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

Dziewie¢ prac oryginalnych oraz trzy przeglagdowe zostaty wyszczegdlnione jako wiodgce osiggniecie
naukowe dr Doroty Nowak i wymienione ponizej. Obejmujg one wyniki prac badawczych autorki,
ktdre w streszczeniu objeto wspdlnym tytutem:

,Udziat aktyny i biatek z nig oddziatujgcych w procesie migracji komérek nowotworowych, z
uwzglednieniem wptywu wybranych lekéw na ten proces”.

1. Nowak D., Krawczenko A., Du$ D., Malicka-Btaszkiewicz M.(2002) Actin in human colon
adenocarcinoma cells with different metastatic potential. Acta Biochim. Polon. 4, 823-828. 1,6
IF; 15 pkt

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 80%, pomyst i koncepcja badan, prowadzenie hodowli
komodrkowych, izolacja frakcji cytoplazmatycznych, wykonanie oznaczen aktyny, opracowanie
statystyczne wynikdw, pisanie manuskryptu i jego korekta.

2. Popow A., Nowak D., Malicka-Btaszkiewicz M. (2006) Actin cytoskeleton and beta-actin
expression in correlation with higher invassiveness of selected hepatoma Morris 5123 cells; J.
Physiol. Pharmacol., 57, 111-124. 2,9 IF; 20 pkt

Indywidualny wkfad pracy habilitanta: 50%, pomyst i koncepcja badan, udziat w dyskusji, pisanie
manuskryptu i jego korekta. Sprawowatam opieke naukowg nad pierwszym autorem pracy -
doktorantkg Agnieszkg Popow-Wozniak.

3. Mazur A, Nowak D., Mannherz H.G., Malicka-Btaszkiewicz M.(2009) Methotrexate induces
apoptosis in CaSki and NRK cells and influences organization of their actin cytoskeleton , Eur.J.
Pharmacol., 613, 24-33 2,6 IF; 30 pkt

Indywidualny wkfad pracy habilitanta: 50%, udziat w koncepcji badan oraz dyskusji, czesciowe
wykonanie analiz mikroskopowych podczas mojego pobytu na Uniwersytecie Ruhr w Bochum
(Ryc. 4,6,7), testéow zywotnosci i proliferacji komdrek, opracowanie statystyczne wynikow,
pisanie manuskryptu .

4. Litwin M., Mazur A.J, Nowak D., Mannherz H.G., Malicka-Btaszkiewicz M. (2009) Gelsolin In
human colon adenocarcinoma cells with different metastatic potential. Acta Biochim. Polon,
56(4), 739-743. 1,3 IF; 15 pkt

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 20%, udziat w dyskusji nad wynikami oraz korekta
manuskryptu.

5. Nowak D., Mazur A., Popow-Wozniak A., Radwanska A.,Mannherz H.G., Malicka-Btaszkiewicz
M. (2010) Subcellular distribution and expression of cofilin and ezrin in human colon
adenocarcinoma cell lines with different metastatic potential. Eur J Histochem, 54(2), 59-66 1,9
IF; 15 pkt

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 80%, pomyst i koncepcja badan, prowadzenie hodowli
komérkowych, wykonanie analiz mikroskopowych, analiz metoda Western Blotting oraz
densytometrycznych (Ryc 2-6), opracowanie statystyczne wynikéw, przygotowanie wszystkich
rycin, pisanie manuskryptu i jego korekta.



6. Popow-Wozniak A., Wozniakowska A., Kaczmarek t., Malicka-Btaszkiewicz M., Nowak D. (2011)
Apoptotic effect of imatinib on human colon adenocarcinoma cells: influence on actin
cytoskeleton organization and cells migration. Eur.J. Pharmacol., 667, 66-73 2,5 IF; 30 pkt

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 50%, pomyst i koncepcja badan, udziat w przygotowaniu
rycin, pisanie manuskryptu i jego korekta. Sprawowatam opieke naukowg nad pierwszym
autorem pracy - doktorantkg Agnieszkg Popow-Wozniak oraz oOwczesng magistrantka
Aleksandrg Wozniakowska (Simiczyjew).

7. Litwin M.*, Nowak D.*, Mazur A.J., Baczyniska D., Mannherz H.G., Malicka-Blaszkiewicz M.
(2012) Gelsolin affects the migratory ability of human colon adenocarcinoma and melanoma
cells. Life Sci 90, 851-61. 2,6 IF; 30 pkt *autorzy majg rowne prawa do publikacji

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 50%, udziat w koncepcji badan oraz dyskusji, wykonanie
badan ilosciowych aktyny w komadrkach z wywotang nadekspresjg i wyciszeniem genu dla
zelsoliny, opracowanie statystyczne wynikdw, pisanie manuskryptu oraz udziat jego w korekcie
zgodnie z uwagami recenzentow.

8. Popow-Wozniak A., Mazur A.J., Mannherz H.G., Malicka-Btaszkiewicz M., Nowak D. (2012)
Cofilin overexpression affects actin cytoskeleton organization and migration of human colon
adenocarcinoma cells - Histochem Cell Biol 138, 725-736 2,6 IF; 30 pkt

Indywidualny wkfad pracy habilitanta: 50%, udziat w koncepcji badan, planowaniu
eksperymentdéw oraz dyskusji, wykonanie badan ilosciowych aktyny w komérkach z wywotang
ekspresjg mutantow kofiliny, opracowanie statystyczne wynikdéw, udziat w tworzeniu rycin,
pisanie manuskryptu oraz jego korekta zgodnie z uwagami recenzentéw. Sprawowatam opieke
naukowa nad pierwszym autorem pracy - doktorantkg Agnieszkg Popow-WozZniak.

9. Simiczyjew A., Mazur A.J., Popow-Wozniak A., Malicka-Btaszkiewicz M., Nowak D. (2014)
Effect of cytoplasmic actin isoforms overexpression on actin cytoskeleton organization and
migration of human colon cancer cells . Histochem Cell Biol; DOI: 10.1007/s00418-014-1199-9
2,6 IF; 30 pkt

Indywidualny wkfad pracy habilitanta: 60%, udziat w koncepcji badan (praca stanowi wazny
element rozliczenia projektu KBN, ktdrego bytam kierownikiem, byta ona catkowicie
finansowana z tego projektu), udziat w planowaniu eksperymentéw oraz dyskusji, wykonanie
badan ilo$ciowych aktyny w komadrkach z wywotang nadekspresjg gendw dla izoformy B iy
aktyny, opracowanie statystyczne wynikdéw, udziat w tworzeniu rycin, pisanie manuskryptu
oraz jego korekta zgodnie z uwagami recenzentéw. Sprawowatam opieke naukowg nad
pierwszym autorem pracy — doktorantkg Aleksandrg Simiczyjew.

Sumaryczny Impact factor 20,6; 215 pkt ministerialnych

Prace przeglagdowe (24 punkty ministerialne)

10. Nowak D., Malicka-Btaszkiewicz M. (1999) Izoformy aktyny — zréznicowanie funkcji, zmiany
w stanach patologicznych. Postepy Biochemii 45 (4): 261-269. review 8 pkt

Indywidualny wkfad pracy habilitanta: 80%, zebranie i selekcja pisSmiennictwa, skonstruowanie
rycin, napisanie manuskryptu i jego korekta.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22552326
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22552326

11. Popow-Wozniak A., Nowak D., Malicka-Btaszkiewicz M.(2009) Sposoby migracji komorek
nowotworowych. Postepy Biochemii, 55(2), 113-120. review 8 pkt

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 50%, zebranie i selekcja pismiennictwa, udziat w dyskusji,
napisanie manuskryptu i jego korekta. Sprawowatam opieke naukowa nad pierwszym autorem
pracy - doktorantkg Agnieszka Popow-WoZniak.

12. Simiczyjew A., Malicka-Btaszkiewicz M., Nowak D. (2013), Zréznicowanie funkcjonalne
cytoplazmatycznych izoform aktyny. Postepy Biochemii, 59, 285-294. review 8 pkt

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 50%, zebranie i selekcja piSmiennictwa, skonstruowanie
rycin, napisanie manuskryptu i jego korekta. Sprawowatam opieke naukowa nad pierwszym
autorem pracy — doktorantka Aleksandrg Simiczyjew.

*Publikacje bedace podstawg postepowania habilitacyjnego sg w tekscie cytowane
pogrubionym drukiem, pozostate publikacje z udziatem habilitantki sg cytowane przy
uzyciu kursywy.

4.1. Opis merytoryczny osiggniecia naukowego przedstawionego do oceny
4.1.1. Istniejacy stan wiedzy w zakresie tematu badan
Migracja komdrkowa jest niezmiernie waznym aspektem prawidtowego funkcjonowania kazdego
organizmu. Jest podstawg takich procesdw jak gojenie ran, réznicowanie komérek czy rozwdj organizmu, a
poznanie jej molekularnych podstaw stanowi waing cze$¢ badan biologii nowotwordw i procesu ich
rozprzestrzeniania [Lambrechts ,2004; Mannherz, 2007, Gritsenko, 2012)].
Tworzenie przerzutéw nowotworowych jest jedng z najtrudniejszych barier w skutecznosci leczenia
nowotworéw. Jest to ztozony, wieloetapowy proces, na ktdry sktada sie szereg potaczonych i
nastepujgcych po sobie etapdw [Kassis i inni, 2001]. Przed utworzeniem odlegtego przerzutu komadrka lub
grupa komérek musi oderwac sie od guza pierwotnego, dokonac ,inwazji” sgsiedniej tkanki, dostac sie do
uktadu krazenia, a nastepnie musi by¢ zdolna do skutecznego ,zagniezdzenia” sie i proliferacji w nowym
miejscu [Wyckhoff, 2000]. Z tego wtasnie powodu pojecie inwazyjnosci nowotwordw nierozerwalnie wigze
sie ze zwiekszonymi zdolnosciami migracyjnymi komadrek nowotworowych.
Badania ostatnich lat, dzieki wykorzystaniu nowoczesnych technik, pozwalajg na $ledzenie migracji
komaérek nowotworowych w przestrzeni dwu- i tréjwymiarowej zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo.
Analiza tych wynikéw dostarcza cennych informacji dotyczacych mechanizmu poruszania sie komorek i
wykazata, ze istniejg dwa gtéwne typy ruchu komorek nowotworowych - ameboidalny i mezenchymalny,
pomiedzy ktérymi istniejg formy posrednie komdrek [Sahai E, 2003; Mannherz, 2007; Popow-Wozniak,
2009; Friedl, 2010; Sanz-Moreno,2010].
Komadrki przemieszczajgce sie ruchem ameboidalnym charakteryzujg sie zaokraglonym ksztattem

komoérek, brakiem lamellipodiéw oraz wystepowaniem raczej niewielkich pseudopodiéw o charakterze



pecherzykowatym. Kaskady przekazywania sygnatéw w trakcie tego procesu zalezne sg od kinaz Rho i
ROCK, a sama migracja nie zalezy od wydzielenia enzyméw proteolitycznych [Sanz-Moreno, 2008]. Ruch
mezenchymalny natomiast, odznacza sie wydtuzonym, ptaskim ksztattem komérek, istnieniem wypustek o
charakterze lamellipodiéw, tworzeniem miejsc adhezji w postaci ptytki kontaktowej, retrakcjg dystalnej
czesci komorki oraz wydzielaniem proteaz [Friedl, 2009]. Ten rodzaj ruchu komoérki jest kontrolowany
gtownie przez kinaze Cdc42, ktdéra koordynuje polimeryzacje aktyny we frontalnej czesci komorki,
zapewniajgc regularne utozenie mikrofilamentdéw i ich interakcje z mikrotubulami [Sahai, 2003; Sahai,
2005; Lammermann, 2009; Popow-Wozniak, 2009; Sanz-Moreno, 2010].

Bez wzgledu na rodzaj migracji komdrkowej, fundamentalng role w tym procesie odgrywaja

mikrofilamenty aktynowe, ktdrych rearanzacja odpowiada m.in. za zmiany ksztattu komdérek oraz
tworzenie wypustek niezbednych w trakcie ruchu. U podstaw zmian architektury filamentéw aktynowych
lezg biatka oddziatujgce z aktyna, jak np. kofilina, zelsolina czy kompleks biatek Arp2/3, regulujgce proces
polimeryzacji aktyny w sposdb niezwykle dynamiczny [Sheterline, 1995; Dos Remedios,2003].
Cytoszkielet aktynowy komédrek niemiesniowych zbudowany jest z dwdch cytoplazmatycznych izoform
aktyny B i vy, réznigcych sie jedynie czterema aminokwasami o podobnym charakterze w obrebie N-
konca, a co za tym idzie punktem izoelektrycznym [Vandekerckhove, 1987; Nowak, 1999].
Zrdéznicowanie funkcji izoaktyn cytoplazmatycznych, podobnie jak ich subkomdrkowe rozmieszczenie
pozostajg ciaggle w sferze badan. Uzyskane poczgtkowo wyniki wskazywaty na podbtonowg lokalizacje
aktyny B oraz jej udziat w aktywnym ruchu komarki — tworzeniu lamelli i pseudopodiéw oraz gojeniu ran,
natomiast izoformie y przypisywano funkcje strukturalng - udziat w tworzeniu wtdkien naprezeniowych
oraz role w procesie réznicowania [Khatilina,2001,2007; Savage, 2002; Rommeleare, 2004, Ruan, 2007].
W latach pdZniejszych zostaty opublikowane jednak przeciwstawne dane [Dos Remedios, 2003; Dugina;,
2009].

Wiele dowodoéw wskazuje na to, ze izoformy B i y aktyny zajmuja odrebne regiony cytoplazmy
[Rubenstein, 1990; Bulinski, 2006], co przemawia za petnieniem przez nie réznych funkcji [Rubenstein,
1990; Watanabe, 1998; Bulinski, 2006]. Badania ostatnich lat pokazaty, ze potranslacyjna arginylacja N-
konca jedynie izoaktyny B ma istotne znaczenie nie tylko dla dla subkomdrkowej lokalizacji tego biatka,
lecz réwniez dla tworzenia wypustek w migrujacej komérce [Karakozova, 2006].

Sporadycznie pojawiajg sie informacje wskazujgce na to, ze u podstaw rearanzacji filamentéw
aktynowych w komdédrkach nowotworowych lezg zmiany w ekspresji poszczegdlnych izoform aktyny
[Leavitt, 1980; Le, 1998; Sahai, 2005]. Stwierdzono, ze wzrost ekspresji gendw aktyn cytoplazmatycznych
towarzyszy indukowanym chemicznie nowotworom skoéry, watroby, weztdw chtonnych oraz nerek, jak
rowniez ludzkim nowotworom piersi i skéry [podsumowanie efektéw tych dziatan zebrano w pracy

przegladowej Nowak, 1999]. Trwa poszukiwanie zwigzku tych zmian z inwazyjnoscia komodrek



nowotworowych. Uzyskiwane dane sg czesto niejednoznaczne. Istniejg doniesienia, ze limfocyty T
syntetyzujg aktyne B w znacznym nadmiarze w stosunku do aktyny y, podczas gdy ich biataczkowe
odpowiedniki zawierajg obydwie formy w rownych proporcjach [Rubenstein, 1990]. Dla kontrastu,
komorki biataczki mieloblastycznej M1 zawierajg przede wszystkim izoforme B i dopiero po indukcji
procesOw réznicowania tych komodrek stwierdza sie wzrost zawartosci catkowitej aktyny i wzmozong

synteze aktyny y [Nagata, 1984].

4.1.2. Zmiany jakosciowe i ilosciowe aktyny w aspekcie inwazyjnosci komdrek
nowotworowych

Majgc na wzgledzie moje wczesniejsze doswiadczenia (opisane w punkcie 5.1.) dotyczgce badan
nad aktyng, zainteresowatam sie udziatem tego biatka w procesie migracji komdrek nowotworowych, ze
szczegélnym uwzglednieniem inwazji tych komérek w odlegte rejony, co ma miejsce w czasie
przerzutowania nowotwordéw. Moim celem, poprzedzajgcym wykonanie doswiadczen, byt wybér modeli
eksperymentalnych. Badania potoczyty sie dwoma drogami.

Pierwszym modelem zastosowanym w badaniach byty komérki ludzkiego raka jelita grubego.
Podjetam wodwczas wspodtprace z zespotem Prof. Danuty Dus z Instytutu immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN, dzieki ktérej udostepniono mi cztery warianty linii ludzkiego raka jelita grubego
selekcjonowane pod wzgledem ich zdolnosci migracyjnych i inwazyjnych. Punktem wyjscia do selekgji
komoérek przeprowadzonej przez Opolskiego [Opolski, 1998 ] i Kiede [Kieda, 2002] byta linia LS180. Z niej,
w warunkach in vitro z zastosowaniem kamer Boydena i filtrow pokrytych Marigelem (substancja
imitujgca macierz zewnatrzkomérkowa, ang. extracellular matrix — ECM) wyizolowano sublinie EB3,
odznaczajaca sie wiekszymi zdolnosciami migracyjnymi. Nastepnie komérki EB3 byty selekcjonowane in
vivo w organizmach myszy bezgrasiczych poprzez podawanie komdérek dwoma drogami, co poskutkowato
uzyskaniem dwu kolejnych wariantéw komérkowych — sublinii 3LNLN, przerzutujgcej do weztéw
chtonnych oraz 5W, dajacej dalsze przerzuty do watroby myszy. Tak uzyskane cztery warianty
komérkowe byty przeze mnie uzywane przez szereg lat, a wyniki badan opublikowane zostaty w pracach
1 oraz 4-8 z listy, bedacej podstawg postepowania habilitacyjnego. W pierwszym podejsciu interesowato
mnie ustalenie, czy istnieje zwigzek pomiedzy zdolnosciami inwazyjnymi komdrek nowotworowych a
organizacjg cytoszkieletu aktynowego i poziomem aktyny. W badaniach ilosciowych poziom aktyny oraz
stopien jej spolimeryzowania oceniatam poprzez oznaczanie tego biatka jako inhibitora DNazy | we
frakcjach cytoplazmatycznych izolowanych z badanych komérek. Podstawy teoretyczne takich oznaczen
opisatam w czesci 5.1..

Ustalitam, ze w wariantach komérkowych, odznaczajgcych sie wiekszymi zdolnosciami inwazyjnymi w

poréwnaniu do linii rodzicielskiej LS180, obserwuje sie istotny statystycznie, obnizony poziom aktyny



monomerycznej oraz podwyziszony stan spolimeryzowania aktyny (mierzony stosunkiem aktyny
filamentarnej do monomerycznej, F:G) [Nowak, 2002]. Badania te utwierdzity mnie w przekonaniu, ze
istnieje zalezno$¢ pomiedzy inwazyjnoscia komdérek nowotworowych a poziomem spolimeryzowania
aktyny w komoérce. Stad w dalszym etapie badan (wspdlnie z mojg magistrantkg — Anetg Skwarek-
Maruszewska) skupitam sie nad poréwnaniem wyselekcjonowanych wariantéw komérkowych ludzkiego
raka jelita grubego pod wzgledem organizacji cytoszkieletu aktynowego [Nowak, 2005]. Do realizacji
postawionego celu zastosowatam rézne techniki mikroskopowe. Morfologie komérek obserwowatam za
pomocg kontrastowo-fazowego mikroskopu sSwietlnego, za$ organizacje struktur aktynowych
analizowatam z uzyciem skaningowego fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego Olympus IX-70
FluoView500. Prowadzac badania mikroskopowe, zwrécitam szczegdlng uwage na organizacje i poziom
cytoplazmatycznej aktyny B, ktdrej przypisywano woéwczas preferencyjny udziat w procesie migracji.
Analizy w mikroskopie fluorescencyjnym prowadzitam, stosujgc fluorescencyjny znacznik filamentéw
aktynowych falloidyna-TRITC (ang. Tetramethylrhodamine-5-isothiocyanate) oraz monoklonalne
przeciwciata potgczone z fluorochromem FITC (ang . Fluorescein Isothiocyanate ) w przypadku aktyny B.
Wymienione przeciwciata postuzyty mi réwniez do badan ilosciowych poprzez immunodetekcje
wymienionej izoaktyny metodg Western Blotting i analize densytometryczng blotéw z zastosowaniem
systemu Gel Doc (BioRad). Prowadzone doswiadczenia pokazaly, ze wyselekcjonowane warianty
komérkowe raka jelita grubego cechuje podwyzszona ilo$¢ aktyny B w poréwnaniu do linii wyjsciowej
LS180. Rdznig sie one ponadto morfologig i organizacja B aktyny. W przypadku wrzecionowatych
komorek (wyjsciowych LS180 i 3LNLN — dajacych blizsze przerzuty) izoforma ta jest rozproszona w ciele
komorki, koncentruje sie w obrebie pseudopodium i krawedzi wiodgcej komérki. W przypadku komérek
o zaokrgglonym ksztatcie (EB3 —selekcjonowane in vitro i 5W — dajace dalsze przerzuty) B aktyna tworzy
wyrazny pierscien zlokalizowany podbtonowo [Nowak, 2005].

Celem potwierdzenia uzyskanych obserwacji analogiczne badania przeprowadzitam na drugim
modelu doswiadczalnym. Wybratam do nich ,wtasny” model komdérek nowotworowych hepatoma
Morris 5123 opisany w publikacji Otrocka i wsp, 1999 (opisane w czesci 5.2.). Stosujac techniki oparte na
migracji komarek przez bariery - filtr typu Transwell (@ 8 um) oraz Matrigel imitujgcy ECM, opracowatam
(wspdlnie z mojg wspdtpracownicy, doktorantkg mgr Agnieszkg Popow-WozZniak) metode
frakcjonowania komdrek hepatoma Morris 5123. Poprzez trzykrotng selekcje udato nam sie wyodrebnié
subpopulacje komaérek znaczgco (5-krotnie) réznigcych sie zdolnoscig do migracji w stosunku do komarek
wyjsciowych. Podobnie jak poprzednio, warianty szybciej migrujace odznaczaty sie zaokragglong
morfologia i istotnie podwyzszonym poziomem izoformy B, w stosunku do komérek wyjsciowych o
ksztattach wrzecionowatych [Popow, 2006], co potwierdzito teze o aktywnym udziale tej izoformy w

ruchu komorki.
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e Reasumujgc, omawiane powyzej badania pokazujg, ze witasnosci inwazyjne komdrek
nowotworowych sg skorelowane z podwyzszonym stanem spolimeryzowania aktyny w komérce i

poziomem izoformy B.

4.1.3. Udziat cytoplazmatycznych izoform aktyny w procesie migracji komérek nowotworowych

Moje zainteresowania zréznicowaniem funkcjonalnym cytoplazmatycznych aktyn towarzyszyty mi w
badaniach w nastepnych latach. Ze wzgledu na pojawienie sie komercyjnych przeciwciat monoklonalnych
rozpoznajacych aktyne y (dotychczas dostepne byly jedynie przeciwciata na izoaktyne B), w literaturze nieco
wiecej uwagi poswiecono tej wtasnie aktynie. Jak dotad nie wyjasniona zostata jednak zaleznos¢ pomiedzy
poziomem ekspresji B i y aktyny, a potencjatem inwazyjnym komodrek nowotworowych, w ktérych te
izoformy wystepujg. Odnotowano rézne ich poziomy w odmiennych typach nowotwordéw [zebrane w pracy
Nowak, 1999]. Ponadto istniejg doniesienia, iz zawartos¢ B aktyny jest wyzsza w komérkach o wiekszych
zdolnosciach inwazyjnych w poréwnaniu do komérek mniej inwazyjnych [Le, 1998; Nowak, 2005; Popow,
2006]. Watpliwosci te usitowano rozwiaé poprzez pojedyncze préby wywotanie nadekspresji lub wyciszania
gendw obydwu izoaktyn [Schevzov, 1995; Brault, 1999; Peckham, 2001; Dugina,2009; Shum, 2011].
Eksperymenty te nie przyniosty odpowiedzi na pytanie zwigzane z funkcjonalnym zrdéznicowaniem
cytoplazmatycznych izoform aktyny. Wigzato sie to z faktem, iz przeprowadzone badania dotyczg bardzo
podobnych strukturalnie i funkcjonalnie biatek, o podstawowym dla komadrki znaczeniu. Ponadto opieraty sie
zazwyczaj na obserwacjach efektu zmian ekspresji genu tylko jednej z izoform, co sprawia, ze poréwnanie
wynikow poszczegdlnych badan ze sobg staje sie niemozliwe. Wyjgtek stanowity eksperymenty prowadzone
przez zespoty Duginy i wsp. [Dugina, 2009] i Schevzov i wsp. [Schevzov, 1995]. Opisujg one odpowiednio
wyciszanie i nadekspresje gendw obu izoform na tym samym modelu komdérkowym. Jednak operacje te byty
prowadzone na komdrkach prawidtowych, co nadal wyklucza wnioskowanie o funkcjonowaniu B i y aktyny
w procesie migracji komoérek nowotworowych, a tym samym w rozprzestrzenianiu nowotworéw. W zwigzku
z tym zdecydowatam sie na wywotanie nadekspresji gendw izoform B i y aktyny w komérkach nowotworu
jelita grubego réznigcych sie typem ruchu. Do badan realizowanych z doktorantkg mgr Aleksandrg
Simiczyjew zastosowaty$my dwie linie inwazyjnego ludzkiego raka jelita grubego: BE oraz LS174T. Komoérki
te zostaty przetestowane w aspekcie ich zdolnosci migracyjnych przez Sahai i Marshalla [Sahai, 2003]. Z
badan tych wiadomo, ze komérki linii LS174T odznaczajg sie morfologicznie zaokraglong formg oraz
ameboidalnym typem ruchu, zas komérki linii BE cechuje wydtuzony ksztatt i mezenchymalny typ migracji.
Podjete przeze mnie zagadnienie byto realizowane w ramach projektu badawczego finansowanego przez
MNiSW (nr NN303337535), ktorego bytam kierownikiem. W pierwszej kolejnosci, stosujgc metody biologii
molekularnej, stworzytysmy konstrukty, w ktérych fragmenty cDNA dla B lub y aktyny potaczone z cDNA dla
zielonego fluorescencyjnego biatka (pAcGFP, gen wyizolowany z organizmu Aequorea coerulescens)

wbudowano w plazmid, co pozwala na ekspresje w komdrkach eukariotycznych konstruktéow f lub y-aktyna-
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AcGFP-C1. UzytySmy AcGFP zamiast EGFP, poniewaz biatko to wystepuje zawsze w postaci monomerdéw i w
odrdznieniu od EGFP nie tworzy agregatéw [Gurskaya, 2003]. Nastepnie udato nam sie uzyskaé warianty
komodrek BE i LS174T z podwyzszonym poziomem B lub y aktyny. Wyniki doswiadczen prowadzonych na
komodrkach BE zostaty zawarte w publikacji Simiczyjew i wspotpracownikéw [Simiczyjew, 2014].
Eksperymenty dotyczace komédrek LS174T sg wtasnie finalizowane. Do wytworzenia populacji komoérek
cechujgcych sie nadekspresjg gendw obydwu aktyn przeprowadzitysmy stabilne i przejsciowe transfekcje
komodrek BE. W uzyskanych wariantach komérkowych izoformy aktyny byly potaczone poprzez N-koniec
taicucha polipeptydowego z fluorescencyjnym zielonym biatkiem. Z literatury wiadomo, ze zablokowanie C-
konca izoaktyn jest powodem zaburzen w polimeryzacji aktyny [Brault,1999; Rommeleare,2004]. Poziom
nadekspresji gendw obydwu aktyn byt monitorowany na poziomie RNA poprzez zastosowanie metody PCR
W czasie rzeczywistym oraz na poziomie biatka — technikg Western Blotting, stosujgc odpowiednie
przeciwciata. Uzyskane wyniki na kazdym etapie porownywatam do uzyskanych dla komodrek
transfekowanych plazmidem zawierajgcym jedynie cDNA dla AcGFP. Badania dotyczace funkcjonalnego
zréznicowania obydwu cytoplazmatycznych aktyn oraz ich udziatu w migracji komdrek nowotworowych byty
prowadzone na kilku ptaszczyznach. Po pierwsze — interesujgcym byto ustalenie, czy podwyzszenie poziomu
B lub y aktyny skutkuje zmiang stopnia spolimeryzowania aktyny w wariantach komérek BE oraz czy istniejg
roznice w subkomaérkowej lokalizacji tych aktyn. Po drugie — nalezato sprawdzic, czy przeprowadzone zabiegi
molekularne majg wptyw na zdolnosci migracyjne, inwazyjne oraz predkos¢ migracji komorek raka jelita
grubego. Migracje komdrek badatam z zastosowaniem filtrow typu Transwell o $rednicy 8 um, za$ w
przypadku inwazji komorki wedrowaty dodatkowo przez bariere Matrigelu. Predkos¢ migracji byta mierzona
w Laboratorium Prof. Wegrowskiego z Uniwersytetu w Reims (Francja) z zastosowaniem mikroskopu
odwréconego (Axiovert 200 M; Zeiss) wyposazonego w kasete do obserwacji przyzyciowych i
oprogramowanie (Metamorph) niezbedne do wyliczania predkosci migracji.

Analiza uzyskanych wariantow komérkowych doprowadzita do nastepujgcych wnioskdéw:

e podwyzszenie ilosci mRNA zaréwno B jak i y aktyny skutkuje nieznacznym wzrostem stopnia

spolimeryzowania aktyny w cytoplazmie komérek BE, szczegdlnie w przypadku izoformy y;

e egzogenna aktyna (B i y) skoniugowana z AcGFP kolokalizuje z aktyng endogenng, skupiajgc sie

gtéwnie w regionie podbtonowym. W komdrkach z wywotang nadekspresja gendw obydwu aktyn

obserwuje sie wzmozong zdolnos¢ komodrek do tworzenia wypustek i struktur o charakterze

pseudopodidw;

e warianty komérek z wywotang nadekspresjg gendw izoform B i y cechujg podwyzszone zdolnosci

migracyjne i inwazyjne oraz wieksza predkos¢ migracji, zwtaszcza w przypadku aktyny y.

Aktualne podsumowanie pogladéw na temat zréznicowania funkcjonalnego aktyn cytoplazmatycznych

zostato zawarte w pracy przeglagdowej Simiczyjew i wspdtpracownikdw [Simiczyjew, 2013].
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4.1.4. Rola wybranych biatek regulujacych polimeryzacje aktyny w procesie migracji komadrek
nowotworowych
U podstaw zmian architektury cytoszkieletu aktynowego oraz kontroli rwnowagi pomiedzy pulag

aktyny monomeryczneji filamentarnej, lezg biatka wigzace sie z aktyna (ang. Actin Binding Proteins,

ABPs) . Biatka te decydujg o dynamice polimeryzacji aktyny poprzez:

- udostepnianie jejf monomerdw z komplekséw - aktyna/profilina, aktyna/ -tymozyna B,

- nakrywanie ("czapeczkowanie") filametéw - zelsolina,

- nukleacje filamentéw i tworzenie ich rozgatezien - kompleks Arp2/3,

- tworzenie nowych miejsc polimeryzacji i regulacje ,,obrotu” monomerami aktyny - rodzina biatek

ADF/kofilina,

- tworzenie wigzek filamentdw -fascyna, fimbryna, aktynina,

- stabilizacje sieci aktynowych - filamina,

- tworzenie kabli filamentdw aktyny - forminy [Dos Remedios, 2003; Chhabra, 2008].

Z duzej puli tych biatek, odznaczajgcych sie rding specyficznoscia oddziatywania z aktyng,
wybratam kilka najbardziej mnie interesujgcych, takich jak ezryna, kofilina i zelsolina. Badatam ich udziat
w organizacji cytoszkieletu aktynowego komdrek nowotworowych i zwigzek z ich inwazyjnoscia.

Pierwszym biatkiem byta ezryna, nalezgca wraz z radyksyng i moezyng do rodziny biatek ERM,
zaangazowanych w organizacje cytoszkieletu aktynowego w regionie podbtonowym, okreslonych
mianem ,tgcznikdéw” pomiedzy btong cytoplazmatyczng a filamentami aktynowymi. Biatko to uczestniczy
w tworzeniu wypustek komadrkowych takich jak filopodia i mikrowilli - niezbednych w procesach adhezji i
migracji. Istniejg dane literaturowe wskazujace ezryne jako marker inwazyjnosci niektérych nowotworéw
[Mannherz, 2007; Dugina, 2009].

Drugim, interesujgcym mnie, przedstawicielem ABPs jest kofilina, oddziatujgca zaréwno z
monomeryczng, jak i filamentarng aktyng. Biatko to jest m.in. odpowiedzialne za dynamike polimeryzacji
filamentéw, zwtaszcza w obszarze podbtonowym - najbardziej zaangazowanym w ruch komorki.
Aktywnos$¢ biologiczna kofiliny jest regulowana przez odwracalng fosforylacje seryny-3 w taricuchu
polipeptydowym, przy czym ufosforylowana forma nie wykazuje powinowactwa do aktyny [Mizuno,
1994; Okano, 1995].

W doswiadczeniach dotyczacych biatek regulujgcych polimeryzacje aktyny stosowatam zazwyczaj opisany
powyzej model czterech wariantow ludzkiego raka jelita grubego poréwnywanych do prawidtowych
komoérek fibroblastycznych. Prace te byty prowadzone we wspodtpracy z Prof. Hansem G. Mannherzem z
Zaktadu Anatomii i Embriologii Uniwersytetu Ruhr-Bochum (Niemcy), stagd moje wizyty w Bochum w tym
okresie. Poczatkowo ustalitam, postugujgc sie ilosciowg densytometrig blotow oraz mikroskopig

konfokalng, ze w wyselekcjonowanych komérkach o podwyzszonych zdolnosciach inwazyjnych (EB3,
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3LNLN, 5W) ezryna ulega translokacji w kierunku btony cytoplazmatycznej, co potwierdza role tego biatka
w inwazyjnosci nowotworéw. Ponadto w obszarach podbtonowych komdérek nowotworowych raka jelita
grubego gromadzi sie kofilina. Jej poziom jest znaczgco wyzszy w porédwnaniu do komérek prawidtowych,
przy czym biatko to wystepuje gtownie w nieufosforylowanej, aktywnej postaci, regulujgc tym samym
dynamike polimeryzacji aktyny w badanych komérkach nowotworowych. [Nowak, 2010].

Wstepne wyniki zawarte w publikacji [Nowak, 2010] skupity uwage na roli kofiliny w organizacji
cytoszkieletu aktynowego komorek nowotworowych. Moim dalszym celem byto poszukiwanie korelacji
pomiedzy aktywnoscig biologiczng kofiliny a zdolno$ciami migracyjnymi komaérek. Dlatego tez, postugujac
sie metodami biologii molekularnej, stworzytySmy (wspdlnie z doktorantkg mgr Agnieszkg Popow-
Wozniak) warianty komoérkowe ludzkiego raka jelita grubego LS180 z nadekspresjg genu kofiliny. Aby
ustali¢, w jaki sposdb regulacja aktywnosci biologicznej tego biatka poprzez fosforylacje ma wptyw na
komorki, uzytySmy trzech rdinych konstruktéw uzyczonych przez prof. Mannherza. Poczgtkowo
przeprowadzitysmy transfekcje komérek LS180, przy uzyciu wektora plazmidowego zawierajgcego
cDNA kofiliny typu dzikiego skoniugowanej z EGFP (pEGFP-C1-hu-wt-cofilin). Zabieg ten wywotat w
komodrkach produkcje biatka fuzyjnego EGFP-kofilina i wzrost komérkowego poziomu kofiliny. Aby
odpowiedzie¢ na pytanie, czy efekty te zalezg nie tylko od poziomu, ale i od aktywnosci kofiliny
przeprowadzitysmy modyfikacje powyzej opisanego doswiadczenia. Komérki LS180 poddatysmy
zatem transfekcjom przy uzyciu wektora plazmidowego pEGFP-C2-hu-S3A-kofilina lub pEGFP-C2-hu-
S3D-kofilina. Wektory te zawieraty zmodyfikowane sekwencje kodujgce seryne w pozycji 3 taicucha
polipeptydowego kofiliny, kluczowg w procesie fosforylacji tego biatka. Kodon dla seryny w wektorze
plazmidowym pEGFP-C2-hu-S3A-kofilina zostat zastgpiony kodonem dla alaniny. Ta ukierunkowana
mutacja zablokowata mozliwos¢ regulacji aktywnosci kofiliny przez fosforylacje tej pozycji, czego
skutkiem byta synteza przez komorki kofiliny konstytutywnie aktywnej. Natomiast w wektorze
plazmidowym pEGFP-C1-hu-S3D-kofilina, kodon dla seryny zostat zastgpiony kodonem dla kwasu
asparaginowego. Ta ukierunkowana mutacja spowodowata synteze kofiliny konstytutywnie
nieaktywnej. W uzyskanych przez nas wariantach komdrek LS180 zaobserwowatysmy zmiany
morfologiczne, tendencje do tworzenia wypustek o charakterze lamellipodidw i pseudopodiéw oraz
zmniejszenie zdolnosci komdrek do wzrostu w skupiskach. W przypadku wariantéw syntetyzujgcych
kofiline typu dzikiego oraz konstytutywnie aktywng komaérki odznaczaty sie duzym rozptaszczeniem i
kolokalizacjg kofiliny z aktyng filamentarng w regionie podtonowym. W komodrkach LS180
ekspresjonujacych cDNA kofiliny konstytutywnie nieaktywnej komdrki wykazywaty wrzecionowaty
ksztatt, mniejszg powierzchnie, z kofiling rozproszona w catym ciele komdrki. Opisanym powyzej

zmianom w subkomodrkowej lokalizacji kofiliny towarzyszyty réznice w ilosci aktyny we frakcjach
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cytoplazmatycznych badanych komoérek. Gtéwna naszg obserwacjg byto nagromadzenie aktyny w
formie spolimeryzowanej w cytoplazmie komérek LS180 syntetyzujacych kofiline konstytutywnie
nieaktywna. Brak takiego efektu w pozostatych dwéch wariantach byt prawdopodobnie zwigzany z
peryferyjng lokalizacjg kofilny i jej aktywnoscig w stosunku do aktyny w tym, najbardziej dynamicznie
uczestniczagcym w ruchu, regionie komoérki. Stad kolejnym naszym krokiem byto poréwnywanie
wptywu nadekspresji genu kofiliny na zdolnos$ci migracyjne komorek LS180. Stwierdzitysmy znaczacy
(4-krotny) wzrost migracji w przypadku komorek z podwyzszonym poziomem kofiliny typu dzikego i
prawie catkowitg inhibicje zdolnosci migracyjnych komérek w przypadku komérek produkujgcych
kofiline konstytutywnie nieaktywng [Popow-Wozniak, 2012].

e Podsumowujac, nasze badania dotyczace kofiliny pokazaty, ze biatko to jest istotnym czynnikiem
regulujgcym dynamike cytoszkieletu aktynowego niezbedng w procesie migracji komdrek
nowotworowych. Wskazujg one, ze ,status” ufosforylowania kofiliny jest bardzo znaczacym
parametrem w tym procesie determinujgcym stan spolimeryzowania aktyny w komorce.

Kolejnym biatkiem z grupy ABPs, ktdre skupito mojg uwage, byta zelsolina, wykazujgca w stosunku do
aktyny zarédwno aktywno$¢ ,czapeczkujacg”, jak i rozrywajacg filamenty aktynowe. Wstepne
eksperymenty przeprowadzitySmy na opisywanym juz modelu czterech sublinii ludzkiego raka jelita
grubego, analizujac zwigzek pomiedzy poziomem i subkomodrkowgq lokalizacjg zelsoliny a inwazyjnoscig
komdrek nowotworowych. Stosujgc techniki immunocytochemiczne, ustalitysmy, ze w komodrkach
sublinii 5W o najwiekszym potencjale metastatycznym (dajgcej najdalsze przerzuty) zauwaza sie wyrazna,
podbtonowg koncentracje tego biatka [Litwin, 2009]. Wyniki te zainspirowaty nas do bardziej
zaawansowanych badan, zmierzajacych do ustalenia roli zelsoliny w procesie migracji poprzez zmiane
ekspresji jej genu (wyciszenie i nadekspresje). W pierwszym etapie badan dokonatySmy wyboru modeli
komdrkowych. Metodg PCR w czasie rzeczywistym sprawdzitySmy ekspresje genu zelsoliny w szeregu linii
komérek nowotworowych. Do doswiadczen majacych na celu wyciszenie genu wybraty$my linie
czerniaka A375 o najwyzszym poziomie ekspresji, zas do wywotania nadekspresji — uzywang wczesniej,
linie raka jelita grubego LS180 cechujacg sie najnizszym poziomem ekspres;ji.

Poziom zelsoliny w komdrkach A375 obnizatySmy za pomoca siRNA, uzyskujac poziom wyciszenia w
granicach od 67 do 88%. Eksperymenty te pokazaty, ze wraz z obnizeniem ekspresji genu zelsoliny
wzrasta ilos¢ aktyny filamentarnej i ulegajg redukcji zdolnosci migracyjne bardzo inwazyjnych komdrek
czerniaka A375.

Z kolei stabilna nadekspresjg genu zelsoliny w komdrkach LS180 spowodowata obnizenie poziomu aktyny
filamentarnej i stopnia spolimeryzowania aktyny (mierzonego stosunkiem F:G). ZaobserwowatySmy
wyrazng kolokalizacje zelsoliny z filamentami aktyny w czesci podbtonowej komérki oraz wzrost ilosci

punktéw adhezyjnych bogatych w winkuline (ang. vinculin spots). Wywotana nadekspresja genu zelsoliny
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powodowata ponadto wzrost zdolnosci migracyjnych komodrek, prawdopodobnie poprzez tworzenie
podosomdw [Litwin, 2012]. Sg to struktury, uczestniczace w procesie adhezji i migracji, wykrywane
poprzez kolokalizacje filamentarnej aktyny, winkuliny i zelsoliny [Albiges-Rizo, 2009].
e  Podsumowujac, nasze badania pokazaty, ze aktywnos$é depolimeryzujgca zelsoliny regulowana na
poziomie ekspresji genu jest wazinym elementem w procesie migracji komdérek nowotworowych.
Ponadto wzrost poziomu tego biatka stymuluje tworzenie pseudopodidow — struktur uczestniczacych w
inwazji nowotwordéw.
Badania prezentowane w czesci 4.4. zwracajg uwage na biatka wptywajace na polimeryzacje aktyny,
takie jak kofilina czy zelsolina. Regulacja ekspresji gendéw tych biatek moze stanowi¢, moim zdaniem,
potencjalny cel terapii nowotworéw.
4.1.5. Leki stosowane w terapii antynowotworowej wptywajace na organizacje cytoszkieletu
aktynowego

Badania wczesniej przeze mnie prowadzone opisane w czesciach 4.1-4.4 oraz 5 pokazaty, ze stan
spolimeryzowania aktyny w komdrce jest waznym parametrem zwigzanym z inwazyjnoscig komodrek
nowotworowych i ich zdolnoscig do migracji. Ponadto wyniki doswiadczen prezentowanych w czesci 5.2.
wskazaty na czynniki — leki stosowane lub potencjalne, wptywajace na polimeryzacje aktyny. Stad podjety
przeze mnie nurt tematyczny, majgcy na celu charakterystyke dziatania tych zwigzkdéw. Pierwszym z ich
byt metotreksat, wytypowany wczesniej przez nas jako lek wptywajacy na polimeryzacje aktyny [Otrocka,
1999]. Metotreksat (MTX) jest cytostatykiem szeroko stosowanym w chemioterapii nowotwordw, jak
rowniez w alternatywnej terapii chordb nienowotworowych, takich jak: tuszczyce, przewlekty gosciec
stawowy oraz choroby autoimmunologiczne [Genestier, 2000]. MTX, jest antymetabolitem (analogiem
kwasu foliowego), wykazujagcym aktywnos$é inhibitorowg w stosunku do wielu enzyméw szlaku
metabolicznego kwasu foliowego [Genestier, 2000]. Badania nad wptywem metotreksatu na organizacje
cytoszkieletu aktynowego byty prowadzone na modelu inwazyjnych komérek ludzkiego raka szyjki macicy
(CaSki) i poréwnywane do prawidtowych komérek fibroblastycznych (NRK). Pokazaty one, ze MTX
wywotuje apoptoze w badanych komérkach, przy czym wiekszg wrazliwo$¢ na ten czynnik wykazujg
testowane komodrki nowotworowe. Apoptoza byta przez nas wykazywana jakosciowymi metodami
mikroskopowymi (pomiary zywotnosci komdrek, badanie integralnosci DNA jgdrowego, analiza asymetrii
bton - poprzez Sledzenie lokalizacji fosfatydyloseryny, wykrywanie aktywnosci kaspazy-3) oraz
biochemicznymi (pomiary cytotoksycznosci leku mierzone testem MTT, elektroforetyczna analiza
degradacji DNA, ilosciowy pomiar aktywnosci kaspazy-3 metodg chemiluminescencyjng). Nasze badania
ustality ponadto, ze oznakom typowym dla apoptozy towarzyszg zmiany w organizacji cytoszkieletu

aktynowego. Mogg one wynikaé z faktu, ze aktyna jest substratem dla kaspaz [Mashima, 1999] i
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uczestniczy w tworzeniu wypustek btonowych, przeksztatcajacych sie w tzw. ciatka apoptotyczne [Mazur,
2009].

Badania o podobnym charakterze oraz stosowanej metodyce prowadzitam nieco pdzniej i dotyczyty
one wptywu imatinibu na organizacje struktur aktynowych. Lek uzywany w eksperymentach otrzymatam
dzieki uprzejmosci Prof. tukasza Kaczmarka z Instytutu Farmaceutycznego w Warszawie. Imatinib
(Gleevec, CGP57148B Ilub STI571) to pierwszy czynnik nalezacy do nowej klasy lekdw
przeciwnowotworowych, zaprojektowany celem hamowania aktywnosci konkretnej kinazy tyrozynowej.
Nalezy on do grupy pochodnych 2-fenyloaminopirymidyny i hamuje aktywnos¢ tyrozynowej kinazy Abl, a
konkretnie jej zmutowanej formy - biatka fuzyjnego Bcr-abl oraz receptora dla c-Kit [Suzuki, 1998;
Savage, 2002; Ali, 2007].

Niereceptorowa kinaza Abl jest biatkiem niezmiernie waznym z klinicznego punktu widzenia.
Postuluje sie jej wazng role w wielu procesach komérkowych takich jak tworzenie wypustek
komodrkowych, wydtuzanie neurytéw, rozptaszczanie, adhezja, a takze ruch komérek. Pokazano, iz rola
Abl w tych procesach wynika zwtaszcza z jej zdolnosci do oddziatywania z biatkami wchodzacymi w sktad
ptytki adhezyjnej. Ostatnio udowodniono takze, ze kinaza Abl jest biatkiem oddziatujgcym z aktyna
filamentarng, ktéra zwrotnie hamuje aktywnos¢ tej kinazy [Woodring, 2001]. Receptor c-Kit z kolei
kontroluje takie procesy jak proliferacja, réznicowanie i ruch komodrek. Wzmozong synteze tego
receptora obserwuje sie w wielu ludzkich nowotworach takich jak rak jelita grubego, drobnokomérkowy
rak ptuc czy rak piersi. Stad podjete badania byly prowadzone na linii komérkowej ludzkiego raka jelita
grubego LS180, ekspresjonujacej gen dla receptora c-Kit. Uzyskane przez nas wyniki pokazaty, zalezny od
dawki i czasu ekspozycji na lek, apoptotyczny efekt imatinibu na badane komérki. Jednoczesnie
ustalilismy, ze apoptozie towarzysza zmiany w organizacji mikrofilamentdéw, pojawianie sie agregatéw
aktyny w ciele komérki. Ponadto, zachodzg zmiany ilosciowe w puli aktyny — w cytoplazmie komdrek
LS180 obserwuje sie spadek poziomu aktyny filamentarnej, co pocigga za sobg obnizenie stanu
spolimeryzowania aktyny. Wymienione wyzej zaburzenia powodowane przez lek powodujg rowniez
dramatyczny spadek zdolnosci migracyjnych testowanych komérek nowotworowych [Popow-Wozniak,
2011].

e Reasumujac, leki antynowotworowe — metotreksat i imatinib, wywotujg apoptoze w komérkach
nowotworowych. Sg one czynnikami zmieniajgcymi organizacje cytoszkieletu i polimeryzacje aktyny

w tych komadrkach, przez co obnizajg (w przypadku imatinibu) zdolnosci migracyjne tych komorek, a

tym samym, ich zdolno$¢ do rozprzestrzeniania.
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4.1.6. Podsumowanie

Prezentowane przez mnie badania dotyczagce molekularnych podstaw migracji komérek

nowotworowych, pozwolity na ustalenie, ze:

5.

organizacja i stan spolimeryzowania aktyny w komadrce jest cennym parametrem okreslajgcym
inwazyjno$é komérek nowotworowych. Stan spolimeryzowania oraz poziom aktyny B jest wyiszy
w szybciej migrujacych komoérkach o zaokraglonym ksztatcie (ameboidalny typ ruchu), w
poréwnaniu do wolniej migrujgcych komérek wrzecionowatych (mezenchymalny typ ruchu),
podwyiszenie ekspresji genow aktyn cytoplazmatycznych B i y zwieksza zdolnosci migracyjne i
inwazyjne komorek nowotworowych, prawdopodobnie przez wykazywang przez te komorki
sktonno$¢ do tworzenia wypustek o charakterze pseudopodidw,

podwyiszenie ekspresji genu aktyny y wywiera wptyw na zwiekszenie predkosci migracji komoérek
nowotworowych,

podwyiszenie ekspresji gendw kofiliny i zelsoliny stymuluje zdolnosci migracyjne komoérek
nowotworowych. Wainym czynnikiem regulujgcym aktywnos¢ kofiliny jest status jej
ufosforylowania . Podwyiszenie poziomu zelsoliny w komédrkach nowotworowych powoduje
pojawianie sie wiekszej ilosci podosoméw - struktur zaangazowanych w procesy migracji i inwazji,
metotreksat i imatinib sg lekami wywotujacymi apoptoze komdrek nowotworowych, ktére

zaburzajg organizacje aktyny w tych komaérkach, obnizajac ich zdolnosci migracyjne (imatinib).

OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

5.1. Osiggniecia w pracy badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora:

1. Malicka-Btaszkiewicz M., Majcher I., Nowak D., (1993) DNase | like enzyme from the carp
liver - inhibition by muscle and endogenous actin. Int. J. Biochem., 26, (9), 1147-1155. 4,8 IF; 35
pkt

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 30%, wykonanie czesci eksperymentéw z zastosowaniem
technik elektroforetycznych, zymogramoéw aktywnosci DNazowej, analiz metodg Western
blotting, przygotowanie rycin 3 i 6.

2. Malicka-Btaszkiewicz M., Styczen |., Nowak D., Hanczycowa H., Ponikowski P., Sebzda T.
(1995) Actin content and polymerization in tumour, liver and serum of the hepatoma Morris 5123
tumour bearing rats. Mat. Med. Pol., 27, 115-118.

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 50%, udziat w przygotowaniu frakcji cytoplazmatycznych
z guzéw hepatoma Morris 5123 oraz watrdob chorych zwierzat, wykonanie wszystkich
eksperymentéw, wykonanie analiz statystycznych, przygotowanie rycin, udziat w pisaniu
manuskryptu.



18

3. Nowak D., Majcher I., Kochman A., Malicka-Btaszkiewicz M. (1995) The changes in actin
content and polymerization during hepatoma Morris 5123 tumor development.
J.Exp.Clin.Cancer Res., 14, 37-40. 1,3 IF; 25 pkt

Indywidualny wkfad pracy habilitanta: 70%, udziat w preparacji guzow i watréb chorych
zwierzat oraz surowicy, izolacja frakcji cytoplazmatycznych, wykonanie wszystkich
eksperymentéw, wykonanie analiz statystycznych, przygotowanie rycin, udziat w pisaniu
manuskryptu.

Przedmiotem mojego zainteresowania przed uzyskaniem stopnia doktora byty:
e Oddziatywanie DNazy z aktyng

W poczatkowych etapach mojej pracy zawodowej pracowatam jako asystent w Zaktadzie Biochemii
Poréwnawczej, a od 1992 roku w Pracowni Biatek Cytoszkieletu Instytutu Biochemii i Biologii
Molekularnej Wydziatu Nauk Przyrodniczych UWr, wspédtpracujac z Prof. dr hab. Maria Malicka-
Btaszkiewicz, ktora byta moim przetozonym az do 2011 roku. Interesowaty nas wéwczas oddziatywanie
DNazy z aktyng i jego rola biologiczna w komodrkach eukariotéw. Wczesdniejsze badania modelowe z
zastosowaniem DNazy | z trzustki wotu i aktyny z miesni szkieletowych krélika skupiaty uwage badaczy z
uwagi na mozliwos$¢ udziatu DNazy w regulacji polimeryzacji aktyny tak istotnej dla funkcjonowania
komorki. Moje zainteresowania dotyczyty ustalenia, czy jedng z tak wielu funkcji aktyny jest regulacja
wewnatrzkomoérkowe] aktywnosci DNazowej w stosunku do komodrkowego DNA, i czy naturalny
kompleks DNaza-aktyna (typu enzym-inhibitor) odgrywa istotng role w procesie rdéznicowania i
dojrzewania komoérki, a szczegdlnie w jej transformacji w komadrke nowotworowa.
DNaza | wyizolowana z trzustki wotu jest jedng z najlepiej poznanych DNaz [Moore, 1981]. Enzym ten
rozszczepia DNA endonukleolitycznie tworzgc 5’-fosfodwu- i oligonukleotydy. Wczesniej ustalono
[Lazarides, 1974], ze aktyna jest jedynym znanym biatkowym inhibitorem DNazy |. W déwczesnych
badaniach wykazatam obecno$¢ DNaz podobnych do DNazy | w réznych komdrkach eukariotycznych w
formie utajonej. Skupitam swoja uwage na DNazie obecnej w watrobie karpia. Enzym ten zostat przez nas
wyizolowany za pomoca technik chromatografii kolumnowej i czesciowo scharakteryzowany w zakresie
masy czasteczkowej, wymagan jonowych, optimum dziatania i sposobu degradacji DNA. Wykazatysmy
ponadto, ze DNaza ta wystepuje w postaci kilku form molekularnych. Ponadto enzym ten, podobnie jak
DNaza I, jest hamowany przez aktyne — zaréwno endogenng, jak i miesniowg. Wystepowanie DNazy z
watroby karpia w postaci utajonej bylo witasnie spowodowane pozostawaniem w kompleksie z
endogenng aktyng [Malicka-Bfaszkiewicz,1993]. Owczesne zainteresowania DNazami réinego
pochodzenia byty realizowane we wspodfpracy z dr Apolinarym Sobieszkiem z Akademie der
Wissenschaften w Salzburgu (Austria). Nasze wspdlne badania byty prowadzone m.in. dzieki
obustronnym wizytom. Stad moj staz w laboratorium dr Apolinarego Sobieszka w 1991 roku, podczas

ktdrego zajmowatam sie izolacjg DNazy miesniowej (z zotadka indyka).
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e  Zmiany aktyny w procesie nowotworzenia

Kolejnym i zasadniczym etapem mojej pracy eksperymentalnej wynikajagcym z wczesniejszych badan nad
DNazami byty zainteresowania aktyng — biatkiem wchodzacym w skfad cytoszkieletu komdrkowego, o
ktérym szerzej pisatam opisujgc podstawe postepowania habilitacyjnego. Przedmiotem moich
eksperymentow byto scharakteryzowanie zmian poziomu i stopnia spolimeryzowania aktyny w procesie
wzrostu nowotworu eksperymentalnego hepatoma Morris 5123 hodowanego w organizmach szczurdéw
rasy Buffalo. W badaniach ilosciowych poziom aktyny oraz stopien jej spolimeryzowania oceniatam
poprzez oznaczanie tego biatka jako inhibitora DNazy I. Wykazatam korelacje zmian ilosciowych aktyny ze
zdolnosciag nowotworu do tworzenia przerzutdw i odpowiedzi na leczenie, polegajacg na istotnym
statystycznie wzroscie poziomu aktyny catkowitej oraz stopnia jej spolimeryzowania w cytoplazmie
komérek nowotworowych izolowanych z guza. Obserwowane w wielu niezaleznych cyklach
doswiadczalnych zmiany prowadzone w okresie intensywnego wzrostu nowotworu wykazywaty
korelacje w czasie z tworzeniem pierwszych przerzutdw nowotworu do ptuc i z wzrostem poziomu aktyny
monomerycznej w surowicy chorych zwierzat. Zmiany obserwowane w surowicy mogg miec znaczenie
diagnostyczne w ocenie przebiegu choroby i odpowiedzi organizmu na leczenie [Malicka-Blaszkiewicz,
1995;Nowak,1995]. Kontynuacja tych badan prowadzonych na zwierzecym modelu nowotworu
eksperymentalnego hepatoma Morris 5123 byty doswiadczenia majace na celu identyfikacje izoform
aktyny za pomoca technik immunochemicznych oraz elektroforezy dwukierunkowej. Pozwolity one na
sformutowanie wnioskdow, ze we frakcji cytoplazmatycznej izolowanej z nowotworu hepatoma Morris
5123 dominuje izoforma B. Oprdcz ilosciowych i jakosciowych badan aktyny prowadzitam wéweczas,
dzieki wspotpracy z prof. Antonim Ogorzatkiem z Instytutu Zoologicznego UWr, analizy skrawkow guza z
zastosowaniem mikroskopu fluorescencyjnego dotyczace rozmieszczenia filamentéw aktynowych w
komérkach nowotworowych. Zaobserwowatam dezorganizacje cytoszkieletu aktynowego w trakcie
rozwoju nowotworu — pojawianie sie struktur nieuporzagdkowanych w postaci ,fatek” i agregatéw w
obrebie zdezorganizowanej ,tkanki” nowotworowej. Opisane wyzej wyniki zostaty opublikowane w
publikacjach Malickiej-Btaszkiewicz i wspotpracownikéw oraz Nowak i wspotpracownikéw [Malicka-
Blaszkiewicz, 1995; Nowak, 1999] oraz znalazty wyraz w mojej pracy doktorskiej zatytutowanej ,,Zmiany
poziomu aktyny i jej izoform w procesie wzrostu guza hepatoma Morris 5123” pod promotorstwem prof.
dr hab. Marii Malickiej-Btaszkiewicz, ktérej obrona odbyta sie w 1998 roku. Badania te byty finansowane
woéwczas przez KBN (w okresie 1995-98) z grantu, ktérego bytam gtéwnym wykonawcy - zat. ,, Rozwdj
nowotworu eksperymentalnego hepatoma Morris 5123 w aspekcie zmian molekularnych, poziomu i

stopnia spolimeryzowania aktyny” (grant no 6P203 04407).
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5.2. Osiagniecia w pracy badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Prace oryginalne:

1. Otrocka M., Nowak D., Sobczak I., Malicka-Btaszkiewicz M. (1999) The effect of methotrexate
on actin content and polymerization during hepatoma Morris 5123 growth process. Diag. Lab.,
35:399-407. 3 pkt

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 20%, udziat w dyskusji wynikéw do publikacji oraz pisaniu
manuskryptu.

2. Nowak D., Kochman A., Malicka-Btaszkiewicz M., (1999) Identification of actin from the
hepatoma Morris 5123. Acta Biochim. Polon., 46 (4) 949-959. 1,6 IF; 15 pkt.

Indywidualny wkfad pracy habilitanta: 80%, izolacja frakcji cytoplazmatycznych z guza
hepatoma Morris 5123, wykonanie wszystkich eksperymentéw - oczyszczanie aktyny metoda
chromatografii powinowactwa, identyfikacja aktyny technikami elektroforetycznymi, w tym
elektroforezg dwukierunkowa oraz metodg Western blotting, przygotowanie rycin, udziat w
pisaniu manuskryptu.

3. Osinska-Krélicka 1., Podsiadty H., Bukietynska K., Zemanek-Zboch M., Nowak D., Suchoszek-
tukaniuk K., Malicka-Btaszkiewicz M. (2004) Vanadium(lll) complexes with L-Cysteine —
stability, speciation and the effect on actin in hepatoma Morris 5123 cells. J. Inorg.Biochem.,
98, 2087-2098. 3.9 IF; 35 pkt

Indywidualny wkfad pracy habilitanta: 20%, udziat w dyskusji wynikéw do publikacji oraz pisaniu
manuskryptu.

4. Nowak D., Skwarek-Maruszewska A., Zemanek-Zboch M., Malicka-Btaszkiewicz M. (2005) Beta
actin in human colon adenocarcinoma cells with different metastatic potential. Acta Biochim.
Polon. 52, 461-468. 1,6 IF; 15 pkt

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 70%, pomyst i koncepcja badan, wspétwykonawstwo
doswiadczen przy pomocy mojej dwczesnej magistrantki —Anety Skwarek-Maruszewskiej,
przygotowanie rycin, pisanie manuskryptu i jego korekta. Praca dotyczy zagadnien poruszanych
w opisie osiggniecia naukowego na stronie 10. Nie zostata wtgczona w sktad publikacji
stanowigcych podstawe postepowania habilitacyjnego ze wzgledu na brak kontaktu z moja
Owczesng magistrantkg panig Anetg Skwarek-Maruszewska.

5. SebzdaT., Saleh Y., Malicka-Btaszkiewicz M., Nowak D., Siewinski M., Ziétkowski P., Kope¢ W.
(2005) Actin content and actin polymerization in hepatoma Morris 5123 tumor bearing tars
after treatment with cysteine protease inhibitor and vitamin E. J. Exp. Therapeutics and Oncol.,
5, 23-29.

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 70%, udziat w przygotowaniu frakcji cytoplazmatycznych
z guzéw hepatoma Morris 5123 oraz watrdb chorych zwierzat, wykonanie wszystkich
eksperymentdéw, wykonanie analiz statystycznych, przygotowanie rycin, udziat w pisaniu
manuskryptu.

6. Radwanska A., Baczynska D., Nowak D., Brezillon S., Popow A., Macquart F.X., Wegrowski Y.,
Malicka-Btaszkiewicz M. (2008) Lumican affects actin cytoskeletal organization in human
melanoma A375 cells. Life Sciences, 83, 651-660. 2,6 IF; 30 pkt
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Indywidualny wktad pracy habilitanta: 20%, udziat dyskusji na wynikami, wykonanie badan
ilosciowych aktyny w komdrkach melanomy A375 rosngcych na lumikanie oraz innych
podtozach, opracowanie statystyczne wynikéw, pisanie manuskryptu oraz udziat jego w
korekcie zgodnie z uwagami recenzentéw.

7. Radwanska A., Litwin M., Nowak D., Baczyiska D., Wegrowski Y., Maquart F.X., Malicka-
Btaszkiewicz M. (2012) Overexpression of lumican affects the migration of human colon cancer
cells through up-regulation of gelsolin and filamentous actin reorganization, Exp Cell Res 318,
2312-2323 3,6 IF; 30 pkt

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 25%, udziat w koncepcji badan oraz dyskusji nad
wynikami, wykonanie badan ilosciowych aktyny w komadrkach ludzkiego raka jelita grubego z
wywotang nadekspresjg genu dla lumikanu, opracowanie statystyczne wynikdw, pisanie
manuskryptu oraz udziat jego w korekcie zgodnie z uwagami recenzentéw.

Pozostate prace:
przegladowe:

8. Mannherz H.G., Mach M., Nowak D., Malicka-Btaszkiewicz M., Mazur A. (2007) Lamellipodial
and ameboid cell locomotion: the role of actin-cycling and bleb formation. Biophys. Rev. Lett.,
2,no01l,1-18.

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 20%, udziat w pisaniu manuskryptu.
9. Nowak D., Popow-Wozniak A., Raznikiewicz L., Malicka-Btaszkiewicz M. (2009) Aktyna w

procesie gojenia ran. Postepy Biochemii, 55(2), 138-144. Review 8 pkt

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 60%, zebranie i selekcja piSmiennictwa, skonstruowanie
rycin, napisanie manuskryptu i jego korekta. Publikacja jest zwieczeniem pracy magisterskiej
Lindy Raznikiewicz, ktérej bytam opiekunem.

skrypt:

10. Bartoszewski R., Gubernator J., Kowalska J., Kréliczewski J., Lorenc-Kubis 1., , Nowak D., Olczak
M., Olczak T., Polanowski A., Rzepecki R., Sokotowska A., Stachowiak D., Stasiuk M., Szalewicz
A., Wilimowska-Pelc H., Wisniowska J., Wotoszyriska M., Wréblewski Z., (2004) Laboratorium z
Biochemii

Indywidualny wktad pracy habilitanta: 10%, udziat w pisaniu rozdziatéw: biatka i cukry.

Waznym momentem w przebiegu mojej dalszej pracy badawczej po doktoracie byto
przeksztatcenie w 1999 roku Instytutowej Pracowni Biatek Cytoszkieletu w Zaktad Patologii Komorki
kierowany przez prof. dr hab. Marie Malickg-Btaszkiewicz. Stopniowo zaplecze badawcze
nowopowstatego Zaktadu wzbogacito sie o nowoczesne laboratorium hodowli komérkowych, a
nastepnie o pracownie mikroskopii fluorescencyjnej wyposazong w mikroskop fluorescencyjny Olympus

IX70, z czasem rozbudowany o system skaningowej mikroskopii konfokalnej Fluoview 500.
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W tym okresie nadal interesowata mnie rola zaréwno zmian ilosciowych, jak w uktadzie filamentow
aktynowych w procesie nowotworzenia. Pokazaliémy juz wczesniej, ze polimeryzacja aktyny odgrywa
istotng role w procesie tworzenia odlegtych przerzutéw nowotworowych. Dlatego tez filamenty
aktynowe mogg stanowié cel dla ukierunkowanego dziatania lekéw antynowotworowych. Poczgtkowo
badania byly prowadzone na eksperymentalnym modelu zwierzecym, jednak w zwigzku z nowym
zapleczem aparaturowym wyizolowalismy z biopsji guza i przenie$lismy do hodowli in vitro - komérki
hepatoma Morris 5123. UzyskaliSmy w ten sposdb staty, tatwo dostepny ,wtasny” model komodrek
nowotworowych. Stworzyto to mozliwosci rozszerzenia badan o charakterze biomedycznym np. utatwito
w naszym wypadku badanie wptywu rdéznych stezen lekéw znanych lub potencjalnych na ,zachowanie
sie” komérek, zmiany ilosci aktyny i architektury budowanych przez nig mikrofilamentéow. Badania
przeprowadzone przez nas na komérkach hepatoma Morris 5123 w hodowli in vitro potwierdzity wyniki
uzyskane wczesniej przy wykorzystaniu zwierzat. Postugujagc sie wymienionymi komodrkami
poszukiwalismy czynnikédw majgcych wptyw na polimeryzacje aktyny zaréwno w uktadzie in vivo jak i in
vitro. Ustalismy, ze takg aktywnosc¢ biologiczng posiadajg inhibitory proteaz cysteinowych w potaczeniu z
witaming E [Sebzda,2005] oraz niektére leki, takie jak metotreksat — cytostatyk stosowany w terapii
antynowotworowej [Otrocka, 1999].

Kontynuujac poszukiwania czynnikdéw majacych wptyw na polimeryzacje aktyny — biatka niezbednego do
ruchu, zwrociliSmy uwage na dziatanie komplekséw wanadu z aminokwasami: V-(Ill)-L-Ala i V-(llI)-L-Cys,
rozwazanych jako potencjalne leki antynowotworowe. Wymienione pochodne byty otrzymywane dzieki
wspotpracy z Zespotem Prof. Krystyny Bukietynskiej z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego i
zaowocowaty publikacjg, w ktérej po raz pierwszy oprdocz badan prowadzonych na hodowanych w
warunkach in vitro komérkach hepatoma Morris 5123 zastosowalismy kontrole w postaci I-rzedowych
hepatocytéw izolowanych z watroby zdrowych szczuréw [Osinska-Krolicka, 2004].

Na przestrzeni lat 2005-2012, réwnolegle z badaniami dotyczacymi udziatu aktyny i biatek z nig
oddziatujacymi w procesie migracji i inwazji komdérek nowotworowych opisanych w punkcie 4, moje
zainteresowania naukowe skupity sie na badaniu udziatu lumikanu — matego bogatego w leucyne
proteoglikanu macierzy zewngtrzkomérkowej w rozprzestrzenianiu nowotwordéw. Badania te byty
prowadzone w ramach projektu KBN oraz trzech projektéw Polonium ukierunkowanych na wspotprace
polsko-francuska. Te ostatnie byty realizowane we wspodtpracy z grupg Prof. Yanusza Wegrowskiego z
Laboratorium Biochemii Medycznej i Molekularnej Uniwersytetu w Reims.

Badania ostatniego dziesieciolecia jednoznacznie wskazaty na role sktadnikéw macierzy pozakomérkowej
w regulacji kluczowych proceséw komdérkowych, takich jak migracja, proliferacja, adhezja, wzrost,
réznicowanie, apoptoza i komunikacja miedzykomdrkowa [Kim, 2011]. Inwazja nowotworu do sgsiednich

tkanek i naczyn krwionosnych oraz proces tworzenia przerzutdw nowotworowych przebiegaja w



23

Srodowisku tréjwymiarowym, ktérego sktadowe pozakomérkowe w istotny sposéb wptywajg na
zachowanie sie komoérek. Stad celem naszych dziatan byto ustalenie aktywnosci biologicznej
rekombinowanego lumikanu, ze szczegdélnym uwzglednieniem jego roli w migracji komodrek
nowotworowych, hamowaniu wzrostu guza oraz tworzeniu przerzutéw nowotworowych. Nasze badania
prowadzone na modelu komérkowym ludzkiego czerniaka A375 wykazaty, ze w obecnosci
rekombinowanego lumikanu bedgcego podstawg podtoza, na ktdrym rosng komorki, nastepuje zalezna
od jego stezenia reorganizacja cytoszkieletu aktynowego. Zmieniajg sie zdolnosci adhezyjne i migracyjne
komérek nowotworowych oraz rozmieszczenie i poziom biatek oddziatywujgcych z aktyna, takich jak
winkulina czy talina [Radwariska,2008]. Zainspirowani uzyskanymi rezultatami kontynuowali$my badania
nad rolg lumikanu w procesie migracji. W tym celu stworzyliSmy warianty komadrek ludzkiego raka jelita
grubego LS180 odznaczajgce sie stabilng nadekspresjg genu kodujgcego lumikan. Komorki te wydzielaty
do ECM zwiekszong ilos¢ lumikanu, co pociggato za sobg reorganizacje cytoszkieletu aktynowego oraz
wzrost stopnia spolimeryzowania aktyny. Ponadto komdrki LS180 z nadekspresjg wymienionego genu
odznaczaty sie podwyiszonym poziomem i zmieniong lokalizacjg zelsoliny (biatka regulujgcego
polimeryzacje aktyny) oraz zwiekszong liczbg punktéw adhezyjnych tworzacych struktury podobne do
podosomdéw. Wymienione zmiany w konsekwencji powodowaty, ze stworzone przez nas warianty
komodrkowe syntetyzujgce zwiekszone ilosci lumikanu wykazywaty tendencje do rozptaszczania i
odznaczaty sie podwyzszonymi zdolno$ciami migracyjnymi [Radwarnska, 2012].

Reasumujac, uzyskane rezultaty wskazujg, ze lumikan moze by¢ istotnym elementem ECM przekazujacym
prawdopodobnie przez integryne B [Zeltz, 2011] sygnat o przebudowie architektury cytoszkieletu
aktynowego niezbednej w procesie migracji i inwazji komdrek nowotworowych.

Wyrazem moich zainteresowan naukowych w latach 2008-2009 byty réwniez dwie prace przegladowe
zwigzane z zagadnieniem migracji komorkowej. Pierwsza dotyczyta udziatu cytoszkieletu aktynowego w
tym procesie ze szczegdlnym uwzglednieniem migracji ameboidalnej i lamellipodialnej [Mannherz, 2007].
Powstata ona we wspdtpracy z Prof. Hansem Mannherzem z Uniwersytetu w Bochum. Druga publikacja
koncentrowata sie na ruchu komérek w procesie gojenia ran — prawidtowym i zaburzonym. Praca ta
opisuje zdarzenia molekularne zachodzace w czasie zabliZniania ran, zwraca uwage na zmiany w ekspresji
gendéw aktynowych w migrujgcych komdrkach i w czasie przeksztatcania fibroblastow w miofibroblasty
[Nowak, 2009]. Wymienionej pracy przeglagdowej towarzyszyt szereg prac licencjackich i magisterskich
realizowanych pod mojg opieke, ktérych wyniki nie byty jeszcze publikowane.

6. Plany badawcze na przysztos¢

W najblizszej perspektywie czasowej zamierzam skupi¢ sie analizie udziatu cytoplazmatycznych aktyn
w tworzeniu podosomoéw i inwadopodidw. Sg to struktury adhezyjne wykazujgce aktywnosé

proteolityczng [Sanz-Moreno, 2010]. Komérki prawidtowe, takie jak makrofagi [Linder, 1999], komérki
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dendrytyczne [Burns, 2001] czy osteoklasty [Destaing, 2003] tworzg podosomy, podczas gdy w
komdrkach nowotworowych, prezentujgcych mezenchymalny typ ruchu, powstajg inwadopodia
[Yamaguchi, 2005; Linder, 2007]. Oba typy struktur wspomagajg proces migracji, poniewaz odpowiadajg
nie tylko za kontakt komérki z podtozem, ale biorg tez udziat w degradacji macierzy zewngtrzkomoérkowej
(ECM), ufatwiajgc komérkom inwazje przez tkanki [Yamaguchi, 2005]. Komorki prawidtowe takie jak
makrofagi wykorzystujag podosomy uczestniczagc w eliminacji standw zapalnych. Z kolei powstate w
komdrkach nowotworowych inwadopodia biorg udziat w tworzeniu przerzutéw. Wspodtczesne badania
koncentrujg sie na ustaleniu sktadu molekularnego obydwu tych struktur, ich szczegétowej roli i wykryciu
wystepujgcych pomiedzy nimi rdznic. Jak dotgd nie ustalono czy jedna z izoform aktyny — B lub y s3
preferowane przy ich tworzeniu.

Kolejnym zagadnieniem, na ktérym zamierzam skupi¢ sie w najblizszej przysztosci sg mechanizmy
regulacyjne prowadzace do powstania wymienionych struktur adhezyjnych. Uzyskane informacje
pozwolityby na okreslenie, ktére elementy budujgce inwadopodia lub szlaki sygnatowe prowadzace do
ich powstania - mogg zostaé selektywnie zablokowane. Jedng z takich potencjalnych drdg jest szlak
przekazywania sygnatu z udziatem receptora naskérkowego czynnika wzrostu EGF (EGFR). Udowodniono,
iz pod wptywem dziatania tego czynnika w komédrkach nowotworowych powstajg inwadopodia,
natomiast nie odnotowano aby stymulowat on tworzenie podosoméw w komérkach prawidtowych
[Mader, 2011]. Dlatego tez czynniki blokujace dziatanie receptora tego czynnika mogtyby wybidrczo
eliminowac powstawanie inwadopodiéw, nie wptywajac na tworzenie podosomow.

Chciatabym zatem zbada¢ wptyw inhibitorow EGFR i inhibitora deacetylazy histonu HDAC (zmniejsza
ekspresje EGFR) na migracje komorek nowotworowych i komérek prawidtowych takich jak makrofagi.
Przeprowadzone badania umozliwig petniejsze poznanie molekularnych podstaw migracji komérek
nowotworowych i prawidtowych. Uzyskane wyniki mogg w przysztosci postuzy¢ do opracowania
odpowiedniej terapii, ktérej celem bytoby selektywne hamowanie tworzenia inwadopodidw - struktur
stuzgcych komérkom nowotworowym do inwazji oraz stymulacja wfasnosci chemotaktycznych
makrofagéw, niezbednych w procesach zapalnych. Potencjalny cel terapii mogtyby stanowié¢ czynniki
EGFR i HDAC oraz ich inhibitory, poprzez wptyw hamujgcy na skutecznosc rozprzestrzeniania sie komarek
nowotworowych oraz stymulacje komérek uktadu immunologicznego. Do realizacji opisanego projektu
niezbedne jest rozszerzenie metodyki stuzacej do badania migracji w warunkach 3D. W tym celu
nawigzatam kontakt z Zespotem Prof. Ampe z Department of Biochemistry and Molecular Biology of the
Actin Cytoskeleton, Ghent University, ktéry posiada wieloletnie doswiadczenie w badaniach migracji
komérkowej. Pierwszym etapem naszej wspotpracy byt trzymiesieczny staz w wymienionym
laboratorium doktorantki, z ktérg wspdtpracuje, mgr Aleksandry Simiczyjew. Rezultaty tego pobytu

zaowocujg wspélng publikacjg. Kolejnym zadaniem, utatwiajgcym realizacje opisanych celéw badawczych
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bedg moje starania o doposazenie pracowni mikroskopowej, bedacej czescig Zakladu Patologii Komorki,

0 nowy system super-rozdzielczej mikroskopii fluorescencyjnej. Zakup ten umozliwi m.in. obrazowanie

komérek w super rozdzielczosci i umozliwi prowadzenie obserwacji przyzyciowych.
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