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4.3. OPIS MERYTORYCZNY OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
PRZEDSTAWIONEGO DO OCENY

4.3.1. ISTNIEJACY STAN WIEDZY W ZAKRESIE TEMATU BADAN

Cykl komérkowy umozliwia proliferacje, czyli pomnazanie liczby komorek.
Proces ten polega na replikacji materiatu genetycznego, a nastepnie jego rozdziale
do dwoch komorek potomnych. Jednym z najwazniejszych zadan podczas cyklu jest
utrzymanie stabilnosci genetycznej w czasie powstawania nowych komorek. Rolg
skomplikowanej maszynerii enzymatycznej cyklu, jest duplikacja chromosoméw, ich
ewentualna naprawa oraz rozdziat do nowej generacji komorek. Jednym z
kluczowych elementow zapewniajgcych prawidtiowy przebieg tego procesu sg
cykliny, ktére stanowig podjednostki regulatorowe odpowiadajgcych im katalitycznych
partneréw, czyli kinaz zaleznych od cyklin (CDKs, ang. cyclin-dependent kinases),
(Suryadinata i wsp., 2010).

Cykliny tgczgc sie z CDKs regulujg ich aktywnos¢ i specyficznos¢ substratows.
W ostatnich latach rodzina cyklin i CDKs znaczgco sie powiekszyta i w kazdej z tych
grup mozemy znalez¢ ponad 20 biatek, ktore w zaleznosci od aktualnej fazy cyklu
komdrkowego petnig odmienne role. Powtarzajgca sie aktywacja i dezaktywacja
kompleksoéw cyklin i kinaz jest Scisle regulowana, a mechanizmy kontroli obejmujg
interakcje z inhibitorami cyklu, lokalizacje wewnatrzkomorkowg oraz Scisle okreslony
czas w jakim cykliny sg syntezowane i degradowane (Wolgemuth i wsp., 2013).
Badania nad czterema gtownymi klasami cyklin — cyklinami A, B, D i E, pozwolity na
opracowanie klasycznego modelu cyklu komérkowego, w ktérym kazdy kompleks
kinaza/cyklina jest aktywowany w odpowiedniej fazie cyklu. W ciggu ostatnich dwéch
dekad stan wiedzy na temat cyklin i kinaz cyklinozaleznych znacznie sie powiekszyt.
Oprocz powszechnie znanej roli tych biatek w regulacji cyklu komérkowego, nalezy
wymieni¢ ich dodatkowe funkcje, takie jak udziat w $Smierci komorek, ich
metabolizmie i réznicowaniu, a takze w transkrypcji gendéw i naprawie uszkodzen
DNA (Hydbring i wsp., 2016). Cykl komdrkowy rozpoczyna sie po otrzymaniu przez
komédrke sygnatu mitogennego, ktory poprzez czynniki transkrypcyjne uruchamia
synteze cyklin typu D, stanowigcych swoisty tgcznik pomiedzy $rodowiskiem
komoérek, a pozostatymi elementami regulujgcymi. Cykliny D tgczg sie z kinazami

CDK4/6, a nastepnie fosforylujg biatka pRb, p107 i p130. Te z kolei wigzg sie do



czynnika transkrypcyjnego E2F, regulujgc jego dziatanie, co pozwala na synteze
kolejnych biatek niezbednych do progresji cyklu. Cykliny E (E1 i E2) aktywujg z kolei
CDK2 oraz w mniejszym stopniu CDK1 i CDK3, co powoduje, ze kontynuowana jest
defosforylacja czynnika E2F i inicjowana jest ekspresja cyklin mitotycznych.
Aktywacja cykliny A2 tagczgcej sie w fazie S z CDK2 zapewnia natomiast wierng
replikacje DNA, a cyklina B1 w interakcji z CDK1 zapewnia prawidtowy przebieg
procesu mitozy (Lim i Kaldis, 2013).

W zwigzku z rolg jakg petnig kompleksy cyklin i zaleznych od nich kinaz w
promowaniu przejscia przez cykl komoédrkowy, ich amplifikacje, rearanzacje
genetyczne oraz nieprawidtowa ekspresja obserwowane sg w niemal wszystkich
typach nowotworéw. Przyktadowo, gen kodujgcy cykline D1 (CCND1) jest drugim
najczesciej amplifikowanym locus w chorobach nowotworowych. To wszystko
sprawia, ze cykliny i ich kinazy stanowig obiecujgcy cel terapii przeciwnowotworowej
(Beroukhim i wsp., 2010; Musat i wsp., 2010; Malumbres i Barbacid, 2009). Brak
prawidtowej kontroli nad przebiegiem cyklu komorkowego stanowi ceche
charakterystyczng nowotwordw i moze by¢ spowodowany zaréwno przez zbyt niskg
ekspresje biatek supresorowych, jak réwniez nadekspresje czynnikdw promujgcych
proliferacje (protoonkogendéw). Do protoonkogenéw zaliczy¢é mozemy te cykliny i
CDKs, ktorych nadekspresja i ciggta aktywacja powoduje niekontrolowang
proliferacje, co prowadzi do niestabilnosci genomowej, a w konsekwencji do
nieprawidtowego przebiegu mitozy zwigzanego =z nieefektywnie dziatajgcymi
mechanizmami naprawy DNA i kontroli replikacji (Casimiro i wsp., 2012) . W licznych
pracach wykazano zmieniony profil ekspres;ji cyklin oraz podjeto proby wykorzystania
cyklin jako markerow pozwalajgcych okreslic stadium zaawansowania chordb
nowotworowych, ich mozliwy przebieg i rokowania. W ptaskonabtonkowym raku
przetyku pokazano m.in.,, ze komorki z wysokg ekspresjg cykliny B1
charakteryzowaty sie mniejszym zrdéznicowaniem, wiekszg inwazyjnoscig oraz
naciekaniem nowotworu w kierunku naczyn krwionosnych, a tym samym wyzszg
Smiertelnoscig wsréd pacjentow (Murakami i wsp., 1999). Inni badacze sugerujg
przydatnos¢ oceny ekspresji cykliny D1 w powyzszym nowotworze. Wykazano, ze
wysoka ekspresja cykliny D1 korelowata z ryzykiem wystgpienia odlegtych
przerzutow, zmniejszajgc catkowite przezycie pacjentdéw oraz czas wolny od wznowy

nowotworowej. Stad, na podstawie poziomu ekspresji cykliny D1 w powigzaniu ze
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stopniem zaawansowania nowotworu i poziomem zréznicowania komérek mozliwe
jest oszacowanie ryzyka wystgpienia pooperacyjnych odlegtych przerzutow (Hou i
wsp., 2016). Badania nad cykling D1 sugerujg rowniez, ze moze by¢ ona takze
potencjalnym markerem choroby resztkowej u pacjentéw znajdujgcych sie w IV
stadium nerwiaka ptodowego, nowotworu umiejscowionego w brodawce Vatera, czy
w ptaskonabtonkowym nowotworze czesci ustnej gardta (Cheung i wsp., 2007,
Chang i wsp., 2007; Yu i wsp., 2005).

Zatrzymanie cyklu komoérkowego, ktéremu towarzyszy indukcja s$mierci
stanowi jeden z kluczowych elementéw odpowiedzi komérek na rézne egzo- i
endogenne czynniki stresowe. Do dzi$ zidentyfikowano wiele rodzajéow $mierci
komorkowej, m. in. apoptoze, nekroze, autofagie, czy katastrofe mitotyczng.
Jednakze pierwszy z nich zostat najlepiej poznany, a jego indukcja jest najbardziej
pozgdana w praktyce klinicznej (Horbay i Stoika, 2011; Stepien i wsp., 2007). W
chorobach nowotworowych, w wyniku nadekspresji czynnikdw antyapoptotycznych i
obnizonej aktywnosci biatek proapoptotycznych, obserwuje sie zaburzenia apoptozy,
co pozwala na kontynuowanie proliferacji komoérek pomimo uszkodzenia genomu.
Istnieje coraz wieksza liczba dowodow wskazujgcych na to, ze elementy
odpowiedzialne za regulacje $mierci komérkowej oraz kontrolujgce cykl komorkowy
przenikajg sie, tworzgc skomplikowang sie¢ powigzan, w ktérej role poszczegdinych
biatek mogg sie zmieniaC w zaleznosci od stanu fizjologicznego komorek oraz
warunkéw srodowiskowych. Juz wczesne badania wykazaty, ze ekspresja biatek pro-
i antyapoptotycznych moze by¢ regulowana poprzez szlak pRb/E2F (Dick i Rubin,
2013). W zaleznosci od zastosowanego modelu in vitro, nadekspresja cyklin moze
promowacé apoptoze lub proliferacje komoérek. Wykazano, Zze ektopowa ekspresja
cykliny D1 w réznych liniach komoérkowych prowadzita do indukcji $mierci komorek,
uwrazliwiajgc je na dziatanie cytostatykow (Roué i wsp., 2008; Niu i wsp., 2001;
Kranenburg i wsp., 1996). Z kolei w biataczkowych limfocytach T, wyciszenie
ekspresiji cykliny D3 skutkowato indukcjg apoptozy (Choi i wsp., 2012). Zostata takze
udowodniona bezposrednia interakcja pomiedzy CDKs i cyklinami, a biatkami
regulujgcymi proces apoptozy. W biataczce z komorek ptaszcza, cyklina D1 wigze sie
z proapoptotycznym biatkiem Bax i powoduje jego sekwestracje w cytoplazmie. Z
kolei CDK4 oddziatuje z inhibitorem apoptozy — surwiwing. W wyniku wspomnianej
interakcji biatko p21, zwigzane wczesniej w kompleksie CDK4/cyklina D1, zostaje
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uwolnione i hamuje mitochondrialng prokaspaze 3, co zapobiega aktywacji Sciezki
apoptozy zwigzanej z biatkiem Fas (Suzuki i wsp., 2000). W zwigzku z tym, ze
wiedza na temat zaangazowania cyklin w proces apoptozy byta niekompletna,
postanowitam podjgé badania zmierzajgce do wyjasnienia roli tych biatek w $mierci
komorek. Na uwage zastuguje opisana w publikacji mojego autorstwa (Zuryn i wsp.,
2007), proapoptotyczna rola cykliny A w linii komorek biataczkowych HL-60
traktowanej doksorubicyng i etopozydem. Z kolei Huang i wsp. (2006), wykazali, ze
kompleks cyklina E/CDK2 wptywa na smier¢ komorki poprzez fosforylacje czynnika
FOXO1, co skutkuje zwiekszong ekspresjg proapoptotycznych biatek Fas i Bim.
Ponadto, wskazuje sie, ze cyklina E moze takze promowacC przezycie poprzez
fosforylacje antyapoptotycznego czynnika MCL-1 (ang. myeloid leukaemia cell

differentiation protein).

Pomimo nielicznych  bezposrednich dowoddéw istnieje  uzasadnione
przypuszczenie, ze cykliny i kinazy sg konstytutywnymi elementami szlaku
kierujgcego komoérki na droge Smierci apoptotycznej. W badaniach in vitro
wielokrotnie obserwowano, ze zatrzymanie cyklu komorkowego i pOzniejsza
apoptoza zwigzane sg ze zmianami w profilu ekspresji cyklin. Przyktadowo, w
komérkach raka watroby traktowanych kantarydyng, wykazano korelacje obnizonej
ekspresji cykliny D1, zwiekszonej ekspresji cyklin A2 i B1 oraz zmniejszonej
fosforylacji CDK1 z zatrzymaniem cyklu komoérkowego w fazie G2/M, obnizeniem
frakcji komorek w fazie G1/S oraz indukcjg apoptozy (Le i wsp., 2016). W innym
badaniu oceniono wptyw APPs (ang. Auricularia polytricha polysaccharides) na
komoérki linii A549 i pokazano, ze zwiekszajgce sie dawki zwigzku hamowaty
proliferacje komorek i synteze DNA. Ponadto zaobserwowano zatrzymanie komorek
w fazie GO/G1. Wykazano zwiekszajgcg sie ekspresje biatek p53 i p21 oraz
zmniejszajgcy sie ekspresje cyklin A i D, a takze CDK2. Indukcja apoptozy zwigzana
byta z uwolnieniem cytochromu c oraz aktywacjg kaspazy 9 i 3. Skutecznos¢ APPs
potwierdzono réwniez w badaniach in vivo na modelu mysim (Yu i wsp., 2014).
Ponadto, w komorkach raka piersi traktowanych kardanolem odnotowano
zwiekszong ekspresje kinaz ERK, JNK oraz p38 MAPK, co skutkowato
podwyzszonym poziomem biatka p21 i zmniejszong ekspresjg cykliny D1.
Obserwowano rowniez zatrzymanie komoérek BT-474 w fazie G1 cyklu komorkowego.
W przypadku traktowania powyzszych komorek doksorubicyng, zaobserwowano
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zaleznos¢ zatrzymania cyklu komérkowego w fazie G2/M ze zwiekszong ekspresjg
E2F1, p21, cykliny A oraz CDK6 i CDK2 (Buahorm i wsp., 2015). Dodatkowo, liczne
badania wykazaty, ze niski poziom cyklin A i B, moze réwniez by¢ wyznacznikiem
indukcji starzenia. Komarki linii biataczkowych traktowane doksorubicyng wykazywaty
podwyzszony poziom cykliny A, ktoérej ekspresja byta niezbedna do zainicjowania
procesu apoptozy. Natomiast wyciszenie cykliny A powodowato zmniejszenie
wrazliwosci komorek na winkrystyne (Jackson i Pereira-Smith, 2006; Wang i wsp.,
2009; Ehrhardt i wsp., 2011). Z kolei w komoérkach raka zotgdka traktowanych
tymokwinonem (TQ, ang. Thymoquinone) zwiekszona fosforylacja STAT3 korelowata
z obnizong ekspresjg cykliny D, Bcl-2 i surwiwiny, a skutecznos¢ TQ zostata
potwierdzona na modelu mysim (Zhu i wsp., 2016).

Niejednoznaczne dane, czesto sprzeczne wyniki dotyczace roli cyklin i kinaz
cyklinozaleznych w indukcji $mierci komoérki, a takze prawdopodobny udziat tych
biatek w odpowiedzi na zastosowane zwigzki, sktonit mnie do zbadania w jaki sposob
zmianie ulega profil ekspresji wybranych cyklin, po traktowaniu linii nowotworowych
substancjami o aktywnosci cytotoksycznej. Cykl prac przedstawionych jako
osiggniecie habilitacyjne, omawia udziat cyklin w kontekscie zmian ich funkcji z biatek
regulujgcych cykl komoérkowy do biatek zaangazowanych w zatrzymanie cyklu

komérkowego, badz indukcje smierci komorek.

4.3.2. PUBLIKACJA NR 1: EXPRESSION OF CYCLIN B1 AFTER INDUCTION
OF SENESCENCE AND CELL DEATH IN NON-SMALL CELL LUNG
CARCINOMA A549 CELLS. ZURYN A, GAGAT M, GRZANKA AA,
GACKOWSKA L, GRZANKA A. FOLIA HISTOCHEM CYTOBIOL, 2012; 50:
58-67.

Celem niniejszej pracy byla ocena ekspresji cykliny B1 w komdrkach linii
niedrobnokomoérkowego raka ptuca A549 po traktowaniu niskimi  dawkami
doksorubicyny (DOX) w aspekcie ich starzenia i $mierci. W badaniach ujetych w
przedstawionej publikacji sprawdzono rowniez czy dtuzszy czas regeneracji komorek
po traktowaniu przyczyni sie do bardziej stabilnego procesu starzenia. W odpowiedzi
na DOX zaobserwowano m.in. indukcje réznych rodzajéw $mierci oraz cechy
starzenia w komodrkach A549. Wykazano wyrazny wzrost odsetka komérek w fazie
G2/M cyklu, a takze odsetka komorek poliploidalnych w dawkach 50 i 100 nM DOX,
jednakze w dawce 200 nM wystgpit widoczny spadek liczby komorek poliploidalnych,

co moze ttumaczy¢ bardziej efektywne zatrzymanie komorek w fazie G2/M lub wzrost

—9—



odsetka komorek umierajgcych na drodze katastrofy mitotycznej. Podobnie, przy
najwyzszej dawce doksorubicyny odnotowano najwyzszy odsetek komérek TUNEL-
pozytywnych. W dawce 50 nM DOX zaobserwowano, ze DNA komorek mogto ulec
naprawie, natomiast najwyzsza dawka indukowata katastrofe mitotyczng. W
przedstawionych badaniach odnotowano takze =zalezny od DOX wzrost
intensywnosci fluorescencji cykliny B1, ktéry moze by¢ zwigzany z przejsciowo
podwyzszonym poziomem tego biatka w konsekwencji indukgji katastrofy mitotycznej
po traktowaniu komorek doksorubicyng. Inni badacze sugerujg, ze poliploidyzacja
powigzana z cechami morfologicznymi starzenia pojawiajgcymi sie po uszkodzeniu
DNA, moze wynikac z degradacji cykliny B1 (Kikuchi i wsp., 2010). Zatrzymanie cyklu
komorkowego moze by¢ takze powigzane ze zmianami w ekspresji cykliny B1, a
jedng z przyczyn katastrofy mitotycznej jest przedwczesne wejscie w mitoze, jeszcze
przed zakonczeniem replikacji DNA, co skutkuje nieprawidlowg organizacjg
chromosomow w obecnosci wysokiej aktywnosci kompleksu cyklina B1/CDK1 na
terenie jgdra komdérkowego (Chen i wsp., 2006; Borgne i wsp., 2006). Sugeruje sie,
ze nieprawidtowa mitoza moze by¢ zwigzana z aktywacjg NF-xB, ktéry zdolny jest
do indukcji wysokiego poziomu cykliny B1 (Curry i wsp., 2007). Podwyzszony poziom
kompleksu cyklina B1/CDK1 wydaje sie takze kluczowy dla efektywnej apoptozy
(Castedo i wsp., 2002). Wykazano, ze jadrowa lokalizacja cykliny B1 jest jednym z
czynnikéw decydujgcych o indukcji apoptozy (Porter i wsp., 2003).

W prezentowanej pracy zaobserwowano, ze diuzszy czas regeneracji komorek
po traktowaniu DOX, odpowiada wzrostowi liczby komoérek zatrzymanych w fazie
G2/M oraz bedacych we frakcji poliploidalnej. Tylko w najwyzszej dawce leku
zatrzymanie cyklu w fazie G2/M byto bardziej skuteczne w poréwnaniu do poliploidii.
Pozwala to sugerowac, ze otrzymane wyniki odzwierciedlajg bardziej stabilny
program starzenia. Poziom cykliny B1 wzrastat po traktowaniu DOX za wyjgtkiem
najwyzszej dawki (200 nM), co z kolei moze sugerowac, ze cyklina B1 podlega

odmiennej regulacji w katastrofie mitotycznej i w procesie starzenia sie komorek.



4.3.3. PUBLIKACJA NR 2: EXPRESSION OF CYCLIN A, B1 AND D1 AFTER
INDUCTION OF CELL ARREST IN THE JURKAT CELL LINE EXPOSED TO
DOXORUBICIN. ZURYN A, LITWINIEC A, GACKOWSKA L, PAWLIK A,
GRZANKA AA, GRZANKA A. CELL BIOL INT, 2012; 36: 1129-1135.

W kolejnej z przedstawianych prac oceniono ekspresje cyklin A, B1 i D1 w linii
komérkowej Jurkat traktowanej doksorubicyng. Sugeruje sie, ze nie tylko sama
ekspresja cyklin, ale roéwniez ich rozmieszczenie sg waznymi regulatorami
homeostazy komorkowej (Pontano i Diehl, 2008). Jgdrowa akumulacja cykliny B1
moze byC waznym czynnikiem wptywajgcym na losy komorki, podczas gdy jej
obecno$¢ na terenie cytoplazmy moze skutkowac niezdolnoscig do apoptozy (Porter
i wsp., 2003). W niniejszej pracy wykazano, ze niewtasciwy poziom cykliny B1 moze
prowadzi¢ do zatrzymania cyklu komérkowego w fazie G2/M oraz do zmian w
lokalizacji tego biatka po traktowaniu DOX, szczegdlnie w powiekszonych
komérkach. Zaobserwowano réwniez niewielki odsetek komérek apoptotycznych w
odpowiedzi na DOX, co powigzane zostalo z przewazajgcg cytoplazmatyczng
lokalizacjg i stabym jgdrowym sygnatem cykliny B1. Ekspresja cykliny B1 wzrastata
po traktowaniu doksorubicyng i byto to skorelowane ze wzrostem odsetka komorek w
fazie G2/M. Moze to sugerowa¢ akumulacje nieaktywnej formy cykliny B1 w
cytoplazmie. Ponadto odsetki komérek odpowiednio, w fazie G2/M i poliploidalnych
wzrastaty, co mogto by¢ wynikiem niewystarczajgcej ilosci cykliny B1 w jadrze.
Natomiast szczegolnie silne cytoplazmatyczne znakowanie cykliny B1 odnotowano w
powiekszonych komodrkach, ktére prawdopodobnie zatrzymane byty w fazie G2/M
cyklu komérkowego.

Analiza cytometryczna wykazata istotne statystycznie zmniejszenie odsetka
komorek z pozytywnym barwieniem cykliny B1 po traktowaniu DOX w najwyzszej
dawce oraz wzrost intensywnosci fluorescenciji tejze cykliny we wszystkich dawkach
leku.

Analiza pozostatych cyklin wskazata na wzrost intensywnosci fluorescenciji
cykliny A we wszystkich dawkach DOX oraz wzrost poziomu cykliny D1, ale tylko po
traktowaniu dawkg 0,1 uM. Nadekspresja cykliny D1 po traktowaniu DOX w stezeniu
0,1uM wraz ze wzrastajgcym odsetkiem komoérek w fazie G2/M oraz frakcjg komorek
poliploidalnych, sugerujg aktywacje punktu kontrolnego fazy G1 w komoérkach o
niezredukowanej ilosci materiatu genetycznego, co jest skutkiem nieprawidtowego

przebiegu procesu mitozy.



Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze doksorubicyna wptywa
na zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G2/M, co koreluje ze wzrostem ekspres;i
cyklin A, B1 i D1 i moze by¢ zwigzane z niskim poziomem apoptozy i/lub katastrofy

mitotyczne;.

4.3.4. PUBLIKACJA NR 3: EXPRESSION OF CYCLIN D1 AFTER TREATMENT
WITH DOXORUBICIN IN THE HL-60 CELL LINE. ZURYN A, LITWINIEC A,
KLIMASZEWSKA-WISNIEWSKA A, NOWAK JM, GACKOWSKA L,
MYSLIWIEC BJ, PAWLIK A, GRZANKA A.: CELL BIOL INT, 2014; 38: 857-
867.

W kolejnej pracy analizowano ekspresje cykliny D1 w linii komoérkowej HL-60
traktowanej doksorubicyng. Ekspresja cykliny D1 oraz jej terapeutyczny efekt sg
czesto powigzane z progresjg cyklu komorkowego i poliploidyzacjg komorek linii
nowotworowych. W prezentowanej pracy wykazano, ze odsetek komorek linii HL-60
w fazie GO/G1 cyklu komérkowego byt odwrotnie proporcjonalny do ekspresji cykliny
D1, natomiast pozytywng zaleznos¢ zauwazono pomiedzy ekspresjg cykliny D1 a
zatrzymaniem komorek w fazie G2/M i wzrostem poliploidii, co sugeruje mozliwos¢
udziatu cykliny D1 w regulacji endoreduplikacji w odpowiedzi na doksorubicyne.
Szczegdblnie widoczna byta dawkozalezna korelacja po traktowaniu komorek 0,15 yM
DOX, gdzie najwyzszej ekspresiji cykliny D1 odpowiadat najwyzszy odsetek komorek
we frakcji poliploidalnej w odniesieniu do kontroli. Pod wptywem powyzszej dawki
DOX, komoérki o niezredukowanym DNA mogly by¢ szczegdlnie sktonne do
kontynuowania replikacji oraz do tworzenia populacji poliploidalnej. Moze to
sugerowac, ze wzrost poziomu cykliny D1 odpowiada lub promuje wejscie tych
komérek do fazy S i pozniejszg ich proliferacje, tym bardziej, ze w podwdjnym
barwieniu cyklina D1/jodek propidyny najwyzsze poziomy ekspresji cykliny D1
odpowiadaty frakcji G2/M, a szczegdlnie populacji komérek poliploidalnych.
Powyzsze wyniki potwierdzajg nasze prace na liniach komérkowych Jurkat i A549
(Zuryn i wsp., 2012b; Litwiniec i wsp., 2013), gdzie takze wykazali$my, ze poziom
cykliny D1 wzrastat w fazie G2/M i w populacji komoérek poliploidalnych po
traktowaniu DOX.

Ponadto wyniki badan zaprezentowane w niniejszej publikacji wykazaty takze,
ze odsetek komorek we frakcji subG1, jak réwniez we wczesnej i pdznej apoptozie

znaczagco wzrastat po traktowaniu DOX. Obserwowano rowniez spadek odsetka



komérek pozytywnych dla cykliny D1 w fazie GO/G1 oraz w fazie S i G2/M po
traktowaniu dawkg 0,3 pM DOX, co moze $wiadczy¢ o indukcji Smierci poprzez
redukcje frakcji poliploidalnej. Zanotowany wzrost odsetka komorek apoptotycznych i
nekrotycznych po traktowaniu komoérek 0,15 i 0,3 uM DOX korelowat ze spadkiem
poliploidii, co moze sugerowac bardziej efektywng katastrofe mitotyczng i pdzniejszg
Smier¢ komorki. Analiza cytometryczna wykazata wzrost intensywnosci fluorescenciji
cykliny D1 w dawce 0,15 i 0,3 yM DOX. Na poziomie mRNA wzrost ekspresiji cykliny
D1 obserwowano przy dawce 0,15 uyM DOX. Opierajgc sie na prawdopodobnej
zaleznosci pomiedzy poziomem cykliny D1, a indukcjg poliploidii, moze wydawac
sie, ze kluczowe wydarzenia dla pojawienia sie poliploidii w nastepstwie
nieprawidtowej mitozy sg prawdopodobnie stymulowane przez wysokie poziomy
cykliny D1, co mogtoby sugerowaC zalezng od cykliny D1 regulacje punktéw
kontrolnych poliploidii i endoreduplikacji. Powyzsze wyniki badah mogg sugerowaé
rowniez, ze rola cykliny D1 w Smierci komorek indukowanej DOX jest
niejednoznaczna i zalezna w szczegolnosci od linii komdrkowej oraz zastosowanych
dawek leku. Oprécz mechanizmdéw zwigzanych z regulacjg cyklu komoérkowego,
cyklina D1 moze takze oddziatywa¢ na ekspresje specyficznych gendw
determinujgcych losy komorki, a zatem wptywaé na zatrzymanie cyklu komoérkowego,
proliferacje komorek oraz ich Smierc.

Podsumowujgc obserwacje na temat roznorodnej regulacji ekspresji cykliny
D1 w odniesieniu do proceséw smierci komorek, zmiennosci cyklu komorkowego i
poliploidii w linii komérkowej HL-60 po traktowaniu DOX mozna wnioskowac, ze

zmiany ekspresiji cykliny D1 sg kluczowe dla modulacji punktu kontrolnego poliploidii.

4.3.5. PUBLIKACJA NR 4: THE EFFECT OF SULFORAPHANE ON THE CELL
CYCLE, APOPTOSIS AND EXPRESSION OF CYCLIN D1 AND P21 IN
THE A549 NON-SMALL CELL LUNG CANCER CELL LINE. ZURYN A,
LITWINIEC A, SAFIEJKO-MROCZKA B, KLIMASZEWSKA-WISNIEWSKA A,
GAGAT M, KRAJEWSKI A, GACKOWSKA L, GRZANKA D.: INT J ONCOL,
2016; 48: 2521-2533.

W niniejszej pracy oceniono ekspresje cykliny D1 oraz inhibitora cyklu
komdrkowego biatka p21, w komorkach linii A549 poddanych dziataniu sulforafanu
(SFN, ang. Sulforaphane). Celem pracy byta analiza korelacji ekspresji wyzej
wymienionych biatek z zaburzeniami cyklu komérkowego oraz indukcjg $mierci

komérki. Badania ujete w niniejszej pracy wykazaty, ze odsetek komoérek z



pozytywnym znakowaniem cykliny D1 obnizat sie po traktowaniu SFN, ale w tym
samym czasie intensywnos¢ fluorescencji odpowiadajgca cyklinie D1 wzrastata w
dawce 30 uM SFN i obnizata sie pod wptywem 60 i 90 yM SFN. Jesli chodzi o
ekspresje kolejnego badanego biatka p21, to odsetek komoérek z jego pozytywnym
znakowaniem wzrastat po traktowaniu komoérek SFN. Najwyzszy wzrost ekspresii
MRNA p21 oraz intensywnosci fluorescencji odnotowano w dawce 60 yM SFN i
zostat on powigzany z zaobserwowanym w niniejszych badaniach nieznacznym
wzrostem, w stosunku do najwyzszej dawki, odsetka komdrek w fazie GO/G1. Z kolei
po traktowaniu komérek 30 uM SFN widoczny byt wzrost odsetka komérek w fazie
G2/M wraz ze spadkiem frakgcji poliploidalnej, co wskazuje funkcjonalne zatrzymanie
sie cyklu komorkowego w fazie G2/M. Aktywacje tego punktu kontrolnego cyklu w
odpowiedzi na SFN prawdopodobnie mozna réwniez powigzaé z istotnym wzrostem
odsetka komérek z pozytywnym znakowaniem dla p21. Bloku G2/M nie odnotowano
natomiast w przypadku dwoch najwyzszych stezen zastosowanego zwigzku,
przypuszczalnie z powodu nasilonej indukcji $Smierci komérki w tych warunkach.
Przewazajgcym rodzajem indukowanej przez SFN $mierci komérek byta nekroza
oraz w mniejszym stopniu apoptoza. Dodatkowo transfekcja komorek linii A549
siRNA przeciwko cyklinie D1 skutkowata znaczacym obnizeniem frakcji komorek
apoptotycznych i nekrotycznych, co sugeruje z kolei, ze cyklina D1 moze byc¢
waznym wyznacznikiem terapeutycznego oddziatywania SFN w linii komorkowej
A549.

We wczesniejszych badaniach wykazaliSmy, ze wysokie poziomy cykliny D1
mogg petni¢ kluczowg role w pojawieniu sie komérek poliploidalnych w nastepstwie
nieprawidtowej mitozy w liniach A549 i HL-60 (Litwiniec i wsp., 2013; Zuryn i wsp.,
2014a). Niektorzy badacze sugerujg rowniez, ze jedng ze sciezek poprzez ktére SFN
wptywa na cykline D1, moze by¢ inhibicja NF-xB, co dowiedziono w modelu raka
gruczotu krokowego u myszy (Shankar i wsp., 2008). Ponadto, negatywna regulacja
cykliny D1 w komorkach linii HT-29 traktowanych SFN, moze by¢ zalezna od
indukowanego przez SFN stresu oksydacyjnego oraz modyfikowana przez Sciezke
JNK (Shen i wsp., 2006). W badanych przez nas komaérkach linii A549 réwniez mogt
wystgpi¢ stres oksydacyjny, czego potwierdzeniem sg uszkodzenia komodrek

obserwowane na poziomie mikroskopu elektronowego.



Odmienna regulacja ekspresji biatek cyklu komoérkowego tj. cykliny D1 i biatka
p21, byta postrzegana tutaj jako wynik traktowania réznymi dawkami SFN. Cyklina
D1 wydaje sie by¢ waznym czynnikiem regulujgcym i determinujgcym wynik
traktowania np. indukcja $mierci w komérkach A549, ktdéra byta ewidentng
odpowiedzig na SFN. Nalezy podkresli¢, ze w niniejszej pracy po raz pierwszy
przedstawiono udziat cykliny D1 w smierci komorki, szczegodlnie w indukcji nekrozy w

linii komdrkowej A549 traktowanej SFN.

4.3.6. PUBLIKACJA NR 5: EXPRESSION OF CYCLIN A IN INTESTINAL
BIOPSIES FROM CHILDREN WITH CELIAC DISEASE. GRZANKA A,
SZAFLARSKA-POPLAWSKA A, ZURYN A, GRZANKA D.: NEOPLASMA,
2008; 55: 507-512.

Celem niniejszej pracy byta analiza ekspresiji cykliny A oraz charakterystyka jej
dystrybucji w skrawkach biopsyjnych dzieci z podejrzeniem i potwierdzong celiakia.
Materiat badawczy stanowito 37 skrawkdéw biopsyjnych. 19 z nich pochodzito od
pacjentow z potwierdzong celiakig, 9 od pacjentéw z podejrzeniem celiakii i 9 od
zdrowych dzieci, ktére stanowity grupe kontrolng. Badania oparte na mikroskopii
Swietlnej (immunohistochemia) i transmisyjnej mikroskopii elektronowej (technika
immunoziotowa) postuzyty do okreslenia ekspresiji cykliny A. Zaobserwowano stabg
ekspresje cykliny A w skrawkach u pacjentow z celiakia, jednakze zdarzaty sie tez
komérki z silnym znakowaniem cytoplazmatycznej cykliny A w poblizu jadra
komdrkowego. Natomiast w grupie kontrolnej i pacjentéw z podejrzeniem celiakii,
cyklina A wystepowata w rgbku szczoteczkowym enterocytow, w jgdrze oraz w
cytoplazmatycznej przestrzeni wokot jadra.

Przeprowadzone badania pokazaty, ze spadek ekspresji cykliny A oraz

zmiana jej lokalizacji mogg by¢ pomocne w ustaleniu koncowej diagnozy celiakii.

4.3.7. PUBLIKACJA NR 6: CYKLINY JAKO MARKERY CHOROB
NOWOTWOROWYCH. STENZEL A, ZURYN A, GRZANKA AA, GRZANKA

A.: NOWOTWORY, 2012; 62: 27-34.
W ostatniej publikacji z powigzanego tematycznie cyklu prac wchodzgcych w sktad
osiggniecia naukowego, przedstawiono aktualny stan wiedzy dotyczacy ekspresii
wybranych cyklin w komoérkach nowotworowych i ich potencjalne wykorzystanie w

diagnostyce oraz ocenie inwazyjnosci nowotworow.



W niniejszej pracy o charakterze poglgdowym omdwione zostaty gtéwne cykliny (A,
B, D i E), ktore wptywajg na aktywnos¢ proliferacyjng komorek, a ich nieprawidtowa
ekspresja jest czesto obserwowana w transformowanych komaorkach. Liczne badania
wykazaty wzmozong oraz zmienng ekspresje cyklin w komdrkach nowotworowych,
stad ustalenie poziomu ekspresji tych biatek moze by¢ pomocne w ocenie
odpowiedzi na zastosowane leczenie. Zatem wiedza na temat ekspresiji cyklin moze

W przyszitosci przynies¢ konkretne rozwigzania kliniczne.

4.3.8. PODSUMOWANIE

Przedstawione do recenzji osiggniecie naukowe dotyczy zmiennosci ekspresiji
wybranych biatek cyklu komoérkowego w réznych liniach komorek nowotworowych
traktowanych chemioterapeutykami i stanowi cykl 6 prac o tgcznym wspoétczynniku
oddziatywania IF = 8,871.

W pierwszej z prezentowanych prac badano ekspresje cykliny B1 w aspekcie
starzenia sie i $mierci komorek linii niedrobnokomérkowego raka ptuca A549 (Zuryn i
wsp., 2012a). Po traktowaniu niskimi dawkami doksorubicyny, zaobserwowano
zatrzymanie komorek w fazie G2/M oraz wzrost odsetka komorek poliploidalnych, co
moze Swiadczy¢ o zmiennej regulacji punktéw kontrolnych cyklu komodrkowego.
Zmiany poziomu cykliny B1 mogg sugerowaé jej zréznicowany udziat w regulacji

procesu starzenia i katastrofy mitotyczne;j.

Kolejne przedstawione prace (Zuryn i wsp., 2012b; Zuryn i wsp., 2014a;
Zuryn i wsp., 2016a) stanowig publikacje analizujgce ekspresje wybranych cyklin w
aspekcie indukcji $mierci komoérki, ze szczegdélnym uwzglednieniem cykliny D1. W
komérkach linii Jurkat oceniono wptyw DOX na ekspresje cyklin A, B1 i D1.
Wykazano, ze doksorubicyna powoduje zatrzymanie komorek w fazie G2/M cyklu
komorkowego, czemu towarzyszy zwiekszona ekspresja cykliny B1 w cytoplazmie,
co moze wskazywac na akumulacje jej nieaktywnej formy. Wzrost odsetka komorek
poliploidalnych oraz znajdujgcych sie w fazie G2/M moze $wiadczy¢ o
niewystarczajgcej do przejScia przez mitoze puli jgdrowej cykliny B1. Ponadto,
zaobserwowano wzrost intensywnosci fluorescencji cyklin A i D1. Reasumujac, wraz
ze wzrostem dawek cytostatyku nastgpit wzrost ekspresji wszystkich badanych
cyklin: A, B1 i D1, ktéory moze sugerowac ich udziat w procesie indukcji $mierci
komérek na drodze apoptozy i/lub katastrofy mitotycznej oraz w zatrzymaniu cyklu



komérkowego w fazie G2/M. W kolejnej pracy oceniono wptyw DOX na ekspresje
cykliny D1 w linii biataczkowej HL-60. Cytostatyk spowodowat wyrazne zatrzymanie
komorek w fazie G2/M, co korelowato ze zwiekszong ekspresjg cykliny D1.
Dodatkowo, praca ta wskazuje na prawdopodobng zalezno$¢ pomiedzy poziomem
cykliny D1, a indukcjg poliploidii oraz na role cykliny D1 w regulacji proceséw
kontrolnych poliploidii i endoreduplikacji. Wszystkie wyzej wymienione prace staty sie
podstawg do powstania publikacji, ktorej celem byto okreslenie ekspresiji cykliny D1 i
biatka p21 w linii niedrobnokomdrkowego raka ptuca (A549) traktowanej SFN. Warto
nadmieni¢, ze w niniejszej pracy po raz pierwszy w swoich badaniach
zastosowalismy metode siRNA w celu potranskrypcyjnego obnizenia ekspresji
cykliny D1. Wykazano, Zze sulforafan indukuje w linii A549 nekroze,
najprawdopodobniej zwigzang ze stresem oksydacyjnym. Po traktowaniu SFN
obserwowano zréznicowang ekspresje cykliny D1 i biatka p21, zalezng od
zastosowanej dawki. Obnizenie poziomu cykliny D1 skutkowato znaczgcym
zmniejszeniem sie odsetka komorek apoptotycznych oraz nekrotycznych, co
wskazuje bezposrednio na decydujgca role cykliny D1 w realizacji proceséw Smierci
komoérki, w szczegdlnosci nekrozy. Ponadto, wynik ten sugeruje mozliwos¢
wykorzystania cykliny D1 jako markera odpowiedzi komorkowej na SFN. W' sktad
osiggniecia habilitacyjnego wchodzi takze praca bedagca kontynuacjg moich
wczesniejszych zainteresowan, zwigzanych z cykling A, analizujgca ekspresje tego
biatka w skrawkach biopsyjnych pobranych od dzieci chorujgcych na celiakie.
Obserwowano zmniejszong ekspresje cykliny A w skrawkach od chorych w
poréwnaniu do grupy kontrolnej i grupy pacjentow z podejrzeniem choroby. Ponadto
ekspresja badanej cykliny byta widoczna gtéwnie na terenie cytoplazmy, podczas gdy
preparaty kontrolne i z podejrzeniem celiakii wykazywaty pozytywng reakcje w jgdrze
komérkowym, cytoplazmie i rgbku szczoteczkowym enterocytow. W pracy tej
wskazano cykline A jako dodatkowy czynnik pomocny w ostatecznym stawianiu
diagnozy. Ostatnig publikacjg z cyklu jest praca przeglagdowa dotyczaca cyklin jako
potencjalnych markeréw prognostycznych pozwalajgcych na doktadniejszg diagnoze
lub ocene inwazyjnosci nowotworu. Omowiono w niej éwczesny stan wiedzy
dotyczacy ekspresji wybranych cyklin (A, B, D i E ) w komorkach nowotworowych i

ich potencjalne wykorzystanie w diagnostyce oraz ocenie inwazyjnosci nowotworow.



Reasumujgc, na podstawie przeprowadzonych prac eksperymentalnych oraz
w konfrontacji z dostepng literaturg, moge stwierdzi¢, ze w zaleznosci od modelu
badawczego, a takze od przypadku klinicznego ekspresja badanych przeze mnie
biatek cyklu komodrkowego jest zmienna. Wynika to, ze zréznicowanej biologii
poszczegdlnych nowotworéw, w ktérych w réznym stopniu obserwowana jest

nieprawidtowa ekspresja biatek odpowiedzialnych za homeostaze komorki.

W Swietle przeprowadzonych eksperymentow wchodzgcych w skfad
niniejszego osiggniecia, w ktorych wykazano zrdéznicowang role poszczegoéinych
cyklin w procesach starzenia sie i $mierci komorki, jak rowniez w ré6znych modelach
badawczych, wydaje sie, ze dalsze bardziej szczegdtowe badania poswiecone
znaczeniu cyklin w procesach nowotworzenia mogg skutkowac istotnymi klinicznymi
rozwigzaniami prognostycznymi i diagnostycznymi. Na uwage zastuguje nie tylko fakt
uznania cyklin za markery, na co wskazujg przyktadowe badania przeprowadzone
dla cykliny D1 w niedrobnokomérkowym raku ptuca, ale w szczegdélnosci istotne
znaczenie funkcjonalnej cykliny D1 w indukowanej Smierci komorek linii A549, co
zostato wykazane w niniejszym osiggnieciu po traktowaniu sulforafanem. Moze to
Swiadczy¢ o wielu petnionych réwnolegle funkcjach oraz o niejednoznacznej roli

cyklin w regulacji proceséw nowotworzenia i $mierci komorki.

5. PREZENTACJA POZOSTALYCH OSIAGNIEC W PRACY NAUKOWO-
BADAWCZEJ

5.1. OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA

DOKTORA

W 1998 roku podjetam prace na stanowisku technicznym w Katedrze i
Zaktadzie Genetyki Klinicznej, kierowanej przez Panig profesor Olge Haus.
Zajmowatam sie badaniami cytogenetycznymi, ktére wykonywane byty w celach
diagnostycznych dla dzieci chorych na biataczki, noworodkow z podejrzeniem
aberracji chromosomowych oraz dla par z nieptodnoscig. Efektem mojej pracy byty
liczne zespotowe doniesienia na konferencjach naukowych. W 2002 roku zostatam
zatrudniona na stanowisku asystenta w kierowanym przez Panig profesor Aline
Grzanka Zaktadzie Biologii Eksperymentalnej, Akademii Bydgoskiej (obecnie
Uniwersytet Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy). Pracujgc tam napisatam prace
przeglagdowg dotyczgcg embriologii, etiologii i epidemiologii cigz wieloptodowych, ze

szczegdlnym uwzglednieniem cigzy blizniaczej monozygotycznej (Zuryn, 2003).



Rozpoczetam takze wowczas badania zwigzane 2z ekspresjg biatka cyklu
komorkowego cykliny A w liniach biataczkowych traktowanych cytostatykami.

W 2004 roku po objeciu przez Panig profesor Aline Grzanka kierownictwa
Katedry i Zakfadu Histologii i Embriologii, Akademii Medycznej w Bydgoszczy
(obecnie Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu), zostatam zatrudniona tam na stanowisku asystenta.
W tym okresie prowadzitam badania ujete w mojej rozprawie doktorskiej, a dotyczyty
one ekspresji cykliny A w linii biataczek ludzkich HL-60 i K-562 traktowanych
doksorubicyng i etopozydem. Podczas prowadzenia badan zwigzanych z rozprawg
doktorska, bytam takze wspotautorem kilku prac skupiajgcych sie gtéwnie na
rearanzacjach zachodzgcych w cytokszkielecie komorki pod wptywem dziatania
cytostatykéw. Celem jednej z prac, byta ocena wplywu taksolu na wimentyne i
tubuline w komérkach linii HL-60 i K-562 (Grzanka i wsp., 2005a). Badania wykazaty,
ze w wyniku dziatania taksolu, reorganizacji ulega nie tylko cytoszkielet aktynowy, ale
takze wimentyna. Rownoczesnie obserwowaliSmy zmiany morfologiczne,
charakterystyczne dla procesu apoptozy. Praca wskazywata na biatka cytoszkieletu
jako potencjalne cele molekularne terapii przeciwnowotworowej. W kolejnej pracy
badaliSmy wptyw doksorubicyny na ekspresje cykliny A w linii K-562 (Grzanka i wsp.,
2005b). Badania ujete w pracy sugerujg o proapoptotycznych wtasciwosciach cykliny
A i byly inspiracjg dla podjetego przeze mnie tematu rozprawy doktorskiej. Kolejna
publikacja dotyczyta wptywu taksolu na reorganizacje aktyny w linii K-562 (Grzanka i
wsp., 2006a). Traktowanie komorek taksolem spowodowato zwiekszenie sie
cytoplazmatycznej puli aktyny, ze szczegolnie silnym znakowaniem na obrzezach
komoérki. Ponadto, silniejsza jgdrowa ekspresja aktyny w komorkach apoptotycznych
wskazata na jej udziat w reorganizacji chromatyny. Ostatnig publikacjg przed
osiggnieciem stopnia doktora byta praca, badajgca wptyw promieniowania UV na
cytoszkielet aktynowy w komdérkach liniit CHO AA8 (Grzanka i wsp., 2006b). Badania
dowiodty, ze $mierci komorek wywotanej przez promieniowanie oprocz rearanzacji

aktyny, towarzyszg takze zmiany na poziomie organelli komérkowych.

5.2. OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ PO UZYSKANIU STOPNIA
DOKTORA

W 2007 roku obronitam rozprawe doktorskg zatytutowang: ,Ekspresja cykliny
A w komorkach linii biataczek ludzkich HL-60 i K-562 po indukcji apoptozy wybranymi



cytostatykami”, ktérej promotorem byta prof. dr hab. Alina Grzanka. 07.02.2007 roku,
zgodnie z postanowieniem Rady Wydziatu Lekarskiego, Collegium Medicum UMK
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, uzyskatam stopien naukowy doktora nauk
medycznych. Po uzyskaniu stopnia doktora, kontynuowatam swoje zainteresowania

badawcze dotyczgce ekspres;ji cyklin w liniach nowotworowych.

Poza pracami wchodzgcymi w sktad osiggniecia naukowego, bytam autorkg i
wspotatutorkg wielu publikacji i doniesien zjazdowych. Byly to zaréwno prace
oryginalne (Oncol Rep 2007; 17: 1013-1019; Med Biol Sci 2007; 21: 119-125; Central
Eur J Biol 2009; 4: 351-361; Folia Histochem Cytobiol 2009; 47: 453-459; Post Hig
Med Dosw 2009; 63: 1-7; Med Biol Sci 2010; 24: 49-55; Neoplasma 2010; 57: 41-46;
Med Biol Sci 2011; 25: 67-74. Food Chem Toxicol 2012; 50: 3577-3594; Cancer Cell
Int 2013; 13: 1-22; Acta Histochem 2014b; 116: 1350-1358; Post Hig Med. Dosw
2015; 69: 1259-1267; Med Biol Sci 2015; 29: 39-46; Acta Histochem 2016b; 118:
537-543; Acta Histochem 2016c¢c; 118: 784-796), jak i prace poglagdowe (Post Hig
Med Dosw 2008; 62: 110-117; Post Hig Med Dosw 2012; 66: 996-1005; Post Hig
Med Dosw 2013; 67: 15-25). Z wyzej wymienionych prac do wyrdzniajgcych sie
moge zaliczy¢ publikacje bedgcg efektem badan do pracy doktorskiej. Oceniatam w
niej ekspresje cykliny A w linii HL-60 traktowanej doksorubicyng i etopozydem i
wykazatam, Ze biatko to moze byé zaangazowane w szlaki indukcji apoptozy (Zuryn i
wsp., 2007; IF=1.597). Kolejng publikacjg godng uwagi jest praca, ktérej jestem
wspotautorem, dotyczgca wptywu izotiocyjaniandw na komorki linii H1299 i A549,
réznigce sie statusem biatka p53 (Pawlik i wsp., 2012; IF=3.050). W pracy tej
wykazano, ze izotiocyjanian fenyloetylu (PEITC) indukuje $mier¢ komorki w
wiekszym stopniu w linii H1299 (p537), niz w linii A549 (p53"). Ponadto
zaobserwowano reorganizacje biatek cytoszkieletu a-tubuliny i F-aktyny. PEITC
spowodowat zanik aktynowych wiokien stresowych, degradacje tubuliny,
najprawdopodobniej zwigzane z indukcjg $Smierci komorki. W kolejnej pracy badano
wptyw trojtlenku arsenu na ekspresje cykliny D1 w komérkach biataczkowej linii
Jurkat. Nie stwierdzono znaczgcych zmian w ekspresiji cykliny D1, zaobserwowano
natomiast zwiekszenie cytoplazmatycznej puli badanego biatka wraz ze wzrastajgcg
iloscig komodrek apoptotycznych, co wskazuje, ze zmiana lokalizacji cykliny D1
odgrywa wazng role w procesie inicjacji Smierci komoérki i moze byé markerem

odpowiedzi komorkowej na leczenie (Zuryn i wsp.,2014b). W dwdch kolejnych



pracach nieprzedstawionych jako osiggniecie habilitacyjne badano wptyw tréjtlenku
arsenu na ekspresje cykliny A w liniach komorkowych A549 i Jurkat. W pierwszej z
nich obserwowano niskg ekspresje badanego biatka, a cytostatyk nie zmieniat jej w
sposOb znaczgcy (Zuryn i wsp., 2015a). Z kolei w linii Jurkat, po traktowaniu
arszenikiem, zauwazalny byt spadek ekspresji cykliny D1, bez widocznej zmiany w jej
lokalizacji, ktora pozostata gtéwnie jgdrowa (Zuryn i wsp., 2015b). Ostatnio ukazata
sie praca, ktorej celem byto zbadanie ekspresiji cykliny B1 w linii komorkowej HL-60
traktowanej etopozydem (Zuryn i wsp., 2016b).

Po uzyskaniu stopnia doktora bytam takze wspétautorem 3 prac pogladowych.
Dwie z nich (Nowak i wsp., 2008; Klimaszewska-Wisniewska i wsp., 2013), dotyczyty
biatek Rho, ich roli w cytoszkielecie oraz w progresji fazy G1 cyklu komoérkowego.
Ostatnia praca poglgdowa dotyczyta kotyniny, gtéwnego metabolitu nikotyny, jako
markera pozwalajgcego oceni¢ stopien narazenia na dym papierosowy (Nowak i
wsp., 2012).

6. PLANY BADAWCZE NA PRZYSZtOSC

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora habilitowanego planuje poszerzy¢
tematyke badan o biatka Rho, czyli GTP-azy z nadrodziny Ras. Biatka te modulujg
funkcjonowanie struktur cytoszkieletu (rearanzacje filamentow aktynowych,
mikrotubul), wzrost komoérek jak rowniez regulujg progresje cyklu komorkowego.
GTP-azy Rho, wptywajg na ekspresje biatkowych regulatorow fazy G1 oraz G1/S.
Szczegdlnie wazne w mojej pracy badawczej bedzie wzbogacenie wiedzy na temat
wielokrotnie opisywanej w moich publikacjach cykliny D1, tym razem w aspekcie jej
powigzan ze szlakiem sygnatowym Rho A, ktéry uczestniczy w pozytywnej regulaciji
syntezy cykliny D1. Inne biatka zaangazowane w proces syntezy cykliny D1, ktére
zamierzam badac to nalezgce takze do GTP-az Rho - biatko Rac i Cdc42. Szlak

sygnatowy Cdc42/Rac stymuluje proteosomalng degradacje biatka p21.

Innym kierunkiem badan, ktéry planuje realizowaé w przysziosci jest
poszerzenie wiedzy na temat mniej znanych cyklin, takich jak cyklina K oraz Y.
Zamierzam, podobnie jak we wczesniejszych doswiadczeniach, analizowac¢ ich
ekspresje w nowotworowych liniach komoérkowych traktowanych cytostatykami w

aspekcie smierci komoérki i znaczenia w réznych jednostkach chorobowych.



Nadal zamierzam kontynuowac wspotprace naukowg z panig profesor Barbarg
Safiejko-Mroczka z University of Oklahoma, Department of Biology (USA), czego
dowodem jest nasza ostatnia wspoélna publikacja (Zuryn i wsp., 2016a) oraz mgj staz
naukowy w 2015 roku we wspomnianej wyzej jednostce naukowej. Mam réwniez
zamiar nadal wspotpracowaé z Katedrg Immunologi CM UMK oraz Katedrg

Dermatologii, Choréb Przenoszonych Drogg Ptciowg i Immunodermatologii CM UMK.
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