Autoreferat

Elzbieta Janina Pluciennik

Zaktad Kancerogenezy Molekularnej
Katedra Medycyny Molekularnej i Biotechnologii
Wydziat Nauk Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Lodz, 2016



1. Imig 1 nazwisko:

Elzbieta Janina Pluciennik

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej:

2007- tytut doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej, uzyskany na Wydziale
Lekarskim Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Tytut rozprawy doktorskiej: Wykorzystanie metody amplifikacji DNA w czasie rzeczywistym
do oznaczania poziomu ekspresji wybranych markeréw diagnostyczno-prognostycznych w
raku piersi.

2003-tytut magistra biologii, uzyskany na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytetu £odzkiego, specjalnos$¢ biochemia.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

2011- do chwili obecnej — adiunkt, Zaktad Kancerogenezy Molekularnej, Katedra Medycyny
Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet Medyczny w Lodzi,

2007-2011 — asystent, Zaktad Kancerogenezy Molekularnej, Katedra Medycyny Molekularnej
1 Biotechnologii, Uniwersytet Medyczny w Lodzi.

4. Wskazanie osiagnigcia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.

o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) Tytul osiagniecia naukowego: Rola genu supresorowego WWOX w regulacji procesow
biologicznych nowotworow pecherza moczowego | blony sluzowej trzonu macicy
(endometrium).

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagnigecia naukowego (autor/autorzy, tytul/tytuly
publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

1. Pluciennik E, Nowakowska M, Stepien A, Wotkowicz M, Stawinski A, Roézanski W,
Lipinski M, Bednarek AK.

Alternating expression levels of WWOX tumor suppressor and cancer-related genes in

patients with bladder cancer.

Oncol Lett. 2014 Nov;8(5):2291-2297. doi: 10.3892/01.2014.2476 (IF 1,554, MNiSW 15)



Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegatl na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu
wszystkich doswiadczen, wspotudziale w wykonaniu wszystkich doswiadczen, analizie i
interpretacji otrzymanych wynikéw badan, przygotowaniu manuskryptu oraz wystaniu go do
redakcji.

Udziat procentowy: 80%

2. Phluciennik E*, Kosla K*, Wojcik-Krowiranda K, Bienkiewicz A, Bednarek AK

The WWOX tumor suppressor gene in endometrial adenocarcinoma.

Int J Mol Med. 2013 Dec;32(6):1458-64. doi: 10.3892/ijmm.2013.1526 (IF 1,88, MNiSW
25)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu
wszystkich doswiadczen, wspotudziale w wykonaniu wszystkich doswiadczen, analizie i
interpretacji otrzymanych wynikéw badan oraz przygotowaniu manuskryptu.

Udziat procentowy: 60%

3. Pluciennik E*, Nowakowska M*, Pospiech K, Stepien A, Wotkowicz M, Gatdyszynska
M, Popeda M, Wojcik-Krowiranda K, Bienkiewicz A, Bednarek AK

The role of WWOX tumor suppressor gene in the regulation of EMT process via regulation of

CDH1-ZEB1-VIM expression in endometrial cancer.

Int J Oncol. 2015 Jun;46(6):2639-48. doi: 10.3892/ij0.2015.2964 (IF 3,018, MNIiSW 25)

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu

wszystkich doswiadczen, wspotudziale w wykonaniu wszystkich doswiadczen, analizie i

interpretacji otrzymanych wynikow badan, przygotowaniu manuskryptu oraz wystaniu go do

redakcji.

Udziat procentowy: 60%

4.Phluciennik E, Nowakowska M, Gatdyszynska M, Popeda M, Bednarek AK

The influence of WWOX gene in the regulation of biological processes during endometrial
carcinogenesis.

Int J Mol Med 2016; 37: 807-815. doi: 10.3892/ijmm.2016.2469 (IF 2,348, MNiSW 20)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu

wszystkich doswiadczen, wspotudziale w wykonaniu wszystkich doswiadczen, analizie i



interpretacji otrzymanych wynikéw badan, przygotowaniu manuskryptu oraz wystaniu go do
redakcji.

Udzial procentowy: 80%

*Rowny udzial autorow

Sumaryczny IF prac stanowiacych osiagnigcie naukowe: 8,80
Punktacja MNiSW: 80

c) Oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnigtych wynikéow

wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Celem prowadzonych przeze mnie badan stanowiacych podstawe niniejszego
opracowania byto okreslenie mechanizméw wplywajacych na poziom ekspresji genu WWOX
(utrata heterozygotycznosci i metylacja sekwencji promotora) oraz wptywu genu WWOX na
ekspresj¢ innych genow zwiazanych z proliferacja, apoptoza, cyklem komodrkowym,
transdukcja sygnatu w raku pecherza moczowego (brodawkowaty rak urotelialny) oraz
endometrium. Ponadto, wykorzystujac modele in vitro nowotworéw endometrium ocenitam
wplyw genu WWOX na przejscie epitelialno-mezenchymalne oraz jego udzial procesach
biologicznych (adhezja do biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, zdolno$é do przechodzenia
przez blong podstawna, aktywnos$¢ metaloproteinaz, zdolnos¢ do wzrostu w zawiesinie) W
nowotworowych liniach komérkowych endometrium o réznym statusie zréznicowania.
Przedstawione badania zostaly przeprowadzone na tkankach pochodzacych od pacjentéw z
nowotworami pecherza moczowego i endometrium oraz na modelach in vitro z

wykorzystaniem linii komorkowych prawidtowych i nowotworowych endometrium.

Wprowadzenie

Gen WWOX (WW domain-containing oxidoreductase) jest jednym z genow
supresorowych, ktoérego zmiany W poziomie ekspresji zaobserwowano w licznych
nowotworach takich jak trzustki (1), przetyku (2), zotadka (3), nie-drobnokomorkowym raku
ptuc (4,5), nowotworach krwi (6,7,8), guzie Wilmsa (9), szpiczaku mnogim (10), raku
tarczycy (11), watroby (12), szyjki macicy (13), w tym rowniez hormonozaleznych takich jak
rak piersi (14-23), prostaty (24), jajnika (25,26). Gen ten zlokalizowany jest w powszechnym

famliwym miejscu chromosomowym FRA16D, znajdujacym si¢ na chromosomie 16 —
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pozycja 16023.3-024. Sktada si¢ z 9 eksondéw o dlugosci od 58 do 1060 par zasad (pz).
Pierwszy ekson zawiera 5’UTR, znajdujacy si¢ w obrebie wysp CpG, od pozycji -660 od
kodonu startu translacji 1 rozciaga si¢ do pozycji +282. Obszar ten zawiera 63% reszt Gi1 C, a
wyspy CpG stanowia 8% jego sktadu nukleotydowego. Gen WWOX rozciaga si¢ na obszarze
ponad 1 miliona pz, z czego eksony stanowia 2 264 pz (14). Badania nad genem WWOX
wykazaly obecno$¢ jego 8 alternatywnych transkryptow w licznych liniach komoérkowych i
tkankach nowotworowych. Najczesciej obserwowane sa transkrypty pozbawione eksonow 6-
8 (WWOX46-8), ktore zanotowano w liniach komoérkowych raka piersi i u pacjentek z
pierwotnym rakiem piersi, a takze w gruczolakoraku jelita (14,15,20), raku zotadka (3,15,20),
szpiczaku mnogim (14,20), raku przetyku (2), nie-drobnokomérkowym raku ptuc (5), raku
jajnika (27). Niewielki odsetek stanowia transkrypty WWOXA 2-6, 42-9, 41-8 np. w liniach
komorkowych nowotworow krwi (28), raku trzustki (1)), czy WWOX4 7-8 w raku zotadka
(3).

Biatko WWOX zbudowane jest z 414 aminokwasow o masie 46 kDa. Sktada si¢ z
dwoch N-terminalnych domen WW oraz w centralnej czgsci z domeny krotkotancuchowe;j
dehydrogenazy SDR (ang. short-chain dehydrogenase/reductase), dlatego przypuszcza sie, ze
biatko t0 moze jako dehydrogenaza steroidowa bra¢ udziat w regulacji interakcji receptorow
hormonéw sterydowych. Pierwsza domena WW znajduje si¢ pomigdzy 18 a 47
aminokwasem, gdzie wystepuja dwie charakterystyczne reszty tryptofanu i jedna reszta
proliny (14). Odpowiada ona za interakcje z biatkami partnerskimi takimi jak ERBB4 (22,29),
czynnikami transkrypcyjnymi AP2y (30,31), YAP (29), Jun (32), HIFla (33).

Druga domena WW znajduje si¢ w pozycji od 59 do 88 aminokwasu, a jedna z reszt
tryptofanowych (W) zostata zastapiona przez tyrozynowa (Y), co jest czesto obserwowane w
domenach WW.

Na N-koncu domeny SDR biatko WWOX zawiera sekwencje¢ GGANSGIG wiazaca
koenzym w pozycji 131-137, za$ sekwencja wiazaca substrat YNRSK wystepuje W pozycji
293-297, poprzedzona reszta Serynowa (S) (14).

Gen ten nalezy do nietypowych genoéw supresorowych, poniewaz jak dotad nie
stwierdzono wystepowania mutacji inaktywujacych obydwa allele. Najprawdopodobniej
utrata jednego allela jest wystarczajaca do zaburzenia jego prawidtowej funkcji biologicznej
(zjawisko niewystarczajacej haploidalnosci). Badania in vivo wykazaly, ze pozbawienie
jednego allela genu WWOX u myszy powoduje zwigkszona czgsto§¢ wystgpowania
nowotworéw. Liczne badania wskazuja, iz spadek ekspresji genu WWOX jest zwigzany z
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utrata heterozygotycznosci (loss of heterozygosity, LOH) oraz metylacja reszt cytozyny w
wyspach CpG regionu promotorowego i pierwszego eksonu (34,35).

Badania na ortotropowych modelach in vivo, z wykorzystaniem agresywnych komorek
nowotworowych raka piersi MDA-MB-435 transdukowanych retrowirusami przenoszacymi
cDNA genu WWOX, wykazywaty powstawanie znacznie mniejszych guzow w stosunku do
myszy, ktérym wszczepiono te same komorki nowotworowe po transdukeji pustym wektorem
(15). Ponadto badania na myszach knock-out pozbawionych genu WWOX wykazaty, ze jego
brak wiaze si¢ z wystapieniem licznych wad i upo$ledzen, takich jak kwasica metaboliczna,
leukopenia, atrofia sledziony, hipoglikemia, hipokalcemia, zaburzenia w rozwoju uktadu
kostnego oraz $mier¢ najdalej w 3-4 tygodniu zycia (36).

Powyzsze dane literaturowe byly podstawa do podjecia przeze mnie proby okreslenia

roli genu WWOX w procesie nowotworzenia tkanki endometrium i pecherza moczowego.

Rak pecherza moczowego

W Polsce w 2013 roku rak pecherza moczowego u mezczyzn zajmowat 4 miejsce pod
wzgledem zachorowalnos$ci (5390 przypadkow), zas u kobiet 14 miejsce (1575 przypadkow).
Ponadto, $miertelno$¢ na ten nowotwor byta wysoka u mezczyzn i zajmowata 5 miejsce
(2686 przypadki), zas u kobiet 15 miejsce (727 przypadkow) ( http://epid.coi.waw.pl/krn/).
Nowotwor ten powstaje w nabtonku przejSciowym wyscielajacym pecherz moczowy i moze
wystegpowaé w formie brodawki (brodawczak) lub wnika¢ do wnetrza pecherza (transitional
cell carcinoma, TCC; rak przejsciowokomorkowy). Najczesciej wystepujacym typem jest rak
przejsciowokomorkowy (90% przypadkow), rak ptaskonabtonkowy i gruczolak. Mozna
wyrozni¢ dwie odrgbne molekularne $ciezki powstawania dla nieinwazyjnego raka pecherza
moczowego (non-muscle-invasive bladder cancers, NMIBCs) oraz raka naciekajacego btong
mig$niowa pecherza moczowego (muscle-invasive bladder cancers, MIBCs)(37).

Do najczgstszych zaburzen w obrgbie onkogendow typu NMIBC zalicza si¢ m.in.:
mutacje punktowe PIK3CA (25%), mutacje punktowe FGFR3 (60-70%) i nadekspresje biatka
FGFR3 (80%), mutacje punktowe HRAS (5-10%), nadekspresj¢ biatka EGFR (20%) oraz
zmiany w genach supresorowych nowotworow: metylacje promotora RUNX3 (65%), mutacje
CTNNB1 (2%), hemizygotyczne delecje CDK2A (50-60%) i homozygotyczne delecje
CDKN2A (15%), mutacje PIK3R1 (5%), delecje PTEN (6-8%), mutacje TP53 (0-14%) i
STAG2 (32-36%). Ponadto, dla typu NMIBC zanotowano utrat¢ heterozygotycznosci w
regionach 3p, 4p, 4q, 8p, 9q, 11p, 119 oraz 14q (38,39).



W drugim typie (MIBC) najczgsciej obserwuje si¢ m.in. nadekspresj¢ biatka EGFR
(50%), nadekspresj¢ FGFR1 (80%), amplifikacj¢ ERBB2(5-14%) i nadekspresj¢ ERBB2 (8-
30%), metylacje promotora RUNX3 (85%), mutacje inaktywujaca ARID1A (25%),
hemizygotyczne delecje CDK2A (50-60%) i homozygotyczne delecje CDKN2A (20%-30%),
hemizygotyczne delecje PTEN (25-58%) i homozygotyczne delecje PTEN (4-6%),
inaktywacje RB1 (11-13%), mutacje TP53 (24-56%) i nadekspresje TP53 (30-50%) (39).
Dodatkowo w typie inwazyjnym obserwuje si¢ utrate regionow na chromosomach w
pozycjach 2q, 5q, 8p, 9p, 9q, 10q, 11pi 189 oraz dodatkowe fragmenty w obszarach 1q, 5p, 8q
i 179 (38,39).

Wociaz jednak poszukuje si¢ nowych gendw, ktore pozwolityby na lepsze zrozumienie

biologii molekularnej raka pgcherza moczowego.

W pracy Alternating expression levels of WWOX tumor suppressor and cancer-related
genes in patients with bladder cancer [1] podjetam si¢ okreslenia roli genu supersorowego
WWOX oraz innych genow zwiazanych z proliferacja (MKI67), apoptoza (BCL2, BAX,
BIRC5), cyklem komérkowym (CCND1, CCNE1) i transdukcja sygnatu (EGFR, VEGF) w
kancerogenezie pgcherza moczowego oraz zbadania, czy utrata heterozygotycznosci (LOH)
oraz metylacja promotora moga regulowac¢ poziom ekspresji genu WWOX w tym typie
nowotworu. W badaniach wykorzystatam probki tkanek od 32 pacjentow z brodawkowatym
nowotworem urotelialnym. Tkanka nowotworowa pozyskana zostata od 26 me¢zczyzn i 6
kobiet; 16 probek zakwalifikowano jako stopien zto§liwosci (grade, G) 1, 9 jako G2, 3 jako
G3, natomiast 4 byly nieokreslone.

Badania nad utrata heterozygotycznosci w dwoch analizowanych intronach, 1 (marker
D16S518) i 8 (D16S3096), genu WWOX wykazaty hemizygotycznos¢ odpowiednio u 64,5% i
25,8% pacjentow z brodawkowatym nowotworem urotelialnym. Uwzgledniajac
homozygotycznosci  powyzszych  markerow w  populacji wg bazy Genome
(odpowiednio 17% dla D16S518 oraz 26% dla D16S3096) moge wnioskowaé, iz utrata
heterozygotycznosci w tym typie nowotworu wystepuje wytacznie w intronie 1 (47,5%).
Ponadto, nie zanotowatam zwiazku migdzy LOH a poziomem ekspresji genu WWOX
(p>0,05), co mogto by¢ zwiazane z mala liczebnoscia badanych przypadkow.

Postanowitam wigc sprawdzi¢, czy metylacja dwoch fragmentow genu WWOX (w
pozycji -508 do -174 pz w sekwencji promotorowej oraz od -171 do +239 pz, pokrywajaca
koniec 3° promotora oraz czg$¢ eksonu 1) moze regulowaé poziom tego genu.
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Zaobserwowatam 31% przypadkow pacjentow ze zmetylowanym pierwszym analizowanym
fragmentem, co znaczaco zmniejszylo poziom mRNA genu WWOX. Podobne wyniki
wykazali Iliopoulos i wsp. w raku przejsciowokomoérkowym pecherza moczowego, gdzie
29% pacjentow wykazywalo metylacje sekwencji pomotorowej oraz 14% eksonu 1 genu
WWOX (40). Wykazatam réwniez istotny spadek poziomu mRNA WWOX u
heterozygotycznych pacjentow pod wzglgdem markera D16S3096 1 jednocze$nie
wykazujacych metylacje¢ sekwencji promotorowej w lokalizacji -508 do -174 pz.

Ponadto, przeprowadzona przeze mnie analiza ekspresji genéw u pacjentow z rakiem
pecherza wykazata pozytywna korelacj¢ migdzy inhibitorem apoptozy BIRCS (surwiwing) a
markerem proliferacji MKI67 oraz regulatorem przejscia z fazy Gl do S w cyklu
komoérkowym — CCNEL (cyklina El), receptorem naskorkowego czynnika wzrostu EGFR
i czynnikiem wzrostu S$rodbtonka naczyniowego zwiazanego z angiogeneza VEGF.
Zanotowatam rowniez pozytywna korelacje pomigdzy MKI67 a EGFR i CCNEL, a takze
mig¢dzy EGFR i VEGF oraz genem WWOX a cykling D1.

Zaprezentowane powyzej wyniki moich badan wskazuja, iz w raku pecherza
moczowego ekspresja genu WWOX regulowana jest na drodze utraty
heterozygotycznos$ci oraz metylacji jego sekwencji promotorowej. Ponadto, wykazalam
pozytywna korelacj¢ miedzy inhibitorem apoptozy BIRCS5 (surwiwing) a markerem
proliferacji MKI67 oraz regulatorem cyklu komorkowego fazy G1/S- cykling El,
receptorem naskorkowego czynnika wzrostu EGFR oraz czynnikiem wzrostu

srédblonka naczyniowego zwigzanego z angiogeneza VEGF.

Rak blony sluzowej trzonu macicy (endometrium)

W Polsce w 2013 roku zanotowano 5706 przypadkow zachorowan na raka trzonu
macicy, co u kobiet stanowito 4 miejsce, zaraz po raku piersi, oskrzeli i pluc oraz
nowotworach zlosliwych skory. Pod wzgledem Smiertelnosci ten typ nowotworu zajmowat 11
miejsce (1243 przypadkow) (http://epid.coi.waw.pl/krn/).

W latach 80. Bokhman i wsp. zaproponowali rozroznienie dwoch typow
kancerogenezy endometrium na podstawie cech histopatologicznych i szlakow
molekularnych. Typ | to endometrioidalny typ raka endometrium (endometroid endometrial
carcinoma, EEC), ktory stanowi 70-80% sporadycznych rakéw endometrium i wystgpuje
glownie u kobiet mtodych zarowno przed, jak i po menopauzie. Sa to glownie nowotwory o
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niskim stopniu ztosliwosci rozwijajace si¢ z rozrostow hyperplastycznych endometrium
spowodowanych nadmierna proliferacja stymulowang poprzez estrogeny oraz wykazujace
dobre prognozy. Jednym z charakterystycznych zaburzen tego typu raka endometrium jest
niestabilno$¢ mikrosatelitarna obserwowana u 45% pacjentek, ktora jest spowodowana
mutacjami/metylacja genéw zwiazanych z systemem naprawy biednie sparowanych zasad,
takich jak MLH1, MSH2 i MSH6. Ponadto, w tym typie raka zanotowano inaktywacj¢ genu
PTEN, mutacje w genach KRAS (K-ras) i CTNNB1 (B-katenina) oraz spadek ekspresji CDH1
(kadheryna E) .

Typ 1l raka trzonu macicy, tzw. nie-endometriodialny (non-endometrioid endometrial
carcinoma, NEEC), nie zalezy od czynnikow hyperestrogennych. Sa to najczesciej raki
surowicze, jasnokomorkowe, rozwijajace si¢ na podlozu atroficznej tkanki endometrium u
kobiet starszych. Typ ten wykazuje agresywniejszy przebieg choroby i obserwuje si¢ w nim
zaburzenia cyklu komoérkowego na skutek akumulacji niefunkcjonalnego biatka p53,
inaktywacji pl6 oraz zaburzen CDKN2A oraz nadekspresji HER2. Obserwuje si¢ rowniez
utrat¢ ekspresji kadheryny E,odgrywajacej rolg w przejsciu epitelialno-mezenchymalnym w
przerzutowaniu (41). Jednak nie wszystkie przypadki raka endometrium da si¢
zakwalifikowaé¢ do ktéregos z omowionych powyzej typow. Ponadto, cze$¢ pacjentek z
rakiem endometrium nie wykazuje wyzej wymienionych zaburzen molekularnych, co sktania
do poszukiwania innych genéw zwiazanych z kancerogeneza tej tkanki.

Dane literaturowe wskazuja na zmiany w ekspresji genu WWOX w hormono-
zaleznych nowotworach: piersi, prostaty, jajnikow i jader (14,42-44). Dlatego tez jako
pierwsza podjetam probe sprawdzenia, czy gen ten ma wplyw na proces nowotworzenia W

tkance endometrium.

W artykule The WWOX tumor suppressor gene in endometrial adenocarcinoma [2]
zostaly przedstawione wyniki badan nad zmianami na poziomie mRNA i biatka WWOX. W
badaniach zostato wykorzystanych 79 probek uzyskanych od pacjentek ze zdiagnozowanym
gruczolakorakiem endometrioidalnym, w poréwnaniu z tkanka prawidtowa endometrium (28
pacjentek z nienowotworowymi zmianami ginekologicznymi). Jednym z celéw badania byto
okreslenie zalezno$ci pomigdzy zmianami ekspresji genu WWOX a standardowymi danymi
patologicznymi pacjentek, takimi jak stopien zaawansowania choroby, stopien zlosliwosci

histopatologicznej, naciekanie na warstwe myometrium czy przerzuty do weztow chtonnych.



Sprawdzitam rowniez, czy zjawisko utraty heterozygotyczno$ci moze wpltywac na
poziom ekspresji genu WWOX oraz jaki jest zwiazek ekspresji tego genu z innymi genami
istotnymi  w nowotworzeniu, takimi jak MKI67 (marker proliferacji), BAX (gen
proapoptotyczny), BCL2 (gen antyapoptotyczny), EGFR, CCNE1l (regulator cyklu
komorkowego — cyklina E1), CCND1 (regulator cyklu komérkowego — cyklina D1), CDH1
(kadheryna E), TP73 (partner biatka WWOX) oraz NCOR1 (jadrowy korepresor ERa).

W badaniach tych wykazatam, ze istnieje tendencja zmniejszenia ilosci biatka WWOX
pomiedzy tkanka prawidtowa endometrium a tkanka nowotworowa. Ponadto, zanotowatam u
pacjentek z rakiem endometrium 38% hemizygotycznos¢ w regionie intronu 8 genu WWOX
(marker mikrosatelitarny D16S3096), co zmniejszato ekspresje genu. Pokazalam rowniez
pozytywna korelacj¢ ekspresji genu WWOX z genami BCL2, cykling D1, indeksem
BCL2/BAX, za$ negatywna z BAX, CDH1i NCORL1. Analiza zwiazku genu WWOX z danymi
klinicznymi wskazywala na tendencj¢ spadku mRNA WWOX ze stopniem zaawansowania
choroby (FIGO I wzgledem I, I11) oraz stopniem zroznicowania (grade G1 wzgledem G2 i
G3).

Wyniki tych badan jako pierwsze pokazuja potencjalna rol¢ genu WWOX w

kancerogenezie endometrium poprzez regulacje $Sciezek apoptozy (BAX, BCL2), szlaku
Wnt (CDH1, CCND1) oraz genu estrogenozaleznego NCOR1. Jako pierwsza

zanotowalam tendencj¢ spadku ekspresji genu supresorowego nowotworu WWOX wraz
ze wzrostem stopnia zaawansowania choroby wg FIGO oraz stopniem zroéznicowania

raka blony sluzowej trzonu macicy.

Otrzymane wyniki badan sktonity mnie do podjgcia kolejnych badan (The role of
WWOX tumor suppressor gene in the regulation of EMT process via regulation of CDH1-
ZEB1-VIM expression in endometrial cancer [3]), tym razem na modelu in vitro oraz na
zwigkszonej ilosci pacjentek z rakiem endometrium (164 pacjentki) w celu okreslenia, czy
gen WWOX moze odrywaé rolg w przejSciu epitelialno-mezenchemalnym (epithelial-
mesenchymal transition, EMT). Proces ten ogrywa wazna rolg w embriogenezie i rozwoju
narzadow, ale takze w stanach patologicznych jakim jest nowotworzenie, gdzie wptywa na
tworzenie przerzutow (45-47). W trakcie tego procesu komorki epitelialne zmieniaja
polarno$¢ oraz nabywaja cech komoérek mezenchymalnych, takich jak zdolno$¢ do ruchu na

skutek zmian w ekspresji gendw, tj. obnizenie ekspresji gendéw zwiazanych ze Scistym
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przyleganiem komorek do siebie czy do macierzy zewnatrzkomérkowej (np. cytokeratyn czy
kadheryny E) a podwyzszenie ekspresji kadheryny N czy wimentyny (48,49).

W badaniach wykorzystana zostala linia komérkowa ECCI1, ktora charakteryzuje
wysokie zroznicowanie i hormonozalezno$¢ (komorki posiadaja receptory: ERa, ERP, AR,
PR). W pierwszym etapie badan in vitro przeprowadzitam transdukcj¢ stata wektorem
retrowirusowym pLNCX2, przenoszacym cDNA genu supresorowego nowotworéw WWOX.
Nastepnie w celu okreslenia, w jakich biologicznych procesach oraz $ciezkach sygnatowych
gen WWOX odgrywa istotna role w raku endometrium przeprowadzitam analize¢ ekspresji
30 000 gendéw przy pomocy techniki mikromacierzy. Zaobserwowalam istotna réznicg w
ekspresji ponad 800 genéw pomigdzy wariantami ECC1/WWOX a ECC1/wektor. Wérdd nich
znajdowaly si¢ geny zwiazane z roznicowaniem, apoptoza, architektura tkankowa oraz z
nastgpujacymi szlakami sygnatowymi: Wnt, integryn, proceséw zapalnych zwiazanych z
chemokinami i cytokinami, TGF-B czy kadheryny E.

Nastepnie przeprowadzitam testy biologiczne pozwalajace na okreslenie procesow
komorkowych, w jakich gen WWOX moze uczestniczy¢ w raku endometrium. Stwierdzitam,
ze komorki ECC1 z nadekspresja WWOX wykazywaly zwigkszona zdolno$¢ do
przechodzenia przez blong podstawna w poréwnaniu do komodrek kontrolnych, co zwiazane
byto ze zwigkszona aktywno$cia metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9. Takie wyniki
sugerowaly wyzsza inwazyjno$¢ komorek z podwyzszonym poziomem genu WWOX, co
zaprzeczaloby funkcji supresorowej tego genu. Jednakze, Kkolejny przeprowadzony test
wzrostu komorek epitelialnych z nadekspresja genu WWOX w zawiesinie pokazat, iz komorki
te wykazuja zmniejszong zdolno$¢ do wzrostu, co moze wskazywaé na utrate zdolnoSci
przerzutowania z krwiobiegiem. Ponadto, w badaniu tym wykazatam, ze komorki ECCI z
podwyzszonym poziomem genu WWOX wykazywaly zmniejszona zdolno$¢ do wiazania sig z
wybranymi biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej (tj. z fibrynogenem), co rowniez moze
hamowac¢ proces tworzenia przerzutow. Podobne wyniki dotyczace zdolnosci komorek raka
jajnika (ze zmienionym poziomem genu WWOX) do adhezji do biatka fibronektyny
zaobserwowat Gourley i wsp. (50).

Co wigcej, w badaniu tym wykazalam zwiazek pomigdzy ekspresja genow
wimentyny, kadheryny E oraz dwoch represorow kadheryny E (ZEB1 i SNAIL) z poziomem
genu WWOX zaroéwno w transdukowanej linii komoérkowej ECCI1, jak i u pacjentek z rakiem
endometrium. Wykazatam 1,6-krotny wzrost poziomu biatka kadheryny E (marker komoérek
epitelialnych), zas 1,9-krotny spadek biatka wimentyny (marker komorek mezenchymalnych)
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w komorkach ECC1/WWOX. Analogiczng zalezno$¢ zauwazytam takze na poziomie mRNA
(odpowiednio 3,5-krotny wzrost dla CDH1 i 2-krotny spadek dla VIM). Z kolei u pacjentek z
rakiem endometrium zanotowatam negatywna korelacj¢ ekspresji genu WWOX z CDH1 oraz
z VIM, za$ pozytywna z ZEB1. Roznice w korelacji pomigdzy WWOX a CDH1 w badaniach
in vitro i na pacjentkach moga wynika¢ ze ztozonosci oddziatywan komorek nowotworowych
m.in. z macierza zewnatrzkoméorkowa.

Warto podkreslié, ze u pacjentek z niskim ryzykiem wznowy (wg Kklasyfikacji
Pecorelliego i wsp. (51)) poziom ekspresji genu WWOX byt wyzszy niz przy $rednim ryzyku
wznowy. Zaobserwowatam roéwniez negatywna zalezno$¢ pomigdzy poziomem ekspresji
genu WWOX  a ryzykiem wznowy choroby i stopniem ztosliwosci histopatologicznej (grade,
G). Pacjentki z niskim ryzykiem wznowy i niskim stopniem ztosliwosci G1 wykazywaty
najwyzszy poziom mRNA WWOX. Ponadto, obnizony poziom CDH1 byt widoczny u
pacjentek ze stopniem zto§liwosci G3 1 wykazywaty one najwyzsze ryzyko wznowy choroby.
Zas pacjentki z G2 i $rednim ryzykiem wznowy wykazywaty wyzszy poziom ekspresji CDH1
w porownaniu z G1 i niskim ryzykiem wznowy choroby. Mozna wigc przypuszczaé, iz
negatywna zalezno$¢ ekspresji genu WWOX z CDH1 u pacjentek moze wynika¢ z
zaangazowania genu WWOX w proces roznicowania guza, co zaobserwowali Sakuragi 1 wsp.
u pacjentek z rakiem endometrium, gdzie redukcja biatka CDHI zwiazana byta z
odroznicowaniem guza i wzrostem inwazyjnosci (52).

W pracy tej po _raz pierwszy wskazalam, Ze gen supresorowy nowotworow

WWOX odgrywa istotna rol¢ w procesie EMT w raku endometrium. Wykazalam, ze
komorki raka endometrium wykazujace nadekspresje genu WWOX inicjuja
przechodzenie przez blon¢ podstawna w procesie inwazji, jednakze charakteryzuja si¢
zahamowanym wzrostem w zawiesinie, a takze zmniejszong zdolnoscia do wiazania si¢ z
wybranymi bialkami macierzy zewnatrzkomérkowej. Ponadto, poziom ekspresji genu
WWOX wykazuje zalezno$¢ z ryzykiem wznowy choroby u pacjentek z rakiem

endometrium. Wyniki te wskazuja rowniez po raz pierwszy na istotng role genu WWOX

w regulacji szlakow sygnalowych takich jak Wnt, integryn, procesow zapalnych

zwigzanych z chemokinami i cytokinami, apoptozy, TGF-p czy kadheryny E.

Powyzej opisane wyniki badan sktonity mnie do dalszych do$wiadczen in vitro nad
rola genu WWOX w procesach biologicznych prawidtowych komoérek endometrium oraz
nowotworowych linii komoérkowych endometrium o réznym statusie zréznicowania (The
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influence of WWOX gene in the regulation of biological processes during endometrial
carcinogenesis [4]). Tym razem przeprowadzono wyciszenie genu WWOX przy pomocy
ShRNA w oparciu o system lentiwirusowy w trzech liniach koméorkowych: THESC, Ishikawa
i MFE296. Linia komorkowa THESC stanowita model prawidlowych komorek endometrium,
poniewaz pochodzi od pacjentek z mig$niakami i bez potencjalu nowotworowego. Linia
Ishikawa to model komoérek nowotworowych endometrium dobrze zréznicowanych (grade 1),
wykazujacych ekspresje receptoréw estrogenow (estrogen receptors, ERS) jak i progesteronu
(progesterone receptor, PR). Trzecia linia MFE296 reprezentowala $rednio zréznicowany
(grade 2) typ raka endometrium z ekspresja wimentyny, cytokeratyn 7, 8, 18 i 19, brakiem
ekspresji  receptorow estrogenowych oraz wykazujacy potencjal tworzenia dobrze
zroznicowanych guzow u myszy bezgrasiczych.

Przeprowadzone testy biologiczne pozwolilty na okreslenie procesow komorkowych,
w jakich gen WWOX moze uczestniczy¢ w endometrium w roéznych etapach nowotworzenia.
Prawidtowe komorki endometrium THESC z wyciszonym genem WWOX wykazywaty
spadek zdolnosci adhezji do czterech biatek macierzy zewnatrzkomorkowej (extracellular
matrix, ECM): fibronektyny, kolagenu 1, lamininy 1 i fibrynogenu. Dobrze zréznicowana
linia Ishikawa z wyciszonym genem WWOX wykazywata 49% wzrost adhezji do
fibronektyny, za§ MFE296 37% wzrost adhezji do fibrynogenu w poréwnaniu do komorek
kontrolnych. Ponadto, przeprowadzona analiza zmian ekspresji integryn wykazata
zmniejszona ekspresjg integryny alfal i alfa4 dla linii Ishikawa/shWWOX, zas 2-krotnie
zwigkszona ekspresje podjednostki alfa3 integryny dla linit MFE296/shWWOX.

Wykazatam réwniez, iz obnizenie ekspresji genu WWOX zmniejsza zdolno§¢ komodrek
endometrium do inwazji przez btong podstawna, ale tylko dla linii stabo zrdznicowanej —
MFE296. Zwiazane to byto m.in. z obnizeniem o 36% aktywnosci metaloproteinazy 2 (MMP-
2). Udokumentowatam rowniez, ze gen WWOX zmienia zdolno$¢ komorek nowotworowych
endometrium do wzrostu w zawiesinie jedynie w komorkach stabo zrdéznicowanych (wzrost o
27,7% dla MFE296/shWWOX), za§ w dobrze zr6znicowanych komorkach Ishikawa wptywa
na zdolno$¢ tworzenia kolonii (wzrost o 68% dla Ishikawa/shWWOX). Analiza ekspresji na
poziomie mRNA wykazala, iz obnizenie ekspresji genu WWOX w linii nowotworu stabo
zroznicowanego MFE296 powoduje ponad 2-krotny wzrost ekspresji dwoch gendow
regulujacych adhezje komorek: kadheryny E (CDH1) i ezryny (EZR) oraz genu SPARC,
ktorego produkt reguluje wzrost komoérek poprzez oddziatywania z biatkami ECM i
cytokinami.
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Przedstawione wyniki po raz pierwszy wskazuja na rol¢ genu WWOX na réznych

etapach kancerogenezy endometrium. Wyniki te dostarczaja nowych informacji na
temat udzialu genu WWOX w procesie adhezji prawidlowych komérek endometrium,
jak i komorek nowotworowych endometrium do bialek ECM. Ponadto, w stabo
zroznicowanych komorkach raka endometrium gen WWOX wplywa zaréwno na proces
przerzutowania (poprzez zmiany w przechodzeniu przez blon¢ podstawna, w aktywnosci
metaloproteinaz oraz w zdolnosci do wzrostu w zawiesinie), jak i na ekspresje¢ genow
CDH1, EZR i SPARC.

Wszystkie wykonane przeze mnie badania na tkankach pochodzacych od pacjentéw

zostaty przeprowadzone za zgoda lokalnej Komisji Bioetyki ds. Badan na Ludziach.
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Podsumowanie
Przeprowadzone wyniki badan potwierdzity istotna Role genu supresorowego WWOX

w regulacji procesow biologicznych nowotworow pecherza moczowego i blony sluzowej

trzonu macicy (endometrium).

Za najwazniejsze osiagnigcia powyzszych badan uwazam:

1. Wykazanie, iz w raku pecherza moczowego ekspresja genu WWOX regulowana jest na
drodze utraty heterozygotycznosci oraz metylacji jego sekwencji promotorowe;.
Udokumentowanie zwiazku pomigdzy inhibitorem apoptozy BIRC5 (surwiwing)
a markerem proliferacji MKI67, regulatorem cyklu komorkowego — cykling El,
receptorem naskorkowego czynnika wzrostu EGFR oraz czynnikiem wzrostu $rodblonka
naczyniowego zwiazanego z angiogeneza VEGF.

2. Wykazanie zalezno$ci pomigdzy ekspresja genu supresorowego nowotworu WWOX a
wzrostem stopnia zaawansowania choroby wg FIGO, stopniem zrdéznicowania raka btony
sluzowej trzonu macicy (tendencja) oraz ryzykiem wznowy choroby.

3. Wykazanie roli genu WWOX w kancerogenezie endometrium poprzez regulacje¢ szlaku
apoptozy, Wnt, procesow zapalnych zwiazanych z chemokinami i cytokinami, TGF-$ czy
kadheryny E.

4. W badaniach in vitro wykazatam, ze pomimo zwigkszenia przez gen WWOX zdolnosci
komoérek nowotworowych endometrium do przechodzenia przez btong podstawna, gen ten
hamuje metastazeg poprzez zmniejszenie zdolno$ci komorek nowotworowych do wzrostu w
zawiesinie czy tez wiazania si¢ z wybranymi bialkami macierzy zewnatrzkomorkowe.

5. Wykazanie udzialu genu WWOX w adhezji do bialek macierzy zewnatrzkomorkowe;j
réwniez w przypadku prawidtowych komoérek endometrium.

6. Wykazanie szczegolnie istotnej roli genu WWOX w procesie przerzutowania stabo

zroznicowanych komorek raka endometrium.
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5.0mowienie pozostalych osiagni¢é naukowo-badawczych

a) Dane bibliometryczne

Laczny impact factor prac wynosi w sumie 69,976, w tym 19,781 przypada
na prace oryginalne, w ktorych wystepujg jako pierwszy autor. Suma punktow MNiSW za
publikacje naukowe w czasopismach (bez suplementéow) wynosi 615, w tym 180 pkt.
przypada na prace oryginalne i kazuistyczne, w ktorych wystepuj¢ jako pierwszy autor.

Lacznie 394 cytowania, indeks Hirscha wynosi 10.
(Zrodto: ISI Web of Science Core Collection).

Lacznie 401 cytowan, indeks Hirscha wynosi 10.
(Zrodto: Scopus).

b) Prace niewchodzace w sktad osiagnigcia naukowego dotycza tematow takich jak:

1. Rola genu supresorowego nowotworow WWOX w kancerogenezie.

2. Molekularne mechanizmy wptywu uktadu renina-angiotensyna w nowotworach
hormonozaleznych (endometrium, prostata).

3. Poszukiwanie nowych molekularnych markerow diagnostyczno-prognostycznych w raku

piersi.

1. Rola genu supresorowego nowotworéw WWOX w kancerogenezie

Publikacje 1.1 i 1.2 dotyczace oceny wptywu genu WWOX na proces nowotworzenia
piersi powstaly w oparciu 0 do$wiadczenia przeprowadzone w trakcie realizacji mojej
rozprawy doktorskiej pt. Wykorzystanie metody amplifikacji DNA w czasie rzeczywistym do
oznaczania poziomu ekspresji wybranych markerow diagnostyczno-prognostycznych w raku

piersi.

Wyniki pierwszej pracy (1.1) wykazaly zréznicowanie poziomu ekspresji genu
WWOX w zalezno$ci od obecnosci receptorow ER i1 PR, tzn. wyzszy poziom ekspresji
obserwowany byl u pacjentek z obecnoscia receptora ER, jak rowniez obu receptorow
jednoczesnie. Ponadto, poziom ekspresji genu WWOX zwiazany byt ze statusem
menopauzalnym i wyzszy poziom MRNA WWOX obserwowany byt u pacjentek mtodszych
(ponizej 50 r.z.). Analiza ekspresji wybranych genow wykazata istotna role genu WWOX w
regulacji cyklu komorkowego, proliferacji, apoptozy, ale wylacznie w rakach piersi ER+.

Wyjatek stanowita pozytywna korelacja z genem TP73, ktéra wystgpowata takze w grupie
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pacjentek ER-. Otrzymane wyniki wskazuja, ze gen WWOX moze by¢ zwiazany

z kontrola szlakéw sygnatowych regulowanych hormonami ptciowymi.

Dodatkowo, w grupie tych samych pacjentek (1.2) zanotowano wyzszy poziom
ekspresji genu WWOX u pacjentek z guzami bez ekspresji cytokeratyn typu podstawnego:
CK5/6 i CK17, z wysokim poziomem indeksu antyapoptotycznego (Al>2), a takze bez
obecno$ci alternatywnego transkryptu WWOXA6-8. Co wigcej, wysoki poziom mRNA
WWOX zwiazany byt z brakiem przerzutéw do weztow chtonnych oraz mniejszym ryzykiem
wznowy choroby w pordwnaniu z pacjentkami z niskim poziomem genu WWOX.

W kolejnym typie nowotworu, glejaku wielopostaciowym (1.3), wykazano wysoki
odsetek pacjentow z utrata heterozygotycznosci w markerach D16S3096 i D16S504 (intron 8
genu WWOX), ale bez wptywu na poziom mRNA genu WWOX. Odnotowano rowniez 18%
metylacje fragmentu promotora w pozycji od -508 do-174 pz oraz 15% metylacje drugiego
fragmentu w pozycji —171 do +239 pz, co skutkowato spadkiem ekspresji genu WWOX.
Ponadto, najwyzszy poziom mRNA WWOX obserwowany byt w probach heterozygotycznych
(pod wzgledem obu markeréw mikrosatelitarnych) i niemetylowanych jednoczesnie.
Metylacja sekwencji promotorowej obnizata poziom ekspresji WWOX zaréwno w
heterozygotycznych, jak i w homozygotycznych probach pacjentow. Roéwniez w tym typie
nowotworu wykazano zwiazek genu WWOX z proliferacja, apoptoza oraz szlakiem
sygnalizacyjnym ERBB4 poprzez izoformg JM-a.

Kolejne badania dotyczytly oceny, czy gen WWOX moze wpltywaé na proces
nowotworzenia jelita grubego (1.4) i, jesli tak, jakie molekularne szlaki moze modyfikowaé
w tej tkance. W badaniu tym nie wykazano zwiazku metylacji promotora genu WWOX ani
LOH z poziomem ekspresji genu zar6wno u pacjentéw, jak i w badanych ludzkich liniach
komorkowych. Jednakze badania na modelach linii komorkowych wykazaly zréznicowany
poziom ekspresji WWOX: najnizszy dla linii HT29 (pochodzacej od gruczolakoraka jelita
grubego), nastepnie dla SW620 (wywodzacej si¢ od pacjenta z guzem pierwotnym) i SW480
(wywodzacej si¢ od pacjenta z guzem metastatycznym), za§ najwyzszy dla HCT116
(wyizolowanej z hodowli pierwotnej komorek raka okreznicy, stadium IV-Dukes D).
Zaobserwowano takze pozytywna korelacj¢ genu WWOX z indeksem antyapoptotycznym
BCL2/BAX oraz genem BCL2, za$ negatywna z CCNE1 i MKI67.

Prowadzitam takze badania nad udzialem genu WWOX w dwodch najczestszych

nowotworach dziecigcych — guzie Wilmsa (nefroblastomie) (1.5) i neuroblastomie (1.6).
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W pierwszym typie nowotworu wykazano wysoki odsetek pacjentow (30,4%) z utrata
heterozygotycznosci w locusie D16S3096 bez wplywu na regulacje ekspresji genu WWOX.
Jednakze metylacja sekwencji promotorowej w regionie od -508 do-174 pz, jak rowniez we
fragmencie obejmujacym 3’koniec sekwencji promotora jak i ekson 1 genu WWOX (-171 do
+239 pz), powodowata spadek ekspresji genu WWOX. Badania te wykazaly pozytywna
korelacje genu WWOX z genem antyapoptotycznym BCL2, indeksem antyapoptotycznym
BCL2/BAX, naskorkowym czynnikiem wzrostu EGFR, izoforma JM-a ERBB4 i TP73, za$
negatywna zaleznos¢ z cyklinami E1 1 D1.

Podobne obserwacje miaty miejsce w przypadku neuroblastom, gdzie wysoki odsetek
utraty heterozygotycznosci nie wptywat na poziom ekspresji genu WWOX, podobnie jak
metylacja obu analizowanych fragmentéw promotora ww. genu. W tym typie nowotworu
dziecigcego odnotowano rowniez, podobnie jak w guzie Wilmsa, pozytywna korelacjg
ekspresji genu WWOX z izoforma JM-a ERBB4 i BCL2 oraz negatywna z cyklinami E1 i D1.
Ponadto, wyzszy poziom ekspresji WWOX zwiazany byt z korzystniejsza klasyfikacja
Kliniczno-patologiczna ~ neuroblastomy  (International ~ Neuroblastoma  Pathology
Classification, INPC).

Podsumowanie badan nad rola genu WWOX w wielu nowotworach zostato
opublikowane w pracy pogladowej (1.7), gdzie zaprezentowano réwniez wyniki badan
wilasnych in vivo na linii komoérek nowotworowych piersi MDA-MB-231. Wzrost ekspresji
genu WWOX w estrogeno-negatywnych komorkach raka piesi powodowal zwigkszona
ruchliwo$¢ komorek przy przechodzeniu przez blong podstawna. Jednak, z drugiej strony,
hamowal wzrost komoérek w zawiesinie, co moze wskazywa¢ na brak zdolnosci do
przerzutowania z krwiobiegiem. Ponadto, zmienia si¢ morfologia komoérek nowotworowych

na fenotyp przypominajacy nabtonek gruczotu piersiowego.

1.1 Phuciennik E, Kusinska R, Potemski P, Kubiak R, Kordek R, Bednarek AK. Different
expression of WWOX in estrogen receptor positive and negative breast cancer. Relation to
proliferation and apoptosis. Clin. Exp. Med. Lett. 2005; 46(4):25-30.
1.2 Pluciennik E, Kusinska R, Potemski P, Kubiak R, Kordek R, Bednarek AK. WWOX-the
FRA16D cancer gene: Expression correlation with breast cancer progression and prognosis.
EJSO 2006; 32: 153-157.
1.3 Kosla K, Pluciennik E, Kurzyk A, Jesionek-Kupnicka D, Kordek R, Potemski P,
Bednarek AK. Molecular analysis of WWOX expression correlation with proliferation and
apoptosis in glioblastoma multiforme. J Neurooncol. 2010 Jan;101(2):207-13.
1.4 Zelazowski MJ, Pluciennik E, Pasz-Walczak G, Potemski P, Kordek R, Bednarek
AK.WWOX expression in colorectal cancer-a real-time quantitative RT-PCR study. Tumour
Biol. 2011 Jun;32(3):551-60.
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1.5 Pluciennik E, Nowakowska M, Wujcicka WI, Sitkiewicz A, Kazanowska B, Zielinska E,
Bednarek AK. Genetic alterations of WWOX in Wilms' tumor are involved in its
carcinogenesis. Oncol Rep. 2012 Jul 27; 2284-2668.

1.6 Nowakowska M, Pluciennik E, Wujcicka WI, Sitkiewicz A, Kazanowska B, Zielinska E,
Bednarek AK. The correlation analysis of WWOX expression and cancer related genes in
neuroblastoma- a real time RT-PCR study. Acta Biochim Pol. 2014;61(1):91-7.

1.7 Lewandowska U, Zelazowski M, Seta K, Byczewska M, Pluciennik E, Bednarek AK
WWOX, the tumour suppressor gene affected in multiple cancer. Journal of Physiology and
Pharmacology 2009, 60, Suppl 1, 47-56.

2. Molekularne mechanizmy wplywu ukladu renina-angiotensyna w nowotworach
hormonozaleznych (endometrium, prostata)

Angiotensyna II jest peptydem ukladu renina-angiotensyna, ktory za posrednictwem
sygnatu przenoszonego przez receptory AT1 uczestniczy w skurczu naczyn krwionosnych,
proliferacji komorek, reakcji zapalnej, ale rOwniez W procesie apoptozy poprzez receptor
AT2. Badania wskazuja, ze peptyd ten odgrywa takze rolg¢ w procesie nowotworzenia
(poprzez zaburzenia rownowagi migdzy proliferacja a apoptoza) jak i w syntezie

srédbtonkowego czynnika wzrostu VEGF.

Publikacja 2.1 wskazuje na istotng rolg angiotensyny II w procesie nowotworzenia
endometrium we wczesnych etapach rozwoju, gdyz prawdopodobnie w kolejnych etapach
proliferacja jest stymulowana przez VEGF. Ponadto, badania te wskazuja na znaczne
obnizenie ekspresji receptora AT1 przy niskim stopniu zréznicowania raka endometrium G3
w poréownaniu z dobrze zrdéznicowanymi komorkami G1. Najwyzsza ekspresje receptora
estrogenowego typu alfa (ERo) zanotowano w grupie pacjentek z nowotworem $rednio
zroznicowanym G2, za$ najnizsza W grupie pacjentek sklasyfikowanych z nowotworem o
najnizszym zroznicowaniu — G3. Natomiast ekspresja srodblonkowego czynnika wzrostu
VEGF osiagata wyzszy poziom wraz ze zmniejszeniem stopnia zrdéznicowania komorek
nowotworu endometrium. Zaréwno u pacjentek z dobrze- (G1), jak i $redniozréznicowanymi
(G2) komorkami nowotworu endometrium zanotowalismy pozytywna korelacj¢ migdzy
dwoma receptorami dla angiotensyny, za§ w stopniu G1 korelacja migdzy receptorem AT1 a
VEGF byta negatywna.

Kolejne badania (2.2) wykazaly pozytywna korelacje migdzy receptorem AT1 a
receptorem VEGF (VEGFR) we wszystkich stopniach zréznicowania nowotworu
endometrium (G1, 2, 3). Jednak najnizsza ekspresja VEGFR obserwowana byta u pacjentek z

nowotworami sklasyfikowanymi jako G1 oraz przy naciekaniu na warstwy myometrium
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ponizej potowy jej grubosci. Badania te wskazuja wigc na istotng rolg angiotensyny II

poprzez jej receptor AT1 w regulacji ekspresji VEGFR.

Badania in vitro na trzech liniach komoérkowych raka endometrium rozniacych sig
stopniem zroéznicowania wykazaly odmienna funkcje angiotensyny II (publikacja 2.3). We
wczesnych etapach kancerogenezy peptyd juz w niskich st¢zeniach zaburzal proliferacje
komorek nowotworowych endometrium. Co wigcej, W dobrze- i stabozréznicowanych
komorkach nowotworu endometrium zanotowaliSmy wpltyw na proliferacje zalezny od
stezenia angiotensyny Il, co zwiazane bylo ze wzrostem ekspresji genow takich jak: MKI67
(marker proliferacji), CCND1 i CCNE1l (regulatory cyklu komodrkowego). Ponadto,
stabozroznicowane komorki raka endometrium (MFE280) po indukcji angiotensyng II
wykazywaly zmiang fenotypu na mezenchymalny, co korelowato ze wzrostem ekspresji
markerow EMT (takich jak VIM, CD44, SNAI1, ZEB1 i ZEB2). Dodatkowo udowodnili§my
udzial angiotensyny II w regulacji adhezji do bialek macierzy zewnatrzkomorkowej, indukcji

ruchliwosci komorek, a takze zahamowaniu apoptozy w raku endometrium.

Z receptorami AT1 i AT2 oddziatywa¢ moze réwniez angiotensyna IV — heksapeptyd
powstaly w wyniku usunigcia dwoch N-koncowych aminokwasow: kwasu asparaginowego i
argininy. Peptyd ten uczestniczy w $ciezkach sygnatowych takich jak szlak kinaz MAPK,
kinaz tyrozynowych czy NK-B. Fizjologiczna rola tego peptydu w komoérce weiaz jest nie do
konca poznana. Przeprowadzone badania (2.4) wskazuja, iz wplywa on wylacznie na
proliferacje komorek gruczolakoraka prostaty zaleznego od androgenéw (LNCaP), nie ma
natomiast znaczenia dla bardziej inwazyjnych komoérek nowotworu prostaty niezaleznego od
wplywu androgenow (DU-145). Badania te wykazaly réwniez, iz angiotensyna IV moze
zmienia¢ ekspresjg receptoroOw AT1 1 AT2 zardwno na poziomie mRNA, jak 1 biatka.

Kolejne przeprowadzone przez nas badania (2.5) in vitro na prawidtowej linii komérek
prostaty PNT1A wskazuja na wzajemne funkcjonalne powiazanie pomigdzy angiotensyna II 1
relaksyng 2 wobec zywotnosci, proliferacji, adhezji czy ruchliwosci, co ma zwiazek z
procesem nowotworzenia gruczotu krokowego. Oba te peptydy jednoczesnie wywieraty efekt
addytywny na zywotno$¢ komorek prostaty w hodowli 3D w pordéwnaniu z dzialaniem
kazdego z tych peptydow testowanego osobno. Wptyw na to moze mie¢ migdzy innymi
wzrost wartosci indeksu antyapoptotycznego BCL2/BAX. Ponadto, komorki prostaty przy
dlugim traktowaniu obydwoma peptydami wykazywaty zwigkszona zdolno$¢ do
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przechodzenia przez blong podstawna, co zwiazane bylo ze zmiana aktywnoS$ci
metaloproteinaz. Oprécz tego zaobserwowaliSmy, ze relaksyna 2 zwigksza ekspresjg
receptora LGR7, ale takze klasycznych receptorow angiotensyny AT1 i AT2.

Wykazalismy rowniez istotny wpltyw obu tych peptydow na procesy biologiczne, takie
jak: zywotno$¢, proliferacja, adhezja, inwazja — w réznym stopniu w dwoéch liniach raka
prostaty o odmiennych profilach inwazyjnosci (PC3 — wysoki potencjal metastatyczny,
LNCaP — niski stopien inwazyjno$ci). Angiotensyna Il i relaksyna 2 w istotny sposob
zwigkszaly agresywno$¢ raka prostaty poprzez nadekspresje surwiwiny oraz zwigkszona ilos¢
wydzielanych metaloproteinaz. ZaobserwowaliSmy rowniez zmiany w ekspresji receptora
angiotensyny, co moze wskazywa¢ na udzial tych peptydow w przejsciu od fenotypu

zaleznego od androgenow do niezaleznego w raku prostaty (2.6).

2.1 Piastowska-Ciesielska A, Pluciennik E, Wojcik-Krowiranda K, Biefkiewicz A, Bednarek
AK, Ochedalski T. Analysis of the expression of angiotensin Il type 1 receptor and VEGF in
endometrial adenocarcinoma with different clinicopathological characteristics. Tumour Biol.
2012 Jun;33(3):767-74.

2.2 Piastowska-Ciesielska AW, Pluciennik E, Wojcik-Krowiranda K, Bienkiewicz A,
Nowakowska M, Pospiech K, Bednarek AK, Dominska K, Ochedalski T. Correlation
between VEGFR-2 receptor kinase domain-containing receptor (KDR) mRNA and
angiotensin Il receptor type 1 (AT1-R) mRNA in endometrial cancer. Cytokine. 2013
Feb;61(2):639-44.

2.3 Nowakowska M, Matysiak-Burzynska Z, Kowalska K, Phluciennik E, Dominska K,
Piastowska-Ciesielska AW. Angiotensin 1l promotes endometrial cancer cell survival. Oncol
Rep. 2016 Aug;36(2):1101-10.

2.4 Dominska K, Piastowska-Ciesielska AW, Pluciennik E, Lachowicz-Ochedalska A,
Ochedalski T. A comparison of the effects of Angiotensin IV on androgen-dependent and
androgen-independent prostate cancer cell lines. J Renin Angiotensin Aldosterone Syst. 2013
Mar;14(1):74-81.2.5 Dominska K, Ochedalski T, Kowalska K, Matysiak-Burzynska ZE,
Pluciennik E, Piastowska-Ciesielska AW. A common effect of angiotensin Il and relaxin 2 on
the PNT1A normal prostate epithelial cell line. J Physiol Biochem. 2016 Apr 27

2.6. Dominska K, Ochedalski T, Kowalska K, Matysiak-Burzynska ZE, Phuciennik E,
Piastowska-Ciesielska AW. Interaction between angiotensin 1l and relaxin 2 in the progress
of growth and spread of prostate cancer cells. Int J Oncol. 2016 Jun;48(6):2619-28.

3. Poszukiwanie nowych molekularnych markerow diagnostyczno-prognostycznych w
raku piersi

Rak piersi jest najczestszym nowotworem ztosliwym wsrdd kobiet w Polsce 1 na
swiecie. Wciaz poszukuje si¢ nowych czynnikéw molekularnych, ktére pozwola na lepsze
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prognozowanie przebiegu choroby jak i jej rokowania w poroéwnaniu z klasycznymi
czynnikami prognostycznymi stosowanymi w Klinice (takimi jak typ histologiczny i ocena
stopnia ztosliwosci histologicznej, status receptoréw estrogenu i progesteronu, obecnos¢
receptora HER2, obecnos¢ przerzutow do wezidw chionnych, aktywnos¢ proliferacyjna,
wielko$¢ guza i wiek chorej). Wraz z rozwojem technik biologii molekularnej, takich jak
mikromacierze czy amplifikacja DNA w czasie rzeczywistym (RT-qPCR), powstaty
komercyjne testy diagnostyczne (np. MammaPrint, OncotypeDx, Theros-breast cancer gene
expression ratio assay, PAM50), ktére pozwalaja na doktadniejsza klasyfikacje pacjentek do
odpowiedniej terapii. Z drugiej strony, maja one znaczne ograniczenia co do typow pacjentek,
ktore mozna diagnozowac¢ tymi technikami. Dlatego wciaz prowadzone sa badania
molekularne, ktore pozwola na lepsze zrozumienie biologii tego procesu, a co za tym idzie,
przyczynia si¢ do poprawy leczenia poprzez kontrol¢ podloza molekularnego i

indywidualizacj¢ przypadkow.

SprawdziliSmy wige, czy regulator cyklu komorkowego — cyklina E moze by¢
czynnikiem prognostycznym w raku piersi.

Badania te (3.1) wykazaly zwiazek migdzy wysoka ekspresja cykliny E i gorszymi
przezyciami pacjentek w porownaniu z pacjentkami z niska ekspresja cykliny E, a takze w
grupie pacjentek z przerzutami do weztow chlonnych 1 leczonych chemioterapia
uzupelniajaca.

Dodatkowo, wysoki poziom cykliny E zwiazany byt z negatywnym statusem
receptorow steroidowych, wyzsza proliferacja i stopniem zaawansowania choroby, a takze
obecnoscig receptora HER2. Co wigcej, pacjentki z niska ekspresja cykliny E 1 wysokim
indeksem ER/PR wykazywaty lepsze prognozy przezycia niz przy wysokiej ekspresji cykliny
E i niskim indeksie ER/PR (3.2).

Jednym z istotniejszych kryteriow kwalifikujacych pacjentki z rakiem piersi do
odpowiedniego leczenia jest klasyfikacja pod wzgledem obecnosci receptora estrogenowego
(ER). Wykorzystujac mikromacierze Perou i wsp. zanotowali odmienne profile molekularne
dla pacjentek z rakiem piersi w zaleznos$ci od obecnosci ER.

Celem naszej pracy (3.3) bylo okreslenie, ktora klasyfikacja pacjentek w zaleznosci od
statusu ER na poziomie mRNA (technika RT-gPCR) czy na poziomie bialka (technika
immunohistochemiczng) jest bardziej precyzyjna w ocenie ekspresji cytokeratyn typu
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podstawnego (CK5 i CK17) oraz HER2. WykazaliSmy pewna niezgodno$¢ migdzy tymi
dwiema technikami w klasyfikacji pacjentek wedtug poziomu ER. Ponadto, poziom mRNA
ER nie korelowal z przezyciami pacjentek; co wiecej, analiza cytokeratyn typu bazalnego
oraz HER2 nie pozwolita na podzielenie pacjentek na ER-pozytywne i ER-negatywne na
poziomie mRNA, co mozna bylo wykona¢ technika immunohistochemiczna. Wyniki te moga
wskazywa¢ na watpliwa uzyteczno$¢ oceny mRNA ER jako czynnika molekularnego w
rozrdznianiu typdw nowotworow piersi.

Technika immunohistochemiczna wydaje si¢ roéwniez bardziej uzyteczna metoda w
ocenie prognozowania przezy¢ pacjentek na podstawie poziomu cykliny E (3.4). Uzycie tej
techniki pozwolito na wykazanie zwiagzku pomigdzy wysokim poziomem biatka cykliny E a
brakiem receptorow ER i1 PR oraz mlodszym wiekiem pacjentek. Roznice w wynikach
migdzy tymi metodami otrzymali$my takze w ocenie ekspresji cytokeratyn typu podstawnego
(CK5, CK14, CK17) w raku piersi. Metoda immunohistochemiczna wykazala zalezno$¢
migdzy obecnoscia cytokeratyn a brakiem ER, podczas gdy na poziomie mRNA takiej
zaleznosci nie zaobserwowano (3.5). Kolejnym przebadanym przez nas technika
immunohistochemiczng i RT-qPCR potencjalnym markerem w raku piersi byt MKIG67,
ktorego warto$¢ prognostyczna nadal nie jest jednoznaczna. Przy pomocy obu technik
wykazalisSmy zwiazek migdzy poziomem ekspresji tego genu a zwigkszona proliferacja u
pacjentek z nowotworami piersi stabo zrdéznicowanymi (grade 3), ale brak zalezno$ci z
innymi czynnikami klinicznymi, takimi jak: wiek, stopien zaawansowania choroby, przerzuty
do weztéw chlonnych, obecno$é receptorow ER czy HER2. Nie zaobserwowali$my, aby
MKI67 bylo niezaleznym czynnikiem prognostycznym, w przeciwienstwie do ekspresji ER
czy zajgcia weztow chtonnych (3.6). Roznice w wynikach uzyskanych metoda RT-qPCR i
immunohistochemiczna moga wynika¢ z heterogennosci tkanki raka piersi, jaka poddano
analizie.

W kolejnej pracy (3.7) sprawdzilismy, czy ocena ekspresji HER2 na poziomie mRNA
moze by¢ uzyteczna technika obok standardowo wykonywanej oceny immuno-
histochemicznej tego markera jako czynnika prognostycznego. Zaobserwowalismy, iz RT-
gPCR, podobnie jak barwienie immunohistochemiczne, pozwala na wyrdznienie odrgbnych
grup pacjentek z rakiem piersi w zaleznosci od poziomu ekspresji HER2 z r6znym ryzykiem
zgonu w okresie 5 lat. Ponadto, analiza HER2 zar6wno na poziomie biatka, jak i mMRNA
wykazala wigksze ryzyko zgonu przy wysokiej ekspresji HER2 u pacjentek z przerzutami do
weztow chionnych.
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SprawdziliSmy roéwniez wplyw poziomu ekspresji cytokeratyn typu podstawnego
CK5/6 i 17 na przezycie pacjentek z rakiem piersi (3.8). ZanotowaliSmy, iz pacjentki
okres$lone jako CK5/6- i CK17-pozytywne wykazywaly krotsze przezycie w poroOwnaniu z
pacjentkami CK5/6- i CK17-negatywnymi i bez przerzutow do weztéw chtonnych przy braku
zwiazku w grupie pacjentek z przerzutami do wezidw chtonnych. Wykazalismy jednak, iz zte
prognozy raka piersi typu bazalnego zwiazane sa bardziej z brakiem ER oraz wysoka
ekspresja cykliny E niz z ekspresja badanych cytokeratyn.

Kolejnym biatkiem, ktére sprawdzilismy pod wzgledem czynnika prognostycznego w
raku piersi typu bazalnego byta kadheryna P — biatko odgrywajace rolg w adhezji komorek
(3.9). Okazato sig, iz poziom tego biatka negatywnie korelowal z obecnoscia receptorow
estrogenu i progesteronu, za$ pozytywnie z ekspresja cytokeratyn typu podstawnego i cyklina
E, jednak jej poziom nie wptywat na czas przezycia pacjentek.

W nastepnej publikacji (3.10) wykazaliSmy, iz wlaczenie biatka filamentow posrednich —
wimentyny do klasyfikacji panelu markerow raka piersi typu podstawnego (potrdjnie
negatywnego: ER-, PR-, HER2-) nie zwigksza skuteczno$ci prognozowania przezycia

pacjentek.

W celu calosciowego zrozumienia procesu kancerogenezy konieczne jest
kompleksowe badanie gendw zaangazowanych w regulacj¢ cyklu komoérkowego, wzrostu,
réznicowania, apoptozy, przekaznictwa sygnalu czy regulacji hormonalnej. Dlatego tez
grupujac geny pod wzgledem wzajemnych korelacji, funkcji biologicznej jak 1 znaczenia przy
leczeniu, opracowatam algorytm sktadajacy si¢ z 10 genoéw, ktorych wysoki poziom zwiazany
jest z lepszymi przezyciami ( WWOXwt, CDH1, ESR, BAX) oraz ztymi prognozami (CCNEL,
BCL2, BIRC5, KRT5, KRT14, KRT117) (3.11). Na podstawie poziomu ekspresji panelu
genoéw zaobserwowatam znaczace rdznice w ryzyku wznowy choroby nowotworowej wsrod
pacjentek z pierwotnym rakiem piersi. Pacjentki z wysoka wartoscia algorytmu wykazywaty
mniejsze ryzyko wznowy w ciagu 5 lat wzgledem pacjentek z guzami wykazujacymi niska
warto$¢ algorytmu. Analiza tego panelu gendw pozwolila na wydzielenie w grupie pacjentek
z estrogeno-negatywnym (ER-) rakiem piersi dwoch grup rozniacych sig¢ ryzykiem wznowy
choroby w zalezno$ci od warto$ci algorytmu. Pacjentki z nowotworami estrogeno-
negatywnymi charakteryzujacymi si¢ niskim poziomem algorytmu wykazywaly wyzsze
ryzyko nawrotu choroby w poréwnaniu z wysokim poziomem algorytmu. W przypadku
rakow estrogeno-zaleznych piersi algorytm ten nie wykazywal znaczenia rokowniczego.
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W kolejnych badaniach (3.12, 3.13, 3.14) oceniono uzyteczno$¢ trzech markerow:
mammaglobiny 1, telomerazy i cytokeratyny 19 w detekcji komérek nowotworowych we
krwi obwodowej pacjentek z rakiem piersi. Wszystkie trzy analizowane geny na poziomie
mRNA nie wykazywaly znaczaco wyzszej ekspresji u pacjentek z rakiem piersi w
poréwnaniu z kobietami zdrowymi czy z fagodnymi zmianami w gruczole piersiowym.

Podsumowanie dotychczasowej wiedzy na temat nowych molekularnych czynnikow
prognostycznych (takich jak cytokeratyny typu podstawnego, cyklina E, receptory estrogenu i
progesteronu, HER2) u chorych na raka piersi zostato przedstawione w pracy pogladowe;j
3.15.
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Inne badania

Tematyka badan, w ktore bytam zaangazowana, zwiazana byta réwniez z badaniem
podtoza molekularnego oponiaka (1) oraz nietypowych przypadkow pacjentow: z kostnym
migsakiem prazkowanokomoérkowym przypominajacym kostniakomigsaka (2) oraz z rzadkim
przypadkiem pozawegztowego chioniaka strefy brzeznej systemu MALT w centralnym
uktadzie nerwowym (3).

Ponadto, bratam udziat w badaniach szacujacych powiazanie pomigdzy poziomem
ekspresji genu NEMO a rozwojem stanu przedrzucawkowego. Okreslono w nich poziomy
ekspresji genu NEMO dla jego poszczegdlnych transkryptow (1A, 1B, 1C) oraz dla
catosciowe] frakcji mRNA. Uzyskane wyniki wskazywatly, iz w czasie rozwoju stanu
przedrzucawkowego we krwi kobiet oraz we krwi pgpowinowej ich dzieci, poziom ekspresji
catkowitej frakcji mRNA genu NEMO oraz poziomy ekspresji dla poszczegdlnych jego
transktyptow 1A, 1B i1 1C byly znaczaco wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Natomiast badanie przeprowadzone na preeklamptycznych tozyskach wykazato
przeciwstawny efekt obserwowany we krwi w odniesieniu do poszczegdlnych transkryptow
genu NEMO jak i dla transkryptu catkowitego. Sugeruje sig, iz spadek ekspresji genu NEMO
w tozyskach moze by¢ przyczyna ich nasilonej apoptozy, prowadzacej do rozwoju stanu
przedrzucawkowego (4).

Jestem réwniez wspolautorem pracy pogladowej dotyczacej bialek uczestniczacych w

opornosci wielolekowej w terapii przeciwnowotworowej (5).
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c) Udziat w projektach badawczych

1.

Rola genu supresorowego WWOX w kancerogenezie endometrium; 2010-2015, Narodowe
Centrum Nauki, kierownik

Wykorzystanie metody amplifikacji DNA w czasie rzeczywistym do oznaczania poziomu
ekspresji wybranych markerow diagnostyczno-prognostycznych w raku piersi; 2005-2006,
grant promotorski, Komitet Badan Naukowych, gléwny wykonawca
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piersiowym i w komorkach raka piersi; 2012-2016, Narodowe Centrum Nauki,
wykonawca

Ocena wplywu angiotensyny Il i relaksyny 2 na inwazyjnos¢ komorek raka gruczotu
krokowego w  trojwymiarowych modelach in vitro; 2010-2014, Komitet Badan
Naukowych, wykonawca

Badanie profili ekspresji genow kontroli cyklu komorkowego, szlakow sygnalowych i
funkcjonalnych w raku jelita grubego; 2008-2011, Komitet Badan Naukowych,
wykonawca

Mikromacierze DNA do oceny farmakogenomicznego profilu ekspresji genéw w
komorkach dzieciecych guzow zarodkowych; 2008-2011, Komitet Badan Naukowych,
wykonawca
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d) Nagrody za dziatalno$¢ naukowa

1.

Nagroda Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi — nagroda naukowa zespotowa I
stopnia za cykl publikacji Rola genu WWOX w regulacji procesow komorkowych w
nowotworach, 2015,

. Nagroda Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi — nagroda naukowa zespolowa I

stopnia za cykl publikacji Rola genu supresorowego WWOX w procesie nowotworzenia,
2014,

Nagroda Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi — nagroda naukowa zespotowa II
stopnia za cykl publikacji Analiza ekspresji oraz zaleznosci pomiedzy receptorem
angiotensynowym typu pierwszego, VEGF i KDR w nowotworach endometrium o roznej
charakterystyce, 2013,

Nagroda Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi — nagroda naukowa zespotowa II
stopnia Wplhyw peptydow z rodziny angiotensyn na proliferacje, adhezje i
rozprzestrzenianie sie komorek androgenozaleznego i androgenoniezaleznego raka
gruczotu krokowego, 2013,

Indywidualna Nagroda Ministra Zdrowia — nagroda za prace doktorska, 2008,

6. Nagroda Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi — nagroda naukowa zespotowa I

stopnia, 2007.

e) Dziatalnos¢ ekspercka - recenzje dla czasopism naukowych

Recenzent w czasopismach:

© a0 bk~ w D -

8.
9.

Tumor Biology ISSN: 1010-4283, jeden manuskrypt w 2015, jeden manuskrypt w 2016,
Medical Science Monitor ISNN: 1643-3750, dwa manuskrypty w 2015,

International Journal of Oncology ISNN: 1019-6439, jeden manuskrypt w 2015,
Oncology Letters ISNN: 1792-1074, trzy manuskrypty w 2015,

Archives of Gerontology and Geriatrics ISNN: 0167-4943, jeden manuskrypt w 2015,

Diagnostic Pathology ISSN: 1746-1596, jeden manuskrypt w 2015, jeden manuskrypt w
2016,

Metabolic Brain Disease ISSN: 0885-7490, jeden manuskrypt w 2016,
Pharmaceutical Patent Analyst ISNN: 2046-8954, jeden manuskrypt w 2016,
International Journal of Molecular Medicine ISSN: 1107-3756, jeden manuskrypt w 2016,

10.Molecular Medicine Reports ISNN:1791-2997, jeden manuskrypt w 2016,
11. Oncology Reports ISNN:1021-335X, jeden manuskrypt w 2016.

f) Udziat w szkoleniach
2011- ukonczenie szkolenia ,,Intensywny kurs jezyka angielskiego’ zrealizowanego w

ramach projektu ,,Poprawa jako$ci nauczania w jezyku angielskim na Uniwersytecie
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Medycznym w ELodzi poprzez podniesienie kompetencji akademickiej kadry dydaktycznej’’
organizowanego przez Centrum Nauczania Jezykéw Obeych Uniwersytetu Medycznego w
f.odzi

2011- ukoniczenie szkolenia ,,Podstawy metodyki nauczania dyscyplin biomedycznych’’
zrealizowanego w ramach projektu ,,Poprawa jakosci nauczania w jezyku angielskim na
Uniwersytecie Medycznym w Lodzi poprzez podniesienie kompetencji akademickiej kadry

dydaktycznej’’

g) Dzialalnos¢ dydaktyczna

Jestem kierownikiem przedmiotu biologia molekularna na I stopniu oraz structural
bioinformatics na 1l stopniu studiéw Biotechnologia Medyczna Wydzialu Nauk
Biomedycznych i Ksztatcenia Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego w Eodzi. Ponadto,
prowadzg zajecia ze studentami z przedmiotéw: bioinformatyka, genetyka drobnoustrojéw,
podstawy inzynierii genetycznej, kancerogeneza molekularna, komputerowe modelowanie
biatek, mikrobiologia z elementami mikrobiologii lekarskiej, laboratory of genetic analysis
method.

Jestem wspolautorem skryptow dla studentow:

1. Bioinformatyka algorytmy ISBN: 978-83-61058-95-3
Bioinformatyka podstawy ISBN: 978-83-61058-91-5
Biologia molekularna ISBN: 978-83-62807-15-4
Kancerogeneza molekularna ISBN: 978-83-62807-29-1
Modelowanie biatek ISBN: 978-83-62807-29-1
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Ponadto, dwukrotnie (2011 i 2013) prowadzilam warsztaty z milodzieza licedw
patronackich Uniwersytetu Medycznego w Lodzi z zakresu genotypowania.
Bytam promotorem 5 prac magisterskich oraz 15 prac licencjackich na Wydziale Nauk
Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego w £odzi.
Jestem promotorem pomocniczym rozprawy doktorskiej Mgr inz. Izabeli Baryly
»Biatko WWOX jako wielofunkcyjny modulator transkrypcji w patogenezie cukrzycy
cigzowej” na Wydziale Nauk Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego Uniwersytetu

Medycznego w Lodzi (od 2013 roku do obecnego dnia).
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