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1. Imię i nazwisko: 

 Elżbieta Janina Płuciennik 

 

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

uzyskania oraz tytułu rozprawy doktorskiej: 

2007- tytuł doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej, uzyskany na Wydziale 

Lekarskim  Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. 

Tytuł rozprawy doktorskiej: Wykorzystanie metody amplifikacji DNA w czasie rzeczywistym 

do oznaczania poziomu ekspresji wybranych markerów diagnostyczno-prognostycznych w 

raku piersi. 

2003-tytuł magistra biologii, uzyskany na Wydziale Biologii i Ochrony Środowiska 

Uniwersytetu Łódzkiego, specjalność biochemia. 

 

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych: 

2011- do chwili obecnej – adiunkt, Zakład Kancerogenezy Molekularnej, Katedra Medycyny 

Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet Medyczny w Łodzi, 

2007-2011 – asystent, Zakład Kancerogenezy Molekularnej, Katedra Medycyny Molekularnej 

i Biotechnologii, Uniwersytet Medyczny w Łodzi. 

 

4. Wskazanie osiągnięcia wynikającego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 

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

nr 65, poz. 595 ze zm.): 

a) Tytuł osiągnięcia naukowego: Rola genu supresorowego WWOX w regulacji procesów 

biologicznych nowotworów pęcherza moczowego i błony śluzowej trzonu macicy 

(endometrium). 

b) Publikacje wchodzące w skład osiągnięcia naukowego (autor/autorzy, tytuł/tytuły 

publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa) 

1. Płuciennik E, Nowakowska M, Stępien A, Wołkowicz M, Stawiński A, Różański W, 

Lipiński 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/ol.2014.2476 (IF 1,554, MNiSW 15) 
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Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na opracowaniu koncepcji badań, zaplanowaniu 

wszystkich doświadczeń, współudziale w wykonaniu wszystkich doświadczeń, analizie i 

interpretacji otrzymanych wyników badań, przygotowaniu manuskryptu oraz wysłaniu go do 

redakcji.  

Udział procentowy: 80% 

 

2. Płuciennik E*, Kośla K*, Wójcik-Krowiranda K, Bieńkiewicz 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) 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na opracowaniu koncepcji badań, zaplanowaniu 

wszystkich doświadczeń, współudziale w wykonaniu wszystkich doświadczeń, analizie i 

interpretacji otrzymanych wyników badań oraz przygotowaniu manuskryptu. 

Udział procentowy: 60% 

 

3. Płuciennik E*, Nowakowska M*, Pospiech K, Stępień A, Wołkowicz M, Gałdyszyńska 

M, Popęda M, Wójcik-Krowiranda K, Bieńkiewicz 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/ijo.2015.2964 (IF 3,018,   MNiSW 25) 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na opracowaniu koncepcji badań, zaplanowaniu 

wszystkich doświadczeń, współudziale w wykonaniu wszystkich doświadczeń, analizie i 

interpretacji otrzymanych wyników badań, przygotowaniu manuskryptu oraz wysłaniu go do 

redakcji.  

Udział procentowy: 60% 

 

4.Płuciennik E, Nowakowska M, Gałdyszyńska M, Popęda 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) 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na opracowaniu koncepcji badań, zaplanowaniu 

wszystkich doświadczeń, współudziale w wykonaniu wszystkich doświadczeń, analizie i 
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interpretacji otrzymanych wyników badań, przygotowaniu manuskryptu oraz wysłaniu go do 

redakcji.  

Udział procentowy: 80% 

*Równy udział autorów 

Sumaryczny IF prac stanowiących osiągnięcie naukowe: 8,80 

Punktacja MNiSW: 80 

 

c) Omówienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiągniętych wyników 

wraz z omówieniem ich ewentualnego wykorzystania. 

 

 Celem prowadzonych przeze mnie badań stanowiących podstawę niniejszego 

opracowania było określenie mechanizmów wpływających na poziom ekspresji genu WWOX 

(utrata heterozygotyczności i metylacja sekwencji promotora) oraz wpływu genu WWOX na 

ekspresję innych genów związanych z proliferacją, apoptozą, cyklem komórkowym, 

transdukcją sygnału w raku pęcherza moczowego (brodawkowaty rak urotelialny) oraz 

endometrium. Ponadto, wykorzystując modele in vitro nowotworów endometrium oceniłam 

wpływ genu WWOX na przejście epitelialno-mezenchymalne oraz jego udział procesach 

biologicznych (adhezja do białek macierzy zewnątrzkomórkowej, zdolność do przechodzenia 

przez błonę podstawną, aktywność metaloproteinaz, zdolność do wzrostu w zawiesinie) w 

nowotworowych liniach komórkowych endometrium o różnym statusie zróżnicowania. 

Przedstawione badania zostały przeprowadzone na tkankach pochodzących od pacjentów z 

nowotworami pęcherza moczowego i endometrium oraz na modelach in vitro z 

wykorzystaniem linii komórkowych prawidłowych i nowotworowych endometrium. 

 

 

Wprowadzenie 

 Gen WWOX (WW domain-containing oxidoreductase) jest jednym z genów 

supresorowych, którego zmiany w poziomie ekspresji zaobserwowano w licznych 

nowotworach takich jak trzustki (1), przełyku (2), żołądka (3), nie-drobnokomórkowym raku 

płuc (4,5), nowotworach krwi (6,7,8), guzie Wilmsa (9),  szpiczaku mnogim (10), raku 

tarczycy (11), wątroby (12), szyjki macicy (13), w tym również hormonozależnych takich jak 

rak piersi (14-23), prostaty (24), jajnika (25,26). Gen ten zlokalizowany jest w powszechnym 

łamliwym miejscu chromosomowym FRA16D, znajdującym się na chromosomie 16 – 
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pozycja 16q23.3-q24. Składa się z 9 eksonów o długości od 58 do 1060 par zasad (pz). 

Pierwszy ekson zawiera 5’UTR, znajdujący się w obrębie wysp CpG, od pozycji -660 od 

kodonu startu translacji i rozciąga się do pozycji +282. Obszar ten zawiera 63% reszt G i C, a 

wyspy CpG stanowią 8% jego składu nukleotydowego. Gen WWOX rozciąga się na obszarze 

ponad 1 miliona pz, z czego eksony stanowią 2 264 pz (14). Badania nad genem WWOX 

wykazały obecność jego 8 alternatywnych transkryptów w licznych liniach komórkowych i 

tkankach nowotworowych. Najczęściej obserwowane są transkrypty pozbawione eksonów 6-

8 (WWOXΔ6-8), które zanotowano w liniach komórkowych raka piersi i u pacjentek z 

pierwotnym rakiem piersi, a także w gruczolakoraku jelita (14,15,20), raku żołądka (3,15,20), 

szpiczaku mnogim (14,20), raku przełyku (2), nie-drobnokomórkowym raku płuc (5), raku 

jajnika (27). Niewielki odsetek stanowią transkrypty WWOXΔ 2-6, Δ2-9, Δ1-8 np. w  liniach 

komórkowych nowotworów krwi (28), raku trzustki (1)), czy WWOXΔ 7-8 w raku żołądka 

(3). 

 Białko WWOX zbudowane jest z 414 aminokwasów o masie 46 kDa. Składa się z 

dwóch N-terminalnych domen WW oraz w centralnej części z domeny krótkołańcuchowej 

dehydrogenazy SDR (ang. short-chain dehydrogenase/reductase), dlatego przypuszcza się, że 

białko to może jako dehydrogenaza steroidowa brać udział w regulacji interakcji receptorów 

hormonów sterydowych. Pierwsza domena WW znajduje się pomiędzy 18 a 47 

aminokwasem, gdzie występują dwie charakterystyczne reszty tryptofanu i jedna reszta 

proliny (14). Odpowiada ona za interakcje z białkami partnerskimi takimi jak ERBB4 (22,29), 

czynnikami transkrypcyjnymi AP2γ (30,31), YAP (29), Jun (32), HIF1α (33). 

 Druga domena WW znajduje się w pozycji od 59 do 88 aminokwasu, a jedna z reszt 

tryptofanowych (W) została zastąpiona przez tyrozynową (Y), co jest często obserwowane w 

domenach WW. 

 Na N-końcu domeny SDR białko WWOX zawiera sekwencję GGANSGIG wiążącą 

koenzym w pozycji 131-137, zaś sekwencja wiążąca substrat YNRSK występuje w pozycji 

293-297, poprzedzona resztą serynową (S) (14). 

 Gen ten należy do nietypowych genów supresorowych, ponieważ jak dotąd nie 

stwierdzono występowania mutacji inaktywujących obydwa allele. Najprawdopodobniej 

utrata jednego allela jest wystarczająca do zaburzenia jego prawidłowej funkcji biologicznej 

(zjawisko niewystarczającej haploidalności). Badania in vivo wykazały, że pozbawienie 

jednego allela genu WWOX u myszy powoduje zwiększoną częstość występowania 

nowotworów. Liczne badania wskazują, iż spadek ekspresji genu WWOX jest związany z 
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utratą heterozygotyczności (loss of heterozygosity, LOH) oraz metylacją reszt cytozyny w 

wyspach CpG regionu promotorowego i pierwszego eksonu (34,35). 

 Badania na ortotropowych modelach in vivo, z wykorzystaniem agresywnych komórek 

nowotworowych raka piersi MDA-MB-435 transdukowanych retrowirusami przenoszącymi 

cDNA genu WWOX, wykazywały powstawanie znacznie mniejszych guzów w stosunku do 

myszy, którym wszczepiono te same komórki nowotworowe po transdukcji pustym wektorem 

(15). Ponadto badania na myszach knock-out pozbawionych genu WWOX wykazały, że jego 

brak wiąże się z wystąpieniem licznych wad i upośledzeń, takich jak kwasica metaboliczna, 

leukopenia, atrofia śledziony, hipoglikemia, hipokalcemia, zaburzenia w rozwoju układu 

kostnego oraz śmierć najdalej w 3-4 tygodniu życia (36).  

 Powyższe dane literaturowe były podstawą do podjęcia przeze mnie próby określenia 

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

 

Rak pęcherza moczowego 

 W Polsce w 2013 roku rak pęcherza moczowego u mężczyzn zajmował 4 miejsce pod 

względem zachorowalności (5390 przypadków), zaś u kobiet 14 miejsce (1575 przypadków). 

Ponadto, śmiertelność na ten nowotwór była wysoka u mężczyzn i zajmowała 5 miejsce  

(2686 przypadki), zaś u kobiet 15 miejsce (727 przypadków) ( http://epid.coi.waw.pl/krn/). 

Nowotwór ten powstaje w nabłonku przejściowym wyścielającym pęcherz moczowy i może 

występować w formie brodawki (brodawczak) lub wnikać do wnętrza pęcherza (transitional 

cell carcinoma, TCC; rak przejściowokomórkowy). Najczęściej występującym typem jest rak 

przejściowokomórkowy (90% przypadków), rak płaskonabłonkowy i gruczolak. Można 

wyróżnić dwie odrębne molekularne ścieżki powstawania dla nieinwazyjnego raka pęcherza 

moczowego (non-muscle-invasive bladder cancers, NMIBCs) oraz raka naciekającego błonę 

mięśniową pęcherza moczowego (muscle-invasive bladder cancers, MIBCs)(37). 

 Do najczęstszych zaburzeń w obrębie onkogenów typu NMIBC zalicza się m.in.: 

mutacje punktowe PIK3CA (25%), mutacje punktowe FGFR3 (60-70%) i nadekspresję białka 

FGFR3 (80%), mutacje punktowe HRAS (5-10%), nadekspresję białka EGFR (20%) oraz 

zmiany w genach supresorowych nowotworów: 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 utratę heterozygotyczności w 

regionach 3p, 4p, 4q, 8p, 9q, 11p, 11q oraz 14q (38,39). 
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 W drugim typie (MIBC) najczęściej obserwuje się m.in. nadekspresję białka EGFR 

(50%), nadekspresję FGFR1 (80%), amplifikację ERBB2(5-14%) i nadekspresję ERBB2 (8-

30%), metylację promotora RUNX3 (85%), mutację inaktywującą ARID1A (25%), 

hemizygotyczne delecje CDK2A (50-60%) i homozygotyczne delecje CDKN2A (20%-30%), 

hemizygotyczne delecje PTEN (25-58%) i homozygotyczne delecje PTEN (4-6%), 

inaktywację RB1 (11-13%), mutacje TP53 (24-56%) i nadekspresję TP53 (30-50%) (39). 

Dodatkowo w typie inwazyjnym obserwuje się utratę regionów na chromosomach w 

pozycjach 2q, 5q, 8p, 9p, 9q, 10q, 11pi 18q oraz dodatkowe fragmenty w obszarach 1q, 5p, 8q  

i 17q (38,39). 

 Wciąż jednak poszukuje się nowych genów, które pozwoliłyby na lepsze zrozumienie 

biologii molekularnej raka pęcherza moczowego. 

 

           W pracy Alternating expression levels of WWOX tumor suppressor and cancer-related 

genes in patients with bladder cancer [1] podjęłam się określenia roli genu supersorowego 

WWOX oraz innych genów związanych z proliferacją (MKI67), apoptozą (BCL2, BAX, 

BIRC5), cyklem komórkowym (CCND1, CCNE1) i transdukcją sygnału (EGFR, VEGF) w 

kancerogenezie pęcherza moczowego oraz zbadania, czy utrata heterozygotyczności (LOH) 

oraz metylacja promotora mogą regulować poziom ekspresji genu WWOX w tym typie 

nowotworu. W badaniach wykorzystałam próbki tkanek od 32 pacjentów z brodawkowatym 

nowotworem urotelialnym. Tkanka nowotworowa pozyskana została od 26 mężczyzn i 6 

kobiet; 16 próbek zakwalifikowano jako stopień złośliwości (grade, G) 1, 9 jako G2, 3 jako  

G3, natomiast 4 były nieokreślone.  

 Badania nad utratą heterozygotyczności w dwóch analizowanych intronach, 1 (marker 

D16S518) i 8 (D16S3096), genu WWOX wykazały hemizygotyczność odpowiednio u 64,5% i 

25,8% pacjentów z brodawkowatym nowotworem urotelialnym. Uwzględniając 

homozygotyczności powyższych markerów w populacji wg bazy Genome  

(odpowiednio 17% dla D16S518 oraz 26% dla D16S3096)  mogę wnioskować, iż utrata 

heterozygotyczności w tym typie nowotworu występuje wyłącznie w intronie 1 (47,5%). 

Ponadto, nie zanotowałam związku między LOH a poziomem ekspresji genu WWOX  

(p>0,05), co mogło być związane z małą liczebnością badanych przypadków.  

 Postanowiłam więc sprawdzić, czy metylacja dwóch fragmentów genu WWOX (w 

pozycji -508 do -174 pz w sekwencji promotorowej oraz od -171 do +239 pz, pokrywająca 

koniec 3’ promotora oraz część eksonu 1) może regulować poziom tego genu. 
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Zaobserwowałam 31% przypadków pacjentów ze zmetylowanym pierwszym analizowanym 

fragmentem, co znacząco  zmniejszyło poziom mRNA genu WWOX. Podobne wyniki 

wykazali Iliopoulos  i wsp. w raku przejściowokomórkowym pęcherza moczowego, gdzie 

29% pacjentów wykazywało metylacje sekwencji pomotorowej oraz 14% eksonu 1 genu 

WWOX (40). Wykazałam również istotny spadek poziomu mRNA WWOX u 

heterozygotycznych pacjentów pod względem markera D16S3096 i jednocześnie 

wykazujących metylację sekwencji promotorowej w lokalizacji -508 do -174 pz. 

 Ponadto, przeprowadzona przeze mnie analiza ekspresji genów u pacjentów z rakiem 

pęcherza wykazała pozytywną korelację między inhibitorem apoptozy BIRC5 (surwiwiną) a 

markerem proliferacji MKI67 oraz regulatorem przejścia z fazy G1 do S w cyklu 

komórkowym – CCNE1 (cyklina E1), receptorem naskórkowego czynnika wzrostu EGFR  

i czynnikiem wzrostu śródbłonka naczyniowego związanego z angiogenezą VEGF. 

Zanotowałam również pozytywną korelację pomiędzy MKI67 a EGFR i CCNE1, a także 

między EGFR i VEGF oraz genem WWOX a cykliną D1. 

 Zaprezentowane powyżej wyniki moich badań wskazują, iż w raku pęcherza 

moczowego ekspresja genu WWOX regulowana jest na drodze utraty 

heterozygotyczności oraz metylacji jego sekwencji promotorowej. Ponadto, wykazałam 

pozytywną korelację między inhibitorem apoptozy BIRC5 (surwiwiną) a markerem 

proliferacji MKI67 oraz regulatorem cyklu komórkowego fazy G1/S- cykliną E1, 

receptorem naskórkowego czynnika wzrostu EGFR oraz czynnikiem wzrostu 

śródbłonka naczyniowego związanego z angiogenezą VEGF. 

 

 

Rak błony śluzowej trzonu macicy (endometrium) 

 W Polsce w 2013 roku zanotowano 5706 przypadków zachorowań na raka trzonu 

macicy, co u kobiet stanowiło 4 miejsce, zaraz po raku piersi, oskrzeli i płuc oraz 

nowotworach złośliwych skóry. Pod względem śmiertelności ten typ nowotworu zajmował 11 

miejsce (1243 przypadków) (http://epid.coi.waw.pl/krn/). 

 W latach 80. Bokhman i wsp. zaproponowali rozróżnienie dwóch typów 

kancerogenezy endometrium na podstawie cech histopatologicznych i szlaków 

molekularnych. Typ I to endometrioidalny typ raka endometrium (endometroid endometrial 

carcinoma, EEC), który stanowi 70-80% sporadycznych raków endometrium i występuje 

głównie u kobiet młodych zarówno przed, jak i po menopauzie. Są to głównie nowotwory o 
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niskim stopniu złośliwości rozwijające się z rozrostów hyperplastycznych endometrium 

spowodowanych  nadmierną proliferacją stymulowaną poprzez estrogeny oraz wykazujące 

dobre prognozy. Jednym z charakterystycznych zaburzeń tego typu raka endometrium jest 

niestabilność mikrosatelitarna obserwowana u 45% pacjentek, która jest spowodowana 

mutacjami/metylacją genów związanych z systemem naprawy błędnie sparowanych zasad, 

takich jak MLH1, MSH2 i MSH6. Ponadto, w tym typie raka zanotowano inaktywację genu 

PTEN, mutacje w genach KRAS (K-ras) i CTNNB1 (β-katenina) oraz spadek ekspresji CDH1 

(kadheryna E) . 

 Typ II raka trzonu macicy, tzw. nie-endometriodialny (non-endometrioid endometrial 

carcinoma, NEEC), nie zależy od czynników hyperestrogennych. Są to najczęściej raki 

surowicze, jasnokomórkowe, rozwijające się na podłożu atroficznej tkanki endometrium u 

kobiet starszych. Typ ten wykazuje agresywniejszy przebieg choroby i obserwuje się w nim 

zaburzenia cyklu komórkowego na skutek akumulacji niefunkcjonalnego białka p53, 

inaktywacji p16 oraz zaburzeń CDKN2A oraz nadekspresji HER2.  Obserwuje się również 

utratę ekspresji  kadheryny E,odgrywającej rolę w przejściu epitelialno-mezenchymalnym w 

przerzutowaniu (41). Jednak nie wszystkie przypadki raka endometrium da się 

zakwalifikować do któregoś z omówionych powyżej typów. Ponadto, część pacjentek z 

rakiem endometrium nie wykazuje wyżej wymienionych zaburzeń molekularnych, co skłania 

do poszukiwania innych genów związanych z kancerogenezą tej tkanki. 

 Dane literaturowe wskazują na zmiany w ekspresji genu WWOX w hormono-

zależnych nowotworach: piersi, prostaty, jajników i jąder (14,42-44). Dlatego też jako 

pierwsza podjęłam próbę sprawdzenia, czy gen ten ma wpływ na proces nowotworzenia w 

tkance endometrium.  

 

 W artykule The WWOX tumor suppressor gene in endometrial adenocarcinoma [2] 

zostały przedstawione wyniki badań nad zmianami na poziomie mRNA i białka WWOX. W 

badaniach zostało wykorzystanych 79 próbek uzyskanych od pacjentek ze zdiagnozowanym 

gruczolakorakiem endometrioidalnym, w porównaniu z tkanką prawidłową endometrium (28 

pacjentek z nienowotworowymi zmianami ginekologicznymi).  Jednym z celów badania było 

określenie zależności pomiędzy zmianami ekspresji genu WWOX  a standardowymi danymi 

patologicznymi pacjentek, takimi jak stopień zaawansowania choroby, stopień złośliwości 

histopatologicznej, naciekanie na warstwę myometrium czy przerzuty do węzłów chłonnych.  
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 Sprawdziłam również, czy zjawisko utraty heterozygotyczności może wpływać na 

poziom ekspresji genu WWOX oraz jaki jest związek ekspresji tego genu z innymi genami 

istotnymi w nowotworzeniu, takimi jak MKI67 (marker proliferacji), BAX (gen 

proapoptotyczny), BCL2 (gen antyapoptotyczny), EGFR, CCNE1 (regulator cyklu 

komórkowego – cyklina E1), CCND1 (regulator cyklu komórkowego – cyklina D1), CDH1 

(kadheryna E), TP73 (partner białka WWOX) oraz NCOR1 (jądrowy korepresor  ERα). 

 W badaniach tych wykazałam, że istnieje tendencja zmniejszenia ilości białka WWOX 

pomiędzy tkanką prawidłową endometrium a tkanką nowotworową. Ponadto, zanotowałam u 

pacjentek z rakiem endometrium 38% hemizygotyczność w regionie intronu 8 genu WWOX  

(marker mikrosatelitarny D16S3096), co zmniejszało ekspresję genu.  Pokazałam również 

pozytywną korelację ekspresji genu WWOX z genami BCL2, cykliną D1, indeksem  

BCL2/BAX, zaś negatywną z BAX, CDH1i NCOR1. Analiza związku genu WWOX z danymi 

klinicznymi wskazywała na tendencję spadku mRNA WWOX ze stopniem zaawansowania 

choroby (FIGO I względem II, III) oraz stopniem zróżnicowania (grade G1 względem G2 i 

G3). 

 Wyniki tych badań jako pierwsze pokazują potencjalną rolę genu WWOX w 

kancerogenezie endometrium poprzez regulację ścieżek apoptozy (BAX, BCL2), szlaku 

Wnt (CDH1, CCND1) oraz genu estrogenozależnego NCOR1. Jako pierwsza 

zanotowałam tendencję spadku ekspresji genu supresorowego nowotworu WWOX wraz 

ze wzrostem stopnia zaawansowania choroby wg FIGO oraz stopniem zróżnicowania 

raka błony śluzowej trzonu macicy. 

 

 Otrzymane wyniki badań skłoniły mnie do podjęcia kolejnych badań (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 

zwiększonej ilości pacjentek z rakiem endometrium (164 pacjentki) w celu określenia, czy 

gen WWOX może odrywać rolę w przejściu epitelialno-mezenchemalnym (epithelial-

mesenchymal transition, EMT). Proces ten ogrywa ważna rolę w embriogenezie i rozwoju 

narządów, ale także w stanach patologicznych jakim jest nowotworzenie, gdzie wpływa na 

tworzenie przerzutów (45-47). W trakcie tego procesu komórki epitelialne zmieniają 

polarność oraz nabywają cech komórek mezenchymalnych, takich jak zdolność do ruchu na 

skutek zmian w ekspresji genów, tj. obniżenie ekspresji genów związanych ze ścisłym 
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przyleganiem komórek do siebie czy do macierzy zewnątrzkomórkowej (np. cytokeratyn czy 

kadheryny E) a podwyższenie ekspresji kadheryny N czy wimentyny (48,49).  

 W badaniach wykorzystana została linia komórkowa ECC1, którą charakteryzuje 

wysokie zróżnicowanie i hormonozależność (komórki posiadają receptory: ERα, ERβ, AR, 

PR). W pierwszym etapie badań in vitro przeprowadziłam transdukcję stałą wektorem 

retrowirusowym pLNCX2, przenoszącym cDNA genu supresorowego nowotworów WWOX. 

Następnie w celu określenia, w jakich biologicznych procesach oraz ścieżkach sygnałowych 

gen WWOX odgrywa istotną rolę w raku endometrium przeprowadziłam analizę ekspresji 

30 000 genów przy pomocy techniki mikromacierzy. Zaobserwowałam istotną różnicę w 

ekspresji ponad 800 genów pomiędzy wariantami ECC1/WWOX a ECC1/wektor. Wśród nich 

znajdowały się geny związane z różnicowaniem, apoptozą, architekturą tkankową oraz z 

następującymi szlakami sygnałowymi: Wnt, integryn, procesów zapalnych związanych z 

chemokinami i cytokinami, TGF-β czy kadheryny E.  

 Następnie przeprowadziłam testy biologiczne pozwalające na określenie procesów 

komórkowych, w jakich gen WWOX może uczestniczyć w raku endometrium. Stwierdziłam, 

że komórki ECC1 z nadekspresją WWOX wykazywały zwiększoną zdolność do 

przechodzenia przez błonę podstawną w porównaniu do komórek kontrolnych, co związane 

było ze zwiększoną aktywnością metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9. Takie wyniki 

sugerowały wyższą inwazyjność komórek z podwyższonym poziomem genu WWOX, co 

zaprzeczałoby funkcji supresorowej tego genu. Jednakże, kolejny przeprowadzony test 

wzrostu komórek epitelialnych z nadekspresją genu WWOX w zawiesinie pokazał, iż komórki 

te wykazują zmniejszoną zdolność do wzrostu, co może wskazywać na utratę zdolności 

przerzutowania z krwiobiegiem. Ponadto, w badaniu tym wykazałam, że komórki ECC1 z 

podwyższonym poziomem genu WWOX wykazywały zmniejszoną zdolność do wiązania się z 

wybranymi białkami macierzy zewnątrzkomórkowej (tj. z fibrynogenem), co również może 

hamować proces tworzenia przerzutów. Podobne wyniki dotyczące zdolności komórek raka 

jajnika (ze zmienionym poziomem genu WWOX) do adhezji do białka fibronektyny 

zaobserwował Gourley i wsp. (50).  

 Co więcej, w  badaniu tym wykazałam  związek pomiędzy ekspresją genów 

wimentyny, kadheryny E oraz dwóch represorów kadheryny E (ZEB1 i SNAI1) z poziomem 

genu WWOX zarówno w transdukowanej linii komórkowej ECC1, jak i u pacjentek z rakiem 

endometrium. Wykazałam 1,6-krotny wzrost poziomu białka kadheryny E (marker komórek 

epitelialnych), zaś 1,9-krotny spadek białka wimentyny (marker komórek mezenchymalnych) 
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w komórkach ECC1/WWOX. Analogiczną zależność zauważyłam także na poziomie mRNA  

(odpowiednio 3,5-krotny wzrost dla CDH1 i 2-krotny spadek dla VIM). Z kolei u pacjentek z 

rakiem endometrium zanotowałam negatywną korelację ekspresji genu WWOX z CDH1 oraz 

z VIM, zaś pozytywną z ZEB1. Różnice w korelacji pomiędzy WWOX a CDH1 w badaniach 

in vitro i na pacjentkach mogą wynikać ze złożoności oddziaływań komórek nowotworowych 

m.in. z macierzą zewnątrzkomórkową. 

       Warto podkreślić, że u pacjentek z niskim ryzykiem wznowy (wg klasyfikacji 

Pecorelliego i wsp. (51)) poziom ekspresji genu WWOX  był wyższy niż przy średnim ryzyku 

wznowy. Zaobserwowałam również negatywną zależność pomiędzy poziomem ekspresji 

genu WWOX  a ryzykiem wznowy choroby i stopniem złośliwości histopatologicznej (grade, 

G). Pacjentki z niskim ryzykiem wznowy i niskim stopniem złośliwości G1 wykazywały 

najwyższy poziom mRNA WWOX. Ponadto, obniżony poziom CDH1 był widoczny u 

pacjentek ze stopniem złośliwości G3 i wykazywały one najwyższe ryzyko wznowy choroby. 

Zaś pacjentki z G2 i średnim ryzykiem wznowy wykazywały wyższy poziom ekspresji CDH1 

w porównaniu z G1 i niskim ryzykiem wznowy choroby. Można więc przypuszczać, iż 

negatywna zależność ekspresji genu WWOX z CDH1 u pacjentek może wynikać z 

zaangażowania genu WWOX w proces różnicowania guza, co zaobserwowali Sakuragi  i wsp. 

u pacjentek z rakiem endometrium, gdzie redukcja białka CDH1 związana była z 

odróżnicowaniem guza i wzrostem inwazyjności (52). 

 W pracy tej po raz pierwszy wskazałam, że gen supresorowy nowotworów 

WWOX odgrywa istotna rolę w procesie EMT w raku endometrium. Wykazałam, że 

komórki raka endometrium wykazujące nadekspresję genu WWOX inicjują 

przechodzenie przez błonę podstawną w procesie inwazji, jednakże charakteryzują się 

zahamowanym wzrostem w zawiesinie, a także zmniejszoną zdolnością do wiązania się z 

wybranymi białkami macierzy zewnątrzkomórkowej. Ponadto, poziom ekspresji genu 

WWOX wykazuje zależność z ryzykiem wznowy choroby u pacjentek z rakiem 

endometrium. Wyniki te wskazują również po raz pierwszy na istotną rolę genu WWOX 

w regulacji szlaków sygnałowych takich jak Wnt, integryn, procesów zapalnych 

związanych z chemokinami i cytokinami, apoptozy, TGF-β czy  kadheryny E. 

 

 Powyżej opisane wyniki badań skłoniły mnie do dalszych doświadczeń in vitro nad 

rolą genu WWOX w procesach biologicznych prawidłowych komórek endometrium oraz 

nowotworowych linii komórkowych endometrium o różnym statusie zróżnicowania (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 komórkowych: THESC, Ishikawa 

i MFE296. Linia komórkowa THESC stanowiła model prawidłowych komórek endometrium, 

ponieważ pochodzi od pacjentek z mięśniakami i bez potencjału nowotworowego. Linia 

Ishikawa to model komórek nowotworowych endometrium dobrze zróżnicowanych (grade 1), 

wykazujących ekspresję receptorów  estrogenów (estrogen receptors, ERs) jak i progesteronu 

(progesterone receptor, PR). Trzecia linia MFE296 reprezentowała średnio zróżnicowany  

(grade 2) typ raka endometrium z ekspresją wimentyny, cytokeratyn 7, 8, 18 i 19, brakiem 

ekspresji receptorów estrogenowych oraz wykazujący potencjał tworzenia dobrze 

zróżnicowanych guzów u myszy bezgrasiczych.  

 Przeprowadzone testy biologiczne pozwoliły na określenie procesów komórkowych, 

w jakich gen WWOX może uczestniczyć w endometrium w różnych etapach nowotworzenia. 

Prawidłowe komórki endometrium THESC z wyciszonym genem WWOX wykazywały 

spadek zdolności adhezji do czterech białek macierzy zewnątrzkomórkowej (extracellular 

matrix, ECM): fibronektyny, kolagenu 1, lamininy 1 i fibrynogenu. Dobrze zróżnicowana 

linia Ishikawa z wyciszonym genem WWOX wykazywała 49% wzrost adhezji do 

fibronektyny, zaś MFE296 37% wzrost adhezji do fibrynogenu w porównaniu do komórek 

kontrolnych. Ponadto, przeprowadzona analiza zmian ekspresji integryn wykazała 

zmniejszoną ekspresję integryny alfa1 i alfa4 dla linii Ishikawa/shWWOX, zaś 2-krotnie 

zwiększoną ekspresję podjednostki alfa3 integryny dla linii MFE296/shWWOX.  

 Wykazałam również, iż obniżenie ekspresji genu WWOX zmniejsza zdolność komórek 

endometrium do inwazji przez błonę podstawną, ale tylko dla linii słabo zróżnicowanej –  

MFE296. Związane to było m.in. z obniżeniem o 36% aktywności metaloproteinazy 2 (MMP-

2). Udokumentowałam również, że gen WWOX zmienia zdolność komórek nowotworowych 

endometrium do wzrostu w zawiesinie jedynie w komórkach słabo zróżnicowanych (wzrost o 

27,7% dla MFE296/shWWOX), zaś w dobrze zróżnicowanych komórkach Ishikawa wpływa 

na zdolność tworzenia kolonii (wzrost o 68% dla Ishikawa/shWWOX). Analiza ekspresji na 

poziomie mRNA wykazała, iż obniżenie ekspresji genu WWOX w linii nowotworu słabo 

zróżnicowanego MFE296 powoduje ponad 2-krotny wzrost ekspresji dwóch genów 

regulujących adhezję komórek:  kadheryny E (CDH1) i ezryny (EZR) oraz genu SPARC, 

którego produkt reguluje wzrost komórek poprzez oddziaływania z białkami ECM i 

cytokinami. 
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 Przedstawione wyniki po raz pierwszy wskazują na rolę genu WWOX na różnych 

etapach kancerogenezy endometrium. Wyniki te dostarczają nowych informacji  na 

temat udziału genu WWOX w procesie adhezji prawidłowych komórek endometrium, 

jak i komórek nowotworowych endometrium do białek ECM. Ponadto, w słabo 

zróżnicowanych komórkach raka endometrium gen WWOX wpływa zarówno na proces 

przerzutowania (poprzez zmiany w przechodzeniu przez błonę podstawną, w aktywności 

metaloproteinaz oraz w zdolności do wzrostu w zawiesinie), jak i na ekspresję genów 

CDH1, EZR i SPARC. 

 

 Wszystkie wykonane przeze mnie badania na tkankach pochodzących od pacjentów 

zostały przeprowadzone za zgodą lokalnej Komisji Bioetyki ds. Badań na Ludziach. 
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Podsumowanie 

 Przeprowadzone wyniki badań potwierdziły istotną Rolę genu supresorowego WWOX 

w regulacji procesów biologicznych nowotworów pęcherza moczowego i błony śluzowej 

trzonu macicy (endometrium). 

 Za najważniejsze osiągnięcia powyższych badań uważam: 

1. Wykazanie, iż w raku pęcherza moczowego ekspresja genu WWOX regulowana jest na 

drodze utraty heterozygotyczności oraz metylacji jego sekwencji promotorowej. 

Udokumentowanie związku pomiędzy inhibitorem apoptozy BIRC5 (surwiwiną)  

a markerem proliferacji MKI67, regulatorem cyklu komórkowego – cykliną E1, 

receptorem naskórkowego czynnika wzrostu EGFR oraz czynnikiem wzrostu śródbłonka 

naczyniowego związanego z angiogenezą VEGF. 

2. Wykazanie zależności pomiędzy ekspresją genu supresorowego nowotworu WWOX  a 

wzrostem stopnia zaawansowania choroby wg FIGO, stopniem zróżnicowania raka błony 

śluzowej trzonu macicy (tendencja) oraz ryzykiem wznowy choroby. 

3. Wykazanie roli genu WWOX w kancerogenezie endometrium poprzez regulację szlaku 

apoptozy, Wnt, procesów zapalnych związanych z chemokinami i cytokinami, TGF-β czy 

kadheryny E. 

4. W badaniach in vitro wykazałam, że pomimo zwiększenia przez gen WWOX zdolności 

komórek nowotworowych endometrium do przechodzenia przez błonę podstawną, gen ten 

hamuje metastazę poprzez zmniejszenie zdolności komórek nowotworowych do wzrostu w 

zawiesinie czy też wiązania się z wybranymi białkami macierzy zewnątrzkomórkowej. 

5. Wykazanie udziału genu WWOX w adhezji do białek macierzy zewnątrzkomórkowej 

również w przypadku prawidłowych komórek endometrium. 

6. Wykazanie szczególnie istotnej roli genu WWOX w procesie przerzutowania słabo 

zróżnicowanych komórek raka endometrium. 
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5.Omówienie pozostałych osiągnięć naukowo-badawczych 

a) Dane bibliometryczne 

Łączny impact factor prac wynosi w sumie 69,976, w tym 19,781 przypada 

na prace oryginalne,  w których występuję jako pierwszy autor. Suma punktów MNiSW za 

publikacje naukowe w czasopismach (bez suplementów) wynosi 615, w tym 180 pkt. 

przypada na prace oryginalne i kazuistyczne, w których występuję jako pierwszy autor. 

Łącznie 394 cytowania, indeks Hirscha wynosi 10. 

(Źródło: ISI Web of Science Core Collection). 

Łącznie 401 cytowań, indeks Hirscha wynosi 10. 

(Źródło: Scopus). 

 

b) Prace niewchodzące w skład osiągnięcia naukowego dotyczą tematów takich jak: 

 

1. Rola genu supresorowego nowotworów WWOX w kancerogenezie. 

2. Molekularne mechanizmy wpływu układu renina-angiotensyna w nowotworach 

hormonozależnych (endometrium, prostata). 

3. Poszukiwanie nowych molekularnych markerów diagnostyczno-prognostycznych w raku 

piersi. 

 

1. Rola genu supresorowego nowotworów WWOX w kancerogenezie 

 Publikacje 1.1 i 1.2 dotyczące oceny wpływu genu WWOX na proces nowotworzenia 

piersi powstały w oparciu o doświadczenia przeprowadzone w trakcie realizacji mojej 

rozprawy doktorskiej pt. Wykorzystanie metody amplifikacji DNA w czasie rzeczywistym do 

oznaczania poziomu ekspresji wybranych markerów diagnostyczno-prognostycznych w raku 

piersi.  

 Wyniki pierwszej pracy (1.1) wykazały zróżnicowanie poziomu ekspresji genu 

WWOX w zależności od obecności receptorów ER i PR, tzn. wyższy poziom ekspresji 

obserwowany był u pacjentek z obecnością receptora ER, jak również  obu receptorów 

jednocześnie. Ponadto, poziom ekspresji genu WWOX związany był ze statusem 

menopauzalnym i wyższy poziom mRNA WWOX obserwowany był u pacjentek młodszych  

(poniżej 50 r.ż.). Analiza ekspresji wybranych genów wykazała istotną rolę genu WWOX w 

regulacji cyklu komórkowego, proliferacji, apoptozy, ale wyłącznie w rakach piersi ER+. 

Wyjątek stanowiła pozytywna korelacja z genem TP73, która występowała także w grupie 
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pacjentek ER-. Otrzymane wyniki wskazują, że gen WWOX może być związany  

z kontrolą szlaków sygnałowych regulowanych hormonami płciowymi.  

 Dodatkowo, w grupie tych samych pacjentek (1.2) zanotowano wyższy poziom 

ekspresji genu WWOX u pacjentek z guzami bez ekspresji cytokeratyn typu podstawnego: 

CK5/6 i CK17, z wysokim poziomem indeksu antyapoptotycznego (AI>2), a także bez 

obecności alternatywnego transkryptu WWOX∆6-8. Co więcej, wysoki poziom mRNA 

WWOX związany był z brakiem przerzutów do węzłów chłonnych oraz mniejszym ryzykiem 

wznowy choroby w porównaniu z pacjentkami z niskim poziomem genu WWOX.  

 W kolejnym typie nowotworu, glejaku wielopostaciowym (1.3), wykazano wysoki 

odsetek pacjentów z utratą heterozygotyczności w markerach  D16S3096 i D16S504 (intron 8 

genu WWOX), ale bez wpływu na  poziom mRNA genu WWOX. Odnotowano również 18% 

metylację fragmentu promotora w pozycji od -508 do-174 pz oraz 15% metylację drugiego 

fragmentu w pozycji –171 do +239 pz, co skutkowało spadkiem ekspresji genu WWOX. 

Ponadto, najwyższy poziom mRNA WWOX obserwowany był w próbach heterozygotycznych 

(pod względem obu markerów mikrosatelitarnych) i niemetylowanych jednocześnie. 

Metylacja sekwencji promotorowej obniżała poziom ekspresji WWOX zarówno w 

heterozygotycznych, jak i w homozygotycznych próbach pacjentów. Również w tym typie 

nowotworu  wykazano związek  genu WWOX z proliferacją, apoptozą oraz szlakiem 

sygnalizacyjnym ERBB4 poprzez izoformę JM-a. 

 Kolejne badania dotyczyły oceny, czy gen WWOX może wpływać na proces 

nowotworzenia jelita grubego (1.4) i , jeśli tak, jakie molekularne szlaki może modyfikować 

w tej tkance. W badaniu tym nie wykazano związku metylacji promotora genu WWOX ani 

LOH z poziomem ekspresji genu zarówno u pacjentów, jak i w badanych ludzkich liniach 

komórkowych. Jednakże badania na modelach linii komórkowych wykazały zróżnicowany 

poziom ekspresji WWOX: najniższy dla linii HT29 (pochodzącej od gruczolakoraka jelita 

grubego), następnie dla SW620 (wywodzącej się od pacjenta z guzem pierwotnym) i SW480 

(wywodzącej się od pacjenta z guzem metastatycznym), zaś najwyższy dla HCT116 

(wyizolowanej z hodowli pierwotnej komórek raka okrężnicy, stadium IV-Dukes D). 

Zaobserwowano także pozytywną korelację genu WWOX z indeksem antyapoptotycznym 

BCL2/BAX oraz genem BCL2, zaś negatywną z CCNE1 i MKI67. 

 Prowadziłam także badania nad udziałem genu WWOX w dwóch najczęstszych 

nowotworach dziecięcych – guzie Wilmsa (nefroblastomie) (1.5) i neuroblastomie (1.6).  
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W pierwszym typie nowotworu wykazano wysoki odsetek pacjentów (30,4%) z utratą 

heterozygotyczności w locusie D16S3096 bez wpływu na regulację ekspresji genu WWOX.  

Jednakże metylacja sekwencji promotorowej w regionie od -508 do-174 pz, jak również we 

fragmencie obejmującym 3’koniec sekwencji promotora jak i ekson 1 genu WWOX (–171 do 

+239 pz), powodowała spadek ekspresji genu WWOX. Badania te wykazały pozytywną 

korelację genu WWOX z genem antyapoptotycznym BCL2, indeksem antyapoptotycznym 

BCL2/BAX, naskórkowym czynnikiem wzrostu EGFR, izoformą JM-a ERBB4 i TP73, zaś 

negatywną zależność z cyklinami E1 i D1. 

 Podobne obserwacje miały miejsce w przypadku neuroblastom, gdzie wysoki odsetek 

utraty heterozygotyczności nie wpływał na poziom ekspresji genu WWOX, podobnie jak 

metylacja obu analizowanych fragmentów promotora ww. genu. W tym typie nowotworu 

dziecięcego odnotowano również, podobnie jak w guzie Wilmsa, pozytywną korelację 

ekspresji genu WWOX z izoformą JM-a ERBB4 i BCL2 oraz negatywną  z cyklinami E1 i D1. 

Ponadto, wyższy poziom ekspresji WWOX związany był z korzystniejszą klasyfikacją 

kliniczno-patologiczną neuroblastomy (International Neuroblastoma Pathology 

Classification, INPC). 

 Podsumowanie badań nad rolą genu WWOX w wielu nowotworach zostało 

opublikowane w pracy poglądowej (1.7), gdzie zaprezentowano również wyniki badań 

własnych in vivo na linii komórek nowotworowych piersi MDA-MB-231. Wzrost ekspresji 

genu WWOX w estrogeno-negatywnych komórkach raka piesi powodował zwiększoną 

ruchliwość komórek przy przechodzeniu przez błonę podstawną. Jednak, z drugiej strony, 

hamował wzrost komórek w zawiesinie, co może wskazywać na brak zdolności do 

przerzutowania z krwiobiegiem. Ponadto, zmienia się morfologia komórek nowotworowych 

na fenotyp przypominający nabłonek gruczołu piersiowego.  

 

1.1 Płuciennik E, Kusińska 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 Płuciennik E, Kusińska 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 Żelazowski MJ, Płuciennik 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 Płuciennik E, Nowakowska M, Wujcicka WI, Sitkiewicz A, Kazanowska B, Zielińska 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, Płuciennik E, Wujcicka WI, Sitkiewicz A, Kazanowska B, Zielińska 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, Żelazowski M, Seta K, Byczewska M, Płuciennik 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 wpływu układu renina-angiotensyna w nowotworach 

hormonozależnych (endometrium, prostata) 

 Angiotensyna II jest peptydem układu renina-angiotensyna, który za pośrednictwem 

sygnału przenoszonego przez receptory AT1 uczestniczy w skurczu naczyń krwionośnych, 

proliferacji komórek, reakcji zapalnej, ale również w procesie apoptozy poprzez receptor 

AT2. Badania wskazują, że peptyd ten odgrywa także rolę w procesie nowotworzenia 

(poprzez zaburzenia równowagi między proliferacją a apoptozą) jak i w syntezie 

śródbłonkowego czynnika wzrostu VEGF. 

 

 Publikacja 2.1 wskazuje na istotną rolę angiotensyny II w procesie nowotworzenia 

endometrium we wczesnych etapach rozwoju, gdyż prawdopodobnie w kolejnych etapach 

proliferacja jest stymulowana przez VEGF. Ponadto, badania te wskazują na znaczne 

obniżenie ekspresji receptora AT1 przy niskim stopniu zróżnicowania raka endometrium G3 

w porównaniu z dobrze zróżnicowanymi komórkami G1. Najwyższą ekspresję receptora 

estrogenowego typu alfa (ERα) zanotowano w grupie pacjentek z nowotworem średnio 

zróżnicowanym G2, zaś najniższą w grupie pacjentek sklasyfikowanych z nowotworem o 

najniższym zróżnicowaniu  – G3. Natomiast ekspresja śródbłonkowego czynnika wzrostu 

VEGF osiągała wyższy poziom wraz ze zmniejszeniem stopnia zróżnicowania komórek 

nowotworu endometrium. Zarówno u pacjentek z dobrze- (G1), jak i  średniozróżnicowanymi 

(G2) komórkami nowotworu endometrium zanotowaliśmy pozytywną korelację między 

dwoma receptorami dla angiotensyny, zaś w stopniu G1 korelacja między receptorem AT1 a 

VEGF była negatywna.  

 Kolejne badania (2.2) wykazały pozytywną korelację między receptorem AT1 a 

receptorem VEGF (VEGFR) we wszystkich stopniach zróżnicowania nowotworu 

endometrium (G1, 2, 3). Jednak najniższa ekspresja VEGFR obserwowana była u pacjentek z 

nowotworami sklasyfikowanymi jako G1 oraz przy naciekaniu na warstwy myometrium 
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poniżej połowy jej grubości. Badania te wskazują więc na istotną rolę angiotensyny II 

poprzez jej receptor AT1 w regulacji ekspresji VEGFR. 

 

 Badania in vitro na trzech liniach komórkowych raka endometrium różniących się 

stopniem zróżnicowania wykazały odmienną funkcję angiotensyny II (publikacja 2.3). We 

wczesnych etapach kancerogenezy peptyd już w niskich stężeniach zaburzał proliferację 

komórek nowotworowych endometrium. Co więcej, w dobrze- i słabozróżnicowanych 

komórkach nowotworu endometrium zanotowaliśmy wpływ na proliferację zależny od 

stężenia angiotensyny II, co związane było ze wzrostem ekspresji genów takich jak: MKI67  

(marker proliferacji), CCND1 i CCNE1 (regulatory cyklu komórkowego). Ponadto, 

słabozróżnicowane komórki raka endometrium (MFE280) po indukcji angiotensyną II 

wykazywały zmianę fenotypu na mezenchymalny, co korelowało ze wzrostem ekspresji 

markerów EMT (takich jak VIM, CD44, SNAI1, ZEB1 i ZEB2). Dodatkowo udowodniliśmy 

udział angiotensyny II w regulacji adhezji do białek macierzy zewnątrzkomórkowej, indukcji 

ruchliwości komórek, a także zahamowaniu apoptozy w raku endometrium.  

 

 Z receptorami AT1 i AT2 oddziaływać może również angiotensyna IV – heksapeptyd 

powstały w wyniku usunięcia dwóch N-końcowych aminokwasów: kwasu asparaginowego i 

argininy. Peptyd ten uczestniczy w ścieżkach sygnałowych takich jak szlak kinaz MAPK, 

kinaz tyrozynowych czy NK-β. Fizjologiczna rola tego peptydu w komórce wciąż jest nie do 

końca poznana. Przeprowadzone badania (2.4) wskazują, iż wpływa on wyłącznie na 

proliferację komórek gruczolakoraka prostaty zależnego od androgenów (LNCaP), nie ma 

natomiast znaczenia dla bardziej inwazyjnych komórek nowotworu prostaty niezależnego od 

wpływu androgenów (DU-145). Badania te wykazały również, iż angiotensyna IV może 

zmieniać ekspresję receptorów AT1 i AT2 zarówno na poziomie mRNA, jak i białka. 

 Kolejne przeprowadzone przez nas badania (2.5) in vitro na prawidłowej linii komórek 

prostaty PNT1A wskazują na wzajemne funkcjonalne powiązanie pomiędzy angiotensyną II i 

relaksyną 2 wobec żywotności, proliferacji, adhezji czy ruchliwości, co ma związek z 

procesem nowotworzenia gruczołu krokowego. Oba te peptydy jednocześnie wywierały efekt 

addytywny na żywotność komórek prostaty w hodowli 3D w porównaniu z działaniem 

każdego z tych peptydów testowanego osobno. Wpływ na to może mieć między innymi 

wzrost wartości indeksu antyapoptotycznego BCL2/BAX. Ponadto, komórki  prostaty przy 

długim traktowaniu obydwoma peptydami wykazywały zwiększoną zdolność do  
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przechodzenia przez błonę podstawną, co związane było ze zmianą aktywności 

metaloproteinaz. Oprócz tego zaobserwowaliśmy, że relaksyna 2 zwiększa ekspresję 

receptora LGR7, ale także klasycznych receptorów angiotensyny AT1 i AT2. 

 Wykazaliśmy również istotny wpływ obu tych peptydów na procesy biologiczne, takie 

jak: żywotność, proliferacja, adhezja, inwazja – w różnym stopniu w dwóch liniach raka 

prostaty o odmiennych profilach inwazyjności (PC3 – wysoki potencjał metastatyczny, 

LNCaP – niski stopień inwazyjności). Angiotensyna II i relaksyna 2 w istotny sposób 

zwiększały agresywność raka prostaty poprzez nadekspresję surwiwiny oraz zwiększoną ilość 

wydzielanych metaloproteinaz. Zaobserwowaliśmy również zmiany w ekspresji receptora 

angiotensyny, co może wskazywać na udział tych peptydów w przejściu od fenotypu 

zależnego od androgenów do niezależnego w raku prostaty (2.6). 

 

2.1 Piastowska-Ciesielska A, Płuciennik E, Wójcik-Krowiranda K, Bieńkiewicz A, Bednarek 
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2.2 Piastowska-Ciesielska AW, Płuciennik E, Wójcik-Krowiranda K, Bieńkiewicz A, 

Nowakowska M, Pospiech K, Bednarek AK, Domińska K, Ochędalski T. Correlation 

between VEGFR-2 receptor kinase domain-containing receptor (KDR) mRNA and 
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Feb;61(2):639-44. 

2.3 Nowakowska M, Matysiak-Burzyńska Z, Kowalska K, Płuciennik E, Domińska K, 
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Rep. 2016 Aug;36(2):1101-10. 
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3. Poszukiwanie nowych molekularnych markerów diagnostyczno-prognostycznych w 

raku piersi 

 Rak piersi jest najczęstszym nowotworem złośliwym wśród kobiet w Polsce i na 

świecie. Wciąż poszukuje się nowych czynników molekularnych, które pozwolą na lepsze 
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prognozowanie przebiegu choroby jak i jej rokowania w porównaniu z klasycznymi 

czynnikami prognostycznymi stosowanymi w klinice (takimi jak typ histologiczny i ocena 

stopnia złośliwości histologicznej, status receptorów estrogenu i progesteronu, obecność 

receptora HER2, obecność przerzutów do węzłów chłonnych, aktywność proliferacyjna, 

wielkość guza i wiek chorej). Wraz z rozwojem technik biologii molekularnej, takich jak 

mikromacierze czy amplifikacja DNA w czasie rzeczywistym (RT-qPCR), powstały 

komercyjne testy diagnostyczne (np. MammaPrint, OncotypeDx, Theros-breast cancer gene 

expression ratio assay, PAM50), które pozwalają na dokładniejszą klasyfikację pacjentek do 

odpowiedniej terapii. Z drugiej strony, mają one znaczne ograniczenia co do typów pacjentek, 

które można diagnozować tymi technikami. Dlatego wciąż prowadzone są badania 

molekularne, które pozwolą  na lepsze zrozumienie biologii tego procesu, a co za tym idzie, 

przyczynią się do poprawy leczenia poprzez kontrolę podłoża molekularnego i 

indywidualizację przypadków. 

 

 Sprawdziliśmy więc, czy regulator cyklu komórkowego – cyklina E może być 

czynnikiem prognostycznym w raku piersi.          

          Badania te (3.1) wykazały związek między wysoką ekspresją cykliny E  i gorszymi 

przeżyciami pacjentek w porównaniu z pacjentkami z niską ekspresją cykliny E, a także w 

grupie pacjentek z przerzutami do węzłów chłonnych i leczonych chemioterapią 

uzupełniającą. 

         Dodatkowo, wysoki poziom cykliny E związany był z negatywnym statusem 

receptorów steroidowych, wyższą proliferacją i stopniem zaawansowania choroby, a także 

obecnością receptora HER2. Co więcej, pacjentki z niską ekspresją cykliny E i wysokim 

indeksem ER/PR wykazywały lepsze prognozy przeżycia niż przy wysokiej ekspresji cykliny 

E i niskim indeksie ER/PR (3.2). 

 

        Jednym z istotniejszych kryteriów kwalifikujących pacjentki z rakiem piersi do 

odpowiedniego leczenia jest klasyfikacja pod względem obecności receptora estrogenowego 

(ER). Wykorzystując mikromacierze Perou i wsp. zanotowali odmienne profile molekularne 

dla pacjentek z rakiem piersi w zależności od obecności ER.  

       Celem naszej pracy (3.3) było określenie, która klasyfikacja pacjentek w zależności od 

statusu ER na poziomie mRNA (techniką RT-qPCR) czy na poziomie białka (techniką 

immunohistochemiczną) jest bardziej precyzyjna w ocenie ekspresji cytokeratyn typu 
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podstawnego (CK5 i CK17) oraz HER2. Wykazaliśmy pewną niezgodność między tymi 

dwiema technikami w klasyfikacji pacjentek według poziomu ER. Ponadto, poziom mRNA 

ER nie korelował z przeżyciami pacjentek; co więcej, analiza cytokeratyn typu bazalnego 

oraz HER2 nie pozwoliła na podzielenie pacjentek na ER-pozytywne i ER-negatywne na 

poziomie mRNA, co można było wykonać techniką immunohistochemiczną. Wyniki te mogą 

wskazywać na wątpliwą użyteczność oceny mRNA ER jako czynnika molekularnego w 

rozróżnianiu typów nowotworów piersi. 

 Technika immunohistochemiczna wydaje się również bardziej użyteczną metodą w 

ocenie prognozowania przeżyć pacjentek na podstawie poziomu cykliny E (3.4). Użycie tej 

techniki pozwoliło na wykazanie związku pomiędzy wysokim poziomem białka cykliny E a 

brakiem receptorów ER i PR oraz młodszym wiekiem pacjentek. Różnice w wynikach 

między tymi metodami otrzymaliśmy także w ocenie ekspresji cytokeratyn typu podstawnego 

(CK5, CK14, CK17) w raku piersi. Metoda immunohistochemiczna wykazała zależność 

między obecnością cytokeratyn a brakiem ER, podczas gdy na poziomie mRNA takiej 

zależności nie zaobserwowano (3.5). Kolejnym przebadanym przez nas techniką 

immunohistochemiczną i RT-qPCR potencjalnym markerem w raku piersi był MKI67, 

którego wartość prognostyczna nadal nie jest jednoznaczna. Przy pomocy obu technik 

wykazaliśmy związek między poziomem ekspresji tego genu a zwiększoną proliferacją u 

pacjentek z nowotworami piersi słabo zróżnicowanymi (grade 3), ale brak zależności z 

innymi czynnikami klinicznymi, takimi jak: wiek, stopień zaawansowania choroby, przerzuty 

do węzłów chłonnych, obecność receptorów ER czy HER2. Nie zaobserwowaliśmy, aby 

MKI67 było niezależnym czynnikiem prognostycznym, w przeciwieństwie do ekspresji ER 

czy zajęcia węzłów chłonnych (3.6). Różnice w wynikach uzyskanych metodą RT-qPCR i 

immunohistochemiczną mogą wynikać z heterogenności tkanki raka piersi, jaką poddano 

analizie. 

 W kolejnej pracy (3.7) sprawdziliśmy, czy ocena ekspresji HER2 na poziomie mRNA 

może być użyteczną techniką obok standardowo wykonywanej oceny immuno-

histochemicznej tego markera jako czynnika prognostycznego. Zaobserwowaliśmy, iż RT-

qPCR, podobnie jak barwienie immunohistochemiczne, pozwala na wyróżnienie odrębnych 

grup pacjentek z rakiem piersi w zależności od poziomu ekspresji HER2 z różnym ryzykiem 

zgonu w okresie 5 lat. Ponadto, analiza HER2 zarówno na poziomie białka, jak i mRNA 

wykazała większe ryzyko zgonu przy wysokiej ekspresji HER2 u pacjentek z przerzutami do 

węzłów chłonnych.  
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 Sprawdziliśmy również wpływ poziomu ekspresji cytokeratyn typu podstawnego 

CK5/6 i 17 na przeżycie pacjentek z rakiem piersi (3.8). Zanotowaliśmy, iż pacjentki 

określone jako CK5/6- i CK17-pozytywne wykazywały krótsze przeżycie w porównaniu z 

pacjentkami CK5/6- i CK17-negatywnymi i bez przerzutów do węzłów chłonnych przy braku 

związku w grupie pacjentek z przerzutami do węzłów chłonnych. Wykazaliśmy jednak, iż złe 

prognozy raka piersi typu bazalnego związane są bardziej z brakiem ER oraz wysoką 

ekspresją cykliny E niż z ekspresją badanych cytokeratyn. 

      Kolejnym białkiem, które sprawdziliśmy pod względem czynnika prognostycznego w 

raku piersi typu bazalnego była kadheryna P – białko odgrywające rolę w adhezji komórek 

(3.9). Okazało się, iż poziom tego białka negatywnie korelował z obecnością receptorów 

estrogenu i progesteronu, zaś pozytywnie z ekspresją cytokeratyn typu podstawnego i cykliną 

E, jednak jej poziom nie wpływał na czas przeżycia pacjentek.  

        W następnej publikacji (3.10) wykazaliśmy, iż włączenie białka filamentów pośrednich – 

wimentyny do klasyfikacji panelu markerów raka piersi typu podstawnego (potrójnie 

negatywnego: ER-, PR-, HER2-) nie zwiększa skuteczności prognozowania przeżycia 

pacjentek. 

 

 W celu całościowego zrozumienia procesu kancerogenezy konieczne jest 

kompleksowe badanie genów zaangażowanych w regulację cyklu komórkowego, wzrostu, 

różnicowania, apoptozy, przekaźnictwa sygnału czy regulacji hormonalnej. Dlatego też 

grupując geny pod względem wzajemnych korelacji, funkcji biologicznej jak i znaczenia przy 

leczeniu, opracowałam algorytm składający się z 10 genów, których wysoki poziom związany 

jest z lepszymi przeżyciami ( WWOXwt, CDH1, ESR, BAX) oraz złymi prognozami (CCNE1, 

BCL2, BIRC5, KRT5, KRT14, KRT117) (3.11). Na podstawie poziomu ekspresji panelu 

genów zaobserwowałam znaczące różnice w ryzyku wznowy choroby nowotworowej wśród 

pacjentek z pierwotnym rakiem piersi. Pacjentki z wysoką wartością algorytmu wykazywały 

mniejsze ryzyko wznowy w ciągu 5 lat względem pacjentek z guzami wykazującymi niską 

wartość algorytmu. Analiza tego panelu genów pozwoliła na wydzielenie w grupie pacjentek 

z estrogeno-negatywnym (ER-) rakiem piersi dwóch grup różniących się ryzykiem wznowy 

choroby w zależności od wartości algorytmu. Pacjentki z nowotworami estrogeno-

negatywnymi charakteryzującymi się niskim poziomem algorytmu wykazywały wyższe 

ryzyko nawrotu choroby w porównaniu z wysokim poziomem algorytmu. W przypadku 

raków estrogeno-zależnych piersi algorytm ten nie wykazywał znaczenia rokowniczego. 
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 W kolejnych badaniach (3.12, 3.13, 3.14) oceniono użyteczność trzech markerów: 

mammaglobiny 1, telomerazy i cytokeratyny 19 w detekcji komórek nowotworowych we 

krwi obwodowej pacjentek z rakiem piersi. Wszystkie trzy analizowane geny na poziomie 

mRNA nie wykazywały znacząco wyższej ekspresji u pacjentek z rakiem piersi w 

porównaniu z kobietami zdrowymi czy z łagodnymi zmianami w gruczole piersiowym. 

 Podsumowanie dotychczasowej wiedzy na temat nowych molekularnych czynników 

prognostycznych (takich jak cytokeratyny typu podstawnego, cyklina E, receptory estrogenu i 

progesteronu, HER2) u chorych na raka piersi zostało przedstawione w pracy poglądowej 

3.15. 
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Inne badania 

 Tematyka badań, w które byłam zaangażowana, związana była również z badaniem 

podłoża molekularnego oponiaka (1) oraz nietypowych przypadków pacjentów: z kostnym 

mięsakiem prążkowanokomórkowym przypominającym kostniakomięsaka (2) oraz z rzadkim 

przypadkiem  pozawęzłowego chłoniaka strefy brzeżnej systemu MALT w centralnym 

układzie nerwowym (3). 

             Ponadto, brałam udział w badaniach szacujących powiązanie pomiędzy poziomem 

ekspresji genu NEMO a rozwojem stanu przedrzucawkowego.  Określono w nich poziomy 

ekspresji genu NEMO dla jego poszczególnych transkryptów (1A, 1B, 1C) oraz dla 

całościowej frakcji mRNA. Uzyskane wyniki wskazywały, iż w czasie rozwoju stanu 

przedrzucawkowego we krwi kobiet oraz we krwi pępowinowej ich dzieci, poziom ekspresji 

całkowitej frakcji mRNA genu NEMO oraz poziomy ekspresji dla poszczególnych jego 

transktyptów 1A, 1B i 1C były znacząco wyższe w porównaniu do grupy kontrolnej.  

Natomiast badanie przeprowadzone na preeklamptycznych łożyskach wykazało 

przeciwstawny efekt obserwowany we krwi w odniesieniu do poszczególnych transkryptów 

genu NEMO jak i dla transkryptu całkowitego. Sugeruje się, iż spadek ekspresji genu NEMO 

w łożyskach może być przyczyną ich nasilonej apoptozy, prowadzącej do rozwoju stanu 

przedrzucawkowego (4). 

 Jestem również współautorem pracy poglądowej dotyczącej białek uczestniczących w 

oporności wielolekowej w terapii przeciwnowotworowej (5).  
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