaty, ze juz nawet umiarkowana ekspresja
biatka SATB1 zwigzana jest z wydtuzeniem czasu przezycia pacjentéw chorych na
ten rodzaj nowotworu i stwierdzono, ze biatko SATB1 mozna uzna¢ za niezalezny
czynnik rokowniczy w chfoniakach skory z komorek T. Ponadto, wykorzystanie jako
modelu badawczego komérek Jurkat, w ktorych ekspresja SATB1 zostata obnizona
przy uzyciu siRNA, pozwolito na wskazanie opornosci na AICD jako potencjalnego
mechanizmu przyczyniajgcego sie do gorszych rokowan pacjentdow z obnizong lub
brakiem ekspresji SATB1. W zwigzku z wykazanym zaangazowaniem zaréwno
biatka SATB1, jak i F-aktyny w procesy reorganizacji chromatyny oraz smieré
komorek na drodze apoptozy, postanowiono okres$lic mozliwos¢ ich wzajemnej,
funkcjonalnej interakcji w komérkach umierajgcych na drodze aktywnej. Badania
wykazaty obecnosc¢ funkcjonalnego kompleksu SATB1/jgdrowa F-aktyna w miejscach
aktywnych transkrypcyjnie, na granicy hetero- i euchromatyny, co sugeruje jego
zaangazowanie w przebudowe chromatyny towarzyszgcg procesowi transkrypciji
podczas aktywnej $mierci komoérek. Aby wyjasni¢é czy obecnos¢ i funkcja
opisywanego kompleksu zalezna jest od typu komérek, wydano cykl 2 prac
poswieconych wptywowi wymuszonych zmian ekspresji SATB1 oraz rozmieszczenia
F-aktyny na procesy $mierci komorek raka sutka linii MCF-7. W pracach tych
wykazalismy, ze zaréwno jgdrowa lokalizacja oraz ekspresja SATB1 sg istotne w
procesach $mierci komérek na drodze apoptozy. PotwierdziliSmy roéwniez, Zze
obecnos¢ funkcjonalnych interakcji pomiedzy SATB1 i jadrowg F-aktyng na granicy
skondensowanej i zdekondensowanej chromatyny niezbedna jest w procesie
apoptozy. Ponadto, zestawiajgc wyniki wlasnych badan przeprowadzonych na
réznych liniach komorkowych mozna sugerowaC o uniwersalnosci zaangazowania

interakcji jgdrowej F-aktyny oraz SATB1 w procesy aktywnej Smierci komorek.



5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

5.1. OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA
DOKTORA

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych bytem wspétautorem 6
publikacji naukowych (o catkowitym IF = 5.871 i 47 punktach MNiSW) oraz autorem

lub wspotautorem 11 doniesien zjazdowych.

W latach 1997-2001, jeszcze jako student medycyny, bratem udziat w
badaniach prowadzonych w Katedrze i Zaktadzie Patomorfologii Klinicznej w
Bydgoszczy. Moje pierwsze badania, w ktorych uczestniczytem dotyczyty markeréw
nowotworowych: onkoproteiny c-erbB-2 i antygenu PCNA, a ich efektem byty dwie
publikacje naukowe, w ktorych wykazano rozmieszczenie obu tych markeréw w
pojedynczych komdrkach raka ptaskonabtonkowego krtani na poziomie mikroskopu
elektronowego (Acta Histochem. 2000, 102: 403-411; Neoplasma 2000, 47: 288-
293). Wynikiem kontynuowanych badan w tym zakresie byta réwniez publikacja
dotyczgca oceny PCNA w mikroskopie swietinym i elektronowym w komorkach linii
biataczek ludzkich HL-60 i K-562. Badania te miaty cel poznawczy, a lokalizacja tego
biatka na poziomie ultrastrukturalnym pozwolita réwniez posrednio wyciggng¢ wnioski

co do proliferacji tych komorek.

Kolejnym i zasadniczym etapem mojej pracy eksperymentalnej byto
zainteresowanie sie biatkami cytoszkieletu, ktére do chwili obecnej pozostajg jednym
z podstawowych kierunkéw moich badan. Owczesénie skupitem sie gtéwnie na
aktynie, biatku wchodzgcym w skfad cytoszkieletu oraz jej reorganizacji pod wptywem
réoznych czynnikbw stresowych. Badania te realizowane byty dzieki dalszej
wspotpracy z zespotem Katedry i Zaktadu Patomorfologii Klinicznej w Bydgoszczy.
Przedmiotem moich eksperymentow byta ocena organizacji F-aktyny w komorkach
biataczkowych linii K-562 w mikroskopie fluorescencyjnym. Za badania te w 2001
roku, jeszcze jako student, otrzymatem nagrode | stopnia za plakat na Ogélnopolskim

Przegladzie Prac Naukowych Studentow Medycyny i Lekarzy Stazystow.

Po studiach podjatem prace w Katedrze i Zaktadzie Patomorfologii Klinicznej
na stanowisku asystenta i dalej kontynuowatem swoje doswiadczenia w zakresie

cytoszkieletu. Efektem tych badan byty publikacje w polskich (Pol. J. Pathol. 2002,



53: 43-50; Med. Sci. Monitor 2003, 9: BR66-BR69) i zagranicznych czasopismach
(Biochem. Pharmacol. 2003, 66: 1611-1617; Oncol. Rep. 2004, 11: 765-770) oraz
doniesienia na miedzynarodowych i krajowych konferencjach. W tym czasie
wspoétpracowatem takze z  zespotem urologdw. Przedmiotem naszych
eksperymentéw byt wptyw doksazosyny na lokalizacje endoteliny-1 w obrebie
gruczotu krokowego u pacjentéw z tagodnym przerostem prostaty. Wyniki tych badan
zostaty przedstawione na konferencjach i w Urologii Polskiej (2004, 57: 2a). Innym
tematem, ktérym zajmowaliSmy sie w ramach powyzszej wspoipracy byta
poréwnawcza, komputerowa analiza obrazu mikroskopowej struktury prawidtowego
potgczenia miedniczkowo-moczowodowego oraz jego pierwotnego zwezenia. Wyniki
tych badan zostaty przedstawione na konferencji krajowej (XXXIV Naukowy Kongres
PTU. Krakéw, 24-26 VI 2004) i miedzynarodowej [27th Congress of the Societe
Internationale d'Urologie (SIU). Honolulu, Hawaii, 3-7 X 2004]. Jednak od poczagtku
mojej pracy naukowej szczegdlnie zainteresowany bytem badaniami nad biatkami
cytoszkieletu i ich udziatu w $mierci komérek. Badania, ktére prowadzitem na
komaorkach linii CHO AA8 w zakresie cytoszkieletu stanowity podstawe do napisania
pracy doktorskiej pt. ,Reorganizacja aktyny w fibroblastach chomika linii CHO AA8 po
indukcji apoptozy doksorubicyng i wybranymi czynnikami fizycznymi”. Praca ta byta
punktem wyjscia dla ustanowienia komérek CHO AA8 naszym modelem do badan
cytoszkieletu oraz opracowania metod wykorzystanych i rozwijanych w dalszych i

trwajgcych do chwili obecnej badaniach.

5.2. OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ PO UZYSKANIU STOPNIA
DOKTORA

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych bytem autorem Iub
wspotautorem 32 publikacji naukowych, w tym jednej poglgdowej oraz jednego
punktowanego referatu zjazdowego (o catkowitym IF = 39.640 oraz 418 punktach
MNiISW, poza publikacjami stanowigcymi podstawe osiggniecia habilitacyjnego). W
okresie tym bytem réwniez autorem lub wspdétautorem 57 doniesien zjazdowych i

trzech obrazow okfadki.

W 2005 roku obronitem prace doktorskg pt. ,Reorganizacja aktyny w
fibroblastach chomika linii CHO AA8 po indukcji apoptozy doksorubicyng i wybranymi

czynnikami fizycznymi”, ktérej promotorem byt prof. dr hab. Jan Domaniewski.



Uchwatg Rady Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy dnia 9 listopada 2005 roku uzyskatem stopien doktora nauk medycznych
w zakresie medycyny. Z wynikow ujetych w pracy doktorskiej powstaty dwie
publikacje naukowe wydane w czasopiSmie Neoplasma (2005, 52: 46-5; 2006, 53:
328-332). Po otrzymaniu stopnia doktora nauk medycznych, moje gtowne
zainteresowania i tematyka badawcza w dalszym ciggu dotyczyta biatek
cytoszkieletu. Wynikiem tych badan byty kolejne publikacje z tego zakresu (Folia
Histochem. Cytobiol., 2007, 45: 191-197 i 2009, 47: 453-459; Neoplasma 2008, 55:
409-415; Central Eur. J. Biol. 2009, 4: 351-361) oraz doniesienia na konferencjach
krajowych i miedzynarodowych. W ostatnich latach szczegdlnie zainteresowata mnie
funkcja aktyny na terenie jadra komdérkowego, zwtaszcza w powigzaniu z innymi
biatkami macierzy jgdrowej. Swoje badania skoncentrowatem na biatku SATBI,
ktéremu przypisuje sie znaczenie rokownicze w réznych typach nowotwordw.
Publikacje dotyczgce powigzania funkcjonalno-strukturalnego obu tych biatek
znalazty sie w osiggnieciu naukowym (pt.: ,Strukturalno-funkcjonalne powigzanie

jadrowej aktyny i biatka SATB1 w procesie indukowanej $mierci komérek™).

Warto wspomnie¢ w tym miejscu o wspotpracy z Katedrg Dermatologii,
Choréb Przenoszonych Drogg Piciowg i Immunodermatologii, gdzie obecnie pracuje,
gdyz rozwiniecie poczatkowej wspoétpracy w zakresie diagnostyki histopatologicznej
chtoniakow skory w duzej mierze wptyneto na wykorzystanie uzyskanego w ten
sposob materiatu i doswiadczenia w moim gtébwnym nurcie badawczym. Opierajgc
sie na tkankowym materiale archiwalnym zgromadzonym w procesie diagnostycznym
pacjentow z chtoniakiem T-komoérkowym skory (Cutaneous T-cell lymphoma, CTCL)
zaproponowatem oznaczenie ekspresji biatka macierzy jadrowej SATB1 i jej
korelacje z przebiegiem klinicznym choroby. Wstepne wyniki tej pracy sugerujgce, ze
ekspresja SATB1 moze by¢ potencjalnym czynnikiem rokowniczym potwierdzajgcym
zréznicowanie przebiegu klinicznego CTCL staty sie podstawg opracowania projektu
badawczego (N N401 596040) oraz publikacji pt. ,Correlation of SATB1 expression
with clinical course of cutaneous T-cell lymphomas” opublikowanej w Pol. J. Pathol.
(2012, 63: 101-105). Poza 6 publikacjami wigczonymi do osiggniecia naukowego
powstato wiele innych, ktérych tematyka dotyczyta cytoszkieletu (Acta Histochem.
2010, 112: 62-71; Med. Biol.Sci. 2010, 25: 17-23; Cell Biol. Int. 2010, 34: 197-211; J.
Cancer Res. Clin. Oncol. 2010, 136: 717-736; Oncol. Rep. 2010, 23: 655-663;
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Ultrastruct. Pathol. 2011, 35: 130-138; Oncol. Rep. 2012, 28: 2138-2148; Acta
Histochem. 2013, 115: 487-495; Int. J. Mol. Med. 2013, 32: 115-129; Folia
Histochem. Cytochem. 2013, 51: 179-192; Acta Histochem. 2013, 115: 8-15; Acta
Histochem. 2014, 116: 606-618).

Odrebne badania, ktére stanowig czes¢ mojego dorobku prowadzone byty
rowniez we wspotpracy z innymi jednostkami Collegium Medicum. W wyniku tej
wspoétpracy powstaty publikacje i doniesienia prezentowane na konferencjach
krajowych i miedzynarodowych. We wspotpracy z Katedrg i Klinikg Choréb Oczu
powstaty dwie prace dotyczgce rozwoju wewnagtrztwarddwkowych naczyn
drenujgcych po niepenetrujgcej gtebokiej sklerektomii (NPDS) z implantacjg
implantéw wchianialnych i nienasigkliwych oraz bez implantacji materiatu. (Ophthal.
Nachrichten 2005: 18-19.; Med. Sci. Monitor 2012; 18: BR402-BR408). Z Katedrg
Pediatrii, Hematologii i Onkologii powstata publikacja dotyczgca kryteriéw ilosciowych
oceny histopatologicznej biopsji skéry w diagnostyce GvHD (choroba przeszczep
przeciwko gospodarzowi, ang. graft versus host disease) u pacjentow po
transplantacji allogenicznych komérek hematopoetycznych (Med. Wieku Rozw. 2008,
12: 1105-1111). Natomiast w ramach wspoétpracy z Katedrg Medycyny
Regeneracyjnej powstata praca dotyczgca badan nad nowym systemem
dostarczania lekoéw antynowotworowych, z wykorzystaniem nanorurek potgczonych z
przeciwciatami anty-CD133 (Oncotarget 2015, 6: 22776-22798).

6. PLANY BADAWCZE NA PRZYSZLOSC

W zwigzku ze zmiang miejsca zatrudnienia i uzyskaniem stanowiska p.o.
kierownika Pracowni Biologii Molekularnej Skoéry, Immunodermatologii i
Dermatopatologii, mozliwe bylo pogtebienie mojej wspodtpracy diagnostyczno-
badawczej w zakresie chorob nowotworowych i zapalnych skoéry, dzieki ktorej
znacznie zwiekszyta sie baza tkankowego materiatu archiwalnego, zgromadzonego
w trakcie prowadzonej przeze mnie diagnostyki histopatologicznej. Umozliwito mi to
pogtebienie badan nad grupg choréb CTCL oraz ich rozszerzenie na inne nowotwory
skory oraz choroby nienowotworowe. Zaplecze sprzetowe pracowni pozwolito mi
rowniez na rozszerzenie badan o techniki biologii molekularnej w obecnie
realizowanych projektach, co zamierzam wykorzysta¢ do poszukiwania nowych

markeréw rokowniczych i diagnostycznych.



Wsréd badanych przeze mnie potencjalnych markerow diagnostycznych
wczesnych postaci ziarniniaka grzybiastego najbardziej obiecujgce jest biatko
regulujgce dojrzewanie limfocytdow T - TOX (Thymocyte selection-associated high
mobility group box protein) oraz PDCD1 (Programmed cell death 1) - biatko
kontrolujgce dojrzewanie i apoptoze limfocytow. Interesuje mnie takze aspekt
zaburzen ekspresji PDCD1 w tuszczycy. Réwnoczes$nie zamierzam kontynuowaé
badania nad udziatem biatka SATB1 w aktywnej smierci komorki i jego znaczeniu w

réznych jednostkach chorobowych, ze szczeg6inym uwzglednieniem CTCL.

Nowo podjetym przeze mnie kierunkiem badan jest ocena znaczenia biatek
szoku cieplnego (HSP70 i HSP90) w chorobach nowotworowych i zapalnych skory.
Wstepnym efektem tych badah sg powstajgce obecnie pod mojg opiekg prace
magisterskie i praca doktorska oparta na korelacji ekspresji HSP90 z przebiegiem

klinicznym tuszczycy, ktorej jestem opiekunem pomocniczym.

Innym kierunkiem badan kontynuowanym przeze mnie we wspoOfpracy z
Zaktadem Endoskopii Katedry Pediatrii, Alergologii i Gastroenterologii jest analiza
wptywu infekcji Helicabacer Pylori na powstawanie uszkodzen DNA i powigzanie ich

z pozniejszym rozwojem raka zotgdka.
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