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Skroty uzyte w tekscie:

Al (ang. Androgen Independence) — hormono—niezaleznos¢

AIPC (ang. Androgen Independent Prostate Cancer) — hormono-niezalezny rak prostaty
AR (ang. Androgen Receptor; AR) — receptor androgenowy

BCa (ang. Breast Cancer) — rak piersi

CSC (ang. Cancer Stem Cell) — rakowa komorka macierzysta

DCIS (ang. Ductal Carcinoma In Situ) — nieinwazyjny przewodowy rak piersi in situ
ES (ang. Embryonic Stem) [cell] — embrionalna macierzysta [komorka]

IDC (ang. Invasive Ductal Carcinoma) — inwazyjny przewodowy rak piersi

ILC (ang. Inavsive Lobular Carcinoma) — inwazyjny zrazikowy rak piersi

OSCC (ang. Oral Squamous Cell Carcinoma) — ptaskonabtonkowy rak glowy i szyi
PC (ang. Prostate Cancer) — rak prostaty

Tspan (ang. Tetraspanin) — tetraspanina

TEM (ang. Tetrspanin-Enriched Microdomain) - mikrodomeny bogate w tetraspaniny



1. Imie i nazwisko: Hanna Maria Romanska-Knight

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne z podaniem nazwy, miejsca i roku

ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.
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rozprawy doktorskiej: ‘Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM) in the Differentiation of the
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2002 - 2005 - Postdoctoral Research Fellow, Department of Histopathology, Imperial
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1999 — 2002 - Postdoctoral Research Fellow, Tissue Engineering & Regenerative Medicine

Centre, Imperial College London, UK;
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4. Wskazanie osiagni¢cia 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. nr 65, poz. 595 ze zm.)

Osiagnigcie naukowe wynikajace 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 stanowi cykl 5

powigzanych tematycznie publikacji dotyczacych znaczenia klinicznego kompleksu

biatkowego CD151/integryna a.3f1 w nowotworach nabtonkowych. Cykl zawiera 4 prace

oryginalne i 1 przegladowa. Prace te zostaly opublikowane w latach 2011-2015. Sumaryczna
warto$§¢ wspotczynnika IF (z roku publikacji) prac sktadajacych si¢ na osiggnigcie wynosi
24,533 a Iaczna liczba punktéw MNiSW wynosi 180.

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego:

Ocena znaczenia klinicznego kompleksu tetraspanina CD151/integryna a3p1

w nowotworach nablonkowych

b) publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego (autorzy, tytuly publikacji,

nazwa wydawnictwa, rok wydania):

4.1. Romanska H*, Berditchevski F. Tetraspanins in Human Epithelial Malignancies. J
Pathol 2011; 223:4-14. IF (2015) = 7,429; MNiSW (2014) = 45

4.2 Romanska HM?#, Potemski P, Collins SI, Williams H, Parmar S, Berditchevski F. Loss of
CD151/Tspan24 from the complex with integrin a3p1 in invasive front of the tumour is
a negative predictor of disease-free survival in oral squamous cell carcinoma. Oral
Oncol. 2013; 49(3):224-9. IF (2015) = 3,607; MNiSW (2014) = 35

4.3. Novitskaya V*, Romanska H*, Kordek R, Potemski P, Kusinska R, Parsons M,
Odintsova E, Berditchevski F. Integrin a3p1-CD151 complex regulates dimerization of
ErbB2 via RhoA. Oncogene. 2014; 33(21):2779-89. (*equal contribution). IF (2015) =
8,459; MNiSW (2014) =40

4.4. Romanska HM*, Potemski P, Kusinska R, Kopczynski J, Sadej R, Kordek R. Expression
of CD151/Tspan24 and integrin alpha3 complex in aid of prognostication of HER2-
negative high-grade ductal carcinoma in situ. Int J Clin Exp Pathol 2015; 8:9471-9478. IF
(2015) = 2,168; MNiISW (2014) =25

4.5. Romanska H*, Potemski P, Krakowska M, Mieszkowska M, Chaudhri S, Kordek R,
Kubiak R, Speirs V, Hanby V, Sadej R, Berditchevski F. Lack of CD151/integrin a3p1
complex is predictive of poor outcome in node-negative lobular breast carcinoma:
opposing roles of CD151 in invasive lobular and ductal breast cancers. Br J Cancer.
2015; 113:1350-7. IF (2015) = 4,836; MNIiSW (2014) = 35

# - autor korespondencyjny
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Sumaryczny IF (z roku publikacji) wszystkich prac cyklu: 24,533 (publikacje oryginalne: IF
= 18,215, praca przegladowa: IF = 6,318)

L.aczna liczba punktdw MNiISW (z roku publikacji): 180 (publikacje oryginalne: MNiSW =
135; praca przegladowa: MNISW = 45)

Laczna liczba cytowan: 34 (09.12.2015)

Analiza bibliograficzna zostata przygotowana w oparciu o baz¢ Web of knowledge (dane z
dnia 09.12.2015)

Oswiadczenia wspotautorow publikacji okreslajace ich indywidualny wklad w powstanie
poszczegblnych publikacji zamieszczono w zataczniku 7. Oswiadczenia habilitanta dotyczace

wykonania prac oraz procentowego w nich udziatu znajduja si¢ w zalaczniku 4.
W pracach zawarto wyniki uzyskane podczas realizacji 4 projektow badawczych:

a) Cancer Research UK (C1322/A5705) (University of Birmingham, UK, 2003 -2006):
“CD151 in breast cancer progression”

b) The University Hospital Birmingham Charities’ Fund No14-3-150 (University of
Birmingham, UK, 2009-2010): “The role of tetraspanins in pathogenesis of Oral
Squamous Cell Carcinoma”

c) OPUS - NCN (Nr rej 2011/01/B/NZ4/04910) (Uniwersytet Medyczny w Lodzi, 2011-
2014): ,Rola oddziatywan pomiedzy ErbB2/ErbB3 i kompleksem tetraspanina
CD151/integryny wigzace lamining w raku sutka: Implikacje dla prognozowania 1
terapii”

d) OPUS - NCN (2013/09/B/NZ4/02512) (Uniwersytet Medyczny w Lodzi, 2013-2016):
»Analiza profilu morfologicznego 1 molekularnego cech inwazyjnosci rakéw
przewodowych in situ (DCIS) - znaczenie prognostyczne”

W ww. projektach petnitam role: (a) wykonawcy; (b) glownego wykonawcy; (c) gtéwnego

wykonawecy i redaktora wniosku; (d) kierownika projektu.



¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagni¢tych wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania:

Tetraspanina CD151. CD151 (GP27, MER2, PETA-3, SFA-3, Tspan-24) jest biatkiem
0 masie 28 kDa, kodowanym u cztowieka przez gen zlokalizowany na chromosomie 11p15.5
(1). CD151 nalezy do tetraspanin (Tspans), rodziny ewolucyjnie konserwowanych biatek
charakteryzujgcych sie obecnoscia czterech motywow przezbtonowych oraz dwdch domen
zewnatrzkomoérkowych EC1 1 EC2. W btonie komorkowe;j tetraspaniny tworza specyficzne
mikrodomeny (TEMs - Tetraspanin Enriched Microdomains), w obregbie ktorych wchodzg w
interakcje homotypowe z innymi tetraspaninami i heterotypowe z receptorami i biatkami
powierzchniowymi (2). W ludzkim genomie zidentyfikowano dotychczas 33 tetraspaniny o
zroznicowanej specyficznosci tkankowej. Tetraspaniny biorg udziat w licznych procesach
komorkowych, zaréwno w fizjologii jak i patofizjologii, ktory przypisywany jest ich
wpltywowi na aktywno$¢ zlokalizowanych w TEM receptorow adhezyjnych, czynnikow
wzrostu i inicjowanych przez nie $ciezek sygnalizacyjnych. Tetraspaniny eksprymowane sg
prawie we wszystkich typach komorek zwierzecych (3,4). Ekspresje CD151 wykazano
miedzy innymi w komorkach epitelialnych, endotelialnych, miocytach, fibroblastach i
megakariocytach (5).

W ostatnich latach pojawito si¢ wiele doniesien dotyczacych zaangazowania
tetraspanin w patofizjologi¢ raka, a w szczeg6lnosci w regulacje ruchliwosci 1 inwazyjnosci
komorek nowotworowych (6,7). Pro- (lub anty-) migracyjna aktywno$¢ tetraspanin wiaze si¢
z ich oddzialywaniem z integrynami, gtéwnymi receptorami adhezji do bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej, takimi jak kolagen i laminina (8,9). Niektore tetraspaniny wptywaja na
migracje komorek  nowotworowych réwniez poprzez modulowanie interakcji
migdzykomoérkowych zwigzanych z E-kadheryna i innymi receptorami adhezji komoérkowej
(10). Ostatnie badania sugeruja, ze oprocz promowania inwazyjnosci komorek
nowotworowych, tetraspaniny moga pobudza¢ rowniez ich proliferacje, przyczyniajac si¢
tym samym do wzrostu guza pierwotnego (11).

CDI151 (Tspan 24) jest jedna z najlepiej poznanych i scharakteryzowanych
tetraspanin. Badania in vitro i in vivo sugeruja, ze CDI151 jest waznym regulatorem
patofizjologii raka na wszystkich etapach jego rozwoju. Analiza materialu klinicznego
ujawnita korelacje ekspresji genu CD151 z negatywnym rokowaniem pacjentow z rakiem
ptuc (12), jelita grubego (13), watroby (14) i gruczotu krokowego (15). Zaliczana do cyklu

praca ,,Teteraspanins in human epithelial malignancies” (Romanska i Berditchevski. 2011)




zawiera obszerny przeglad danych dotyczacych ekspresji tetraspanin w nowotworach

nablonkowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich warto$ci rokownicze;.

Tetraspanina CD151 w raku piersi. Szereg przestanek sugeruje istotny udziat CD151
w raku piersi (ang. Breast Cancer; BCa). Rola CD151 w patogenezie i rozwoju raka piersi
stanowila tematyke badan prowadzonych przez zesp6t dr. Fedora Berditchevskiego w School
of Cancer Studies, University of Birmingham, UK, z ktorym podj¢tam wspotprace w 2005 r.
Badania te prowadzone byly wieloptaszczyznowo i obejmowaty réznorodne metody oraz
modele eksperymentalne (2D i 3D hodowle komérkowe, modele zwierzgce) oraz archiwalny
materiat tkankowy od chorych z BCa.

Wyniki naszych badan w modelach in vitro inwazyjnego przewodowego raka piersi
(ang. Invasive Ductal Carcinoma; IDC) wykazaty, ze CD151 reguluje komunikacj¢ komérek
nowotworowych z mikrosrodowiskiem guza, posredniczac w oddziatywaniu integryn z
czynnikiem wzrostu produkowanym przez $rédblonek. Interakcje komodrek nowotworowych
z otaczajacym je Srodowiskiem regulowane sg réwniez przez CDI151-zalezng odpowiedz
komorek raka piersi na transformujacy czynnik wzrostu - TGF-$ (ang. Transforming Growth
Factor) produkowany przez pneumocyty. Przy uzyciu modelu zwierzgcego (przeszczep
heterogenny w modelu myszy bezgrasiczych) pokazalismy, ze proces ten skutkuje
kolonizacjg ptuc przez przerzutujagce komorki i rozwojem choroby nowotworowej (16).
Badania materialu tkankowego prowadzone we wspolpracy z Prof. dr hab. n. med.
Radzistawem Kordkiem i Prof. dr hab. n. med. Piotrem Potemskim (Uniwersytet Medyczny
w Lodzi) od chorych z IDC wykazaly, ze tetraspanina CD151 jest niezaleznym wskaznikiem
rokowniczym i poziom jej ekspresji koreluje z zajeciem weztéw chtonnych (17). Badania w
modelach in vitro i in vivo nieinwazyjnego przewodowego raka piersi (ang. Ductal
Carcinoma In Situ; DCIS) dowiodly, ze wyciszenie genu CD151 w nieinwazyjnej linii
komorkowej HB2 wyprowadzonej z gruczotu piersiowego powodowato zahamowanie
wzrostu komorek w Matrigelu, zarbwno w hodowli 3D, jak i modelu zwierzecym. Analiza
materialu tkankowego od chorych z DCIS wykazala zwigzek pomiedzy podwyzszona
ekspresja CD151 i niskim zréznicowaniem (high grade) DCIS (P = 0,004), wskazujac na
kluczowsg rolg CD151 w rozwoju przedinwazyjnych chorob hiperproliferacyjnych w gruczole
piersiowym (11).

Tetraspanina CD151/integryna a3f1. Integryny wiazace lamining (a3B1, a6p1, a6p4,
a7B1) bezposrednio oddzialuja z tetraspaning CDI151. Interakcja z CD151 jest glownym

mechanizmem odpowiedzialnym za ich rekrutacj¢ do TEM. Podjednostka a3 oddziatluje z



zewnatrzkomérkowg domeng EC2 tetraspaniny CD151, tworzac silne i stabilne wigzanie. W
niektorych typach komorek integryna a3 wystepuje wytacznie w kompleksie z CD151 (18).
Podjednostki a6 i a7 rowniez wigza si¢ z CD151, ale powstate kompleksy sa znacznie mniej
trwale (19). Interakcje CD151 z integrynami wiazgcymi lamining majg miejsce we wczesnej
fazie biosyntezy biatka (20), tak wiec tetraspanina CD151 i oddzialujace z nig integryny
przemieszczaja si¢ razem na powierzchni¢ btony komorkowej. CD151 jest rowniez
mediatorem endocytozy i transportu pgcherzykowego integryn (ang. trafficking), w czym
bierze udziat biatko adaptorowe AP-2 wigzace si¢ swoiscie z fragmentem czesci C-koncowe;j
CDI151, sekwencjg YRSL (ang. tyrosine — based sorting motif) (21). Uwaza si¢, ze interakcja
z integrynami wigzacymi lamining, a w szczegdlno$ci regulacja ich transportu komorkowego
jest odpowiedzialna za wptyw CDI151 na zdolno$ci migracyjne komoérek. CD151 laczy
integryny wigzace lamining z innymi tetraspaninami, takimi jak CD9 i CD81, ktdre z kolei
oddziatujg z innymi biatkami. I tak na przyktad, CD9 i CD81 moze wigzaé si¢ z biatkami
dwdch pokrewnych rodzin immunoglobulin (IgSF) EWI-2 i EWI-F i poprzez CD151 taczy¢
je z integryng a3B 1. Tetraspanina CD151 petni zatem rolg jednego z gtdéwnych modulatoréw
oddziatywan lateralnych w obrebie TEM. Wyciszenie genu CD151 w znacznym stopniu
zakldca interakcje integryn wigzacych lamining z innymi biatkkami TEM, (np. CD9 i CD81),
jak rowniez zalezng od integryn sygnalizacj¢ komorkowa (22-25).

W modelu przedstawionym na Ryc.1 EWI reprezentuja duzg grupg potencjalnych
partnerow molekularnych tetraspanin zidentyfikowanych w TEM za pomocg technik
biochemicznych i proteomicznych. Naleza do nich mi¢dzy innymi: 1) inne biatka IgSF (np.
CD19 i MHC t. 1), 2) proteazy (np. ADAM10), 3) czynniki wzrostu zwigzane z btong (np.
HB-EGF), 4) receptory czynnikow wzrostu (np. ErbB), i 5) inne biatka przezbtonowe (np.
Claudin 1/CLDNI1, receptor GPR56 sprzezony z biatkiem G i domniemane transportery
choliny CTL1/ SLC44A1 i CTL2/SLC44A2) (21). Rekrutacja integryn do TEM przez
tetraspaning CD151 stwarza zatem wiele mozliwosci ich funkcjonalnej interakcji z innymi
wystepujacymi tam biatkami powierzchniowymi, a w konsekwencji moze prowadzi¢ do
réznorodnych odpowiedzi biologicznych komorki.

Sposréd opisanych partnerow wchodzacych w interakcje z CD151, kompleksy z
integrynami  wigzagcymi lamining, wydaja si¢ by¢ szczegOlnie istotne dla zachowan
agresywnych raka. Wiaze si¢ to z charakterem oddzialywan komodrek nabtonkowych z
mikrosrodowiskiem guza, tzn. CD151-zalezng regulacja funkcji integryn wigzacych

lamining, a zwlaszcza a3f1, 1 ich nastgpowq interakcja ze zlokalizowanymi tam biatkami



(m.in. PI4K, receptory ErbB, receptory czynnikbw wzrostu i inne tetraspaniny), a zatem ze

swoistoscig kontekstu biologicznego (26, 27).

MACIERZ ZEWNATRZKOMORKOWA
Integryna
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CYTOZOL

Ryc.1. Tetraspanin-enriched microdomain (TEM). CDI151 tgczy sie bezposrednio z
integrynami wiagzacymi lamining, innymi tetraspaninami (np. CD9, CD63, CD81 i CD82) oraz
immunoglobulinami (EWI). Pojednostka a integryn oddzialuje bezpo$rednio z domeng EC2
tetraspaniny CD151. Ezrin - Radixin - Moesin (ERM) — biatka wigzace aktyne oraz AP - biatka
adaptorowe naleza do cytoplazmatycznych efektorow zwigzanych z TEM.

(modyfikacja wg. Stipp 2010)

Prace wiaczone do cyklu sg kontynuacja badan nad CD151 prowadzonych przez zesp6t dr.
Berditchevskiego. Nadrzedny ich cel stanowita weryfikacja wynikow uzyskanych w
modelach do$wiadczalnych poprzez okreslenie znaczenia klinicznego kompleksu
CD151/a3B1 w odmiennych in vivo kontekstach biologicznych, t.j. w raku glowy i szyi oraz

réznych typach nowotworow piersi.
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c.1. Tetraspanins in Human Epithelial Malignancies. Romanska H, Berditchevski F.
J Pathol 2011; 223:4-14.

Rola tetraspanin w biologii raka jest od lat przedmiotem badan wielu grup na $wiecie.
Ostatnie dziesigciolecie zaowocowato serig znakomitych prac przegladowych poswigconych
roznym aspektom mechanizmu dzialania tetraspanin 1 ich udzialu w ruchliwosci i
inwazyjno$ci komorek nowotworowych (6, 7, 28-30). Powyzsza praca miata na celu zebranie

istniejgcych _danych na temat znaczenia klinicznego tetraspanin W __nowotworach

nabtonkowych, a zwtaszcza w raku piersi. Ze SzCzegdlng uwaga odniesliSmy si¢ w niej do

prac, w ktorych oprocz wartosci diagnostycznej poszczegdlnych tetraspanin (ocenianej
pojedynczo lub w kontekscie ekspresji innych biomarkeréw), analizowana byta rowniez ich
warto$¢ rokownicza. Zebrany materiat wskazat brak istniejacych doniesien dotyczacych roli
kompleksu tetraspaniny CD151 z jej glownym partnerem molekularnym, integryng o331, w
progresji nowotworéw nabtonkowych i wynikajacych z tego implikacji Klinicznych.
Opracowanie powyzsze stanowito podstawe do podjecia badan opisanych w kolejnych

pracach cyklu.

c.2. Loss of CD151/Tspan24 from the complex with integrin a3p1 in invasive front
of the tumour is a negative predictor of disease-free survival in oral squamous cell
carcinoma. Romanska HM, Potemski P, Collins SI, Williams H, Parmar S, Berditchevski F.
Oral Oncol. 2013 Mar;49(3):224-9.

Morfologiczna analiza materialu tkankowego pobranego od chorych z rakiem

ptaskonablonkowym glowy i szyi (ang. Oral Squamous Cell Carcinoma; OSCC), oparta na
konwencjonalnych technikach histologicznych i systemie TNM (ang. Tumour, Node,
Metastasis), stanowi podstawe oceny zachowan biologicznych guza, a tym samym glowna
wytyczng wyboru podjetej opcji leczenia. System TNM stosowany w rutynowej praktyce
posiada jednak powazne niedoskonaloéci. Przede wszystkim, nie obejmuje on oceny
okreslonych cech histologicznych raka, w szczego6lnosci charakteru jego naciekania, tzn.
,»grading” inwazyjnego frontu guza, co ogranicza mozliwos¢ rozréznienia pomigdzy bardziej
i mniej agresywnymi nowotworami. Jak wykazaty liczne badania, typ inwazji oceniany
ilosciowo zgodnie z systemem klasyfikacji polecanym przez Jakobsson’a, lub jego
modyfikacja, jest istotnie zwigzany z przezyciem pacjentow z OSCC (31-33). Wiadomo, ze
w prawie 50% przypadkéow OSCC w ciggu 24 miesigcy po chirurgicznej resekcji guza
dochodzi do wznowy miejscowej lub powstania odlegtych przerzutdw (34). Wydaje si¢ wigc,

ze powszechnie stosowana histopatologiczna ocena marginesu resekcji jest niezadowalajaca i
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poszerzenie jej o charakterystyke morfologiczng i fenotypowg powinno dostarczy¢ informacji
istotnych dla rokowania choroby. Wiadomo, zZe integryny odgrywajg kluczowa rol¢ w adhezji
komoérek guza do macierzy zewnatrzkomorkowej, a pro-migracyjna i pro-inwazyjna
aktywno$¢ integryny o3B1 jest regulowana przez tetraspaning CD151. Celem pracy byta

wiec ocena znaczenia klinicznego ekspresji CDI51 w kompleksie z integryng a3f1,

charakteryzowanej oddzielnie w glownej masie guza i w jego inwazyjnym froncie. \Wyniki

analizy immunohistochemicznej prowadzonej w materiale pochodzacym od 83 chorych z
OSCC wykazaly, ze: 1) dystrybucja i poziom ekspresji CD151 i a3 1r6znily si¢; podczas gdy
tetraspanina CD151 eksprymowana byla rownomiernie przez komorki guza, ekspresja
o3B1 ograniczona byta do komorek lezacych na granicy z podscieliskiem; ii) poziom
ekspresji integryny a3p1 roznit si¢ znaczaco pomiedzy masg guza i inwazyjnym frontem (P
= 0,021); iii) komorki niekohezyjnie naciekajace podscielisko charakteryzowaly si¢ wysoka
ekspresja a3p1, w niewielkim tylko stopniu wspotistniejacag z CD151; iv) poziom ekspresji
integryny o3B1, ale nie kompleksu CD151/a3B1, w inwazyjnym froncie guza
odzwierciedlat zaawansowanie choroby i byt zwigzany z krotkim czasem przezycia chorych
(P = 0,050). Wyniki te sugerujg, ze utrata CD151 z kompleksu z integryng o331 moze
prowadzi¢ do destabilizacji kontaktow mi¢dzykomorkowych keratynocytow i1 zwigkszenia
pro-migracyjnej aktywno$ci integryny a3pf1. W konsekwencji, poteguje to inwazyjnos¢
komodrek OSCC, a tym samym ryzyko wznowy choroby. Podsumowujac, przedstawiona
praca wskazuje, ze szczegétowa analiza morfologiczna inwazyjnego frontu guza potaczona z
charakterystyka poziomu ekspresji kompleksu CD151/a331 moze dostarczy¢ informacji
istotnych dla zachowan biologicznych guza, a tym samym stanowi¢ cenny wskaznik

rokowniczy u chorych z OSCC.

c.3. Integrin a3p1-CD151 complex regulates dimerization of ErbB2 via RhoA.
Novitskaya V*, Romanska H*, Kordek R, Potemski P, Kusinska R, Parsons M, Odintsova E,
Berditchevski F. Oncogene. 2014; 33(21):2779-89. (*equal contribution).

Domeny bogate w tetraspaniny (TEM) moga zawiera¢ receptory dla czynnikow
wzrostu, w szczegodlnosci rodzing receptorow ErbB. Jak wykazaly badania prowadzone w
modelach do$wiadczalnych, poprzez bezposrednie oddziatywanie z integrynami wigzacymi
lamining, tetraspanina CD151 reguluje ErbB2-zalezng sygnalizacj¢ w komorkach raka piersi.
CD151/integryna a.6p4 promuje rozwoj ErbB2/HER2-zaleznego raka piersi (35), a Usunigcie
z btony komorkowej kompleksu CD151/integryny wigzace lamining uczula ErbB2-dodatnie

komorki na terapi¢ Trastzumabem i Lapatinibem (36). Celem powyzszej pracy byta ocena

12



znaczenia klinicznego interakcji pomiedzy kompleksem integryna a361/CD151 i receptorem

ErbB2 w raku piersi z nadekspresjg ErbB2 oraz préba wyjasnienie mechanizmu

molekularnego tych oddzialywarn. Badania materiatu tkankowego od chorych z IDC (No. =

182) wykazaty, ze zarowno zwigzek pomiedzy przezyciem chorych z ErbB2-negatywnym
IDC a poziomem ekspresji CD151, ocenianej oddzielnie, jak i w kompleksie z integryna
o3pB1, osiggal znamienno$¢ statystyczng, ale ekspresja a31/CD151 posiadata wicksza
wartos¢ rokowniczg (P = 0,010; HR = 3,27 vs. P = 0,004; HR = 4,10). Siedmioletnie
przezycie w grupie chorych z ErbB2-negatywnym IDC wynosito 63,7% (95%CI 51,4-73,7%)
dla a3p1/CD151- dodatnich guzéw i odpowiednio 77.3% (95%CI 65.4-85.5%) dla guzéw
a3p1/CD151- ujemnych (log-rank, P = 0,004). W modelu in vitro (hodowla 3D w macierzy
bogatej w lamining; komorki linii BT474 i SKBr3) obecnos¢ kompleksu a331/CD151 w
komorkach z nadekspresja ErbB2 zwigzana byla z wyzszym stopniem fosforylacji receptora
ErbB2. Zastosowanie mikroskopowej techniki korelacji fluorescencji (FRET/FLIM)
pozwolito wykaza¢, ze kompleks a331/CD151 reguluje homodimeryzacj¢ receptora ErbB2.
Pokazali$my rowniez ze mediatorem zaleznej od a331/CD151 dimeryzacji receptora ErbB2
jest biatko RhoA. Komorki a3p1/CD15-dodatnie wykazywaty wigksza wrazliwo$¢ na
hamujace proliferacje dziatanie Trastuzumabu. Reasumujac, wyniki pracy wskazuja, ze
kompleks a3p1/CD151 posiada krytyczng rolg w regulacji ErbB2-zaleznej sygnalizacji
komorkowej i jego obecnos¢ posiada wartos¢ rokownicza w grupie chorych z ErbB2-
ujemnym IDC. Ocena zwigzku pomigdzy poziomem ekspresji a3f1/CD151 i ErbB2 u
chorych z rakiem piersi moze zatem posiadac istotne implikacje dla rokowania i terapii
chorych z IDC.

c.4. Expression of CD151/Tspan24 and integrin alpha3 complex in aid of
prognostication of HER2-negative high-grade ductal carcinoma in situ. Romanska HM,
Potemski P, Kusinska R, Kopczynski J, Sadej R, Kordek R. Int J Clin Exp Pathol
2015;8:9471-9478.

Nieinwazyjny przewodowy rak piersi in situ (DCIS) charakteryzujacy si¢ proliferacja

komdrek nowotworowych wewnatrz $wiatta przewodu, uwazany jest powszechnie za
prekursora przewodowego inwazyjnego raka piersi (IDC). Mechanizmy lezace u podstaw
transformacji DCIS—IDC sg stabo poznane i identyfikacja markerow molekularnych
pozwalajacych na oszacowanie ryzyka inwazyjnej progresji DCIS jest problemem o
pierwszorzednym znaczeniu klinicznym. Coraz wigcej danych wskazuje na to, ze w

przeciwienstwie do ogodlnie przyjetego paradygmatu stopniowej ewolucji raka piersi, program
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molekularny decydujacy o inwazyjnosci komorek BCa jest aktywny juz na przedinwazyjnych
etapach rozwoju (37, 38), czyli towarzyszy fazie hiperproliferacji (rozwojowi DCIS). Wynika
Z tego, ze zastosowanie Wiedzy dotyczacej mechanizméw rzadzacych biologia IDC powinno
nie tylko rzuci¢ $wiatto na patofizjologi¢ DCIS, ale moze réwniez dostarczy¢ informacji
waznych dla rokowania choroby. W jednej z naszych poprzednich prac pokazaliSmy,
zarowno w modelu in vitro (hodowla w 3D macierzy), jak i in vivo (przeszczep heterogenny
w modelu myszy bezgrasiczych), ze tetraspanina CD151 promowata proliferacj¢ komorek
HB2 (nieinwazyjne komorki ludzkiego gruczolu piersiowego). Jakkolwiek w warunkach
doswiadczalnych, aktywnos$¢ proliferacyjna tetraspaniny CD151 zdawata si¢ nie zaleze¢ od
interakcji z integryng a3B1, obecno$¢ CDI51 byla niewystarczajaca do przywrdcenia
zdolnosci proliferacyjnej komorkom pozbawionym ekspresji o381, wskazujac na znacznie
interakcji CD151- o3B1 dla zachowan biologicznych komoérki gruczotu piersiowego. W
materiale tkankowym od chorych z DCIS oceniali$my poziom ekspresji CD151, wykazujac
jego odwrotng korelacje ze stopniem zrdéznicowania guzow (11). Badania roli interakcji
pomiedzy CD151 i a3B1 w rozwoju ludzkiego DCIS, a tym samym jej wptywu na rokowanie
choroby nie byly przeprowadzane. W publikacji (wlaczonej do cyklu) dotyczacej IDC
wykazali$my natomiast, ze obecno$s¢ CD151/ a3B1 byta ztym wskaznikiem rokowniczym w
grupie chorych z (ErbB2)/HER2-ujemnym typem guza (Novitskaya i wsp. 2014). Cel
niniejszej pracy oparty byl na zatozeniu istnienia wspdlnego dla IDC i DCIS mechanizmu

promujacego inwazyjno$¢ komorek guza. Polegal on na ocenie zwigzku pomiedzy ekspresjq

CD151/integryna 38311 prognostycznym indeksem Van Nuys’a (rutynowo stosowany w

praktyce klinicznej wskaznik ryzvka nawrotu po DCIS; VNPI) w zaleznosci od HER2 statusu.

Badaniu poddany byt material tkankowy pochodzacy od chorych ze stabo zréznicowanym
(high grade) DCIS, a wigc o potencjalnie najwickszym ryzyku progresji inwazyjnej. Wyniki
przeprowadzonej analizy pokazaty, ze: i) ekspresja CD151 i/lub integryny a3f1 nie wigzata
si¢ z cechami histologicznymi guza; ii) ekspresja CDI151 pozostawata w odwrotnej
zalezno$ci ze statusem hormonalnym (ER i/lub PR) guza (P = 0,041); iii) ekspresja a3B1 nie
korelowata z zadng z cech kliniko-patologicznych; iv) istniata silna tendencja do zwiazku
pomiedzy CD151 (ale nie a3B1) i brakiem obecnosci HER2 receptora (P = 0,064); v)
podobnie jak w IDC, u chorych z HER2-ujemnym DCIS poziom ko-ekspresji
CD151/a3p1 istotnie korelowat z VNPI (P = 0,044) (zwiazek z ekspresja oceniang oddzielnie
nie osiggal znamiennosci statystycznej; CD151 (P = 0,248), a3B1 (P = 0,631)). Sugeruje to,
ze fenotyp o cechach CD151*/ a3B17/ HER2™ moze charakteryzowaé subpopulacje komorek
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DCIS o wigkszej wrazliwo$ci na oddziatywanie podscieliska i odpowiedzialnych za
inwazyjng progresj¢ choroby. Ze wzgledu na mata dostgpnos¢ materialu tkankowego z
‘czystym’ DCIS badanie to (przeprowadzone w stosunkowo matej grupie chorych; No. = 49)
miato charakter pilotazowy. Rozszerzenie analizy na wigksza grupg chorych 0 znanym
‘follow-up’, jak rowniez badania w modelach eksperymentalnych majgce na celu ocene
mechanizmoéw molekularnych obserwowanego zjawiska, moga doprowadzi¢ do identyfikacji
zmian DCIS o cechach inwazyjnosci, dostarczajac tym samym informacji istotnych dla

rokowania choroby.

c.5. Lack of CD151/integrin a3p1 complex is predictive of poor outcome in node-
negative lobular breast carcinoma: opposing roles of CD151 in invasive lobular and
ductal breast cancers. Romanska H, Potemski P, Krakowska M, Mieszkowska M, Chaudhri
S, Kordek R, Kubiak R, Speirs V, Hanby V, Sadej R, Berditchevski F Br J Cancer.
2015;113(9):1350-7.

Udziat tetraspaniny CD151 w karcynogenezie zostal potwierdzony w wielu typach
nowotworow u ludzi. Badania znaczenia klinicznego w raku piersi wskazuja na potencjalng
role CDI151 jako negatywnego wskaznika przezycia. IStniejaca wiedza na temat wpltywu
CD151 na rozwdj BCa oparta jest niemal wytacznie na doswiadczalnych i klinicznych
badaniach inwazyjnego przewodowego raka piersi (IDC). Wiadomo jednak, ze funkcja
tetraspaniny CD151 i biologiczne efekty jej aktywnosci zalezg zaréwno od typu komorki jak
i jej kontekstu biologicznego. Znaczenie kliniczne CD151 powinno by¢ zatem analizowane w
odniesieniu do fenotypowego i histologicznego typu guza. Inwazyjny zrazikowy rak piersi
(ILC) stanowi ~10% - 20% rakow tego gruczotu. Jak ostatnio wykazano, ILC rézni si¢ od
IDC, odpowiadajacego mu pod wzglegdem stopnia zrdéznicowania (grade) i fenotypu
molekularnego, profilem transkryptomicznym zwigzanym przede wszystkim z adhezja
komoérkowsa 1 inwazyjnoscia, wskazujac, ze ILC i1 IDC sa odrebnymi, tak pod wzgledem
klinicznym jak i biologicznym, typami nowotworéw (39, 40). Znaczenie prognostyczne i
udziat CD151 w rozwoju 1 progresji ILC nie byty jak dotad badane. Celem pracy byta ocena

znaczenia klinicznego CD151 oraz jego kompleksu z integryng 387 w ILC. Wyniki analizy

immunohistochemicznej w materiale od chorych z ILC (No. = 117) oceniane byly w
konteks$cie naszych poprzednich analogicznych badan w grupie chorych z IDC (No. = 182)
(praca wiaczona do cyklu; Novitskaya i wsp. 2014) i wykazaty, ze: i) poziom ekspresji a3p1
nie korelowat zadng z cech kliniko-patologicznych (podobnie jak IDC); ii) ekspresja CD151

byta odwrotnie zalezna od wielkosci guza (P = 0,047) i zaawansowania choroby (P = 0,019)
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(w IDC istotnie korelowata z zaawansowaniem choroby (P = 0,030), niskim stopniem
zroznicowania (P = 0,041) i receptorem ErbB2 (0,015)); iii) ko-ekspresja CD151/a3f1
pozostawata w znamiennej zaleznosci z niskim stopniem zréznicowania guza (P = 0,019) (w
IDC ekspresja CD151/a3B1 nie korelowata z zadng z cech kliniko-patologicznych); iv)
ekspresja CD151 i o3Pl ocenianych oddzielnie nie przedstawiala zadnej wartosci
rokowniczej (w IDC ekspresja CD151 wigzata si¢ z 1,88 razy wigkszym ryzykiem zgonu w
wyniku choroby w poréwnaniu z chorymi z CD151-ujemnym guzem). Jako ze interakcja
pomi¢dzy CD151 i a31 wplywa na zachowania inwazyjne komorek nowotworowych, nasza
dalsza analiza miata na celu ocen¢ wartosci rokowniczej CDI151 i/lub integryny o3p1w
odniesieniu do zajecia weztow chtonnych. Wykazalismy, ze: i) brak ekspresji zaroéwno
CD151 jak i a3B1 w grupie ILC chorych z niezajgtymi weztami chtonnymi/N(-) byt jedynym
czynnikiem rokowniczym; ii) chorzy z CD151/a3B1° guzem posiadali 3,12 razy wigksze
ryzyko zgonu w poroOwnaniu z pozostatymi N(-) chorymi; iii) szacowane pigcioletnie
przezycie dla N(-) chorych z CD151/a3B1° guzami vs. reszta wynosito odpowiednio 64%
vs. 91%. Podsumowujac, wyniki te pokazuja, ze CD151 bierze udziat w biologii ILC, ale w
przeciwienstwie do IDC, brak ekspresji CD151/a3B1 jest wskaznikiem ztego rokowania i
jego znaczenie prognostyczne jest ograniczone do grupy chorych z niezajetymi weztami
chtonnymi. Przedstawiona praca jest pierwsza w piSmiennictwie analizg znaczenia
klinicznego CD151/a3B1 w ILC. Jej wnioski potwierdzaja wstepne zatozenie, ze CD151
pelni odmienng role w roznych typach raka piersi i mogga mie¢ istotne znaczenie kliniczne w
identyfikacji chorych ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia przerzutow odleglych,

uznanych za niekwalifikujgcych si¢ do rutynowego leczenia uzupetniajgcego.

Podsumowanie

Rola tetraspaniny CD151 w karcynogenezie uwarunkowana jest interakcjami z jej partnerami
molekularnymi, ktore zwigzane sa z typem komorki i jej mikrosrodowiskiem. Zaleznos¢ od
kontekstu biologicznego wskazuje, ze =znaczenie Kkliniczne CD151 w nowotworach
nablonkowych powinno by¢ oceniane w odniesieniu do ekspresji integryn wigzacych

laminine (W szczegodlnosci a3 1) oraz fenotypowych i histologicznych cech nowotworu.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych
Dorobek naukowy (szczegotowo w zataczniku 4)

Analiza bibliometryczna (szczegétowa w zataczniku 5) (IF i MNiISW z roku publikacji)

Laczna liczba publikacji pelnotekstowych (z wytaczeniem prac z cyklu habilitacyjnego): 33
(w tym pierwszy autor w 12 pracach, korespondencyjny autor w 5 pracach), suma IF =
102,562; MNiSW = 526

w tym:

e przed doktoratem 6 publikacje (IF = 10,050; MNiSW = 46)

e po doktoracie 27 publikacji (IF = 92,512; MNiSW = 480)
CykKl habilitacyjny: 5 publikacji (w tym pierwszy autor w 5 pracach, autor korespondencyjny
w 4 pracach) o IF = 24,533; MNiSW = 180.

Sumaryczna liczba publikacji pelnotekstowych (z pracami z cyklu habilitacyjnego): 38 (w
tym pierwszy autor w 17 pracach, korespondencyjny autor w 9 pracach), sumaryczny IF =
127,095; MNISW = 706.

Laczna liczba streszczen zjazdowych 45 (2 przed uzyskaniem stopnia doktora, 43 po
uzyskaniu stopnia doktora), 35 na konferencjach zagranicznych i 10 na konferencjach
krajowych.

Prace byly cytowane 776 razy, wyltaczajac autocytowania 753 razy. Indeks Hirsha 15 wynosi
(dane z Web of Science Core Collection z dnia 09.12.2015)

GLOWNE KIERUNKI PRACY NAUKOWEJ

Przed uzyskaniem stopnia doktora

5.1. Neuronalna Czasteczka Adhezyjna (NCAM) w réznicowaniu ukladu nerwowo-
mie¢sniowego jelita grubego u czlowieka. (Praca Doktorska, Ph.D. in Pathology, Imperial
College London, 1997)

Praca ta byla nawigzaniem do moich =zainteresowan klinicznych chorobg
Hirschsprunga (wrodzona bezzwojowos¢ jelita grubego).

Powszechnie przyjetym leczeniem dzieci z chorobg Hirschsprunga jest resekcja
chorego odcinka okreznicy. Rozlegtos¢ resekcji jest okreslona przez badania §rédoperacyjne
biopsji jelita pobranych na poziomie planowanego zespolenia, ktore maja na celu wykazanie
obecnosci komorek zwojowych 1 braku hypertroficznych wiokien nerwowych w obrgbie

mrozonych skrawkoéw barwionych rutynowo hematoksyling i eozyng. Niezaleznie od
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zastosowanej techniki operacyjnej u ok. 20% dzieci dochodzi do nawrotu choroby.
Przyczyny niepowodzen terapeutycznych nie sg znane.

Nieprawidlowosci motoryki jelita w bezzwojowym odcinku dystalnym sa powszechnie
przypisywane aberracjom uktadu nerwowego. Niewiele jest wiadomo na temat natury
zaburzen w ukladzie nerwowo-mig¢sniowym w chorobie Hirschsprunga, jak i patofizjologii
mie$niowki jelita pozbawionej prawidlowego ‘nadzoru nerwowego’. Liczne badania
wskazuja na to, ze w mie$niu poprzecznie prazkowanym i sercowym Neuronalna Czasteczka
Adhezyjna (NCAM) petni role regulatora morfogenezy tkanki mig$niowej. Jej ekspresja na
btonie komoérki migéniowej zanika w prawidlowo funkcjonujgcym, dojrzalym ukladzie
nerwowo-migsniowym.  Zaburzenia unerwienia, jak np. porazenia pochodzenia
neurogennego, wywoluja re-ekspresje NCAM na sarkolemmie, poziom Kktorej jest
porownywalny z wystepujacym we wczesnych okresach rozwoju. Celem pracy byta
weryfikacja hipotezy, ze podobnie jak w migsniu szkieletowym, NCAM odgrywa role w
interakcji nerwowo-mig$niowej rozwijajacego si¢ jelita a nieprawidlowosci jej ekspresji
towarzysza zaburzeniom motoryki w chorobie Hirschsprunga.

Najwazniejszym wynikiem badan prowadzonych w materiale tkankowych i hodowlach
komoérkowych byto wykazanie zwiekszonej ekspresji NCAM w mig$nidwce chorego jelita, w
szczegolnosci w warstwie muscularis mucosae, oraz hypertroficznych wioknach nerwowych
odcinka bezzwojowego. Nieprawidlowosci ekspresji NCAM, charakterystyczne dla
dystalnego odcinka chorego jelita, w wigekszosci przypadkow wykazane zostaly rowniez w
jego odcinku proksymalnym, rutynowo okreslanym s$rodoperacyjnie jako ‘zdrowe’ za
pomoca konwencjonalnej metody histologicznej. Obserwacje te potwierdzity wyjsciowa
hipoteze, sugerujac zarazem, ze utrzymujace si¢ na poziomie resekcji chirurgicznej
zaburzenia komunikacji nerwowo-migéniowej mogg stanowi¢ cze¢sciowe wytlumaczenie dla
czestych wznow choroby, co wskazywatoby rownoczes$nie, ze powszechnie stosowane
metody histologiczne okres$lajace Srodoperacyjnie proksymalny poziom resekcji jelita sa

niezadowalajace (41, 42).

Po uzyskaniu stopnia doktora

5.2. Tlenek azotu (NO) w patogenezie zwldkniajacych chorob pluc.
Prace prowadzone byly w materiale tkankowym, modelach zwierzecych 1 hodowlach
komorkowych. Wyniki badan w modelu in vitro wykazaty, ze wzrost aktywnosci i ekspresji

indukcyjnej syntetazy tlenku azotu (iNOS) (genu i biatka) towarzyszyt wczesnej fazie
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odpowiedzi fibroblastéw na bodzce wywolane cytokinami zapalnymi i1 byl w czgsci
odpowiedzialny za ich wzmozong aktywno$¢ proliferacyjng. Analiza materialu tkankowego
pluc potwierdzita powyzsze obserwacje, pokazujac podwyzszong ekspresjec iINOS we
wczesnych zmianach wlokniejacych, niezaleznie od etiologii schorzenia. Wnioski tych badan
wskazujace na NO, jako jeden z gtownych czynnikéw patogennych zwldkniajacych chordb
phuc, zdaja si¢ mie¢ wazne implikacje kliniczne i1 sugeruja, ze supresja produkcji NO moze
zahamowa¢ proces wioknienia (43,44; prezentacja na sesji plenarnej kongresu The

Pathologic Society of Great Britain and Ireland, Brighton, 2000).

5.3.  KOMORKI MACIERZYSTE - InZynieria Tkankowa

Kolejnym etapem mojej pracy byt udzial w szeroko zakrojonym programie badawczym
w Tissue Engineering and Regenerative Medicine Centre (TERM), zalozonym w 1999 przez
Prof. Dame Juli¢ Polak, Faculty of Medicine, Imperial College London i Prof. Larry Hench’a,
Department of Materials, Imperial College London. Nadrzedng misjag Centrum byto
wypracowanie metodologii taczacej instrumentarium i technologie biologii komdrki i
materialoznawstwa (hodowle komodrkowe na niebiologicznych podiozach/rusztowaniach),
ktore datyby podstawy nowej, powstajacej w Imperial College London (i Wielkiej Brytanii)
dziedzinie nauki, inzynierii tkankowej. Celem projektu podjetego przez zespot ,,Lung Group”
prowadzony przez dr Anne Bishop, do ktérego nalezatam, byto wykazanie mozliwos$ci
otrzymania fenotypowo dojrzatych pneumocytéw typu II z pluripotencjalnych mysich
embrionalnych komérek macierzystych (ang. Murine Embryonic Stem cells; mES cells) i
znalezienie optymalnych warunkow stymulujacych ich kierunkowe roznicowanie. W
szczegblnosci, czesé projektu, ktorego bylam wspotautorem i nad ktérym miatam nadzor,
mial na celu stworzenie 3D in vitro modelu, ktéry nasladowalby proces przebiegajacy w
trakcie in vivo organogenezy, potwierdzajac tym samym wptyw mikrosrodowiska (w naszym
przypadku mezenchymy plodowej) na ‘programowanie’ komoérek mMES. Fenotyp
otrzymanych komorek byt oceniany klasycznymi metodami, tj. immunocytochemig, in sSitu
hybrydyzacja (ISH), RT-PCR i mikroskopia elektronowa. Wyniki prac ukazaly po raz
pierwszy mozliwo$¢ otrzymania prekursoréw komodrek odpowiedzialnych za regeneracje
nablonka oddechowego pecherzykow ptucnych z pluripotencjalnych meS komorek.

Jakkolwiek badania prowadzone w modelu mysim dostarczyly jedynie ‘proof of

concept’, wyniki te, posiadajgce duzg warto$¢ poznawcza, stworzyly podstawy do dalszych
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prac w kierunku zastosowania komérek macierzystych dla potrzeb medycyny regeneracyjnej
chorob ptuc (45,46).

Rozpoczete przeze mnie badania nad rolg mezenchymy ptucnej w programowaniu mES
komorek do endodermalnych prekursoréw nabtonka oddechowego zostaty rozwinigte w
projekcie doktorskim Benjamina Van Vranken (PhD 2005), w ktorym pelnitam rolg

promotora pomocniczego.

5.4. BIOLOGIARAKA
5.4.1. Rak Stercza

W 2000 roku, wraz z miejscem pracy, zmienitam kierunek badan i zajetam sie tematyka
zwigzang z biologiag raka. Pierwsze projekty dotyczyly androgenowej regulacji w
mechanizmach progresji raka stercza (ang. Prostate Cancer; PC).

Rozwdj fazy hormono-niezaleznej (ang. Androgen Independence; Al) jest uznany za
gtowng przyczyne nieskutecznosci terapii hormonalnej w zaawansowanym PC. Wsrod
mechanizmow biorgcych udziat w rozwoju AIPC (ang. Androgen-Independent Prostate
Cancer) i umozliwiajacych komorkom nowotworowym unikngé wplywu supres;ji
androgenowej wymienia si¢ m.in. aktywacje alternatywnych szlakow sygnalizacyjnych.
Przedmiotem naszych badan byly Sciezki aktywowane poprzez E-kadheryne/B-katening i
P13-kinaze¢. Badania przeprowadzane bylty w materiale tkankowym uzyskanym od chorych z
PC oraz z uzyciem in vitro modelu progresji PC [stworzony uprzednio w naszym
laboratorium poprzez przeniesienie genu receptora androgenowego (ang. Androgen Receptor;
AR) do komorek androgeno-niezaleznych].

Wyniki badan wykazaly, ze obecno$¢ AR uwrazliwia komorki AIPC na stymulacje
androgenowa, ktora prowadzi do zmniejszenia ekspresji E-kadheryny, a w konsekwencji do
oslabienia wigzan miedzykomorkowych i wzmozong proliferacje komorek. Wynik ten
identyfikujacy nieznany dotad mechanizm hormonalnej regulacji AR-dodatnich AIPC,
istotny dla rozwoju okreslonej subpopulacji komoérek guza in vivo, posiada implikacje
terapeutyczne (47).

Analiz¢ zwigzku pomigedzy AR i PTEN przeprowadzaliSmy réwniez w materiale
tkankowym pobranym od chorych z hormono-zaleznym i hormono-opornym PC. Przy
uzyciu standardowych metod immunohistochemii pokazaliSmy, ze ko-ekspresja AR i PTEN
jest dobrym wskaznikiem rokowniczym i wigze si¢ z dluzszym bezobjawowym okresem

przezycia oraz skutecznoscig terapii hormonalnej (ponad 30 miesigcy). Wyniki te sugeruja,
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ze rutynowa ocena obu markeréw bylaby pomocna w identyfikacji pacjentow z guzem
niewrazliwym na rutynowg supresje androgenowg i kwalifikujagcych si¢ do alternatywnych
strategii terapeutycznych (48).

Wplyw obecnosci AR na zywotno$¢ i proliferacje AIPC komoérek badany byl réwniez
w projekcie prowadzonym w Uniwersytecie w Birmingham, po§wigconym mechanizmowi
dziatania doksazosyny (wspotpraca z Prof. dr hab. n. med. Markiem Soshowskim,
Uniwersytet Medyczny w Lodzi), selektywnego antagonisty receptorow o.1-adrenergicznych.
Z opublikowanych dotychczas doniesien wynika, ze preparat ten o udokumentowanej
klinicznie skutecznosci w leczeniu tagodnego rozrostu stercza, posiada dodatkowo
wlasciwosci przeciwnowotworowe w PC. Badania in vitro z uzyciem AIPC linii
komoérkowych z mutacja PTEN, genu supresorowego szlaku PI3K/Akt, wykazaty ponadto, ze
dziatanie leku jest niezalezne od hormono-wrazliwosci komorek PC. Jako ze interakcje
pomiedzy PTEN/PI3K/Akt i $ciezkg aktywowang poprzez AR odgrywaja znaczaca role w
progresji PC, celem naszego projektu byta ocena wptywu doksazosyny w komorkach AIPC z
funkcjonalnym szlakiem PTEN/PI3K/Akt. Przy uzyciu powyzszego modelu in vitro
wykazali$my, ze proapoptyczne dziatanie doksazosyny w PTEN-dodatnich AIPC komdrkach
odbywa si¢ czg$ciowo za posrednictwem deaktywacji Akt i obecnos¢ zaréwno AR jak i Bcl-2
(biatka antyapoptycznego) zwigksza odpornos¢ komoérek PC na dziatanie leku. Wyniki te
sugeruja, ze proapoptyczna skuteczno$é¢ doksazosyny w PC zalezy od charakterystyki guza i
wskazania terapeutyczne powinny by¢ poprzedzone i uzaleznione od szczegdtowego

badaniem fenotypu komorek guza (49).

5.4.2. Tumorogennos¢ i Pluripotencjalno$¢

Tematyka tych badan byla potaczeniem wczesniejszych zainteresowan embrionalnymi
komorkami macierzystymi (ES) (badania prowadzone w Tissue Engineering and Regenerative
Medicine Centre, Imperial College London; 1999-2002) oraz trwajacych prac dotyczacych
biologii raka.

ES komorki, ze wzgledu na ich wysoki potencjat proliferacyjny i nieograniczona
zdolno$¢ do samoodnowy 1 wielokierunkowego réznicowania, sg wielka nadzieja medycyny
regeneracyjnej 1 transplantologii. Mechanizmy rzadzace ich biologia nie sa w pelni poznane a
ich wyjasnienie jest warunkiem koniecznym dla uzycia komorek ES w terapii. Dotyczy to
przede wszystkim zdolno$ci przeszczepionych pluripotencjalnych (niezréznicowanych)

komorek ES, ktore nie wykazuja zadnych nieprawidlowosci chromosomalnych, do

21



wytwarzania guza w tkance biorcy. Roznicowanie komoérek ES (rowniez ich zlosliwych
odpowiednikow - komorki EC/embryonal carcinoma) prowadzi do utraty przez nie zdolno$ci
do nowotworzenia. Badania nasze polegaly na poréwnawczej analizie normalnych mysich
komorek ES (linia D3) i komorek EC (linia F9 wyprowadzona z raka embrionalnego u myszy)
majacej na celu identyfikacje wspolnych dla pluripotencjalnosci i tumorogennosci markerow
metabolicznych, jak i rzadzacych nimi mechanizméw. Badania prowadzone byly przy
zastosowaniu klasycznych metod biologii molekularnej i spektroskopii 'HNMR (Nuclear
Magnetic Resonance) (we wspolpracy z Prof. Ulrichem Guntherem, Department of
Biomolecular NMR Spectroscopy, Division of Cancer Studies, University of Birmingham, UK).

Spektroskopia NMR, metoda pozwalajaca w unikalny sposéb na wglad w metabolizm
komorki, jest od niedawna uzywana jako cenne narzgdzie w fenotypowej charakterystyce
nowotworow, jak i linii komoérkowych, wiacznie z komoérkami macierzystymi i ich
pochodnymi. Istniejg liczne doniesienia, ze w guzach zlosliwych i ich in vitro modelach,
zmiany w widmie 'H NMR w zakresie choliny, zwigzane przede wszystkim ze wzrostem
zawarto$ci fosfocholiny (Pcho), koreluja ze stopniem zaawansowania nowotworu i jego
potencjatem inwazyjnym. Wzrost poziomu Pcho jest w czgsci przypisany zwigkszonej
aktywnosci kinazy choliny (ChoK), enzymu uwazanego zar6wno za wskaznik prognostyczny,
jak 1 cel terapii w wielu nowotworach. Ekspresja 1 aktywno$¢ ChoK s3 regulowane przez
ztozony kompleks sygnalizacyjny, ktorego jednym z gtownych sktadnikow jest kinaza 3-
fosfatydylo-inozytolu  (PI3K). Podwyzszona zawarto$¢ Pcho jest réwniez cecha
charakteryzujaca niezréznicowane komorki ES, a PI3K/Akt szlak uwazany jest za
wspotodpowiedzialny za ich wysoki potencjat proliferacyjny 1 zdolno$¢ nowotworzenia.
Wydaje si¢ zatem, ze metabolizm choliny, pluripotencjalno§¢ komorki 1 jej potencjat
tumorogenny s3 ze sobg powigzane. Zwigzek ten byl przedmiotem naszych badan.

Wyniki analizy poréwnawczej widm 'H NMR wykazaty, ze utracie pluripotencjalnosci, a
zatem i potencjalnej ztosliwosci komorek, towarzyszg podobne zmiany w widmie 'HNMR obu
linii komorkowych 1 nie s3 one powigzane z aktywnoscig szlaku PI3K. Podobienstwo to
dotyczy szczegdlnie metabolitow fosfocholiny, a konkretnie stosunku Pcho/GPcho (glicero-
fosfato cholina). Wydaje si¢ zatem, ze niezaleznie od mechanizméw regulujacych synteze de
novo Pcho, Pcho/GPcho mogtby znalez¢ zastosowanie jako ‘metaboliczny marker’ wspolny
dla pluripotencjalnosci 1 nowotworzenia, potencjalnie przydatny w opracowywaniu
bezpiecznych protokotow zastosowania komorek ES w terapii.

Wyniki tych badan zdaja si¢ mie¢ implikacje wykraczajace poza ramy medycyny
regeneracyjnej. Zgodnie z hipoteza Rakowych Komodrek Macierzystych [ang. Cancer Stem
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Cell (CSC) Hypothesis], istnieje wiele podobienstw, zarowno pod wzgledem charakterystyk
fenotypowych, jak 1 mechanizméw rzadzacych proliferacja i samoodnowg pomigdzy
niezréznicowanymi normalnymi i rakowymi komorkami macierzystymi. CSCs uwazane sg nie
tylko za komorki inicjujace transformacje¢ nowotworowa, ale rdéwniez za przyczyne
nieskutecznos$ci terapii przeciwnowotworowych. Wzmozone wysitki skierowane sa wiec na
poszukiwanie markera macierzystosci (ang. stemness) wspdlnego dla normalnych komorek
macierzystych i CSCs. Wyniki rozlegtych analiz ekspresji genow 1 bialek prowadzonych
metodami biologii molekularnej nie sa spdjne, i jak dotad, nie pozwalaja na stworzenie
jednoznacznej molekularnej definicji macierzystosci. Wydaje si¢, ze istnieje koniecznosé¢
integracji roznych podej$¢, w tym opartej na NMR analizie metabolizmu komoérki, w celu
ustalenia kryteriéw okreslajacych ‘prawdziwe’ komodrki macierzyste. Wyniki nasze moga

pomoc poszukiwaniom tym zblizy¢ sie do celu (50).

5.5. Tetraspaniny w nowotworach nablonkowych

Tematyka ta, ktorg zajmuje si¢ do dzisiaj, wynikla ze wspolpracy z grupg dr. Fedora
Berditchevskiego w School of Cancer Studies, University of Birmingham, UK, ktora
podjetam w 2005 r. Zwigzany z nig dorobek (Tetraspanina CD151 w raku piersi: Sadej i
wsp. Mol Cancer Res 2009 (17); Sadej i wsp. Cancer Res 2010 (16); Novitskaya i wsp.

Cancer Res 2010 (11)) opisany jest szczegotowo we wstepie do omoOwienia osiggnigcia
naukowego (pkt. 4.c). Badania nad rola CD151 w raku piersi sa nadal przeze mnie
kontynuowane we wspolpracy z grupami dr. Fedora Berditchevskiego (University of
Birmingham, UK), Profs. Valerie Speirs i Andrew Hanby (University of Leeds, UK), Prof. dr
hab. n. med. Piotra Potemskiego (Uniwersytet Medyczny w Lodzi), dr. Rafala Sadeja
(Uniwersytet Medyczny w Gdansku) i dr. Janusza Kopczynskiego (Swietokrzyskie Centrum
Onkologii w Kielcach). Praca dotyczaca roli oddziatywan pomi¢dzy ErbB2/ErbB3 i

kompleksem tetraspanina CD151/integryny wigzace lamining w raku sutka jest na

ukonczeniu.
W roku 2013 otrzymatam grant badawczy (Opus, NCN) dotyczacy profilu

morfologicznego i molekularnego cech inwazyjno$ci rakéw przewodowych in situ (DCIS).

Analizy materialu tkankowego 1 mechanizméw molekularnych rzadzacych inwazyjng

progresja DCIS sg toku.

23



Udzial w projektach i grantach badawczych

Kierowanie mi¢dzynarodowymi i krajowymi projektami badawczymi oraz udzial w
takich projektach

Kierowanie projektami badawczymi:

e Krajowymi

OPUS — NCN (Nr. Rej.: 2013/09/B/NZ4/02512) (Uniwersytet Medyczny w Lodzi, 2013-
2016): ,,Analiza profilu morfologicznego 1 molekularnego cech inwazyjnosci rakoéw
przewodowych in situ (DCIS) — znaczenie prognostyczne.” Kierownik projektu.

e miedzynarodowymi

THE RAYNAUD’S & SCLERODERMA ASSOCIATION GRANT (Imperial College
London, UK, 1997-1999): “The role of iNOS in pathogenesis of lung fibrosis.” Kierownik
projektu i gtowny wykonawca.

SIR JULES THORN’S CHARITABLE TRUST GRANT (Imperial College London, UK,
1994-1997). “Neuropeptides in congenital aganglionosis”. Kierownik projektu i glowny
wykonawca.

Udzial w projektach badawczych

OPUS - NCN (Nr rej 2011/01/B/NZ4/04910) (Uniwersytet Medyczny w Lodzi, 2011-2014):
»Rola oddziatywan pomiedzy ErbB2/ErbB3 i kompleksem tetraspanina CD151/integryny
wigzace lamining w raku sutka: Implikacje dla prognozowania i terapii”. Gléwny
wykonawca i redaktor wniosku.

HOMING PLUS, ENP (HOMING PLUS) (Projekt we wspolpracy z Uniwersytetem
Medycznym w Gdansku 1 Institute for Cancer Studies, Birmingham, Wielka Brytania, 2010-
2012%): “The role of tetraspanin CD151 in prostate cancer cells migration and invasion —
implications for tumour prognostication”. Wykonawca projektu.

HARMONIA — NCN (2012/06/M/NZ3/00023) (Projekt we wspotpracy z Uniwersytetem
Medycznym w Gdansku, 2013-2016): ,,Udziat tetraspaniny CDI151 w regulacji funkcji
FGFR2 w progresji raka piersi — analiza in vitro, w modelu mysim oraz materiale
klinicznym”. Wykonawca projektu.

THE UNIVERSITY HOSPITAL BIRMINGHAM CHARITIES’ FUND NO14-3-150
(University of Birmingham, UK, 2009-2010): “The role of tetraspanins in pathogenesis of
Oral Squamous Cell Carcinoma.” Gléwny wykonawca.

Nagrody i wyroznienia

Jules Thorn PhD Scholarship, Imperial College London 1994

Raynaud's & Scleroderma Association Scholarship, Imperial College London 1999
Award for Teaching Excellence in Medical Education, Imperial College London 2002
Nagroda Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za dziatalno$¢ naukowag 2013
Nagroda Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za dziatalno$¢ naukowa 2014
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