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Imie i nazwisko: Ewa Toton (nazwisko panienskie Cigzka)

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

uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej

Zakacznik 3

Dyplom magistra analityki medycznej — Nr 590/2001 uzyskany dnia
24 wrzesnia 2001 roku, Akademia Medyczna im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu (aktualnie Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego
w Poznaniu), Wydzial Farmaceutyczny, Oddziat Analityki Medycznej. Praca
magisterska pt. ,,Wptyw pochodnych nitroimidazolu na kinazy bialkowe
erytrocytu” realizowana w Zakladzie Chemii Klinicznej, Katedry Biochemii
Farmaceutyczne;j.

Promotor: Prof. dr hab. Maria Rybczynska.

Prawo wykonywania zawodu diagnosty laboratoryjnego - PWZDL - seria
AA06039 nadany dnia 15 pazdziernika 2003 roku uchwalg Krajowej Rady
Diagnostow Laboratoryjnych w Warszawie (Uchwata Nr 31/2003).

Stopien doktora nauk farmaceutycznych (dyplom z wyroznieniem) nadany
w dniu 09 lipca 2008 roku, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu (UMP), Wydzial Farmaceutyczny. Dysertacja pt.,,Badanie
zalezno$ci miedzy kinaza biatkowg C epsilon a kinazg ogniskowo-adhezyjng
komorek nowotworowych w procesie adhezji”, realizowana w Katedrze
i Zaktadzie Chemii Klinicznej i Diagnostyki Molekularnej UMP.

Promotor: Prof. dr hab. Maria Rybczynska.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.2001 — 31.12.2001 - starszy referent inzynieryjno — techniczny
Zaktad Chemii Klinicznej, Katedra Biochemii Farmaceutycznej, Akademia

Medyczna im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
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01.01.2002 — 31.12.2002 — asystent do okreslonych zadan
Zaktad Chemii Klinicznej, Katedra Biochemii Farmaceutycznej, Akademia

Medyczna im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

01.01.2003 — 01.10.2009 — asystent
Katedra i Zaktad Chemii Klinicznej Diagnostyki Molekularnej, Uniwersytet
Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (CKDM UMP)

01.10.2009 — 16.02.2018 — adiunkt
Katedra i Zaktad Chemii Klinicznej 1 Diagnostyki Molekularnej, Uniwersytet
Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (od grudnia 2016 kierownik

Pracowni Analizy Biatek)

2018 — nadal — starszy wyktadowca, kierownik Pracowni Analizy Biatek,
Katedra i Zaktad Chemii Klinicznej i Diagnostyki Molekularnej, Uniwersytet

Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
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b)

Wskazanie osiagniecia* wynikajacego 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. z 2018 r. poz. 1789):

Tytul osiagniecia naukowego:

Badanie molekularnego mechanizmu regulacji apoptozy i autofagii przez

onkogenng kinaze bialkowg C epsilon w komoérkach nowotworowych

Podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego stanowi spdjny cykl
pieciu prac (czterech publikacji oryginalnych i jednej pogladowej),
opublikowanych w recenzowanych czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR). W pracach przedstawiono wyniki badan dotyczacych
poznania molekularnych modyfikacji transdukcji sygnatu z udzialem kinazy

biatkowej C epsilon (PKCe) w szlaku apoptozy i autofagii.

Publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego:

H1. Dorota Garczarczyk, Ewa Toton, Verena Biedermann, Erika Rosivatz, Florian
Rechfeld, Maria Rybczynska, Johann Hofmann. Signal transduction of
constitutively active protein kinase C epsilon. Cell. Signal. 2009; 21(5): 745-
52. IF =4,094; Punktacja MNiSW = 32, liczba cytowan: 21

H2. Ewa Toton, Ewa Ignatowicz, Karolina Skrzeczkowska, Maria Rybczynska.
Protein kinase Ce as a cancer marker and target for anticancer therapy.
Pharmacol. Rep. 2011; 63(1):19-29. IF = 2,445; Punktacja MNiSW = 25,

liczba cytowan: 31

H3. Ewa Toton, Natalia Lisiak, Btazej Rubis, Jaromir Budzianowski, Peter Gruber,
Johann Hofmann, Maria Rybczynska. The tetramethoxyflavone zapotin
selectively activates protein kinase C epsilon, leading to its down-modulation
accompanied by Bcl-2, c-Jun and c-Fos decrease.
Eur. J. Pharmacol. 2012; 682(1-3): 21-8. IF = 2,592; Punktacja MNiSW =

25, liczba cytowan: 2
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H4. Ewa Toton, Aleksandra Romaniuk, Jaromir Budzianowski, Johann Hofmann,
Maria Rybczynska. Zapotin (5,6,2',6'-tetramethoxyflavone) modulates the
crosstalk between autophagy and apoptosis pathways in cancer cells with
overexpressed constitutively active PKC. Nutr. Cancer, 2016; 68(2): 290-304.
IF = 2,447; Punktacja MNiISW = 20, liczba cytowan: 4

H5. Ewa Toton, Aleksandra Romaniuk, Natalia Konieczna, Johann Hofmann, Jan
Barciszewski, Maria Rybczynska. Impact of PKCe downregulation on
autophagy in glioblastoma cells. BMC Cancer, 2018; Vol. 18 (1): 185.
IF = 3,288; Punktacja MNiSW = 30, liczba cytowan: 0

Publikacje stanowigce podstawe postepowania habilitacyjnego oznaczone sg w tekscie

cyframi od H1 do H5.

Laczny Impact Factor dla tych pieciu prac wynosi: 14,866
Laczna punktacja MNiSW dla tych pieciu prac wynosi: 132
Laczna liczba cytowan wg Web of Science (WoS): 58

Badania opisane w publikacji H1 sa efektem migdzynarodowej wspotpracy
z prof. Johannem Hofmannem z Uniwersytetu Medycznego w Innsbrucku (Biocenter,
Division of Medical Biochemistry, Innsbruck Medical University) i byty finansowane
przez Austriacka Fundacj¢ Nauki (The Austrian Science Fund, Granty: P15039,
P16477). Pogladowa publikacja H2 byta finansowana z funduszu przeznaczonego na
dziatalno$¢ statutowg Katedry i Zaktadu Chemii Klinicznej i Diagnostyki Molekularnej
UMP (502-01-03318432-02496). Wyniki badan zawarte w publikacji H3 byty
finansowane z $rodkéw przyznanych w ramach funduszu statutowego Katedry
| Zaktadu Chemii Klinicznej i Diagnostyki Molekularnej UMP (502-01-03318432-
02496) oraz w ramach wspolpracy migdzynarodowej z prof. Johannem Hofmannem
(Austriacka Fundacja Nauki, Granty: P15039-B12, 19878-B12). Wyniki badan, zawarte
w publikacjach H4 i H5 byly prowadzone w ramach projektu badawczego nr UMO-
2011/03/BINZ7/06244, pt. ,,Ocena mozliwosci modyfikacji udzialu PKC epsilon
W procesie autofagii komoérek nowotworowych”, realizowanego w latach 2012-2015
i finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, ktérego bytam wspotpomystodawca

i glownym wykonawca.


http://150.254.179.40/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fusers%2Fsplendor%2Fpub%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Toto%F1+Ewa+
http://150.254.179.40/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fusers%2Fsplendor%2Fpub%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Romaniuk+Aleksandra+
http://150.254.179.40/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fusers%2Fsplendor%2Fpub%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Budzianowski+Jaromir+
http://150.254.179.40/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fusers%2Fsplendor%2Fpub%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Hofmann+Johann+
http://150.254.179.40/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fusers%2Fsplendor%2Fpub%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Rybczy%F1ska+Maria+
http://150.254.179.40/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fusers%2Fsplendor%2Fpub%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=26&V_00=Nutr+Cancer+
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Os$wiadczenia habilitanta dotyczace wykonywanych prac i procentowego w nich
udziatu znajduja si¢ w zalgczniku 5.

Oswiadczenia wspotautorow wraz z okresleniem indywidualnego wktadu kazdego
Z nich w powstanie poszczegdlnych prac znajdujg si¢ w zatgczniku 6.

Analiza bibliometryczna potwierdzajaca punktacje IF oraz MNiSW, sporzadzona przez
Biblioteke Gtowna UMP, znajduje si¢ w zataczniku 7.

Kopie prac H1-H5 wskazanych, jako osiggni¢cie naukowe zestawiono w zatgczniku 8.

c) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz

Z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Wprowadzenie

Dane epidemiologiczne dotyczace zjawiska zachorowan na nowotwory ztos§liwe
wskazuja, ze jest to jeden z najpowazniejszych probleméw zdrowotnych zaréwno
w Polsce, jak i na calym $wiecie. Pomimo ogromnego postepu nauki w dziedzinie
biologii komorki 1 cigglego poszerzania wiedzy na temat patogenezy chorob
nowotworowych, prace nad stworzeniem skutecznej metody leczenia nie przyniosty
dotad  oczekiwanych  rezultatow. Najpowazniejszym  problemem  w walce
z nowotworami jest proces ciaglego, niekontrolowanego namnazania si¢ komorek
nowotworowych. Wiele lat badan pokazato, ze u podstaw procesu kancerogenezy lezy
zaburzona transdukcja $ciezek sygnatowych majacych znaczenie dla prawidlowego
rozwoju i funkcjonowania komorki. Efektem rosnacej w tym zakresie swiadomosci jest
cho¢by test FLAVINO, ktorego ideg jest stworzenie indywidualnej terapii,
dedykowanej konkretnemu profilowi metabolicznemu i genetycznemu okre§lonego
nowotworu.

Kinazy bialkowe staly si¢ przedmiotem szczegdlnego zainteresowania
w kontekscie farmakologii, kiedy to w latach 80-tych ubieglego wieku zaczety pojawiac
si¢ informacje o ich znaczacej roli w procesach fizjologicznych, jak i patologicznych.
Ludzki genom koduje ponad 500 kinaz biatkowych, ktore zostaty w roku 2002
okreslone przez Manninga mianem kinomu (Manning i wsp., 2002). Oddziatywanie
kinaz z biatkami polega na ich fosforylowaniu, czyli przeniesieniu grupy fosforanowe;j
z wysokoenergetycznego zwigzku ATP na hydroksylowa grup¢ reszt aminokwasow -

seryny, treoniny lub tyrozyny w tancuchu biatka docelowego. Konsekwencjg tego faktu
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jest zmiana aktywnos$ci biatek docelowych, ich lokalizacja subkomoérkowa oraz
powinowactwo do innych biatek. Kinazy reguluja niemal wszystkie S$ciezki
biochemiczne i mogg fosforylowac do 30% catego proteomu. Deregulacje funkcji kinaz
biatkowych sg $cisle zwigzane z rozwojem wielu standw patologicznych wlaczajac w to
choroby nowotworowe (Klein i Levitzki, 2006; Cooke M., 2017).

Kinaza biatkowa C epsilon (PKCg) zaliczana jest do klasy nowych serynowo-
treoninowych kinaz biatkowych C (nPKC), ktore aktywowane sa przez DAG
(diacyloglicerol), estry forbolu, ale nie wykazuja wrazliwosci na jony Ca®* (Gorin
I wsp., 2009). PKCe, kodowana przez gen PRKCE zlokalizowany na chromosomie
2p21, zbudowana jest z 737 aminokwasow. Aktywacja izozymu PKCe odgrywa
w komorce wielotorowa role. Uczestniczy ona w procesach takich jak: proliferacja,
réznicowanie, ekspresja gendw, metabolizm, transport, skurcz migsni oraz adaptacja do
wysitku fizycznego (Ikeda i wsp., 2001; Kao i wsp., 2008; Akita, 2008; Rechfeld i wsp.,
2014). Dodatkowo reguluje procesy zapalne i1 wywiera wplyw na uklad
immunologiczny (Akita Y., 2002) oraz uczestniczy w regulacji wzrostu i formowania
si¢ komorek nerwowych (Zeidman i wsp., 2002).

Liczne doniesienia naukowe dowodza, ze izoforma PKCe charakteryzuje sie
najwigkszym potencjalem onkogennym ws$rod wszystkich izoform tej rodziny (Basu
i wsp., 2007). Nadekspresja PKCe zostata udowodniona w licznych typach komorek
nowotworowych 1 odgrywa kluczowa role niemal we wszystkich aspektach
kancerogenezy. Naleza do nich m.in: transformacja komoérkowa, proliferacja, przejscie
epitelialno-mezenchymalne (EMT), reorganizacja cytoszkieletu, a takze oporno$¢ na
terapi¢ (Akita Y., 2002; Gorin i wsp., 2009; Jain i Basu, 2014). Mechanizm promocji
nowotworowej jest zwigzany z udzialem bialka ras na poziomie aktywacji kinazy Raf-1
(Basu 1 wsp., 2007). Konstytutywnie wysoki jej poziom zaobserwowano
m.in. w komoérkach nowotworowych pecherza moczowego, mozgu, skory, piersi,
watroby, zotadka, tarczycy, ptuc iprostaty (do Carmo iwsp., 2013; Kang 2014).
Odgrywa ona istotng role nie tylko w rozwoju nowotworu, ale takze w inwazji komorek
nowotworowych i tworzeniu przerzutow do innych tkanek (lvaska i wsp., 2002; Pan
i wsp., 2005).

Ze wzgledu na fakt, iz nadekspresja PKCe nie wystepuje w komorkach
prawidlowych, przypuszcza si¢, ze bialtko to moze stanowi¢ wazny biomarker

i potencjalny cel dla terapii przeciwnowotworowych. Dobor odpowiednich celowanych
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terapii w leczeniu choréb nowotworowych jest wcigz wielkim wyzwaniem dla
medycyny, dlatego tez prace badawcze skupiajace si¢ na selektywnym hamowaniu
aktywnos$ci PKCe w komorkach nowotworowych idealnie wpisuja si¢ w ten nurt badan.
Znaczenie zagadnien dotyczacych funkcji kinazy biatkowej C epsilon oraz jej
potencjalnego udzialu we wspotczesnych strategiach leczenia choréb nowotworowych

zostalo przeze mnie opisane we wigczonej do cyklu prac pracy pogladowej (publikacja
H2).

Cel badan

Glownym celem badan, przedstawionym w publikacjach sktadajacych si¢ na
cykl prac stanowiacy osiggnigcie naukowe, byla charakterystyka transdukcji sygnatu
Z udziatlem onkoproteiny PKCe w komodrkach nowotworowych charakteryzujacych si¢
nadekspresja PKCe oraz mozliwo$¢ molekularnych modyfikacji tej transdukcji w celu
indukcji procesu programowanej S$mierci komoérek nowotworowych z wysokim

poziomem PKCe.

Realizacj¢ zaplanowanych badan przeprowadzono w nastgpujacych etapach:

1. Zbadano role konstytutywnie aktywnej PKCe w procesie transdukcji sygnatu
w komorkach nowotworowych charakteryzujacych si¢ nadekspresjag PKCe.

2. Oceniono efekt dzialania substancji pochodzenia naturalnego (zapotyny) na
przesylanie sygnatu z udzialem PKCe w komorce w celu identyfikacji
mechanizmu indukcji $mierci komoérek nowotworowych z wysokim poziomem
onkoproteiny PKCe.

3. Zbadano czy poprzez ingerencje w ekspresje genu PRKCE (zastosowanie
interferencji RNA) i/lub aktywno$¢ biatka PKCe mozna przyczyni¢ si¢ do
skutecznej eliminacji komodrek nowotworowych charakteryzujacych —sie
wysokim poziomem onkoproteiny PKCe na drodze indukcji procesu apoptozy

lub autofagii?
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Omowienie wynikow

Transdukcja sygnalu z udzialem PKCe w komodrkach nowotworowych
charakteryzujacych si¢ nadekspresja konstytutywnie aktywnej PKCe

Coraz wigcej dowodow wskazuje, ze nadekspresja PKCe zwigzana jest
z proliferacja, r6znicowaniem, adhezja i migracja komoérek oraz hamowaniem procesu
apoptozy. Jednakze dostepne dane literaturowe nie wyjasniaja do konca mechanizmu,
poprzez ktoéry PKCe wywotuje przytoczone efekty. W wielu przypadkach, podejmujac
proéby wyjasnienia drogi przesylania sygnalu z udzialem PKCe prowadzone byty
badania z wykorzystaniem estrow forbolu (TPA), bedacych egzogennym aktywatorem,
ktory przytaczajac si¢ do domeny regulatorowej w miejscu wigzania aktywatora
endogennego — diacyloglicerolu (DAG), aktywuje (migdzy innymi) PKCe. Stymulacja
aktywnosci kinazy wywotana dziataniem estrow forbolu powoduje fosforylacje wielu
biatek cytozolowych i btonowych prowadzac do mobilizacji $ciezek przesylania
sygnatu. Niestety, taki model jest niewystarczajacy dla wyjasnienia transdukcji sygnatu
z udzialem PKCg, poniewaz TPA wykazuje dwojaki charakter dzialania. Krotkotrwate
traktowanie TPA zwykle prowadzi do aktywacji enzymu, natomiast dlugotrwate
traktowanie wywotuje efekt przeciwny. Dlatego tez w podjetych przeze mnie badaniach
prowadzacych do identyfikacji mechanizmu transdukcji sygnalu z udziatem PKCe
w komorkach nowotworowych charakteryzujacych si¢ nadekspresja tej kinazy
wykorzystatam, jako model eksperymentalny, zmutowany enzym PKCe o konformacji
konstytutywnie otwartej/aktywnej (PKCeA/E) (publikacja H1). Badania prowadzitam
we wspoltpracy z prof. Johannem Hofmannem 1 jego zespotem z Uniwersytetu
Medycznego w Innsbrucku (Biocenter, Division of Medical Biochemistry, Innsbruck
Medical University), natomiast komorki linii raka szyjki macicy HeLaPKCeA/E,
otrzymatam dzigki uprzejmosci dr. Gottfieda Baier z Uniwersytetu Medycznego
w Innsbrucku (Institute of Medicinal Biology and Human Genetics, Innsbruck Medical
University). Komoérki  te  wykazuja  ekspresj¢  odpowiadajacego  na
tetracykling/doksycykling aktywatora transkrypcyjnego pBI Tet-on uzyskang w wyniku
transfekcji plazmidem pBI-PKCeA/E z konstytutywnie aktywng izoforma € kinazy
biatkowej C (PKCe). Modyfikacja byta wynikiem zastapienia alaniny (A) kwasem
glutaminowym (E) w pozycji 159 aminokwasu regionu pseudosubstratowego tego

enzymu. Efektem tej mutacji jest ciggla aktywnos$¢ enzymu, poniewaz ujemny tadunek
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kwasu glutaminowego nasladuje grupe fosforanowa, co utrzymuje enzym
w konformacji otwartej umozliwiajac zwigzanie 1 ufosforylowanie substratu
(publikacja H1).

Na poczatku moje badania skoncentrowaly si¢ na uzyskaniu w badanych
komorkach linii HeLaPKCeA/E nadekspresji konstytutywnie aktywnej PKCe. Aby
uzyska¢ model eksperymentalny z nadekspresja PKCeA/E badane komorki
potraktowano induktorem, pochodng tetracykliny — doksycykling w stezeniu 2 pg/ml.
Miarg indukcji zmutowanego genu PRKCE A/E byta obecno$¢ konstytutywnie
aktywnej PKCe, ktora wykazano technikg elektroforezy i Western blot
z zastosowaniem  specyficznych przeciwcial. Uzyskane wyniki przedstawione
w publikacji H1 pokazaty, ze najwigcksza ilo$¢ konstytutywnie aktywnej PKCe
wystepuje po 24-godzinnej indukcji genu doksycykling. Co istotne, indukcja genu
doksycykling ujawnita obecno$¢ dwoch izoform konstytutywnie aktywnej PKCe: jednej
o cigzarze 87 kDa i drugiej - 95 kDa, o r6znym stopniu ufosforylowania kluczowej dla

aktywnosci bialka seryny w pozycji 729 (S"*°

). Dodatkowo, komorki poddano dziataniu
egzogennego aktywatora fosforylacji — TPA (12-O-tetradekanoiloforbol-13-octan)
W celu zbadania zdolnosci konstytutywnie aktywnej PKCe do generowania odpowiedzi
w wyniku zwigzania estréw forbolu. Eksperyment ten przeprowadzono w celu zbadania
i porébwnania stopnia ufosforylowania seryny 729 konstytutywnie aktywnej PKCe po
dziataniu tylko induktora oraz po dziataniu samego aktywatora. Uzyskane wyniki
jednoznacznie dowiodty istnienia aktywnej formy PKCeA/E w komorkach linii
HeLaPKCeA/E po indukcji doksycykling, bez koniecznosci stosowania TPA,
wykazujacego plejotropowy mechanizm dziatania.

PKCe w odpowiedzi na sygnaly zewnatrzkomoérkowe ulega translokacji do
roznych przedzialbw komorki. Badania wielu autorow wskazuja na 16zng
subkomorkows lokalizacje PKCe zalezng od statusu jej aktywacji. Obserwacje England
1 Rumsby sugeruja, ze fosforylacja i defosforylacja seryny w pozycji 729 PKCe ma
kluczowe znaczenie dla precyzowania lokalizacji tego enzymu w komorce (England
i Rumsby, 2000). Obecnos¢ PKCe zaobserwowano w cytoplazmie, aparacie Golgiego,
w btonie komoérkowej oraz w poblizu jadra komodrki (Stanwell 1 wsp., 1994;
Goodnighta i wsp., 1995). Uwzgledniajac powyzsze informacje, nasuwa si¢ zatem
pytanie jak wyglada wewnatrzkomorkowa lokalizacja kinazy  biatkowe;j

C e wystepujacej w nadekspresji w komdrkach nowotworowych. W celu znalezienia
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odpowiedzi na to pytanie, w kolejnym etapie wlasnych badan, podjelam zadanie
badawcze, polegajace na ocenie subkomorkowej lokalizacji konstytutywnie aktywnej
PKCe w badanych komorkach linii HeLaPKCeA/E po indukcji genu doksycykling.
Przedstawione w publikacji H1 badania z zastosowaniem techniki mikroskopii
fluorescencyjnej z immunoidentyfikacjg wykazaty, ze w komorkach nieindukowanych
doksycykling (kontrolnych) kinaza PKCeA/E lokalizuje si¢ gldéwnie w cytoplazmie oraz
W mniejszym stopniu w okolicach jagdra komorkowego. Natomiast wydtuzenie czasu
indukcji (24 lub 48 godz.) skutkuje translokacjg kinazy do aparatu Golgiego, gdzie jej
wystepowanie potwierdzono poprzez kolokalizacje¢ z syntaksynem 11, markerem
stosowanym do detekcji aparatu Golgiego. Jej niewielka ilo§¢ wykazano rowniez
w cytoplazmie i blonie komorkowej. Z kolei badania przeprowadzone z egzogennym
aktywatorem kinazy, TPA, wykazaty translokacje konstytutywnie aktywnej PKCe
gléwnie do btony komorkowe;.

Uzyskane wyniki jednoznacznie dowiodty, ze w zaleznosci od drogi aktywacji
konstytutywnie aktywnej PKCe (induktor ekspresji genu lub TPA) ulega ona
translokacji do r6znych kompartmentéw komorki (aparat Golgiego, blona komoérkowa).
Dane te sugeruja, ze subkomoérkowa lokalizacja ufosforylowanej PKCeA/E moze
determinowa¢ zdolnos¢ kinazy do mobilizacji réznych $ciezek przesylania sygnalu
prowadzac do aktywacji lub inhibicji wielu proceséw biologicznych zachodzacych
w komorkach nowotworowych.

Badania wielu autoréow donosza, ze PKCe wykazuje onkogenny charakter
(Cacace 1 wsp., 1993; Mischak 1 wsp., 1993), jednakze sg 1 takie, ktore wskazuja, ze
PKCeg hamuje proliferacje komorek (Petrovics i wsp., 2002). W zwigzku z powyzszym
w kolejnym etapie badan ocenitam invitro potencjal proliferacji oraz zdolno$¢
formowania kolonii przez komorki nowotworowe z nadekspresja konstytutywnie
aktywnej PKCe, bez udziatu aktywatora TPA. Wyniki zaprezentowane w publikacji
H1 pokazaly podobny stopien proliferacji komorek z nadekspresja PKCeA/E, jak
i kontrolnych, nietraktowanych induktorem, wykazany poprzez okre$lenie ,,czasu
podwojenia komorek” (ang. cell doubing time). Natomiast, co ciekawe,
zaobserwowalam, ze komorki HeLaPKCeA/E hodowane w obecnosci induktora genu
PRKCE A/E (doksycykliny) cechuje wigksza zdolno$¢ do tworzenia kolonii
W pOtplynnym agarze w porownaniu z komoérkami hodowanymi bez obecnos$ci

induktora. Uzyskane przeze mnie dane wskazuja, ze zlokalizowana w aparacie
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Golgiego ufosforylowana PKCeA/E jest zaangazowana w proces proliferacji
niezaleznie od zjawiska przyczepiania do podtoza (ang. anchorage independence of
growth).

Jak wiadomo, wiele aktywnosci komoérkowych, tj. proliferacja, roznicowanie,
adhezja 1 ruchliwo$¢ sa modulowane przez interakcje PKCe ze strukturami
cytoszkieletu (Akita Y., 2002; Cacace i wsp., 1993). Adhezja komorek odgrywa
kluczowa rolg w regulacji procesu migracji, dlatego tez w kolejnym etapie badan
postanowitam oceni¢ proces adhezji komoérek nowotworowych z nadekspresja
konstytutywnie aktywnej PKCe. Postuzytam si¢ w tym badaniu testem funkcjonalnym
z zastosowaniem podloza  zelatynowego, nasladujacego in  vitro  macierz
zewnatrzkomorkowa (ECM). Przedstawione w publikacji H1 wyniki wskazaty na brak
réznicy w adhezji do macierzy zelatynowej komorek HeLaPKCeA/E z nadekspresja
PKCeA/E w pordwnaniu z komorkami kontrolnymi, nieindukowanymi. Wykazano
natomiast wzrost adhezji komorek HeLaPKCeA/E po potraktowaniu aktywatorem
fosforylacji — TPA (5 minut). Uzyskane wyniki jednoznacznie dowodza, ze
zlokalizowana w aparacie Golgiego aktywna PKCeA/E nie wplywa na adhezje
komorek, natomiast zlokalizowana w btonie komodrkowej PKCeA/E (po potraktowaniu
TPA) uczestniczy w aktywacji procesu przylegania komorek do macierzy ECM.
Interakcje miedzy komoérkami i1 macierza zewnatrzkomoérkowa sa niezbedne dla
przezycia 1 rozwoju komorki. Utrata wewnatrzkomdrkowych kontaktow jest jedna
Z przyczyn utatwiajgcych migracje komorek nowotworowych (Jain i Basu, 2014).

Otrzymane wyniki wlasne dotyczace procesu adhezji przyczynity si¢ do
podjecia kolejnych badan polegajacych na ocenie zaangazowania konstytutywnie
aktywnej PKCe w proces migracji komorek. Eksperyment przeprowadzono
z wykorzystaniem testu, polegajacego na obserwacji ,,zarastania” przez komorki wolnej
powierzchni naczynia hodowlanego, utworzonej za pomoca jalowego skrobaka (ang.
scratch test). Wykazano, ze komorki kontrolne nieindukowane doksycykling nie
migrujag do wolnej przestrzeni utworzonej poprzez zeskrobanie komorek. Z kolei
komorki traktowane induktorem genu PRKCE A/E przez okres 12 godzin wykazuja
ruchliwos$¢ 1 znaczaco zarastaja wolng przestrzen. Natomiast, co ciekawe, komorki,
ktore byty pierwotnie traktowane induktorem genu przez 4 godziny a po zeskrobaniu
dodatkowo traktowane przez nastepne 12 godzin doksycykling, wykazujg najwigksza

ruchliwo$¢ 1 zdolno$¢ migracji do wolnej przestrzeni. Poniewaz ten efekt zostal
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wygenerowany tylko przy uzyciu induktora genu (doksycykliny) bez udzialu TPA,
mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze konstytutywnie aktywna PKCe jest zaangazowana
W proces migracji komoérek bez wspodtuczestnictwa innych izozymoéw kinazy
biatkowej C.

Inwazyjnos¢ 1 zdolnos¢ komodrek nowotworowych do metastazy jest
najpowazniejszym problemem w walce z rakiem. Coraz wigcej dowodow wskazuje, ze
zaburzenia w adhezji sg istotnym czynnikiem generujacym inwazyjnos¢ komorek
nowotworowych (Chun i wsp, 1996; Basu i wsp. 2007). W celu wykazania
zaangazowania konstytutywnie aktywnej PKCe w proces inwazji, w kolejnym etapie
ocenitam zdolno$¢ komorek HeLaPKCeA/E do przenikania przez pory o okreslonej
wielkos$ci, zlokalizowane na membranie, w odpowiedzi na chemoatraktanty. Analize¢
przeprowadzitam przy uzyciu fluorymetrycznego testu z wykorzystaniem
zmodyfikowanych komoér Boydena zawierajacych membrany pokryte kolagenem.
Migracja komorki w okreslonym kierunku jest inicjowana przez gradient czynnikéw
wzrostu lub chemokin, a takze przez bodzce mechaniczne np. rozcigganie komorki
(Calvin i wsp., 2014). Przedstawione w publikacji H1 wyniki jednoznacznie wskazaty
wigkszg inwazyjnosci komoérek HeLaPKCeA/E hodowanych w obecnos$ci induktora
genu PRKCE A/E w pordéwnaniu do komorek nieindukowanych. Co istotne, tutaj
rowniez, podobnie jak w przypadku oceny migracji komorek, nie wykazano
zwigkszenia inwazyjnosci po dziataniu aktywatora TPA. Te wyniki jednoznacznie
wskazuja, ze PKCeA/E zlokalizowana w aparacie Golgiego, jest zaangazowana we
wzrost potencjalu inwazyjnego komoérek nowotworowych z wysokim poziomem
onkoproteiny PKCe.

Analizujac otrzymane dotychczas wyniki zaobserwowatam, Ze konstytutywnie
aktywna PKCe zlokalizowana w aparacie Golgiego i konstytutywnie aktywna PKCeg
zlokalizowana w btonie komdrkowej prowadza do odmiennej mobilizacji komérkowej
w wyniku transdukcji sygnatu z ich udzialem. Istotne, zatem bylo szczegdlowe
zidentyfikowanie mechanizmu drogi przesytania tego sygnalu. W tym celu
wykorzystujac technike elektroforezy i Western blot z zastosowaniem specyficznych
przeciwcial ocenitam wptyw nadekspresji PKCeA/E na ekspresje innych izozymow
PKC (a, BIL, o, ) w komorce oraz status fosforylacji biatek zaangazowanych w kaskade
przesytania sygnalu z udzialem PKCe {]. PMARCKS3231%8 - n3g\MAPK 180182
PERK2™T7 nEIk-1, pPDK1%2*, pNMP i pRBS*8!! Jednoznacznie dowiodlam,
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ze nadekspresja PKCeA/E wywolana dziataniem doksycykliny manifestuje sie
wzrostem poziomu fosforylacji seryny 729 a w konsekwencji prowadzi do ulokowania
sic tej kinazy w aparacie Golgiego. Wykazalam wzrost ufosforylowania Elk-1%%%
pPDKl8241 i pRBSSO?/5811 oraz wigkszg zdolnos¢ do tworzenia kolonii w potptynnym
agarze. Dodatkowo pokazatam, ze w tych warunkach, komorki HeLaPKCeA/E cechuje
wieksza zdolnos¢ do migracji i1inwazji komorek, ale co istotne, brak zdolnosci do
nadmiernej proliferacji. Z pis$miennictwa wiadomo, ze uczestniczacy w kaskadzie
sygnatowej Ras-Raf-MAPK, ufosforylowany czynnik transkrypcyjny Elk-1 prowadzi
do aktywacji ekspresji genéw odpowiedzialnych za wzrost, podziat i réznicowanie
komorek, rowniez aktywna PDKI1 jest niezbgdna dla przekazywania sygnatow
stymulujgcych rozwoj komorek i ich progresje (Chang i wsp., 2001; Molina i wsp.,
2006).

Whyniki prezentowane w publikacji H1, wymownie wskazuja, ze wystgpujaca
w nadekspresji - konstytutywnie aktywna PKCe w komorkach nowotworowych,
w zaleznosci od miejsca lokalizacji moze indukowaé rézne $ciezki przesytania
wewnatrzkomorkowego sygnatu, a co za tym determinowaé¢ odmienne biologiczne
zachowanie si¢ komorek. W niniejszych badaniach wykazatam, co stanowi novum, ze
aktywacja kaskady sygnatu z aparatu Golgiego z udzialem onkoproteiny PKCe jest
wystarczajaca do nabycia przez komorki nowotworowe zdolnosci do migracji 1 inwazji,

85807/8811

do inhibicji apoptozy poprzez fosforylacje biatka retinoblastoma (pR ) oraz do

wzrostu potencjatu proliferacji komorek bez mozliwosci przyczepiania do podioza.

PKCeg jako potencjalny cel dla terapii przeciwnowotworowych

Stosowane wspotczesnie algorytmy walki z chorobami  nowotworowymi
niejednokrotnie sg nieefektywne, przez co sktaniaja nas do poszukiwania coraz
to nowych, bardziej skutecznych metod leczenia. Zahamowanie okreslonych szlakow
molekularnych procesu onkogenezy, poprzez ingerencj¢ w ekspresje i/lub aktywnos¢
odpowiednich biatek przekaznikowych, stanowi ide¢ nowych terapii celowanych
W leczeniu choréb nowotworowych oraz rzutuje na poprawe efektow leczenia
| wyraznie zwigksza rokowania pacjentow na przezycie (publikacja H2;
Kang J., 2014). Wydaje si¢, ze PKCe ze wzgledu na jej onkogenny charakter moze
stanowi¢ potencjalny cel dla terapii przeciwnowotworowych. Dlatego tez w dalszym

etapie podjetych przeze mnie zadan badawczych postanowilam odpowiedzie¢ na
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pytanie czy poprzez wyciszenie ekspresji, zastosowanie interferencji RNA (siRNA) do
PKCe i/lub zmiang aktywno$ci tego enzymu za pomocg modulatoréw mozemy
spowodowac¢ skuteczng eliminacje komorek nowotworowych z nadekspresja kinazy
biatkowej C epsilon poprzez indukcje procesu programowanej $mierci komorki

(apoptozy lub autofagii).

Zapotyna (5,6,2°,6’-tertametoksyflawon), wyizolowany z lisci Primula veris L.,
selektywnie aktywujac PKCeA/E prowadzi do indukcji S$mierci komorek
nowotworowych z nadekspresja onkoproteiny PKCe

Flawony, przedstawiciele flawonoidow, charakteryzuja si¢ obecnoscig 15-
weglowego szkieletu, ktory moze by¢ podstawiony jedng lub kilkoma grupami
hydroksylowymi lub metoksylowymi. Flawony stanowig integralng czes$¢ ludzkiej diety
ze wzgledu na szeroko rozpowszechnione ich wystepowanie w srodowisku roslinnym.
Znajduja si¢ m.in. w cytrusach, pomidorach, oliwkach, pietruszce, owocu glogu, lisciu
lipy, zielu skrzypu polnego oraz selerze. Dostgpne w piSmiennictwie dane wskazuja, ze
flawony wykazuja wlasciwosci antyoksydacyjne, przeciwzapalne, antymutagenne,
antyproliferacyjne i proapoptotyczne. Dodatkowo dowiedziono, ze flawony stanowig
wazng grupe zwigzkow o dziataniu chemoprewencyjnym (Akao i wsp., 2008; Babenko
I wsp. 2008). Udowodniono, ze poprzez udziat w hamowaniu proliferacji oraz indukcji
apoptozy flawony chronig przed rozwojem raka jelita grubego, piersi, prostaty
i okreznicy (Kandaswami i wsp., 2005; Pan i wsp., 2005; Lepley i wsp., 2006). Liczne
badania potwierdzity wysoki potencjat antyproliferacyjny dwoch
polimetoksyflawonoéw: tangeretinu i nobiletinu (Morley i wsp., 2007; Miyata 1 wsp.,
2008). Zapotyna (ang. zapotin; 5,6,2°,6’-tetrametoksyflawon) jest wystepujacym
w srodowisku naturalnym przedstawicielem tetrametoksyflawondéw. Dowiedziono, ze
zapotyna réwniez wykazuje wilasciwosci przeciwnowotworowe. Hamuje indukowang
TPA aktywno$¢ dekarboksylazy ornityny w komorkach ludzkiego raka pecherza
moczowego (T24) i aktywnos¢ NF-kB w komorkach ludzkiego raka watroby (HepG2)
(Maiti 1 wsp., 2007) oraz wptywa na wzrost, réznicowanie i apoptozg komorek linii
HT29 i HL-60 (Murillo i wsp., 2007; Walle 2007).

Uwzgledniajac powyzsze dane postanowitam w kolejnym etapie badan
wlasnych zbada¢ wplyw zapotyny na przezywalno$¢ komoérek nowotworowych

charakteryzujacych si¢ nadekspresja konstytutywnie aktywnej PKCe. Jak dotad
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w literaturze nie ma doniesien na temat wplywu zapotyny na transdukcj¢ sygnatu
Z udzialem onkogennej PKC epsilon w komoérce nowotworowej. Badania realizowatam
we wspélpracy z prof. dr hab. Jaromirem Budzianowskim i jego zespotem z Katedry
| Zaktadu Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. W ramach tej wspotpracy otrzymatam do badan
wyizolowany z lici Primula veris L. (Pierwiosnek prawdziwy) i zidentyfikowany
5,6,2”,6’-tetrametoksyflawon — zapotyne. Nadrzednym celem moich badan byta ocena
wpltywu zapotyny na przezywalnos¢ komoérek nowotworowych z wysokim poziomem
onkoproteiny PKCe oraz sprawdzenie czy badany zwiagzek poprzez mozliwosé
modyfikacji ekspresji iaktywnosci PKCe kieruje komorki nowotworowe na droge
programowanej $mierci komorki, apoptozy lub autofagii (publikacja H3 i publikacja
H4). Mechanizm dziatania zapotyny wykazano w uzyciem technik: elektroforezy
I Western blot z immunoidentyfikacjg, cytometrii przeptywowej, PCR w czasie
rzeczywistym (qPCR) oraz mikroskopii konfokalnej. Jako model badawczy
wykorzystalam scharakteryzowane komorki raka szyjki macicy z nadekspresja
konstytutywnie aktywnej PKCe (HeLaPKCeA/E) (publikacja H1) oraz komorki raka
szyjki macicy typu dzikiegp HelLaWT (HeLa wild-type cells). Nadekspresje¢
konstytutywnie aktywnej PKCe, dla realizacji planowanych badan, uzyskatam poprzez
indukcje¢ ekspresji genu PRKCE A/E doksycykling zastosowang w stezeniu 2 ug/ml
przez 24 godziny. W wyniku przeprowadzonej oceny cytotoksycznosci za pomocg testu
MTT wykazatam, ze linia komoérkowa z nadekspresja PKCeA/E (HeLaPKCeA/E)
charakteryzuje si¢ duzo wigkszg wrazliwosciag na dziatanie zapotyny (ICsp = 7,6 + 1,3
uM) w porownaniu do komorek HeLaWT (ICsp = 17,9 + 1,6 uM) (publikacja H3).
Nizsza warto$¢ ICsp wykazana dla komoérek linii nowotworowej z nadekspresja
PKCeA/E sugeruje, ze PKCe moze by¢ zaangazowana w indukowang zapotyna $ciezke
przesytania sygnatu prowadzaca do $mierci komoérek. W zwigzku z powyzszym
ocenitam in vitro w kolejnym etapie badan wplyw zapotyny na aktywno$¢ réznych
izozymow rodziny PKC. Badaniu poddatam dziesi¢¢ rekombinantéw enzymu PKC
(o, BL, BIL v, O, & M, 0, 1, {). Przedstawione w publikacji H3 wyniki jednoznacznie
pokazaly, ze zapotyna selektywnie aktywuje tylko izoforme¢ & kinazy biatkowej C.
Pozostate izozymy PKC nie wykazuja wrazliwos$ci na dziatanie zapotyny.

Jak donoszg liczne prace, zazwyczaj aktywacja izozyméw rodziny PKC

prowadzi do obnizenia ich ekspresji. Dlatego tez w kolejnym etapie badan ocenitam
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wplyw zapotyny na poziom biatka PKCe w komoérkach HeLaPKCeA/E po indukcji
genu doksycykling. Wykazatam, ze indukowana doksycykling ekspresja PKCeA/E
ulega obnizeniu pod wptywem dziatania zapotyny. Najwickszy efekt down-modulacji
PKCeA/E wywolany dzialaniem zapotyny wystepuje po 24 godzinach traktowania
komorek badanym zwigzkiem (publikacja H3). Dodatkowo, aby wykazac, ze efekt ten
jest specyficzny dla biatka PKCe przeprowadzono badanie oceny wptywu zapotyny na
ekspresje najblizszego dla PKCe homologa — izoformy o PKC. Nie wykazano
statystycznie znamiennych roéznic w poziomie ekspresji PKCo pod wptywem dziatania
zapotyny, co jednoznacznie dowodzi, ze zapotyna jest selektywnym aktywatorem
kinazy PKCe i jednocze$nie czynnikiem obnizajagcym poziom jej ekspresji. Zwiazki, tj.
TPA, ingerol czy bryostatyna réwniez sa powszechnie stosowanymi aktywatorami
kinaz PKC prowadzacymi do obnizenia ekspresji izozymow PKC w tym réwniez PKCe
(Armstrong i Ganote, 1994; Hofmann, 2004).

Weczedniejsze badania dowodza, ze PKCe jest zaangazowana w proces migracji
i inwazji komorek nowotworowych (England i wsp., 2001; publikacja H1).
Postanowilam, zatem oceni¢ wptyw zapotyny na proces ruchliwosci komoérek mierzony
migracja w macierzy zewnatrzkomorkowej. Wykazano, ze traktowanie komorek
HeLaPKCeA/E z nadekspresja konstytutywnie aktywnej PKCe zapotyna prowadzi do
zahamowania migracji komorek w poréwnaniu z komorkami nietraktowanymi
badanym zwigzkiem. Dodatkowo wykazano zalezno§¢ miedzy zastosowanym

stezeniem zapotyny a obserwowang inhibicja migracji komoérek (publikacja H3).

Rola PKCe w regulacji $mierci

Apoptoza, w odréznieniu od nekrozy, jest procesem aktywnym 1 polega na
uruchomieniu  wielu utajonych procesow biochemicznych, prowadzacych do
wybiorczego rozkladu wybranych sktadnikéw komorek. Powszechnie wiadomo, ze
stosowane obecnie chemioterapeutyki moga indukowac, w zaleznosci od typu komorek
nowotworowych, apoptoze¢ zachodzaca zarowno na drodze mechanizmu
mitochondrialnego, jak i receptorowego (Lim i wsp, 2007; Torkin i wsp., 2005).
Doniesienia naukowe wskazuja na zaangazowanie flawondéw w indukcje procesu
apoptozy poprzez obnizenie poziomu biatka Bcl-2 (Shim i wsp., 2007; Shukla i wsp.,
2004). W kolejnym etapic badan ocenitam wpltyw zapotyny na cykl komoérkowy
komorek HeLaPKCeA/E z nadekspresja konstytutywnie aktywnej PKCe oraz na
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poziom biatek biorgcych udzial w programowanej $mierci typy I — apoptozy. Kierunek
zmian w cyklu zyciowym komoérek zbadano z wykorzystaniem techniki cytometrii
przeptywowej. Przedstawione w publikacji H3 wyniki wskazujg, ze zapotyna znaczaco
(P<0,05) obniza procent populacji komoérek w fazie G1, podczas gdy znaczaco zwigksza
procent populacji komoérek apoptotycznych (wzrost o okolo 30% w pordwnaniu
z kontrolg). W celu potwierdzenia proapoptotycznego dzialania zapotyny w kolejnym
etapie badan ocenilam poziom bialek zaangazowanych w proces apoptozy (Bcl-2
i PARP-1). Wykazano pod wptywem dziatania zapotyny obnizenie poziomu biatka Bcl-
2. Uzyskana obnizona ilo$¢ biatka Bcl-2 koreluje ze zwickszong obserwowang
apoptoza komoérek HeLaPKCeA/E wykazang w cyklu komérkowym. W badaniach
wlasnych wykazalam, ze zapotyna indukuje rozpad PARP-1. Bialko PARP-1 jest
substratem dla kaspazy 3, podczas proteoliotycznej degradacji ulega rozpadowi na dwie
podjednostki 0 masie czasteczkowej 89 kDa i 24 kDa. Wyniki wlasnych badan
podobnie jak wyniki innych autorow wskazuja, ze flawony poprzez wptyw na ekspresje
gendw oraz poziom biatek z rodziny Bcl-2 posiadaja zdolno$¢ kierowania komorek
nowotworowych na drogg apoptozy (Shim i wsp., 2007; Shukla i wsp., 2004; Li i wsp.,
1999; Gupta i wsp., 2002).

Interesujgca wydata si¢ ocena wplywu zapotyny na poziom czynnika
transkrypcyjnego AP-1. AP-1 wystepuje w komorce, jako dimer réznych kombinacji
dwoch biatek: c-Fos i c-Jun. Aktywacja AP-1 pojawia si¢ w odpowiedzi na dziatanie
réznych czynnikdw zewnetrznych (mitogeny, cytokiny, hormony, czynniki wzrostowe
| rakotworcze) doprowadzajac do indukcji odpowiednich genow regulujacych,
w zaleznos$ci od rodzaju czynnika lub tkanki, procesy mitogenezy, transformacji lub
stanu zapalnego (Surh 1 wsp., 2005). Stymulacja aktywnosci PKCe wywotana
interakcjg z estrami forbolu (PMA) prowadzi na skutek fosforylacji wielu biatek do
zmian w funkcjonalnosci komoérki poprzez uruchomienie kaskady sygnalu
PKC/MAPK/AP-1 w szczurzych kardiomiocytach (Li i wsp., 2000). W badaniach
wlasnych wykazatam, ze podczas rownoczesnego traktowania zapotyna i doksycykling
(Dox + Zap), zapotyna hamuje indukcyjny wptyw doksycykliny na c-Fos ic-Jun
w komorkach HeLaPKCeA/E. Uzyskane obnizenie poziomu czynnika AP-1 pod
wplywem dziatania zapotyny potwierdza zaangazowanie tego zwigzku w transdukcje
sygnalu z udzialem czynnikow transkrypcyjnych prowadzac do ich zmniejszonej

aktywnosci, co w konsekwencji kieruje komorki na droge apoptozy.

18



Dr n. farm. Ewa Toton Zakacznik 3

Wyniki prezentowane w publikacji H3, jednoznacznie wskazuja, ze kinaza
PKCe jest zaangazowana w indukowang zapotyng S$ciezke przesylania sygnatu
prowadzacg do $mierci komorek nowotworowych z nadekspresjag PKCe. Zapotyna jest
selektywnym aktywatorem onkoproteiny PKCe i jednoczeénie represorem jej ekspresji
w  komorkach nowotworowych. Dodatkowo zapotyna wykazuje wlasciwsci
proapoptotyczne poprzez inhibicje¢ aktywacji czynnika transkrypcyjnego AP-1,
degradacj¢ proteolityczng biatkka PARP-1 oraz obnizenie poziomu biatka
antyapoptotycznego Bcl-2. Ponadto hamuje migracje komorek HeLaPKCeA/E
z nadekspresja onkoproteiny PKCeA/E.

Wspolzaleznosci miedzy autofagia i apoptoza w komorkach nowotworowych
z nadekspresja PKCe pod wplywem dzialania zapotyny (5,6,2°,6’-
tetrametoksyflawonu)

Apoptoza i1 autofagia sg procesami istotnymi dla prawidlowego rozwoju
organizmu, obydwa majg decydujacy wptyw na losy komorek w organizmie. Autofagia
okreslana jest tez mianem programowanej $mierci komorkowej typu II (PCD II),
niezaleznej od kaspaz (Yoshimori T, 2004; Yang i Klionsky, 2010). Rol¢ procesu
autofagii mozna rozpatrywa¢ w dwojaki sposob: z jednej strony jej celem jest
zachowanie homeostazy wewnatrzkomorkowej, z drugiej nadmierna aktywacja
przyczynia si¢ w efekcie do destrukcji komorki. Dychotomiczny charakter autofagii
obserwowany jest rowniez w komodrkach nowotworowych, czego skutkiem jest
szerokie zainteresowanie autofagia, jako elementem terapii przeciwnowotworowej.
Autofagia w komorkach nowotworowych warunkuje reakcje adaptacyjna na stres
w warunkach deficytu bioenergetycznego, poprzez utrzymanie homeostazy pomigdzy
biosynteza a rozkladem makroczasteczek. Dodatkowo proces ten dostarcza
niezbednych aminokwasow dla rozwoju 1 przezycia komoérek nowotworowych
W obrebie guza oraz prowadzi do dalszej progresji choroby. Stanowi réwniez bariere
ochronng przed dziataniem niektorych lekow uzywanych w chemioterapii. Z drugiej
strony jest narzedziem eliminacji komoérek nowotworowych, co wskazuje na jej rolg w
hamowaniu procesu nowotworzenia (Levine i Kroemer, 2008). Liczne badania
wskazujg na indukcje autofagii po zastosowaniu terapii przeciwnowotworowej (Hu i
wsp., 2009; Siddiqui i wsp., 2013).
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Dla lepszego zrozumienia podstaw mechanizmu chemoprewencyjnego
i chemioterapeutycznego dziatania zapotyny na komorki HeLaPKCeA/E z nadekspresja
onkoproteiny PKCeA/E w kolejnym etapie ocenitam wptyw zapotyny na proces
autofagii komorek nowotworowych charakteryzujacych si¢ wysokim poziomem PKCe
(publikacja H4). Dla zobrazowania przebiegu procesu autofagii w badanych
komorkach oceniono poziom biatka MAP LC3 (ang. Microtubule- Associated Protein |
Light Chain 3), bedacego wiarygodnym markerem obecnosci aktywnych
autofagosomow 1 autofagolizosomow w komoérce. W celu wizualizacji struktur
autofagosomalnych zastosowano technike¢ immunofluorescencji z wykorzystaniem
mikroskopu konfokalnego. Wykazano brak zmian w formowaniu si¢ autofagosomow po
zastosowaniu zapotyny w stezeniu 7,5 uM. Natomiast wyzsze zastosowane stgzenia
zapotyny (15 puM 1 30 uM) obnizaja poziom formowania si¢ autofagosomow
odpowiednio o 44% dla stgzenia 15 pM 1 58% dla 30 uM, co $wiadczy o inhibicji
procesu autofagii. Translokacje biatkka MAP LC3 i jego przemiany stanowig podstawe
wigkszo$ci metod wykrywania procesu autofagii. Ilo$¢ biatka LC3-11 w komorce jest
wprost proporcjonalna do liczby autofagosomow, a proces przeksztatcania LC3-I
w LC3-1I ulega nasileniu po indukcji autofagii, dlatego tez biatko to jest aktualnie
jedynym  wiarygodnym  markerem  obecnosci  aktywnych  autofagosoméw
I autofagolizosomow (Wysokinska i Katas, 2013; Polewska, 2012). W badaniach
wiasnych wykorzystujac technik¢ Western blot z immunoidentyfikacja ocenitam wplyw
zapotyny na poziom biatka LC3 podczas indukcji ekspresji genu PRKCE A/E
doksycykling. Wykazano obecno$¢ dwoch lizoform biatka LC3, jednej LC3-1 0 masie
18 kDa idrugiej LC3-1l omasie 16 kDa. Analizujagc uzyskane wyniki wykazano
zalezno$§¢ migdzy zastosowanym st¢zeniem zapotyny a poziomem biatka LC3.
Zapotyna wraz ze wzrostem zastosowanego stezenia prowadzi do obnizenie poziomu
biatka LC3 w komorkach z nadeskpresja PKCeA/E. Wyniki te koreluja z oceng
mikrospkopowa obecnosci autofagosomow (publikacja H4). Obnizony poziom biatka
LC3 oraz nizszy procent autofagosoméw obecny w komoérkach po zastosowaniu
zapotyny, wskazuje, ze badany zwigzek prawdopodobnie przyczynia si¢ do
zahamowania procesu autofagii. Z piSmiennictwa wiadomo, ze blokowanie dojrzewania
autofagosomow w wyniku dziatania flawonoidow prowadzi do apoptozy (Chahar
I wsp., 2011). W zwiazku z powyzszym w kolejnym etapie badan ocenitam wptyw

zapotyny na poziom bialek uczestniczacych w przesytaniu sygnatu o autofagii

20



Dr n. farm. Ewa Toton Zakacznik 3

w komorkach nowotworowych z nadekspresja PKCeA/E. Biatkami uczestniczacymi
w aktywacji i regulacji procesu autofagii s34 mTOR, kinaza PI3 klasy III, Atg5, Bcl-2,
beklina-1, LC3, p62. Bialka te stanowig uzyteczne markery umozliwiajace
monitorowanie przebiegu tego procesu w komoérkach nowotworowych. W badaniach
wlasnych analizie poddano poziom kinazy PI3-K, bekliny 1, Atgs oraz mTOR po
potraktowaniu zapotyng w trzech stezeniach (7.5 — 30 uM). Zaobserwowano zalezno$¢
migdzy zastosowanym stezeniem zapotyny a poziomem badanych biatek. Wykazano
wraz z wzrastajgcym stezeniem badanego zwigzku statystycznie znamienne obnizenie
poziomu bialek odpowiedzialnych za aktywacj¢ kaskady procesu autofagii
w komodrkach z nadekspresja PKCeA/E: PI3-K, bekliny 1 i Atg5. Rownoczesnie
wykazano znaczacy wzrost poziomu biatka mTOR po potraktowaniu zapotyna
W najwyzszym badanym stezeniu (30 uM). Nasze wyniki sg zbiezne z wynikami innych
autoréw, ktérzy pokazali korelacje miedzy ekspresja genu BECN1 a progresja
onkogenezy (Itakura i wsp., 2008). Réwniez niski poziom biatka mTOR w komorce
koreluje z aktywacja procesu autofagii, natomiast wysoki poziom tej kinazy hamuje
autofagie (Jung i wsp, 2010; Yang i Klionsky, 2010).

Dla lepszego zrozumienia mechanizmu zahamowania autofagii oraz aktywacji
apoptozy po potraktowaniu zapotyng W komoérkach nowotworowych z wysokim
poziomem PKCeA/E, oceniono poziom ekspresji wybranych gendéw zaangazowanych
W oba te procesy. Przeprowadzono za pomoca techniki qPCR analiz¢ nastgpujacych
genow RPTOR, ATG12, ATG5, PI3KC3, BECN1, MAP1LC3b, BAX, i BCL2. Badania te
dowiodly, ze zapotyna moduluje profil ekspresji poszczegélnych gendow w zalezno$ci
od zastosowanego stezenia badanego zwigzku. Docelowo zapotyna kieruje komorki
HeLaPKCeA/E z nadekspresja konstytutywnie aktywnej PKCe na drogg apoptozy.
Przeprowadzone przez nasz zesp6t badania wykazaty, ze zapotyna spowodowata spadek
ekspresji genow pro-autofagicznych (PI3KC3, BECN1, ATG12, ATG5, MAP1LC3b).
Dodatkowo zaobserwowano, wzrost poziomu mMRNA Bax i spadek poziomu mRNA
Bcl-2. Ponadto wykazano, Zze zmianom na poziomie mRNA beklinyl, AtgS, mTOR,
PI13-K oraz Bcl-2 towarzyszyly zmiany w poziomie oznaczanego biatka metoda
elektroforezy i Western blot z immunoidentyfikacja (publikacja H4 i publikacja H3).

Whyniki prezentowane w publikacji H4 wskazuja, ze zapotyna, jako naturalny
zwigzek moze sta¢ si¢ potencjalnym kandydatem aktywujacym S$ciezki wzajemnego

powigzania mi¢dzy autofagig a apoptoza w komorkach nowotworowych z nadekspresja
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PKCe 1 w konsekwencji prowadzi¢ komoérki do programowanej $mierci (PCD).
Jednoznacznie wykazano, ze PKCe jest zaangazowana w indukowang zapotyng Sciezke
przesytania sygnatu prowadzacg do $mierci komorek nowotworowych z nadekspresja

onkoproteiny PKCe.

Modulacja procesu autofagii w komoérkach nowotworowych po wyciszeniu genu
kodujacego onkogenng PKCe.

Wspoltczesny stan wiedzy na temat biologii komodrki pozwala na walke
z choroba nowotworowa na poziomie molekularnym. Zahamowanie okreslonych
szlakéw molekularnych procesu onkogenezy, poprzez modulacje aktywnosci
odpowiednich biatek przekaznikowych, stanowi ide¢ stosowania terapii celowanych
we wspolczesnej strategii leczenia chorob nowotworowych. Poszerzajac wiedzg i nadal
skupiajac si¢ w zadaniach badawczych nad mechanizmem modulacji ekspresji
I aktywnosci enzymu PKCe w celu indukcji procesu programowanej $mierci komorki
postanowilam oceni¢ mozliwo$¢ modyfikacji nadekspresji PKCe w transdukcji sygnatu
w procesie autofagii komorek nowotworowych. Jako model badawczy wykorzystatam
dwie linie komodrkowe glejaka wielopostaciowego U-118 MG oraz U-138 MG
pochodzenia ludzkiego, charakteryzujace si¢ wysoka ekspresja genu PRKCE,
kodujacego onkoproteing PKCe. Poziom biatka PKCe wykazano technikg elektroforezy,
Western blot i immunoidentyfikacji (publikacja H5). Odkrycie zjawiska interferencji
RNA wzbudza nadziej¢ na zastosowanie tego mechanizmu do wyciszania gendéw
odpowiedzialnych za rozwodj wielu chorob. W badaniach wiasnych w obu liniach
komoérkowych U-138 MG i U-118 MG, wyciszenie genu PRKCE uzyskano za pomoca
transfekcji PKCe SiRNA zuzyciem odczynnika do transfekcji TransIT-siQUEST.
Ekspresje badanego genu PRKCE po wyciszeniu z uzyciem PKCe sSiRNA oceniono za
pomoca techniki qPCR na poziomie mMRNA po przepisaniu go na cDNA oraz na
poziomie biatka technikg elektroforezy Western, blot i immunoidentyfikacji
Z przeciwciatem anty-PKCe. Wykazano skuteczno$¢ wyciszenia ekspresji genu PRKCE
dla linii U-138 MG na poziomie 65% a dla linii U-118 MG na poziomie 56 %
(publikacja H5).

W celu przedstawienia pierwotnego obrazu procesu autofagii w badanych
komorkach glejaka z biologicznie konstytutywnym, wysokim poziomem Kkinazy

biatkowej C epsilon, przeprowadzono jednoczesng analiz¢ ekspresji 88 genow
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zaangazowanych w proces autofagii. Ekspresj¢ badanych genéw oceniono za pomoca
techniki gPCR na poziomie mRNA po przepisaniu go na cDNA. W analizie
uwzgledniono tylko te geny, ktorych cykl kwantyfikacji byt mniejszy lub rowny 30 Cq.
Otrzymane wyniki wzglednej ekspresji, umieszczone w publikacji H5, przedstawiono
na wykresach w postaci map ekspresji genow z uzyciem programu GENE-E (Broad
Institute, Cambridge). Szczegétowa analiza poziomu ekspresji gendow pozwolita
podzieli¢ pule badanych genow na trzy grupy: I — geny, ktorych ekspresja jest wysoka,
Il - geny, ktérych ekspresja jest niska oraz III — geny, ktorych ekspresja si¢ nie zmienia
lub zmienia si¢ w sposob nieznamienny. Analizujac poziom ekspresji badanych genéw
przynalezacych do grupy I wykazano wzrost poziomu transkryptow genow
bezposrednio  zaangazowanych  w aktywacj¢  procesu  autofagii  itworzenie
autofagosomu (BECLIN1 i MAP1LC3B2). W drugiej grupie zaobserwowano niski
poziom ekspresji genow BCL2 i RAPTOR. Obserwowany niski poziom transkryptu
BCL2 oraz wysoki poziom transkryptu BECLIN1 w badanych komorkach glejaka
sugeruje o dysocjacji Bcl-2 od bekliny 1 i aktywacji procesu autofagii. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze w komorkach nowotworowych glejaka charakteryzujacych si¢
bazalnie wysokim poziomem onkoproteiny PKCg, wystepuje naturalnie wysoki poziom
autofagii. Co wiecej wyniki te znajduja potwierdzenie w analizie poziomu istotnych
biatek kaskady autofagii (mMTOR, PI13-K klasy Ill, ATG5, beklinal, MAP LC3, Bcl-2,
p62) (publikacja H5). Komodrki nowotworowe glejaka cechuje wybitna zto§liwos¢,
niestabilno$¢ genetyczna, duza heterogenno$¢, zdolnos¢ do dyfuzyjnego wzrostu oraz
tworzenia przerzutow, co wigze si¢ z ich staba odpowiedzig na stosowane terapie
I bardzo ztym rokowaniem (do Carmo i wsp., 2013). Naturalnie wystgpujacy wysoki
poziom onkogennej PKCe, ktora promuje proces kancerogenezy, poprzez wzrost tempa
proliferacji komorek, zwigkszenie ich zdolnosci do migracji i metastazy, a takze
opornosci na apoptoz¢ (Gorin i Pan, 2009), moze przyczynia¢ si¢ do tak duzej
agresywnosci tego rodzaju nowotworu. Zaobserwowany w moich badaniach wysoki
poziom autofagii w komorkach glejaka linii U-138 MG i U-118 MG charakteryzujacych
si¢ nadekspresja PKCe pozwala sadzi¢, ze jest ona niezbedna, poniewaz dostarcza
komoérkom substratow do aktywacji lub inhibicji wielu S$ciezek metabolicznych,
umozliwiajgc tym samym ich przezycie w niekorzystnych warunkach.

W celu sprawdzenia, czy rzeczywiscie istnieje zalezno$¢ migdzy kinazg PKCe
a przebiegiem procesu autofagii, rownolegle przeprowadzono eksperyment polegajacy
na analizie poziomu transkryptow 88 gendéw zaangazowanych w proces autofagii
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w badanych komoérkach glejaka linii U-138 MG i U-118 MG po wyciszeniu ekspresji
genu PRKCE technikg transfekcji siRNA a takze oceng wplywu modulatorow tego
procesu (rapamycyny i 3-metyloadeniny) na przebieg autofagii w nastepstwie
wyciszenia onkogennej PKCe. Szczegdtowa analiza danych wykazata, ze wyciszenie
onkogennej PKCe w badanych liniach glejaka przyczynia si¢ do inhibicji procesu
autofagii. W przypadku linii U-138 MG najwigkszy spadek ekspresji odnotowano
w przypadku genow ATG7, BARKOR, LAMP3. Ze wzgledu na brak wzrostu ekspresji
gendéw postrzeganych jako podstawowe wyznaczniki aktywacji autofagii i przebiegu
procesu ATG5, BCL2, BECLIN1, PIK3C3 i RAPTOR oraz przy jednoczesnym
znamiennym obnizeniu ekspresji gendéw ATG12, ATG7, MAP1LC3B oraz ULK1
otrzymane dane sugeruja, ze wyciszenie onkogennej PKCe w linii komorkowej U-138
MG przyczynia si¢ do inhibicji procesu autofagii. Podobnie, w przypadku linii U-118
MG zaobserwowano ogolne obnizenie ekspresji gendw zaangazowanych w proces
autofagii w nastgpstwie wyciszenia genu PRKCE. Powyzsze wyniki sklaniaja do
wyciaggnigcia wniosku, ze zaobserwowany efekt moze by¢ zwigzany, ze zmniejszonym
zapotrzebowaniem komorek nowotworowych na sktadniki odzywcze, w odpowiedzi na
wyciszenie onkogennej kinazy biatkowej C epsilon (publikacja H5).

Uzyskane wyniki maja potwierdzenie w analizie poziomu bialek bedacych
reprezentatywnymi markerami procesu autofagii. Za prawidlowy przebieg autofagii w
komorkach odpowiada szereg biatek takich jak: kinaza mTOR, kinaza PI3K klasy III,
beklina-1, biatko Bcl-2, LC3-Il, Atg5, Atg7, Atg9, Atgl2, UKL1, p53 oraz p62.
Zaobserwowane zahamowanie procesu autofagii manifestowalo si¢ obnizonym
poziomem biatek postrzeganych, jako podstawowe wyznaczniki indukcji i elongacji
oraz dojrzewania autofagosomu (PI3-K, Bekliny-1, Atg5 i LC3) przy jednoczesnym
wzroscie poziomu biatek odpowiedzialnych za aktywacje (mTOR) i regulacje (Bcl-2)
(publikacja H5).

W kolejnym etapie dla pelnego zrozumienia mechanizmu modulacji PKCe
| zwigzanej z tym transdukcji sygnalu w procesie autofagii postanowiono oceni¢
funkcjonalne markery procesu autofagii (LC3 i p62) w komodrkach obu linii glejaka po
wyciszeniu ekspresji genu kinazy biatkowej C epsilon. W pierwszym etapie dokonano
technikg mikroskopii fluorescencyjnej wizualizacji autofagosoméw w komorkach linii
U-138 MG i U-118 MG po wyciszeniu ekspresji genu PRKCE. Analiza obrazu
mikroskopowego polegata na okreSleniu poziomu nagromadzenia si¢ sygnatu

znakowanego biatka LC3, co odpowiada formowaniu si¢ struktury autofagosomu.
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Analizujac uzyskane dane zaobserwowano wysoki poziom liczby autofagosomow
w komérkach kontrolnych obu badanych linii glejaka wielopostaciowego. Uzyskane
dane jednoznacznie wskazuja na aktywacje procesu autofagii w komodrkach
charakteryzujacych si¢ konstytutywnym wysokim poziomem onkoproteiny PKCe.
Natomiast, co istotne, w komoérkach obu linii glejaka z wyciszonym genem PRKCE
(w wyniku transfekcji PKCe siRNA) zaobserwowano niskg obecnos$¢ autofagosoméow.
Uzyskane w tej czesci wyniki wizualizacji i1 lokalizacji autofagosomow korelujg
Z wczesniej uzyskanymi wynikami badan. Wykorzystujac technike qPCR oraz Western
blot wykazano inhibicj¢ procesu autofagii w obu badanych liniach komorkowych
glejaka U-138 MG i U-118 MG na skutek wyciszenia genu PRKCE (publikacja H5).

W badaniach wlasnych analizie poddatam biatko p62/SQSTM1, ktore
postrzegane jest, jako funkcjonalny marker przebiegu procesu autofagii. Technika
Western blot i immunoidentyfikacji z zastosowaniem specyficznego przeciwciata
skierowanego przeciw badanemu biatku, oceniono w lizatach komorkowych poziom
p62/SQSTMI. Analizujac uzyskane wyniki zaobserwowano w obu badanych liniach
glejaka U-138 MG i U-118 MG brak statystycznie znamiennych zmian w ilo$ci biatka
p62/SQSTM1 w nastepstwie wyciszenia genu PRKCE w poréwnaniu do proby z
kontrolnym siRNA (publikacja H5).

Moje badania s3 zbiezne z badaniami innych autoréw, ktérzy rdéwniez
prowadzac eksperymenty na komorkach glejaka (lini U251 1 U87) wykazali
wspotzaleznos¢ miedzy poziomem PKCeg, a procesem proliferacji, apoptozy i inwazji
(Xu i wsp., 2015). Z kolei badania Ding (Ding i wsp., 2002) prowadzone na komoérkach
ludzkiego raka ptuc wykazaly, ze regulacja ekspresji genu PRKCE jest istotnym
czynnikiem, ktory determinuje opornos¢ lub wrazliwo$¢ komorek na chemioterapig.
Zaobserwowali oni, ze nadekspresja PKCe nadaje komorkom raka phluca znaczng
oporno$¢ na chemioterapeutyki, natomiast zniesienie ekspresji PKCe poprzez

zastosowanie antysensownego cDNA zwicksza wrazliwo$¢ tych komorek na terapie.

Zahamowanie procesu adhezji w komorkach glejaka wielopostaciowego po
wyciszeniu onkoproteiny PKCg

W procesie adhezji uczestniczy niereceptorowa kinaza ognisk adhezji (FAK).
Jej nadrzedng funkcja jest odbieranie i1 przekazywanie sygnalow pochodzacych

z receptorow adhezyjnych, ktorych gtéwna grupe stanowia receptory integrynowe, do
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wewnatrzkomorkowej kaskady biatek (Schaller i wsp., 2001; Tai i wsp., 2015). Biatko
FAK jest zaangazowane w zakotwiczenie komorek w podtozu, w migracje i inwazje,
fosforylacje cytoszkieletu, i apoptoze.

Wysoka ekspresja zarowno PKCe, jak 1 biatka FAK w komorkach
nowotworowych, wiaze si¢ ze zlym rokowaniem dla pacjentow. Uwzgledniajac
powyzsze dane postanowitam w kolejnym etapie badan wlasnych oceni¢ proces adhezji
komorek glejaka wielopostaciowego po molekularnej manipulacji polegajacej na
wyciszeniu genu kodujacego onkoproteing PKCe. W eksperymencie wykorzystalam
komorki linii U-118 MG i U-138 MG z wyciszonym genem PRKCE, uzyskanym w
wyniku transfekcji PKCe siRNA oraz komorki kontrolne (Kontrola siRNA). Do oceny
procesu adhezji postuzytam si¢ testem funkcjonalnym z zastosowaniem gotowego
podtoza, zawierajacego biatka macierzy zewnatrzkomorkowej (Matrigel®). Wyniki
zaprezentowane w publikacji H5 pokazaty znaczaco mniejsza adhezje komorek obu
badanych linii glejaka wielopostaciowego z wyciszonym genem PRKCE w poroéwnaniu
z komoérkami kontrolnymi manifestujagcymi si¢ konstytutywnie wysokim poziomem tej
kinazy. Wykazana obnizona adhezja stata si¢ przyczynkiem do oceny ilo$ci biatka FAK
i stopnia ufosforylowania tyrozyn w pozycji 397, 576 oraz 577 w komoérkach glejaka
wielopostaciowego po wyciszeniu onkoproteiny PKCe. Technikg elektroforezy i
Western blot z immunoidentyfikacja wykazatam obnizony poziomu biatka FAK oraz
obnizony stopien ufosforylowania badanych tyrozyn w obu liniach glejaka po
wyciszeniu genu kodujacego onkoproteing PKCe. Podsumowujac, wydaje sig¢, ze
ingerencja w ekspresje genu PRKCE w komodrkach nowotworowych z bazalnie
wysokim poziomem PKCe moze stanowi¢ obiecujaca strategic hamowania adhezji oraz

promowania $mierci komorek.

Podsumowanie wynikow badan stanowiacych osiagniecie naukowe oraz ich

ewentualne wykorzystanie

W prezentowanym spojnym cyklu prac, stanowigcym podstawe do ubiegania si¢
o stopien doktora habilitowanego, przedstawiono wyniki badan dotyczace poznania
molekularnych modyfikacji transdukcji sygnalu z udziatem PKCe w celu indukcji
procesu programowanej $mierci komoérek nowotworowych charakteryzujacych sie

nadekspresja onkoproteiny PKCe.
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W przedstawionych pracach:

e Uzyskane wyniki wskazuja, ze PKCeA/E moze, w zaleznosci od jej
subkomoérkowej lokalizacji, indukowaé¢ rozne S$ciezki transdukcji sygnatu
w komorce howotworoweyj.

e Wykazano, ze nadekspresja konstytutywnie aktywnej PKCe manifestuje sig¢
wzrostem poziomu fosforylacji biologicznie waznej seryny’>, co w konsekwencji
prowadzi do translokacji tej kinazy do aparatu Golgiego i wplywa na wzrost
potencjatu proliferacyjnego komoérek bez mozliwosci przyczepiania do podtoza.

o Nadekspresja PKCeA/E w komoérkach nowotworowych prowadzi do zwigkszonej
fosforylacji czynnika transkrypcyjnego Elk-1, kinazy PDK1 i biatka retinoblastoma
(pRB), co przektada si¢ na aktywacje ekspresji genow odpowiedzialnych za wzrost,
podziat i r6znicowanie komoérek oraz hamowanie apoptozy.

e Wykazano, ze komorki HeLaPKCeA/E z nadekspresja konstytutywnie aktywnej
PKCe cechuje wigksza zdolno$¢ do migracji i inwazji.

e Zapotyna — naturalnie wystepujacy tetrametoksyflawon, wykazuje cytotoksyczne
dziatanie wobec komoérek nowotworowych linii HeLaPKCeA/E z nadekspresja
konstytutywnie aktywnej PKCe prawdopodobnie na drodze obnizania ekspresji
genu PRKCE, co w konsekwencji prowadzi do aktywacji procesu apoptozy poprzez
zahamowanie aktywno$ci czynnika transkrypcyjnego AP-1, degradacje
proteolityczng biatka PARP-1 oraz obnizenie poziomu biatka antyapoptotycznego
Bcl-2

e Zapotyna hamuje migracj¢ komoérek HeLaPKCeA/E z nadekspresja onkoproteiny
PKCeA/E.

e Zapotyna poprzez swoje oddzialywanie na poziom ekspresji i aktywnos¢
konstytutywnie aktywnej PKCe moze sta¢ si¢ potencjalnym kandydatem
aktywujacym S$ciezki wzajemnego powiagzania miedzy autofagia a apoptoza
w komoérkach nowotworowych z nadekspresja PKCe i w konsekwencji prowadzic¢
do zahamowania proliferacji i aktywacji programowanej $mierci komoérek (PCD).

e Wysoki poziom PKCe w komorkach glejaka wielopostaciowego Kkoreluje
pozytywnie z wysokim poziomem autofagii, podczas gdy wyciszenie tej
onkoproteiny skutkuje obnizeniem poziomu biatek PI3-K, Bekliny-1, Atg5
zaangazowanych w indukcje i elongacj¢ autofagii oraz wzrost poziomu kinazy
mTOR i biatka Bcl-2.
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e Wyciszenie genu PRKCE skutkuje zhamowaniem procesu tworzenia
autofagosomow.

e Wyciszenie genu PRKCE w komorkach glejaka wielopostaciowego skutkuje
obnizeniem potencjalu przylegania do macierzy ECM najprawdopodobniej na
drodze zahamowania kaskady fosforylacji kinazy ognisk adhezji.

W s$wietle obecnego stanu wiedzy, wyniki prezentowanych przeze mnie badan
przyczyniaja si¢ do lepszego zrozumienia roli, jaka pelni PKCe w procesie
transformacji nowotworowej i zwigzanej z tym transdukcji sygnatu, a takze jej udzialu
w procesach promujacych progresje nowotworu, takich jak: adhezja, migracja, inwazja,
autofagia iapoptoza. Wykazany efekt modyfikacji transdukcji sygnatu z udziatem
PKCe poprzez ingerencj¢ w ekspresje genu PRKCE 1 aktywno$¢ biatka przyczynia si¢
do zahamowaniem progresji nowotworu poprzez indukcje procesu programowanej
$mierci komorki in vitro.

Wyniki uzyskane w ramach moich badan maja przede wszystkim charakter
poznawczy, ale co nie ulega watpliwosci, posiadaja rowniez walor aplikacyjny.
Modyfikacja ekspresji genu 1 aktywnosci biatka PKCe pozytywnie koreluje
z zahamowaniem progresji nowotworéow. W takim ujgciu sprawy kinaza PKCe moze
stanowi¢ wazny biomarker i potencjalny cel dla nowych zwiazkow, ktore dzigki
doktadnemu zaprojektowaniu struktury za pomocg modelowania komputerowego beda

elementami nowych terapii przeciwnowotworowych.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnieé naukowo - badawczych

5.1. Dzialalno$é naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora nauk

farmaceutycznych

Moje zainteresowania naukami biologicznymi zdecydowaty o wyborze klasy
o profilu biologiczno-chemicznym w II Liceum Ogolnoksztalcacym im. Dabrowki
w Gnieznie, a nastgpnie studiow na Akademii Medycznej. Jestem absolwentka
Oddziatu Analityki Medycznej Wydziatu Farmaceutycznego Akademii Medycznej
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (obecnie Uniwersytet Medyczny). Studia
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ukonczytam w 2001 roku bronigc prace magisterska pt. "Wpltyw pochodnych
nitroimidazolu na kinazy biatkowe erytrocytu”, wykonang w Zakladzie Chemii
Klinicznej,  Katedry  Biochemii  Farmaceutycznej = Akademii  Medycznej
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Rybczynskie;j.
Bezposrednio po obronie pracy magisterskiej zostatam zatrudniona w Zaktadzie Chemii
Klinicznej na stanowisku starszego referenta inzynieryjno — technicznego. W styczniu
2002 roku zostatam wiaczona do zespolu naukowego prowadzonego przez prof. dr hab.
Mari¢ Rybczynska w charakterze asystenta naukowego. Zarowno praca magisterska, jak
I pierwsze zadania naukowe, jakic mi powierzono dotyczyly oceny wplywu
nowosyntetyzowanych pochodnych 4-nitroimidazolu na poziom izoformy a i { kinazy
biatkowej C (PKC) w btonie erytrocytu i aktywnos$¢ PKCa oraz na stymulowang estrem
forbolu (PMA) translokacje PKCa z cytozolu do btony krwinki czerwonej. Proces ten
$wiadczy o uruchomieniu drogi przekazywania sygnatu zwigzanego z PKC, zarowno w
procesach fizjologicznych, jak iw patologicznych. W badaniach zastosowano dwie
nowosyntetyzowane pochodne 4-nitroimidazolu: ester benzylowy kwasu-2-metylo-4-
nitro-5-bromo-imidazililo-mréwkowego oraz bis(2-chloroetyloamino)-1-(4-
chlorofenacylo)-2-metylo-4-nitroimidazol. Nitroimidazole to grupa lekow cieszaca si¢
uznaniem ze wzgledu na szerokie spektrum aktywnos$ci biologicznej m.in. przeciwko
bakteriom i pierwotniakom. Z duzym powodzeniem sg stosowane zardwno w
medycynie, jak i w weterynarii. Uzyskane wyniki dowiodty, ze badane pochodne 4-
nitroimidazolu, w krwince czerwonej jako komorce modelowej, hamuja stymulowang
dziataniem PMA translokacj¢ do blony komoérkowej izoformy a kinazy biatkowej C, co
w komorkach jadrzastych moze przektadac¢ si¢ na obnizong aktywno$¢ tego izoenzymu i
wpltywaé na zahamowanie proliferacji komorek i ich roznicowanie. Mechanizm
dziatania badanych pochodnych 4-nitroimidazolu opiera si¢ na blokowaniu transdukcji
sygnatu w komorce, co w perspektywie daje nowe mozliwosci w leczeniu wielu chordb,
wlaczajac w to choroby nowotworowe. Uzyskane wyniki zaprezentowano na XXXVIII
Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we Wroctawiu w roku 2002 (pozycja
[II/B/15 wg zalacznika 5).

Badanie wlasciwos$ci przeciwnowotworowych nowosyntetyzowanych pochodnych
4-nitroimidazolu
Udziat w Szkole Letniej ,,Postepy biologii molekularne;” w roku 2002,

W znacznym stopniu poszerzyt moja wiedz¢ 1 umieje¢tnosci stosowania nowoczesnych
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technik oraz metod badawczych. Moment ten zbiegt si¢ czasowo ze zmiang profilu
badawczego Zaktadu oraz zapoczatkowaniem badan w zakresie modulacji drog
przekazywania sygnalu w komorce nowotworowej. Od tego momentu bratam udziat
W planowaniu 1 realizacji badah w zakresie odpowiedzi komoérki nowotworowej
w modelu in vitro na dziatanie czynnikéw chemicznych, jak roéwniez fizycznych. Moje
zainteresowania ~ nadal koncentrowaly  si¢ na  badaniu = wiasciwosci
przeciwnowotworowych  nowosyntetyzowanych  pochodnych  4-nitroimidazolu.
Zostalam wlaczona w zadania badawcze prowadzone we wspotpracy z Katedrg
i Zaktadem Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych (prof. dr hab. Stanistaw
Sobiak i dr Iwona Weidlich). Badania prowadzono dwukierunkowo. Z jednej strony
dotyczyly analizy wpltywu nowosyntetyzowanych pochodnych 4-nitroimidazolu na
przezywalno$¢ komorek raka szyjki macicy (HeLa). Z drugiej strony, ze wzgledu na
fakt, ze nitroimidazole wykazuja wlasciwosci alkilujace i sg silnymi uczulaczami
komoérek hipoksycznych, badano wplyw promieniowania gamma w obecnos$ci
testowanych pochodnych 4-nitroimidazolu na badane linie komoérkowe. W obu
modelach eksperymentalnych zastosowano trzy typy linii komérek Hela: typ dziki
(HeLaWT) oraz dwa z wprowadzonymi modyfikacjami na poziomie molekularnym
(HeLa-MDR1-G185 i HeLaPKCeA/E). Obie zmodyfikowane linie komoérek Hela
stanowig przyktad trudnosci napotykanej w leczeniu nowotworéw z racji nadekspresji
biatek bedacych przyczyng opornosci na chemioterapie (P-glikoproteiny, PKC epsilon).
Badana obejmowaty cztery nowosyntetyzowane pochodne 4-nitroimidazolu: 5-bromo-
1-(4-chlorofenacylo)-2-metylo-4-nitroimidazolu (StS1), estru benzylowego kwasu 5-
bromo-2-metylo-4-nitro-imidazolilomréwkowego (LW.31), 5-[bis (2-
chloroetyloamino)]-1-(4-chlorofenacylo)-2-metylo-4-nitroimidazolu ~ (1.W.92), estru
etylowego kwasu-5-bromo-2-metylo-4-nitro-imidazolilomréwkowego (LW.61).
Zebrane w trakcie badan dane pozwolity wykazaé, zalezng od budowy chemicznej
efektywnos$¢ dziatania badanych nitroimidazoli wobec komorek Hela. Zwigzek StS1,
posiadajagcy w swojej budowie dwie bardzo aktywne grupy (brom w pozycji 5 oraz
grupe ketonowa ukladu fenacylowego), okazat si¢ najbardziej efektywny wobec
wszystkich badanych linii HelLa. Dodatkowo wykazano, ze laczny wplyw obu
czynnikow: 4-nitroimidazoli i promieniowania gamma wykazuje silniejszy efekt
cytotoksyczny, niz indywidualne ich stosowanie. Tym samym dowiedziono, ze badane
pochodne 4-nitroimidazolu posiadaja wilasciwosci radiouczulajace. Taka cecha ma

ogromne znaczenie Kliniczne, bowiem addytywny efekt dziatania czynnikow
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przyczynia si¢ do skuteczniejszego zahamowania wzrostu komorek w porownaniu do
samego promieniowania stosowanego w wysokich dawkach. Prezentowany schemat
badan jednoznacznie wskazuje, ze sposobno$¢ stosowania u  pacjentow
ukierunkowanego leczenia skojarzonego z radioterapig stwarza szans¢ na uzyskiwanie
lepszych wynikéw przy jednoczesnej eliminacji niektdrych niekorzystnych nastepstw
tradycyjnej radioterapii. Wyniki zaprezentowano na XXXIX Zjezdzie Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w Gdansku w roku 2003 (pozycja I1I/B/1 wg zalagcznika
5).

Rownocze$nie zostatam wlaczona w nowe prace, zwigzane z moimi
zainteresowaniami biologia nowotworow, ktore prowadzitam w ramach badan
statutowych oraz wspoétpracy migdzynarodowej z prof. Johannem Hofmannem
z Uniwersytetu Medycznego w Innsbrucku (Biocenter, Division of Medical
Biochemistry, Innsbruck Medical University). Moja che¢ poznania ogniskowala si¢ na
procesach transformacji nowotworowej, adhezji i migracji komorek nowotworowych
oraz mechanizmie przerzutowania. W tym okresie, po raz pierwszy, zetknetam si¢
onkogenna kinaza biatkowa C epsilon (PKCeg), a moje badania skupity si¢ na ocenie
zaangazowania tej kinazy w proces adhezji komodrek nowotworowych
charakteryzujacych si¢ nadekspresja konstytutywnie aktywnej PKCe do macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM). Uzyskane wyniki zaprezentowano na mi¢dzynarodowe;j
konferencji naukowej w Innsbrucku (18th Meeting of the European Association for
Cancer Research) w roku 2004 (pozycja I1I/B/16 wg zatacznika 5). Model badawczy —
komorki raka szyjki macicy z konstytutywnie aktywna PKCe (HeLaPKCeA/E), ktory
analizowalam w ramach tych badan, stat si¢ na dlugie lata moim podstawowym
modelem eksperymentalnym. Sama kinaza PKCe byta znakomitym obiektem badan ze
wzgledu na fakt, ze jako jedyna w rodzinie kinaz biatkowych C, przejawia wysoki

potencjat onkogenny.

Udzial bialka FAK i B; integryny w procesie adhezji i rozprzestrzeniania sie¢
komorek HeLa charakteryzujacych si¢ nadekspresja konstytutywnie aktywnej
kinazy bialkowej C epsilon

Jak wiadomo, w toku formowania i progresji nowotworu ztosliwego kluczowa

rolg odgrywa proces adhezji komorek. W proces ten zaangazowana jest niereceptorowa
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kinaza ogniskowo-adhezyjna (FAK). Jej nadrzedng funkcjg jest odbieranie
1 przekazywanie sygnatéw pochodzacych z receptoréw adhezyjnych, ktérych gtowna
grupe stanowig receptory integrynowe, do wewnatrzkomorkowej kaskady biatek.
Kinaza FAK uczestniczac w transmisji sygnatu do wnetrza komorki, odgrywa posrednio
istotng role w wielu reakcjach zachodzacych w komorce. Deregulacja szlakow
zaleznych od FAK tj. adhezji, wzrostu i roznicowania, przezycia Oraz migracji
komorek, jest niewatpliwie znaczgcym elementem procesu progresji nowotworu.
Zglebiona wiedza na temat wilasciwo$ci adhezyjnych komoérek do macierzy
zewnatrzkomoérkowej, ECM (od ang. extracellular matrix) zaowocowata w roku 2007
publikacjg artykulu na temat charakterystyki kinazy FAK 1 jej roli w procesie
nowotworzenia, ktory opublikowano w Postgpach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej
(pozycja II/D/1 wg zalacznika 5).

Zagadnienie zaangazowania biatka FAK w proces adhezji i migracji komorek
z nadekspersja  konstytutywnie aktywnej PKCe (PKCeA/E) do macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz modyfikacja tych proceséw przez egzogenne modulatory
bylo przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej pt. ,,Badanie zalezno$ci miedzy kinaza
biatkowa C epsilon a kinazg ogniskowo-adhezyjng komorek nowotworowych
w procesie adhezji”, ktorej promotorem byta prof. dr hab. Maria Rybczynska. Dla
wykazania potencjalnych oddzialywan wystepujacych pomiedzy obiema kinazami
(PKCeA/E a FAK) badania realizowatam dwuetapowo. W pierwszym, z zastosowaniem
elektroforezy i Western blot z immunoidentyfikacja, szczegétlowo scharakteryzowatam
komorki z nadekspresja konstytutywnie aktywnej PKCe, poprzez oceng ilosci PKCeA/E
i stopnia jej ufosforylowania oraz ocenitam wptyw nadekspresji PKCeA/E na poziom
biatka FAK 1 jego fosforylacjg. W drugim etapie, wykorzystujac metode
koimmunoprecypitacji za pomoca przeciwciala anty-FAK badatam interakcje biatko-
biatko pomiedzy konstytutywnie aktywng PKCeg, a kinazg FAK podczas procesu
przylegania komorek HeLaPKCeA/E (ocenianego w przedziale czasowym 0-45 minut)
in vitro do podtoza zelatynowego nasladujacego macierz ECM. Dodatkowo technika
mikroskopii konfokalnej ocenitam poziom i lokalizacj¢ w komorce Bl integryny oraz
paksyliny, biatek uczestniczacych w tworzeniu ognisk adhezji. Zadania badawcze
przedstawione w pracy doktorskiej byly realizowane w ramach projektu pt. ,,Udziat 1
integryny w procesie adhezji i rozprzestrzeniania komorek HelLa charakteryzujacych sig

nadekspresja konstytutywnie aktywnej kinazy biatkowej C epsilon”, ktérego bylam
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kierownikiem. Badania te byty finansowane przez UMP z funduszu przeznaczonego dla
mlodych naukowcoéw (501-01-3302405-08186). Uzyskane wyniki jednoznacznie
wskazaly, ze zaobserwowany nizszy poziom biatka FAK i zmiany jego fosforylacji
(Tyr-397, Tyr576/577, Ser-722 i Ser-732) oraz nizszy poziom 1 integryny,
obserwowane w komorkach charakteryzujacych si¢ nadekspresja konstytutywnie
aktywnej PKCe, prowadza do obnizonej adhezji i jednocze$nie zwigkszonej
migracyjnosci badanych komorek nowotworowych. Ponadto wykazatam obecnos¢,
powstalego podczas adhezji i rozptaszczania komorek z nadekspresjg konstytutywnie
aktywnej PKCe, kompleksu PKCeA/E - FAK, co wymownie §$wiadczy
0 zaangazowaniu kinazy biatkowej C ¢ w proces adhezji. Uzyskane wyniki maja
znaczenie nie tylko teoretyczne, ale przede wszystkim praktyczne, poniewaz okreslenie
poziomu biatka FAK 1 stopnia jego ufosforylowania w komoérkach nowotworow
ztosliwych moze byé w przysztosci elementem pozwalajagcym na identyfikacj¢ stopnia
zeztosliwienia nowotworu. Ingerencja w ekspresj¢ genu lub fosforylacj¢ biatka FAK
w komérkach nowotworowych moze zmienia¢ ich fenotyp, przez co kinaza ta moze sta¢
si¢ jednym z ogniw w procesach terapeutycznych. Uzyskane wyniki opublikowano
w formie rozprawy doktorskiej oraz zaprezentowano na konferencji migdzynarodowej
4th International Conference "Inhibitors of Protein Kinase" (pozycja 111/B/2
wg zalacznika 5). Dysertacje doktorska obronitam z wyrdznieniem na Wydziale

Farmaceutycznym UMP w roku 2008.

5.2. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk

farmaceutycznych

Badanie aktywnosci biologicznej nowosyntetyzowanych cyklicznych pochodnych
pirazolu

Po uzyskaniu stopnia doktora, réwnolegle podczas prowadzenia badan
przedstawionych w ramach prac ujetych w osiggnigciu naukowym bedacym podstawa
do nadania stopnia doktora habilitowanego, moje zainteresowania koncentrowaty si¢
nadal na poszukiwaniu zwigzkéw pochodzenia zaro6wno syntetycznego, jak
I naturalnego,  ktére = wykazuja  wielokierunkowe  mechanizmy  dzialania,
a w konsekwencji prowadza do inhibicji proliferacji komoérek nowotworowych

I indukcji procesu programowanej $mierci komorki. Dzi§ nowoczesne metody leczenia
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nowotwordw opieraja si¢ na terapii celowanej molekularnie, ktora polega na stosowaniu
leku skierowanego bezposrednio przeciw komoérce nowotworowej z okreslong zmiang
genetyczng. Niezbednym warunkiem powodzenia takiej terapii jest obecny w komorce
nowotworowej cel molekularny, ktorym moze by¢ konkretnie zmieniony gen lub biatko
powstate na matrycy wadliwego genu. W badaniach ukierunkowanych na leczenie
terapig celowang, dla uzyskania maksymalnego efektu terapeutycznego, stosuje si¢
komputerowe modelowanie zwigzkow. Wpisujac si¢ w ten nurt badan, realizowatam
w latach 2010-1012 zadania badawcze prowadzone we wspotpracy z dr. hab. Markiem
Bernardem i dr. Jackiem Kujawskim z Katedry i Zaktadu Chemii Organicznej UMP
oraz z dr Ewg Ignatowicz z Katedry Biochemii Farmaceutycznej UMP. Dotyczyty one
oceny aktywno$ci biologicznej nowosyntetyzowanych cyklicznych pochodnych
pirazolu wobec komorek linii raka okreznicy (HT29). Grupa pirazoli i ich cyklicznych
pochodnych posiada udokumentowang aktywnos¢ przeciwgoraczkowa, przeciwbolowa,
przeciwzapalng, przeciwbakteryjng oraz przeciwgrzybicza. Zwiagzki te dzigki
zdolno$ciom interakcji z czasteczka DNA poprzez proces interkalacji wykazuja
skuteczne dziatanie przeciwnowotworowe manifestujace si¢ zahamowaniem proliferacji
I migracji oraz indukcjg procesu apoptozy. W ramach podjetej wspotpracy badaniom
poddano uzyskane w wyniku modelowania komputerowego dwa nowosyntetyzowane
zwigzki: tospyrquin (5-(p-toluenosulfonylo)-pirazolo-[4,3-f]cholina) oraz tosind (5-
chloro-3-(p-toluenosulfonylo)-indazol). Badania biologicznej aktywnosci zwiazkow
byty finansowane przez UMP z funduszu na prowadzenie badan naukowych przez
mtodych naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich Wydziatu
Farmaceutycznego w ramach projektu pt. ,,Ocena ekspresji genow procesu apoptozy
pod wplywem dziatania cyklicznych pochodnych pirazolu” (502-14-03318432-08186),
ktérego bylam kierownikiem. Moj udzial w projekcie polegal na wykonaniu cze$ci
eksperymentalnej in vitro z wykorzystaniem komorek linii HT29, charakteryzujacych
si¢ mutacjg punktowg (G/A w kodonie 273) w genie TP53, co w konsekwencji
powoduje brak funkcjonalnos$ci biatka p53. Stosujac test MTT wykazatam zalezny od
budowy chemicznej i czasu dziatania efekt cytotoksyczny wobec badanych komorek
nowotworowych. Dla pelnego wyjasnienia molekularnych podstaw obserwowanego
zjawiska przeprowadzitam ocen¢ cyklu komorkowego technika cytometrii
przeplywowej oraz ocenitam poziom markeréw zaangazowanych w proces apoptozy
(Bax, Bcl-2, kaspaza 8, kaspaza 9, PARP-1). Dodatkowo ocenitam morfologi¢ jader

komorek traktowanych badanymi zwigzkami wykorzystujac technike mikroskopii
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fluorescenyjnej.  Uzyskane dane jednoznacznie  wskazaly, Ze pochodng
0 skuteczniejszym potencjale antyproliferacyjnym i proapoptotycznym wzgledem linii
komorkowej HT29 jest zwigzek tosind. Przedstawiony efekt jest najprawdopodobniej
wynikiem wprowadzenia dodatkowego atomu azotu do rdzenia indolowego
| przeksztalcenia czasteczki w indazol, co przeklada si¢ na zdolnos¢ hamowania
proliferacji komoérek nowotworowych. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze
metoda modelowania komputerowego odgrywa istotng rolg¢ w procesie projektowania
nowych zwigzkow o oczekiwanym znaczeniu terapeutycznym. Wyniki zostaty ujete w
publikacji w Journal of Physiology and Pharmacology (pozycja 11/A/2 wg zatacznika 5)
i zaprezentowane na dwoch konferencjach: PTBioch w 2012 r. (pozycja 111/B/6
wg zatacznika 5) oraz V Sympozjum Niemiecko-Polskim w 2009 r. (pozycja 111/B/18
wg zalacznika 5).

Ocena efektu dzialania antracyklin poddanych promieniowaniu w komoérkach
bialaczki limfoblastycznej z nadekspresja genu ABCB1

Kolejne badania, w ktorych uczestniczytam byly realizowane w latach 2014
i 2015, we wspolpracy z prof. dr hab. Anng Jelinskg i dr Katarzyng Dettlaff z Katedry
| Zaktadu Chemii Farmaceutycznej UMP. Dotyczyly one oceny efektu dziatania
antracyklin (doksorubicyny, epirubicyny i daunorubicyny) poddanych promieniowaniu
wigzka elektronow w dawce 10 1 25 kGy (napromienianie elektronowe EBI od ang. E-
beam irradiation) na komorki ostrej biataczki limfoblastycznej linii CCRF-CEM i jej
odmiany linii CCRF-VCRI1000 charakteryzujacej si¢ nadekspresja genu ABCB1
kodujacego biatko ABCBI, ktore odpowiedzialne jest za oporno$¢ wielolekowa
komoérek nowotworowych. M9 udziat w projekcie polegat na zaplanowaniu
I wykonaniu czgsci eksperymentalnej oznaczenia cytotoksyczno$ci napromieniowanych
lekow testem MTT oraz wyznaczeniu warto$ci 1Csq dla kazdego z badanych zwigzkow.
Dodatkowo, aby wykaza¢ réznice w mechanizmie dziatania lekow napromieniowanych
w porownaniu do nienapromieniowanych, przy zastosowaniu techniki elektroforezy
oraz Western blot z immunoidentyfikacja ocenitam poziom biatek regulujacych proces
autofagii, apoptozy oraz cykl komoérkowy. Wykazalam, ze naswietlanie wigzka
elektronéw ma korzystny wptyw na aktywnos$¢ biologiczng antracyklin w komorkach
linii CCRF z opornoscig wielolekowa (CCRF-VCR1000). Sposrod trzech badanych
antybiotykoéw antracyklinowych, najsilniejszy efekt byt widoczny dla doksorubicyny.

Uzyskany rezultat zwigzany jest z wysokg zawarto$cig wolnych rodnikow powstajacych
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w wyniku napromieniowania doksorubicyny. Wyniki wskazuja, ze badany model
eksperymentalny jest obiecujacy i otwiera droge dla nowych koncepcji stosowania
antybiotykow antracyklinowych w leczeniu chorob nowotworowych. Uzyskana wigksza
efektywnos$¢ przy niskim stezeniu leku, budzi nadziej¢ na redukcje ryzyka wystapienia
niepozadanych skutkéw ubocznych dzialania antracyklin, ktére zwykle wystgpuja przy
podawaniu wysokich dawek leku w powszechnie stosowanych algorytmach leczenia.
Badania te byty realizowane w ramach projektu pt. “Ocena efektu dziatania antracyklin
poddanych promieniowaniu w komorkach biataczki limfoblastycznej z nadekspresja
genu ABCBL1” finansowanego z funduszu statutowego Katedry i Zaktadu Chemii
Klinicznej i Diagnostyki Molekularnej UMP (502-01-03318432-02496). Wynikiem
tych badan jest publikacja w Chemico-Biological Interactions opublikowana w roku
2016 (pozycja II/A/6 wg zatacznika 5).

Badanie aktywnos$ci biologicznej zwigzkéw wystepujacych w Drosera spatulata
wobec wybranych linii komérkowych

W ostatnich latach uczestniczytam takze w badaniach dotyczacych oceny
aktywnoS$ci biologicznej nowych zwiazkéw pochodzenia naturalnego. Stosowanie
zwigzkéw pochodzenia naturalnego od wiekow stanowi zasadniczy element sztuki
lekarskiej. Rosliny lecznicze s3 bogatym Zrédlem bioaktywnych zwigzkéw
odgrywajacych wazna role w chemoprewencji 1 leczeniu chordb przewleklych
dotyczacych przewodu pokarmowego, ukladu krazenia, oddechowego, moczowego,
jamy ustnej czy skory, jak i leczeniu choréb o agresywnym przebiegu
m.in. w nowotworach. Nowe, wyizolowane z ro$lin zwigzki, stanowig dla nas
naukowcow zrodto doskonalej materii do obrobki. W tym obszarze moich
zainteresowan ogromng role odegrala juz wsze$niej wspomniana wspolpraca
z prof. dr hab. Jaromirem Budzianowskim i jego zespotem z Katedry i Zaktadu Botaniki
Farmaceutycznej UMP. Tym razem nasze badania koncentrowaly si¢ na ustaleniu
aktywnosci biologicznej dwoch zwigzkow: rossolizydu i kwasu 3-acetyloaleuritolowego
(3-O-AAA), wyizolowanych z rosliny owadozernej - rosiczki tyzeczkowatej (Drosera
spatulata). Rossolizyd jest przedstawicielem naftalenu, niezbadanym do tej pory pod
katem aktywnos$ci biologicznej. Natomiast kwas 3-O-AAA jest pochodng
pentacyklicznych triterpenéw. W przypadku naszych badan fitochemicznych, co nalezy
podkresli¢, kwas 3-O-AAA jest wyodrgbniony, jako nowy dla gatunku Drosera

spatulata, dlatego tez zostal poddany analizie aktywnosci przeciwnowotworowe;.
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Badania biologiczne byly realizowane w ramach projektu pt. ,,Ocena aktywnosci
biologicznej zwigzkdw wystepujacych w Drosera spatulata wobec wybranych linii
komorkowych”, finansowanego z $rodkéw UMP (502-01-03318432-02496), ktorego
bylam gléwnym wykonawcg. Obecnie stosowane metody leczenia chorob
nowotworowych cechuja si¢ matg selektywnos$ciag, co warunkuje ich duzg toksyczno$¢
wobec komorek prawidlowych organizmu. W zwigzku z tym niezmiernie wazne jest
prowadzenie badan w kontek$cie typowania zwigzku o silnym dziataniu
cytotoksycznym i wysokiej wybidrczosci zawsze w modelu komérkowym in vitro
opartym zaro6wno o komodrki nowotworowe, jak 1 prawidlowe. Moja rola
w przedmiotowym projekcie polegata na analizie wlasciwosci cytotoksycznych obu
zwigzkow wiasnie w takim modelu komorkowym, przy wykorzystaniu ludzkich
komorek nowotworowych pochodzacych z okreznicy (linia HT29), szyjki macicy (linia
HeLaWT) i gruczotu piersiowego (linia estrogenozalezna MCF7) oraz komorek
nienowotworowych wyprowadzonych z nablonka gruczotu piersiowego (linia
MCF12A). Badania, ktore realizowatam wykazaty, ze rossolizyd cechuje si¢ efektem
cytotoksycznym wobec komorek linii nienowotworowej (MCF12A) oraz brakiem
wpltywu na przezywalno$¢ nowotworowych komoérek linii HeLaWT, HT29 1 MCF7.
Natomiast drugi z badanych zwigzkow - kwas 3-O-AAA wykazal zalezny od stezenia,
ale nie zalezny od czasu ekspozycji efekt hamowania wzrostu komorek
nowotworowych. Dodatkowo, w celu zdefiniowania mechanizmu dziatania
przeciwnowotworowego tego zwigzku przeprowadziatam ocene cyklu komorkowego
technikg cytometrii przeplywowej, wykonatam test klonogennosci oraz test na migracje
komorek. Ponadto oznaczytam wptyw badanego zwiazku na poziom kluczowych biatek
uczestniczacych w procesie adhezji komorek do macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze kwas 3-O-AAA wybidrczo hamuje proces migracji
komorek nowotworowych poprzez obnizenie poziomu kinazy ogniskowo-adhezyjnej,
paksyliny oraz Bl integryny. Dane te sg korzystne z punktu widzenia wspodtczesnej
onkoterapii nastawionej nie tylko na poszukiwanie lekow skierowanych bezposrednio
przeciw komorkom nowotworowym z okreslong zmiang genetyczng, ale rowniez lekow
uniemozliwiajagcych komorkom nowotworowym rozprzestrzenianie si¢ poza ognisko
pierwotne guza. Uzyskane wyniki przyczyniajg si¢ do rozwoju nowych, bardziej
skutecznych strategii stosowanych w leczeniu nowotworow. Wyniki oddzialywania obu
zwigzkow wyizolowanych z rosiczki tyzeczkowatej byly zaprezentowane na konferencji

BIO Congress, 50 th Meeting of the Polish Biochemical Society we Wroctawiu w roku
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2016 (pozycja 111/B/13 wg zatacznika 5) i zostaly aktualnie wystane do recenzji
w postaci manuskryptu w Pharmocological Reports.

Ocena procesu adhezji w komorkach raka piersi traktowanych syntetycznymi
pochodnymi kwasu oleanolowego

Wigkszo§¢ czasu mojej dzialalno$ci naukowej poswigcitam na zglebianie
wiedzy na temat dwdch niezmiernie istotnych procesow biologicznych, jakim podlegaja
komorki nowotworowe: proces adhezji 1 migracji oraz proces programowanj Smierci
komorki. Zdobyta merytoryczna wiedza oraz umiej¢tnos¢ planowania i prowadzenia
badan w obszarze obu zagadnien zostaly wykorzystane w ramach kolejnej wspotpracy,
ktéra podjetam z dr Natalia Lisiak (z Katedry 1 Zaktadu Chemii Klinicznej
i Diagnostyki Molekularnej). Owocem naszej kooperacji sa trzy pogladowe publikacje
na temat autofagii i jej roli w terapii przeciwnowotworowej opublikowane w Postgpach
Higieny i Medycyny Doswiadczalnej (pozycja II/A/3 wg zatacznika 5) w roku 2014,
w Journal of Physiology and Pharmacology (pozycja II/A/4 wg zalacznika 5)
w roku 2014 oraz w Current Cancer Drug Targets (pozycja 1I/A/10 wg zatacznika 5)
w roku 2018. W ramach tej wspolpracy uczestniczylam takze w badaniach oceniajgcych
wplyw przedstawiciela cyklicznych triterpenéw - kwasu oleanolowego (OA) oraz jego
dwoch nowosynteryzowanych pochodnych: kwasu 3-hydroksyimino-11-oksoolean-12-
en-28-owego  (HIMOXOL) oraz 28—13 laktonu kwasu  12a-bromo-3-
hydroksyiminoolean-28-owego (Br-HIMOLID) na proces adhezji ludzkich komorek
nowotworowych pochodzacych z gruczolu piersiowego (MCF7, MDA-MB-231, T-
47D, MDA-MB-468) oraz nienowotworowych komorek nabtonka gruczotu piersiowego
(MCF12A). Ponadto, we wspotpracy z dr Lisiak, dokonatySmy oceny zaangazowania
obu zwigzkéw w indukcje procesu autofagii w badanych komorkach. Przeprowadzone
badania pokazujg, ze komorki nowotworowe guza traktowane pochodnymi OA,
charakteryzujg si¢ obnizonym potencjalem adhezyjnym, a w konsekwencji tracg
funkcjonalne potaczenia z ECM. Mechanizm przeciwnowotworowego dziatania OA
oraz jego dwoch syntetycznych pochodnych opiera si¢ na hamowaniu ekspresji genow
zaangazowanych w organizacj¢ ognisk adhezji. Uzyskany efekt jest obiecujacym
zjawiskiem, poniewaz wskazuje na nowe mozliwosci W leczeniu nowotworéw piersi
wykazujacych zdolno$¢ do metastazy. Wyniki tych badan opublikowano w dwoch
artykutach: w Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry w roku 2016 (pozycja II/A/7

wg zalgcznika 5) oraz w Chemico-Biological Interactions w roku 2017 (pozycja I1/A/8
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wg zalacznika 5) i zaprezentowano na konferencji miedzynarodowej FEBS EMBO
Conference Paris we Francji w roku 2014 (pozycja 111/B/9 wg zatacznika 5).

Ocena skutecznosci modyfikacji telomerazy w procesie indukcji $mierci i starzenia
komorek raka piersi

Rownolegle zostatam takze wilaczona w realizacje dwoch projektow, ktérych
kierownikiem byt dr hab. Blazej Rubi$ pt. ,,Badanie skutecznosci siRNA w regulacji
ekspresji 1 aktywnos$ci telomerazy zaleznie od wyciszanej podjednostki enzymu
w komorkach raka piersi” oraz ,,Identyfikacja mechanizmu indukcji $mierci i starzenia
komoérek raka piersi w wyniku wyciszenia telomerazy za pomocg systemu
lentiwirusowego”, finansowanych przez MNiSW oraz NCN. Realizowane projekty
obejmowaty wykorzystanie metod molekularnych dla wytypowania optymalnej metody
eliminacji telomerazy celem uzyskania jak najlepszego efektu terapeutycznego.
Uzyskane wyniki opublikowano w nast¢pujacych publikacjach: Molecular Biology
Reports (pozycja IlI/A/1 wg zatacznika 5) i DNA and Cell Biology (pozycja 11/A/5 wg
zalacznika 5) oraz Cellular and Molecular Life Sciences (pozycja I11/A/9 wg zatacznika
5), i zaprezentowano na konferencji migdzynarodowej 2nd Congress of Biochemistry
and Cell Biology, 46th Meeting of the Polish Biochemical Society w Krakowie w roku
2011 (pozycja I1I/B/5 wg w zalacznika 5). Poszerzajac wiedze i nadal skupiajac sie
w zadaniach badawczych nadal nad tematyka znaczenia mechanizmu modulacji
ekspresji 1 aktywnos$ci katalitycznej podjednostki telomerazy (hTERT, ang. human
telomerase reverse transcriptase), zostaltam wlaczona w charakterze glownego
wykonawcy, w aktualnie realizowany w Katedrze projekt pt. ,,Badanie znaczenia
regulacji telomerazy dla opornosci komoérek nowotworowych na leki uszkadzajace
DNA”, finansowany przez NCN (UMO- 2016/21/B/NZ7/01079), ktorego kierownikiem
jest dr hab. Btazej Rubis, prof. UMP. Podejmowanym w ramach projektu zagadnieniem
jest identyfikacja mechanizmu powigzania telomerazy i wrazliwosci komorek
nowotworowych na leki uszkadzajace DNA w odniesieniu do zjawisk migracji, adhezji
1 opornosci wielolekowej zwigzanej z genami i1 biatkami rodziny ABC w modelu
do$wiadczalnym komorek nowotworowych. Nalezy podkresli¢, ze badania te sg wazne,
poniewaz o zalezno$Sci pomigdzy regulacja telomerazy, odpowiedzig na leki
I lekoopornoscia komorek nowotworowych wiadomo bardzo niewiele. Znaczenie
podejmowanych zagadnien zostalo opisane w publikacjach opublikowanych w roku

2017 i 2018 w Molecular Biology Reports (pozycja I1/A/11 wg zatgcznika 5) oraz
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Wydaw. Nauk. Uniw. Med. (pozycja 1I/D/3 wg zalgcznika 5) a dotychczas uzyskane
wramach projektu wyniki zaprezentowano na konferencji mi¢dzynarodowej
3rd Congress of Polish Biosciences BIO2018 w Gdansku w roku 2018 (pozycja I1I/B/14

wg w zalgcznika 5).
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