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2. Posiadane dyplomy. stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tvtulu rozprawy doktorskiej.

17.12.2002 stopien doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna

Nadany przez Rade Naukowg Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii Sktodowskiej—
Curie w Warszawie

Promotor: Prof. dr hab. Zdzistaw Krawczyk

Recenzenci: Dr hab. Hanna Rokita i Prof. dr hab. Janusz Siedlecki

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Struktura promotora i czesci 5° jednostki transkrypcji
homologicznych genéw hst70 szczura i HSPA2 czlowieka kodujgcych biatko
opiekuncze o kluczowym znaczeniu dla procesu spermatogenezy”.

Praca doktorska zostata wyrézniona przez Rad¢ Naukowg Centrum Onkologii —

Instytutu im. Marii Sktodowskiej — Curie w Warszawie.

06.07.1995 tytul magistra biologii

Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski, Katowice.

Tytut pracy magisterskiej: ,,Wykorzystanie metody RT-PCR do wykrywania
transkryptow genu hst70 w wybranych narzqdach szczura”.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

01.06.2003 do chwili obecnej adiunkt w Centrum Onkologii — Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie,
Oddziat w Gliwicach, od 01.10.2010 w Centrum Badan Translacyjnych
i Biologii Molekularnej Nowotworow.

01.07.1996 —31.05.2003 asystent w Zaktadzie Biologii Molekularnej, Centrum Onkologii —
Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach

21.04.1999 — 07.09.1999 urlop macierzynski

01.12.1998 — 19.02.1999 staz naukowy w laboratorium Prof. Ilpo Huhtaniemi, Department
of Physiology, Institute of Biomedicine, University of Turku,
Turku, Finlandia. Stypendystka programu CIMO (CIMO
fellowship).

01.09.1995 —30.06.1996 biolog w Zakladzie Biologii Molekularnej, Centrum Onkologii —
Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach

01.02.1995 —30.08.1995 technik /2 etatu w Zaktadzie Biologii Molekularnej, Centrum Onkologii
— Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach
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4. Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65. poz. 595 ze
zm.):

A) Tytul osiggniecia naukowego / artystycznego

Przedktadam do oceny monotematyczny cykl pieciu oryginalnych publikacji naukowych oraz
jednej pracy pogladowej zatytutowany:

»EKkspresja i funkcja bialka kodowanego przez ludzki gen HSPA2 w komorkach
somatycznych”.

B) Prace stanowigce podstawe habilitacji:

1. Scieglinska D*, Piglowski W, Mazurek A, Malusecka E, Zebracka J, Filipczak P. Krawczyk Z.
(2008). The HspA2 protein localizes in nucleoli and centrosomes of heat shocked cancer cells.
Journal of Cellular Biochemistry, 104: 2193-2206.

* autor korespondencyjny; IF = 3.54

2. Scieglinska D*, Piglowski W, Chekan M, Mazurek A, Krawczyk Z. (2011). Differential expression
of HSPAI and HSPA2 proteins in human tissues; tissue microarray-based immunohistochemical
study. Histochemistry and Cell Biology, 135: 337-350.

* autor korespondencyjny; IF = 2.588

3. Filipczak PT, Piglowski W, Glowala-Kosinska M, Krawczyk Z. Scieglinska D*. (2012). HSPA2
overexpression protects V79 fibroblasts against bortezomib-induced apoptosis. Biochemistry and
Cell Biology, 90: 224-231.

* autor korespondencyjny; IF =2.915

4. Scieglinska D*, Gogler-Piglowska A, Butkiewicz D, Chekan M, Malusecka E. Harasim J. Habryka
A. Krawczyk Z. (2014). HSPA2 is expressed in human tumors and correlates with clinical features
in non-small cell lung carcinoma patients. Anticancer Research 34: 2833-2840.
* autor korespondencyjny; IF = 1.826

5. Scieglinska D*, Krawczyk Z. (2015). Expression, function. and regulation of the testis-enriched
heat shock HSPA2 gene in rodents and humans. Cell Stress and Chaperones 20: 221-33.
* autor korespondencyjny; IF = 3.136

6. Habryka A, Gogler-Pigtowska A, Sojka D, Kryj M, Krawczyk Z, Scieglinska D* (2015). Cell type-
dependent modulation of the gene encoding heat shock protein HSPA2 by hypoxia-inducible factor
HIF-1: down-regulation in keratinocytes and up-regulation in HeLa cells. BBA Gene Regulatory
Mechanisms 1849: 1155-1169
* autor korespondencyjny; IF = 6.332

Sumaryczny IF = 20,364

Oswiadczenia wspotautoréw okreslajace indywidualny wkiad w powstanie publikacji naukowych w
zalaczeniu [zatgcznik nr 6].
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C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikdw wraz z omdwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie — biatka szoku termicznego

Badania nad genami kodujacymi biatka szoku termicznego HSP (ang. heat shock protein)
zapoczatkowal pol wieku temu Ferrucci Ritossa (1962), ktory zauwazyl, ze pod wplywem wysokiej
temperatury na chromosomach slinianki larw Drosophila. busckii pojawiaja sie charakterystyczne pufy.
Struktury te zidentyfikowano pézniej jako aktywnie transkrybowane regiony chromatyny zawierajace
sekwencje genowe kodujace biatka HSP. Obecnie wiadomo, ze geny HSP wystepuja w genomach
wszystkich organizmow oraz wykazuja wysoki poziom podobienstwa nawet pomiedzy gatunkami
znacznie oddalonymi ewolucyjnie. Geny te koduja biatka opiekunicze niezbedne dla podstawowego
metabolizmu, ktore poprzez skoordynowane oddziatywania z tzw. biatkami wspotopiekuniczymi (ang.
co-chaperones), ulatwiajg utrzymanie funkcjonalnej struktury biatkom komérkowym bedacym
Klientami HSP.

Geny HSP podzielono na kilka rodzin w oparciu o podobienstwo ich sekwencji nukleotydowej
oraz wielkos¢ molekularng kodowanych biatek. Zgodnie z najnowszym podziatem, w komdrkach
ssaczych syntetyzowane sg biatka pigciu gtéwnych rodzin HSP: HSPC (HSP90), HSPA (HSP70).
DNAJ (HSP40), HSPB (HSP27) i czaperoniny (ang. chaperonins; CCT, GroES/EL) (Kampinga i wsp.,
2009). Do jednych z najliczniejszych nalezy wielogenowa rodzina HSPA (HSP70), do ktérej u
czlowieka zaliczono 13 homologicznych sekwencji genomowych (Kampinga i wsp.. 2009).

Geny rodziny HSPA koduja biatka o charakterystycznej budowie domenowej i masie okoto 70
kDa. Funkcje biatek HSPA sa plejotropowe i wyrazajg si¢ w szeroko rozumianej opiece nad innymi
bialkami komorkowymi. Biorg one udzial w fatdowaniu nowo syntetyzowanych biatek, transporcie
bialek pomiedzy organellami, skladaniu komplekséw wielobiatkowych. HSPA, jako czynniki
cytoprotekeyjne warunkujg przezycie komorek w rozmaitych warunkach stresowych, szczegélnie
takich. ktore uszkadzajg strukture innych biatek komorkowych. Zapobiegaja one nieodwracalnym
uszkodzeniom biatek bedacych ich klientami, w stosunku do ktérych wykonuja rowniez dzialania
naprawcze przywracajgce im prawidlows strukture. Biatka uszkodzone w sposob nieodwracalny kieruja
na droge degradacji proteasomalnej. HSPA sg takze zaangazowane w regulacje aktywnosci wielu biatek
sygnalizacyjnych. co czyni z nich wazny element systemu przekazywania sygnatéw (praca pogladowa:
Sherman i Gabai, 2015). Do jednych z lepiej zbadanych funkcji HSPA nalezy ich zdolno$¢ do
hamownia procesow smierci komoérkowej (praca przegladowa Ciocca i wsp., 2013). Ponadto, w
ostatnich latach wiele uwagi poswigcono tzw. pozakomérkowym HSPA, ktére sg aktywnie wydzielanie
do srodowiska pozakomdrkowego i petnig funkcje na poziomie catego organizmu stymulujac oraz
regulujgc reakcje immunologiczne (praca przegladowa: Schmid i Multhoff, 2012). Poniewaz HSPA
bezposrednio wplywaja na jakos¢ proteomu. wszelkie zmiany poziomu ich ekspresji oraz/lub ich

funkcjonowania moga wplywaé¢ na fenotyp komorek. Dowiedziono, ze zmieniona ekspresja HSPA
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zwiazana jest z patogeneza bardzo wielu stanéw patologicznych. w tym chordb neurodegeneracyjnych.
autoimmunologicznych, nowotworowych (prace przegladowe: Khalil i wsp., 2011 Ciocca i wsp., 2013:
Kakkar i wsp., 2014).

Omawiajgc plejotropowe funkcje biatek rodziny HSPA nalezy zauwazy¢. ze pomimo
wysokiego podobienstwa strukturalnego oraz wielu nakladajacych sig¢ rol. poszczegolne bialka tej
rodziny posiadajg odmienne, unikalne wlasciwosci, wykazujac specyficznos¢ tunkcjonalng i
substratowg. Czyni to z HSPA skomplikowany i dynamiczny uklad, ktorego efekt dzialania w danym

typie komorek bedzie uzalezniony od kontekstu molekularnego.

Przedmiotem cyklu publikacji, bedacego podstawa mojej pracy habilitacyjnej, jest gen HSP-2
przynalezacy do rodziny HSPA czlowieka. Gen HSPA2 sklonowano w 1994 roku (Bonnycastle i wsp..
1995). Ze wzgledu na wysoki poziom ekspresji w komoérkach spermatogenicznych oraz znaczne
podobienstwo sekwencji nukleotydowej uznano GA za ortologiczny do sklonowanych wczesniej
jadrowo-swoistych i kluczowych dla ptodnosci samcow genow Hst7() szczura (Wisniewski i wsp 1999)
i Hsp70.2 myszy (Zakeri i wsp., 1988). Jednak juz pierwsze doniesienia o wlasciwosciach ludzkiego
genu HSPA2 wskazywaly na istnienie réznic pomigdzy nim a jego odpowiednikami u gryzoni. Geny
Hst70/Hsp70.2 gryzoni wykazuja najwyzsza aktywno$¢ w spermatocytach w stadium pachytenu
(Krawczyk i wsp., 1987; Krawczyk i wsp., 1988), natomiast najwigkszy poziom produktow genu
HSPA2 cztowieka wykryto w spermatydach i plemnikach (Huszar i wsp., 2000). Podczas gdy u
mezczyzn efekty fenotypowe niedoboru biatka HSPA2 wigzano z produkcja niefunkcjonalnych
plemnikow (Huszar et al. 1997), u gryzoni obserwowano zablokowanie spermatogenezy na etapic
roznicowania spermatocytow (Dix i wsp., 1996). Kolejna roznica zwigzana byla z poziomem
transkryptow w narzadach somatycznych. W przypadku gryzoni nieznaczne ilosci mRNA wykrywano
w narzgdach somatycznych tylko przy uzyciu najczulszych metod detekcji (RT-PCR: Scieglinska i
wsp.. 1997), natomiast transkrypt ludzkiego genu identyfikowano stosujgc metody o sredniej/niskiej
czutodci (Northern blot) (Bonnycastle i wsp., 1995; Son i wsp., 1999). Nasze badania wstepne
wskazywaly, ze geny gryzoni i czlowieka maja odmienna strukturg czesci 5° jednostki transkrypcji, a w
konsekwencji koduja transkrypty roznigce si¢ sekwencjg kofica 5° UTR (Scieglinska i wsp.. 2001:

Piglowski i wsp., 2007).

Cel naukowy:

W momencie rozpoczynania badan, ktérych wyniki opisano w omawianym cyklu prac.
wiasciwosci ludzkiego genu HSPA2 byly bardzo stabo poznane. Autorzy nielicznych prac
koncentrowali sie wylacznie na aspektach zwigzanych ze znaczeniem genu dla plodnosci mezezyzn
(Bonnycastle i wsp., 1995; Huszar i wsp., 2000). Poniewaz wyniki naszych wstepnych prac silnie
sugerowaly, ze ekspresja ludzkiego genu HSPA2 nie jest ograniczona do roznicujacych si¢ meskich

komorek rozrodczych (Piglowski, praca magisterska, 2004; Piglowski i wsp., 2007). postanowitam
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skoncentrowac si¢ na charakteryzowaniu wlasciwosci tego genu oraz kodowanego przezen biatka w
komorkach somatycznych cziowieka. Do glownych celow, ktore sobie postawitam, nalezalo
scharakteryzowanie wzoru ekspresji w ludzkich komérkach i narzadach, przyblizenie mechanizmow
sterujacych transkrypcja genu oraz wstepne okreslenie funkcji kodowanego biatka w komorkach

somatycznych.

Osiagniete wyniki:

Ekspresji ludzkiego genu HSPA2 w narzadach somatycznych oraz zmianach nowotworowych

Nasze wstgpne badania wskazywaly, ze gen HSPA2 jest transkrybowany w liniach
komorkowych wywodzacych si¢ z rozmaitych prawidtowych oraz patologicznie zmienionych tkanek
somatycznych cztowieka (Pigtowski i wsp., 2007). Nie bylo jednak wiadomo, czy powstajagcy mRNA
ulega translacji w komorkach somatycznych. Zgodnie z dwczesnym stanem wiedzy przyjmowano, ze
bialko HSPA?2 jest produkowane w réznicujacych si¢ (spermatocyty, spermatydy) oraz zréznicowanych
(plemniki) meskich komorkach rozrodczych (Huszar i wsp.. 2000). Podjete proby wykrycia tego biatka
w ludzkich narzadach somatycznych, nie przyniosty oczekiwanych wynikow (Son i wsp., 1999), a
ograniczeniem utrudniajacym stwierdzenie jego obecnosci byt brak odpowiednich przeciwcial. Dlatego
tez, pierwszym etapem moich prac byto uzyskanie swoistego przeciwciata anty-HSPA2. Biatka rodziny
HSPA cechuje bardzo wysokie podobienstwo sekwencji aminokwasowej, co utrudnia swoistg
identyfikacj¢ poszczegdlnych przedstawicieli rodziny przy uzyciu przeciwcial. Czesto pojawiajgcym sie
problemem sa reakcje krzyzowe zachodzace pomigdzy przeciwcialem a kilkoma najbardziej
podobnymi biatkami (HSPAI, HSPA2, HSPAS8 i HSPAG6). W mojej strategii otrzymania przeciwciala
pozbawionego w/w wady do produkcji kroliczej poliklonalnej surowicy anty-HSPA2 jako immunogen
postanowilam wykorzysta¢ peptyd o sekwencji unikalnej dla biatka HSPA2. Kolejnym i kluczowym
etapem procedury otrzymywania przeciwciata anty-HSPA2 bylo oczyszczenie otrzymanej surowicy
metoda chromatografii powinowactwa do antygenu, ktorym byto endogenne biatko HSPA?2. Strategia ta
umozliwila wyselekcjonowanie frakcji immunoglobulin skierowanych wylacznie przeciw epitopom
wystepujacym w ludzkim biatku HSPA2. Syntezg peptydu, immunizacje krolikow oraz pozyskiwanie
surowicy zlecitam komercyjnej firmie specjalizujacej si¢ w produkcji przeciwcial.

W efekcie, otrzymaliSmy przeciwcialo umozliwiajgce swoistg detekcje HSPA2 metoda
Western blot oraz technikami immunochemicznymi, ktére jak udowodnitam, nie reaguje krzyzowo z
innymi przedstawicielami rodziny HSPA, jak réwniez nie wykrywa antygenéw o masie molekularnej
innej niz 70 kDa. Opis produkeji przeciwciata oraz analize jego swoistosci przedstawiono w pracach
opublikowanych w Jowrnal of Cellular Biochemistry (Scieglinska i wsp., 2008) oraz Histochemistry
and Cell Biology (Scieglinska i wsp.. 2011). Warto zauwazyé, ze aktualnie w ofercie kilku
homercyjnych producentéw dostepne sa rozne przeciwciata anty-HSPA2. Wykonana przez nas ocena

swoistosci wybranych trzech produktow réznych producentow ujawnita, ze charakteryzuje je
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stosunkowo niska swoisto$¢. Dwa produkty w ogdle nie wykazywaly swoisto$ci w kierunku HSPA2.
rozpoznajac dodatkowo biatka HSPAI, HSPA6 i HSPAS. Trzecie z przeciwcial reagowato z bialkami
HSPA?2 oraz HSPA6. Omowienie problemow z immunodetekejg przedstawicieli rodziny HSPA. wraz z
wykazem przeciwcial zastosowanych do detekcji HSPA2 zawarlam w pracy pogladowej opublikowanej
w czasopismie Cell Stress and Chaperones (Scieglinska i Krawezyk, 2015). Naszym celem byvlo
zwrocenie uwagi innych badaczy, ze niedostateczna swoistos¢ przeciwcial moze powodowac istotne
trudnosci w uzyskiwaniu wiarygodnych danych o wystgpowaniu biatka HSPA2 w komérkach.

Otrzymanie narzedzia badawczego zapewniajgcego swoistg identyfikacje biatka HSPA2
pozwolito na wykazanie, ze jego zrdznicowane ilosci sg obecne w roznych ludzkich liniach
komorkowych hodowanych in vitro. Obserwowane réznice dos¢ dobrze korespondowaly z poziomem
kodujacego je transkryptu, ktéry ocenilismy metoda RT-qPCR. Najwyzsze ilosci produktow genu
HSPA2 wykrylismy w liniach komorek nowotworowych wywodzacych sie z niedrobnokomorkowego
raka pluca (ang. non-small cell lung carcinoma; NSCLC). Produkty te wykrylismy takze w liniach
komorek prawidtowych (nabtonek oskrzeli oraz piersi). Omawiane wyniki, opisane w pracy
opublikowanej w Journal of Cellular Biochemistry (Scieglinska i wsp.. 2008). staly si¢ rownoczesnie
podstawg do badan nakierowanych na poszukiwanie biatka HSPA2 w ludzkich tkankach i narzadach.

Poszukujagc HSPA2 w narzadach cztowieka postuzylam sie utrwalonym w formalinie i
zatopionym w parafinie materialem tkankowym zdeponowanym na komercyjnych macierzach
tkankowych (producent Tissue Array Network, USA). Wybor macierzy tkankowych do badan
immunohistochemicznych pozwolit na poszukiwanie HSPA2 w znacznej liczbie narzadow (21
regionow anatomicznych) pochodzacych od kilku dawcoéw (do 11 o0séb). Najwazniejszym etektem
wykonanych badan bylo pionierskie odkrycie, ze HSPA2 wystepuje w niektérych narzadach czlowieka
w sposob komorkowo-swoisty. Do najbardziej intrygujgcych nalezy obserwacja, ze znaczne ilosci
biatka znajduja si¢ w nablonkach wielowarstwowych oraz pseudowielowarstwowych takich jak
naskorek, nablonek przetyku, nabtonek orzgsiony oskrzeli. Wspolne dla tych nablonkdéw bylo
wystepowanie HSPA2 preferencyjnie w komorkach tworzacych ich warstwe podstawna. Ponadto. silng
akumulacje HSPA2, poréwnywalng do tej wystepujacej w jadrach (ang. festes). obserwowalismy w
komorkach glejowych moézgu oraz moézdzku. Szczegdlowy opis wynikow zmiescilismy w pracy
opublikowanej w Histochemistry and Cell Biology (Scieglinska i wsp., 2011). Warto zaznaczy¢. ze
cytowana praca jest pierwsza, i jak dotychczas jedyna kompleksowa analiza wystepowania bialka
HSPA2 w ludzkich narzadach.

W omawianej pracy zestawitam takze wyniki detekcji homologicznych bialek HSPA2 i HSPAI
w ludzkich narzadach, co po raz pierwszy zobrazowato odmiennos¢ wzoru ekspresji kodujgcych je
genow (Sciegliﬁska i wsp., 2011). Przyktfadowo, silng akumulacje HSPA1 obserwowano w tkankach. w
ktorych detekcja HSPA2 data wynik negatywny (nabtonek piersi, pgcherza moczowego oraz prostaty).
Przeciwng sytuacje wykryto w mozgu, mozdzku oraz jadrach. Omawiane, pionierskie spostrzezenia

skfaniaja do zadania pytania o fizjologiczny sens odmiennej lokalizacji bialek HSPA2 i HSPAT w
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narzadach czlowieka. Mozna zalozy¢. ze wynika ona ze zréznicowania mechanizméw sterujacych
ekspresja kodujacych je gendw, przy czym funkcje obu biatek sa podobne. Jednak mozna tez przyjaé
hipotezg. ze odmienna lokalizacja narzadowa obrazuje réznice funkcjonalnych pomiedzy nimi.
Niestety. weigz nie wiadomo w jakim zakresie biatka HSPA2 i HSPA1 petnig podobne, a w jakim
odmienne. wyspecjalizowane funkcje. Nalezy zaznaczy¢, ze wykazanie réznic w wystepowaniu tych
bialek w narzadach czlowieka (Scieglinska i wsp., 2011), dostarczyto wskazowek co do wyboru modelu
badawczego dla przyszlych poszukiwan, ktorych celem bedzie pordwnanie ich fizjologicznej roli w
rdznych typach prawidlowych komorek.

Wykazanie zlozonego wzoru ekspresji genu HSPA2 w komorkach ludzkich narzadéw sklonito
mnie do zadania pytania czy, oraz w jakim stopniu zmienia si¢ on w stanach patologicznych. Choroby
‘nowotworowe sg obszarem intensywnych poszukiwan poswigconych znalezieniu zwigzku pomiedzy
zmieniong ekspresja gendw FHSPA, a stopniem i cechami zmian patologicznych. Nasilona ekspresja
tych genow jest zjawiskiem czgstym w réznego rodzaju nowotworach ztosliwych, co jak wykazano
wplywa stymulujgco na wzrost komérek nowotworowych oraz zmniejszenie ich wrazliwosci na
czynniki indukujgce Smier¢ komoérkowa. W zwigzku z tymi wlasciwosciami, geny HSPA sa
proponowane jako mozliwy cel nowych terapii przeciwnowotworowych (Schlecht i wsp., 2013, prace
przegladowe: Khalil i wsp., 2011; Guzhova i wsp., 2013). Prowadzone s3 takze badania, ktérych
celem jest ocena mozliwosci wykorzystania HSPA jako klinicznych markeréw nowotworowych (prace
przegladowe: Khalil i wsp., 201 1; Kakkar i wsp., 2014).

Nasze wstepne wyniki (Sciegliﬁska i wsp., 2008) wskazujace, ze HSPA2 moze wystepowaé w
guzach niedrobnokomorkowego raka ptuca (NSCLC). sklonity mnie do podjecia proby oceny
wystepowania  bialka  HSPA2 w réznych zfosliwych zmianach nowotworowych. Metoda
immunohistochemiczna przeprowadzitam detekcje biatka HSPA2 w kilkuset fragmentach tkanek
reprezentujgcych najezgstsze typy raka. Material ten zdeponowano na komercyjnych macierzach
tkankowych (Tissue Array Network, USA). HSPA2 wykryliSmy w 26% preparatéw ktore zaliczaly sie
do jedenastu sposrod czternastu przeanalizowanych rodzajow zmian ztosliwych. HSPA2 wystepowalo
czgsto w raku plaskonablonkowym skéry, raku piersi oraz raku glowy i szyi. Omawiane wyniki zostaly
opublikowane w czasopismie Anticancer Research (Scieglinska i wsp., 2014). Wskazuja one, nawet
biorge pod uwage ograniczenia pracy (analiza matej liczby guzéw reprezentowanych przez niewielkie
fragmenty tkanki): ze obecno$¢ biatka HSPA2 moze charakteryzowaé rézne. histologicznie odmienne
typy nowotworow zlosliwych. Jest to obserwacja wazna, poniewaz inni badacze wykazali, ze wysoka
produkcja bialka w niektérych liniach hodowanych in vitro komérek nowotworowych (rak pecherza
moczowego — Garg i wsp., 2010b; rak szyjki macicy — Garg i wsp., 2010a) ma zwiazek z ich
zwigkszong zywotnoscig oraz inwazyjnoscig.

W pracy Scieglinska i wsp., (2008) zademonstrowalismy, ze posrod linii komérek
nowotworowych przebadanych pod katem obecnosci biatka HSPA2, najwyzszy jego poziom wystepuje

w komorkach pochodzacych z NSCLC. Dlatego tez, w kolejnym etapie badan postanowitam sprawdzi¢,
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czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy poziomem biatka HSPA2 w guzach, a cechami klinicznymi pacjentow
chorych na NSCLC. W badaniu wykorzystalam archiwalny material pooperacyjny (bloczki
parafinowe), ktory zebrano w latach 1993-1995 w Centrum Onkologii — Instytucie, Oddziat w
Gliwicach we wspolpracy z Klinika Torakochrirgii Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Zabrzu.
Analizie immunohistochemicznej poddalam material pochodzacy od 85 chorych. u ktorych
zdiagnozowano raka plaskonabtonkowego lub gruczolakoraka ptuca (odpowiednio 56 i 29 chorych).
ZaobserwowaliSmy, ze silny jadrowy odczyn barwienia korelowal z typem histologicznym raka.
stopniem zaawansowania choroby (wg. skali TNM) oraz czasem przezycia pacjentow. Najwazniejszym
wynikiem bylo wykazanie zaleznosci pomigdzy wysokim poziomem HSPA2 w guzie a krotszym
czasem przezycia pacjentow. Omawiane wyniki sugerujgce, ze akumulacja bialka HSPA2 w guzie
moze by¢ negatywnym czynnikiem prognostycznym, zostaly wiaczone do pracy opublikowanej w
czasopismie Anticancer Research (Scieglifiska i wsp., 2014). Nalezy zaznaczy¢. ze rownolegle 7 tg
pracg zostaty opublikowane wyniki innych grup badawczych, ktore takze wskazuja na zwigzek
pomiedzy wysoka ekspresja genu HSPA2 w guzie, a krotszym czasem przezycia chorych na inne
rodzaje nowotwordw ztosliwych (Zhang i wsp., 2013; Fu i wsp., 2014: Zhang i wsp.. 2015). Wartos¢
wnioskow wyciggnietych we wszystkich w/w pracach jest ograniczona na skutek przebadania malo
licznych grup pacjentow (od 85 do 120 oséb). Niemniej jednak otrzymane wyniki powinny
zainspirowa¢ do zaprojektowania badan obejmujgcych duze, dobrze dobrane grupy chorych
nakierowane na oceng¢ realnej warto$¢ prognostycznej genu/biatka HSPA2. Chcialam zaznaczy¢, ze
moje prace w stopniu szczegoélnym przyczynity sie do zwrocenia uwagi badaczy na HSPA2 jako
potencjalny marker nowotworowy. Przede wszystkim jako pierwsza wykazatam, ze poza jadrami
(testes), biatko to znajduje si¢ w guzach nowotworowych (Scieglinska i wsp.. 2008) oraz w narzadach
somatycznych (Scieglinska i wsp., 2011). Wiadomo bylo jedynie, ze HSPA2 wystepuje ono w roéznego
rodzaju komorkach nowotworowych (Rohde i wsp., 2005; Scieglihska i wsp.. 2008). Zaproponowalam
takze, ze HSPA2 moze mie¢ wartos¢ prognostyczng w raku phuca, a dodatkowo podatam wskazowki o
innych rodzajach zmian ztosliwych, dla ktérych podobne badania warto podja¢ (Scieglifiska i wsp..

2014).

Mechanizmy sterujace ekspresja ludzkiego genu HSPA2 w komorkach somatycznych

W momencie rozpoczynania moich badan wiedza na temat mechanizméw regulujacych
ekspresje ludzkiego genu HSPA2 byta znikoma. Uzyskane przez nas wstepne dane wskazywaly jedynie,
Ze gen ten jest pozbawiony introndw, a jego transkrypcja inicjowana jest w pojedynczym miejscu startu
(Pigtowski i wsp., 2007). Testy funkcjonalne wykazaty. ze fragment DNA dtugosci okolo 400 pz.
zlokalizowany bezposrednio powyzej miejsca startu translacji petni funkcje promotora zapewniajac

ekspresje genu wskaznikowego w ludzkich komoérkach nowotworowych (Piglowski i wsp., 2007).
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W pracy opublikowanej w Journal of Cellular Biochemistry (Scieglinska i wsp., 2008)
wykazalismy. ze poziom biatka HSPA2 w komorkach nowotworowych poddanych dzialaniu szoku
termicznego nie zmienia sig. Obserwacja ta byta zgodna z wczesniejszymi doniesieniami, w ktérych nie
zaobserwowano wzrostu ekspresji gendw Hst70/Hsp70.2 w jadrach gryzoni eksponowanych na szok
termiczny (Krawezyk et al. 1988; Zakeri et al. 1988). oraz zostala potwierdzona przez prace pézniejsze
(Hageman i wsp., 2011). Aby znalez¢ czynniki, ktére mogtyby wplywaé na poziom ekspresji genu
HSPA2. wykonalismy analize in silico sekwencji promotora (K. Krzemien, praca magisterska; 2009).
W efekeie tych dziatan zwrociliSmy nasza uwage na sekwencje regulatorowa HRE (ang. Hypoxia
Response Element) zlokalizowang w regionie poprzedzajacym miejsce inicjacji transkrypcji, z ktéra
potencjalnie moglby oddziatywa¢ czynnik transkrypeyjny HIF-1 (ang. Hypoxia Inducible Factor). W
tym samym roku ukazala si¢ tez praca. ktérej autorzy wykazali, ze sekwencja HRE w promotorze genu
HSPA2 jest funkcjonalnym elementem regulatorowym, do ktérego w komérkach nowotworowych
(HepG2. rak watroby: Hel a, rak szyjki macicy) poddanych dziataniu hipoksji wigze si¢ czynnik HIF-1
powodujge  wzrost transkrypcji (Huang i wsp., 2009). Ponadto, zaintrygowaly nas takze dane
literaturowe sugerujgce. ze ostateczny efekt oddziatywan pomiedzy HIF-1 a sekwencja regulatorowa
HRE moze by¢ rozny i zaleze¢ od dodatkowych czynnikow skladajacych sie na tzw; . kontekst
molekularny™ (Villar i wsp., 2012). W zwigzku z powyzszym przyjelismy robocze zatozenie, ze HIF-1
moze wplywac na poziom ekspresji genu HSPA2 w sposob zrdznicowany i uzalezniony od typu
komorek. Do weryfikacji naszej hipotezy, jako model badawczy wybralismy ludzkie keratynocyty
naskorka oraz komorki linii HeLa (gruczolakorak szyjki macicy). Uzasadnieniem dla wyboru komérek
Hel.a byly wyzej przytoczone wyniki opublikowane przez Huang i wsp., (2009). Natomiast
keratynocyty naskérka sg jedng z nielicznych populacji komérek somatycznych, w ktérych wykrylismy
znaczne ilosci bialka HSPA2 (Scieglinska i wsp., 2011). Ponadto, w komoérkach tych czynnik HIF-1
Jest obecny konstytutywnie. czego przyczyny mozna upatrywaé w warunkach lagodnej hipoksji
panujacej w mikrosrodowisku naskérka (ze wzgledu na brak unaczynienia w naskoérku wystepuje tzw.
hipoksja fizjologiczna). Ponadto, fizjologiczna rola HIF-1 w keratynocytach, poza regulowaniem
odpowiedzi na dostepnos¢ tlenu. zwigzana jest z utrzymywaniem homeostazy naskérka (Rezvani i
wsp.. 201 1: Nys i wsp., 2011).

Wykazalismy, ze w keratynocytach HIF-1 dziala jako inhibitor transkrypcji genu HSPA2.
podezas gdy w komorkach Hela stymuluje jego aktywnos¢. Wnioski te wyciagneliémy na podstawie
wynikow analizy aktywnosci fragmentéw promotora oraz oceny poziomu endogennej ekspresji genu
HSPA2 w komorkach, w ktérych akumulacje HIF-1 uzyskano na drodze hipoksji lub poprzez
nadekspresje  konstytutywnie aktywnego mutanta HIF-lo. Eksperymenty weryfikujace powyzsze
obserwacje wykonalismy stosujac chemiczne aktywatory oraz inhibitory aktywnosci HIF-1a, a takze
obnizajac poziom ekspresji genu HIF-1 ¢ na drodze mechanizmu RNAi. Te w pelni oryginalne wyniki
zostaly opublikowane w czasopismie Biochimica at Biophysica Acta — Gene Regulatory Mechanisms

(Habryka i wsp.. 2015; DS. — autor korespondencyjny). Naszym waznym osiggnigciem jest
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zidentyfikowanie HSPA2 jako przedstawiciela bardzo nielicznej grupy genow. ktorych transkrypeja
moze by¢ hamowana bezposrednio przez czynnik HIF-1(znanych jest tylko kilka przykladow, ich
wykaz znajduje si¢ w dyskusji pracy Habryka i wsp., 2015). Oryginalng obserwacjg jest takze
wykazanie zréznicowanego wptywu czynnika HIF-1 na aktywnos$¢ transkrypcyjng tego samego genu w
roznych typach komorek. Dotychczas nie opisano mechanizméw warunkujacych dzialanie HIF-1 jako
inhibitora transkrypcji. Podobnie, nie sa znane molekularne podstawy odpowiedzialne za wystapienie
przeciwstawnego efektu regulatorowego wywolanego przez wigzanie czynnika HIF-1 do promotora
genu HSPA2 w keratynocytach i komdrkach HeLa. Zaproponowalismy kilka hipotez (Habryka i wsp..
2015). ktore bedg punktem wyjscia do projektowania dalszych badan.

Zgromadzilismy takze w pelni oryginalne dane sugerujace. ze czynnikiem aktywujacym
transkrypcje genu HSPA?2 jest stres oksydacyjny. W cytowanej powyzej pracy (Habryka i wsp., 2015)
wykazalismy, ze do silnego pobudzenia transkrypcyji genu dochodzi w keratynocytach eksponowanych
na hipoksje i pézniejsza reoksygenacje. Poniewaz wzrost transkrypcji ulegat ograniczeniu w obecnosci
antyoksydantu, sagdzimy ze za obserwowany efekt odpowiada wzrost poziomu wolnych rodnikow. ktory
towarzyszy reoksygenacji. Przytoczone wyniki po raz pierwszy wskazuja, ze natezenie ekspresji
ludzkiego genu HSPA2 zalezy od poziomu, a by¢ moze takze od rodzaju stresu wolnorodnikowego.
Jednak poznanie mechanizmow sterujgcych aktywnoscig promotora genu FSPA2 podezas stresu

oksydacyjnego wymaga dalszych badan.

Funkcje bialka HSPA2 w komdrkach somatycznych

Badania, ktérych celem bylo poznanie funkcji biatka HSPA2, wraz z kolegami rozpoczynalam
w momencie, w ktérym nie byto jakichkolwiek informacji na ten temat. Dlatego tez wstgpnie
zalozyli$my, ze zbadanie jego lokalizacji wewnatrzkomorkowej pozwoli na wstgpne wnioskowanie o
potencjalnych funkcjach. W pracy opublikowanej w czasopismie Journal of Cellular Biochemistry
(Scieglinska i wsp., 2008) zademonstrowalismy, ze wewnatrzkomorkowa lokalizacja HSPA2 jest
uzalezniona od temperatury panujacej w Srodowisku komorek. HSPA2 w temperaturze fizjologicznej
wystepuje gtéwnie w cytoplazmie, natomiast szok termiczny prowadzi do jego przemieszczenia si¢ do
jadra komorkowego, silnej akumulacji w jaderkach oraz bardzo szybkiego nagromadzenia si¢ w
obszarze centrosomow. Wyniki te uzyskaliSmy wykrywajac endogenne biatko HSPA2 metodami
immunocytochemicznymi oraz wizualizujac biatka fuzyjne HSPA2-EGFP i mRFP-HSPAZ w
modyfikowanych stabilnych liniach komoérkowych.

Jadrowo-cytoplazmatyczna lokalizacja biatka HSPA2, ktora pozniej potwierdzity badaniach
innego zespotu badaczy (Hageman i wsp., 2011), jest rowniez typowa dla dwoch innych lepiej
scharakteryzowanych indukowalnych biatek rodziny HSPA, a mianowicie HSPAT i HSPAG (lecz nie
np. HSPAB). Wykazano, ze biatka te sa zaangazowane w ochrong integralnosci aparatu podzialowego

komorki przed uszkodzeniami spowodowanymi szokiem termicznym (Hut i wsp.. 2005: Khalouei i
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wsp.. 2014a). Uwaza si¢ rowniez, ze akumulacja biatek HSPA w jaderkach jest wyrazem ich
ewolucyjnie konserwowanych funkeji, zwiazanych najprawdopodobniej z zapewnieniem prawidtowe;j
biogenezy oraz funkcjonowania rybosoméw (Pelham 1984; Velichko et al. 2013). Zaproponowano
rowniez. ze akumulacja HSPA6 w jadrze komorkowym moze byé zwigzana z przywrdceniem procesu
transkrypeji. ktory ulega zahamowaniu w komorkach eksponowanych na stres termiczny (Khalouei i
wsp.. 2014b). Dlatego tez na podstawie uzyskanych przez nas wynikow proponujemy, ze HSPA2
rowniez moze dziala¢ ochronnie w stosunku do struktur oraz proceséw zachodzacych na terenie jadra
komorkowego oraz centrosoméw (Scieglinska i wsp., 2008).

W kolejnej pracy opublikowanej w czasopismie Biochemistry and Cell Biology (Filipczak i wsp..
2012: DS — autor korespondencyjny) wykazalismy, ze HSPA2 ma wlasciwosci cytoprotekcyjne w
komorkach eksponowanych na szok termiczny lub inhibitory proteasomu. Efekt ochronny nie ujawnial
sig gdy komorki poddano dziataniu zwigzkéw cytotoksycznych uszkadzajgcych strukture mikrotubul
lub hamujgcych dziatanie topoizomeray II. co pozwala przypuszczaé, ze HSPA2 wykazuje pewng
selektywnos¢ dzialania cytoprotekcyjnego. Ponadto, nasze wyniki zasygnalizowaty, ze HSPA2 ma
wlasciwosci antyapoptotyczne. Wysoki poziom HSPA2 w komoérkach poddanych dziataniu
bortezomibu (inhibitor proteasomu stosowany w leczeniu szpiczaka mnogiego) sprzyjat zahamowaniu
apoptozy (wykrywanej testem TUNEL oraz poprzez oceng poziomu kaspaz metodg Western blot).
Omawiane wyniki uzyskano in vitro w ukfadzie heterologicznym, w ktorym silng konstytutywna
nadprodukcje ludzkiego biatka HSPA2 wymuszono w fibroblastach chomika linii V79.

Nie ulega watpliwosci, ze nasze dotychczasowe osiagnigcia w stopniu istotnym poszerzyly
wiedze o bialku HSPA2 wykazujac, ze w komérkach somatycznych pelni ono funkcje cytoprotekcyjne i
antyapoptotyezne (Filipczak i wsp., 2012). Celem naszych obecnych badafi jest zidentyfikowanie
funkeji HSPA2 w keratynocytach naskérka. Uzyskiwane wyniki pozwalajg sadzié, ze zapewnia ono
zwigkszone zdolnosci adhezyjne niezréznicowanym keratynocytom naskorka, a jego utrata moze
wplywac na proces terminalnego réznicowania. Koncentrujemy si¢ takze na poznaniu biologicznej roli
HSPA2 w komorkach niedrobnokomérkowego raka ptuca (NSCLC). Wyniki kilku prac poswieconych
charakteryzowaniu funkeji HSPA2 autorstwa dwoch innych zespotéw badawczych wskazuja. ze biatko
to jest wazne dla zachowania zywotnosci, utrzymania aktywnosci podziatlowej oraz zdolnosci do
migracji innych typow komorek nowotworowych (Rohde i wsp., 2005; Garg i wsp., 2010a; Garg i wsp..
2010b). Nasze dotychczas uzyskane wyniki nie potwierdzaja znaczenia HSPA2 jako czynnika
podurzymujgcego zywotnos¢ i proliferacje komorek NSCLC. Wskazujg one natomiast, ze HSPA2 moze
modulowa¢ wrazliwos¢ komorek na niektore leki przeciwnowotworowe na drodze mechanizmu
zwiazanego ze zmianami poziomu wolnych rodnikéw tlenowych. Nasze obecne badania realizowane sg
w ramach projektow badawczych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki.

W podsumowaniu chcialam zaznaczy¢, ze w moich pionierskich badaniach wykazatam
Jednoznacznie, ze HSPA2, ktérego rolg przez lata wigzano wylacznie z procesem spermatogenezy, jest

funkcjonalnym skladnikiem proteomu niektorych typéw prawidtowych oraz patologicznie zmienionych
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komorek somatycznych. Jednak pelniejsze poznanie wlasciwosci HSPA2, ktore obejmowaloby takze
wykazanie ewentualnych réznic funkcjonalnych pomigdzy nim, a innymi przedstawicielami rodziny
HSPA, wcigz wymaga dalszych badan.

Obszerny opis uzyskanych przez nas wynikow wiaczylismy do pracy pogladowej opublikowanej
w czasopi$émie Cell Stress and Chaperones (Scieglinska i Krawczyk, 2015). W pracy te]
podsumowalismy aktualny stan wiedzy o wilasciwosciach genu HSPA2 gryzoni i czlowieka.
Omowilismy historyczne informacje dotyczace klonowania tych genéw. zebralisSmy dane dotyczace
ekspresji, regulacji aktywno$ci genu oraz funkcji biatka w komoérkach spermatogenicznych. szeroko
potraktowalismy aspekty zwiazane z ekspresja i funkcja genow w komorkach somatycznych oraz

komorkach rakowych.

Podsumowanie osiggnietych wynikéw:

Badania przedstawione w omowionym cyklu prac doswiadczalnych poswiecone byly
charakteryzowaniu ekspresji oraz funkcji genu HSPA2 cztowieka. Do kolejnych najwazniejszych

osiggnieé nalezy wykazanie, ze:

a. biatko HSPA?2 poza meskimi komdrkami mejotycznymi jest obecne w niektoryeh populacjach

komdrek somatycznych cztowieka. Jego szczegdlnie wysoki poziom wykrylismy w komorkach

glejowych mozgu i moézdzku oraz komoérkach warstwy podstawnej roznych rodzajow
nabtonkow wielowarstwowych. Ponadto wykazatam, ze w narzadach czlowieka biatko HSPAZ2

wykazuje odmienng lokalizacje niz wysoce homologiczne biatko HSPAT.

b. HSPA2 wystepuje w__ wielu typach  zlosliwych  guzdéw  nowotworowych. W

niedrobnokomorkowym raku pluca wysoki poziom tego biatka powigzany byl z Krotszym

czasem przezycia chorych, co wskazuje na HSPA?2 jako na potencjalny marker prognostyczny.

¢. HSPA2 wykazuje zmiany lokalizacji wewnatrzkomorkowych w warunkach szoku termicznego.

Obserwacje te sugeruja, ze w warunkach stresowych biatko to moze by¢ zaangazowane w
ochrone integralnosci oraz zachowanie funkcjonalnosci jadra komorkowego, jaderek oraz

centrosomow.

d. HSPA2 ma wiadciwosci cytoprotekcyjne. Nadprodukcja biatka w ukladzie heterologicznym

chronita komorki przed $miercia apoptotyczng wywolana dzialaniem szoku termicznego i

inhibitorow proteasomu.

e. czynnik transkrypcyjny HIF-1 moze w sposdb bezposredni, zréznicowany i uzalezniony od

kontekstu komorkowego, modulowaé poziom transkrypcji  genu HSPA2 (inhibitor _w

keratynocytach; aktywator w komorkach Hela). Odkrycie to klasyfikuje HSPA2 jako

przedstawiciela nielicznej grupy genow, w stosunku do ktorych HIF-1 dziala jako negatywny

12
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regulator transkrypcji. Ponadto wykazatam, ze na poziom transkrypcji genu HSPA2 wplywa
stres oksydacyjny towarzyszacy podwyzszeniu stezenia tlenu w srodowisku niedotlenionych

komorek.

Nalezy zaznaczy¢, ze waznym osiggnigciem, ktére umozliwilo otrzymanie znacznej czesci
wyzej wymienionych oryginalnych rezultatow bylo otrzymanie wysoce swoistego przeciwciata anty-
HSPA2. Otrzymane wyniki, poza lepszym zrozumieniem mechanizméw regulujgcych ekspresje oraz
funkcjonowanie gendéw i biatek rodziny HSPA, moga rowniez dostarczy¢ danych o znaczeniu
aplikacyjnym. Chociaz na razie trudno precyzyjnie wymieni¢ ich potencjalne zastosowania praktyczne,
jednak mozna wskazac kierunki dalszych badan, ktére mogg zaowocowacé takimi osiggnieciami. Biorac
pod uwage selektywne wystepowanie HSPA2 w réznych nablonkach wielowarstwowych (naskoérek,
nablonek przetyku. szyjki macicy) jako wazny kierunek poszukiwan nalezy zaproponowaé dalsze
charakteryzowanie roli HSPA2 w komoérkach nablonkowych. Nasze dotychczas osiagniete wyniki,
tgcznie z danymi jeszcze niepublikowanymi pokazuja, ze HSPA2 jest wazne dla biologii
niezroznicowanych keratynocytow. Mozna przypuszczaé, ze dalsze badania doprowadzg do postepu w
dziedzinie dermatologii. szczegdlnie w obszarze leczenia chordb skory zwigzanych z zaburzeniami
roznicowania keratynocytow lub tworzenia ich polaczen z blong podstawng. Wynikami tych badan
moga zainteresowac sig takze badacze oraz firmy dzialajgce w obszarze kosmetologii.

Wiekszos¢ nowotworow ztosliwych stanowig raki wywodzace si¢ z roznych typéw nabtonkdw.
Mozna wigc sadzi¢, ze poznanie procesdw, w ktorych uczestniczy biatko HSPA2 w komdrkach
prawidlowych nablonkow. pozwoli na lepsze zrozumienie jego roli w komorkach nowotworowych.
Dlatego tez waznym kierunkiem dalszych prac powinny by¢ badania nakierowane na ocene mozliwosci
wykorzystania HSPA2 jako potencjalnego celu nowych terapii przeciwnowotworowych, a takze ocene
jego wartosci jako potencjalnego biomarkera (prognostycznego lub predykcyjnego).

Kolejnym potencjalnie istotnym zagadnieniem, ktére zglebianie nie zostato dotychczas rozpoczete,
jest zbadanie roli HSPA2 w mozgu. Nasze niepublikowane wyniki wskazuja, ze szczeg6lnie wysoki
poziom HSPA2 wystepuje w oligodendrocytach (brak w astrocytach i neuronach). Obserwacja ta
umozliwia postawienie pytania o role HSPA2, jako biatka opiekunczego. w procesie produkcji mieliny
lub mielinizacji wlokien nerwowych. Mozna réwniez zapytal o zwigzek pomiedzy ewentualnymi
zmianami funkcji genu/biatka HSPA2 a rozwojem choréb demielizacyjnych. Wykrycie takich
zaleznosci byloby istotne dla wyjasniania molekularnych przyczyn tych choréb oraz mogto skutkowaé

zaproponowaniem nowych metod leczenia.
Moje najblizsze plany badawcze obejmuja:

I. Poszukiwanie mechanizmoéw odpowiedzialnych za zalezne od poziomu biatka HSPA2 zmiany
wrazliwosci komorek niedrobnokomoérkowego raka pluca na leki przeciwnowotworowe (w

szezegdlnosei pochodne platyny). Wykazanie zaleznosci pomigdzy poziomem ekspresji badanego
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genu a cechami fenotypowymi komorek nowotworowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich

zdolno$¢ do migracji oraz adhezji.

2. Zidentyfikowanie mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za zréznicowany wplyw
czynnika HIF-1 na aktywno$¢ transkrypcyjna genu HSPA2 (oraz wybranych innych genow) w

keratynocytach i komérkach HeLa.

5. Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo - badawczych.

Prace badawcza rozpoczetam w grupie prof. Zdzistawa Krawczyka w Zaktadzie Biologii
Molekularnej, Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie. Oddzial w Gliwicach. W
wyniku badan prowadzonych przez zesp6t wykryto, wstepnie scharakteryzowano (Krawczyk i wsp..
1987, Krawczyk i wsp., 1988) i sklonowano szczurzy jadrowo-swoisty gen Hst70 (Wisniewski i
wsp.;1990) oraz indukowalny gen Hsp70.1 (Lisowska i wsp., 1994). Celem mojej pracy magisterskiej
wykonanej w latach 1994-1995 byto zbadanie, czy gen Hst70 ulega ekspresji poza meskimi komorkami
mejotycznymi. Jak wykazatam, stosujac nowatorska w dwczesnym czasie metodg RT-PCR. niewielkie
ilosci transkryptow genu byly wykrywalne w narzadach somatycznych samcow i samic szczurdw
(Scieglihska i wsp., 1997).

W latach nastepnych kontynuowatam badania nad wlasciwosciami gendw FHs170 szczura i
Hsp70.2 myszy. W pracy doktorskiej, poswigconej zbadaniu struktury jednostki transkrypcji w/w
genow, udowodnitam przy pomocy metod RT-PCR i Northern blot, iz ich budowa jest identyczna. Oba
geny posiadaja dwa miejsca startu transkrypcji, oddalone od siebie o okolo 300 pz, oraz znajduje sig w
nich pojedynczy intron. W konsekwencji, w spermatocytach i spermatydach gryzoni syntetyzowane sg
dwa warianty mRNA roéznigce si¢ sekwencjg konca 5° UTR (Scieglinska i wsp.. 2001). W pracy
doktorskiej wykonalam takze badania funkcjonaine promotora genu Hsi7(), ktére przeprowadzilam
stosujgc model myszy transgenicznych oraz metod¢ przejsciowych testow transfekcyjnych. Na
przelomie lat 1998-1999 odbylam trzymiesigczny staz w laboratorium prof. Ilpo Huhtaniemi. na
Uniwersytecie w Turku, w Finlandii, ktérego celem bylo otrzymanie trzech linii myszy
transgenicznych, jako modelu do dalszego definiowania fragmentow promotora odpowiedzialnych za
wysoka ekspresje genu Hst70 w jadrach. Efektem tych badan byto zidentyfikowanie wysoce
konserwowanych ewolucyjnie sekwencji, ktorych jednoczesna obecnos¢ zapewniala wysoka aktywnos¢
promotora w jadrach myszy transgenicznych, ale takze w testach transfekcyjnych prowadzonych na
szczurzych komorkach somatycznych hodowanych in vitro (Scieglinska i wsp.. 2001). W ramach pracy
doktorskiej sklonowatam takze fragmenty promotora ludzkiego genu HSPA2 oraz przeprowadzilam ich

wstepng analize funkcjonalng w szczurzych komérkach somatycznych.

W okresie przed doktoratem bratam tez udzial w pracach poswigconych charakteryzowaniu

struktury indukowalnych genoéw Hsp70.1 i Hsp70.2 szczura (Lisowska i wsp.. 1996). Uczestniczylam w
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badaniach. ktorych efektem byta identyfikacja sekwencji mikrosatelitarnych zlokalizowanych
bezposrednio powyzej promotora szczurzego genu Hsp70.1 (Lisowska i wsp., 1997).

W omawianym okresie wspotpracowatam tez z zespotem prof. Barbary Jarzab z Zaktadu
Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej z Centrum Onkologii — Instytutu, Oddziat w
Gliwicach, w projekcie poswieconym wdrozeniu do praktyki klinicznej metod detekcji mutacji w
proteoonkogenie RET. Do moich zadan nalezato optymalizacja i implementacja metody PCR-RFLP do
wykrywania mutacji w kodonie 634 protoonkogenu RET. Mutacje w protoonkogenie RET, szczegdlnie
te skutkujgce aktywacjg produktu biatkowego, prowadzg do rozwoju dziedzicznego raka rdzeniastego
tarczycy. Wiekszos¢ mutacji w RET charakteryzuje sie¢ blisko 100% penetracja, co oznacza, ze
stwierdzenie mutacji germinalnej u jej nosiciela jest rdwnoznaczne z niemal 100% pewnoscig rozwoju
choroby. Wprowadzenie do postgpowania klinicznego analizy mutacji w genie RET umozliwilo
identyfikacje nosicieli mutacji germinalnych obcigzonych ryzykiem rozwoju dziedzicznych postaci
raka rdzeniastego (Wiench i wsp., 1998; Jarzab i wsp., 1999) oraz identyfikacje takich mutacji u tych
chorych, ktorym nie towarzyszylo oczywiste obcigzenie rodzinne (Wiench i wsp., 2001). W szerszym
ujeciu, wdrozenie do praktyki klinicznej oceny statusu RET przyczynitlo sie do opracowania
obowigzujacego algorytmu postgpowania medycznego u chorych na raka rdzeniastego tarczycy oraz
cztonkoéw ich rodzin. tj. zaproponowania profilaktycznych zabiegdw tyroidektormii u zdrowych
nosicieli mutacji.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora moje zainteresowania badawcze skoncentrowaty
sie wokol nowego zagadnienia, ktore stato si¢ przedmiotem mojej pracy habilitacyjnej. Przygotowalam
projekt grantu, ktéry w roku 2003 uzyskat finansowanie z Komitetu Badan Naukowych, a jego
gléwnym celem byta charakterystyka struktury genu HSPA2 cztowieka oraz wstepna ocena mozliwosci
wystepowania jego produktu biatkowego w komoérkach somatycznych. W efekcie realizacji
planowanych eksperymentéw udowodniliSmy, ze gen HSPA2 cziowieka ma odmienng strukture niz
ortologiczne geny gryzoni — jest bezintronowy i posiada jedno miejsce startu transkrypcji. W
konsekwencji.  w ludzkich komorkach syntetyzowany jest tylko jeden wariant mRNA.
Zidentyfikowalismy takze region promotorowy obejmujgcy okoto 400 par zasad zlokalizowanych
bezposrednio powyzej miejsca startu translacji (kodonu ATG), ktéry w testach funkcjonalnych in vitro
zapewnial ekspresje genu wskaznikowego CAT w ludzkich komoérkach nowotworowych. Wykazalismy
takze. ze transkrypty HSPA2 sa obecne w liniach komoérek prawidtowych oraz nowotworowych
wywodzacych sie 7 roznych lokalizacji anatomicznych (Piglowski i wsp., 2007; DS autor
korespondencyjny). Omowione wyniki zainspirowaty mnie do postawienia hipotezy. ze gen HSPA2
czlowieka oraz homologiczne geny gryzoni réznig sig strukturg jednostki transkrypcji, oraz takze mogg
znajdowac si¢ pod kontrolg innych mechanizméw regulacyjnych, posiada¢ odmienny wzor ekspresji
oraz. by¢ moze funkcje. Prace bedace efektem weryfikacji w/w hipotezy wchodza w skiad cyklu

publikacji. ktory jest podstawa wniosku habilitacyjnego.
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W okresie po doktoracie w dalszym ciggu uczestniczytam w badaniach poswigconych
poznawaniu mechanizméw warunkujacych silng ekspresj¢ genu Hst70 szczura w spermatocytach.
Najwazniejszym wynikiem tych prac bylo wykrycie elementow regulatorowych ..cis™. koniecznych dla
zapewnienia wysokiej ekspresji genu Hst70 w jadrach myszy transgenicznych. Sa to sekwencje obecne
w czgsci 57 eksonu 1 (blok A), na faczeniu ekson 1 — intron (blok B) oraz w intronie (blok GC).
Analizujgc wigzanie biatek jadrowych do DNA metodg ,,band shifi assay™ wykazatam, ze z sekwencja
oktamerowg (Oct) obecng w bloku A oddziatujg czynniki transkrypcyjne o charakterze inhibitorow
transkrypeji (Scieglinska i wsp., 2004). Natomiast wigzanie czynnikow regulatorowych ..crans™ do
sekwencji bloku GC oraz bloku B zapewnienia wysoka aktywnos¢ promotora genu w jadrach myszy
transgenicznych (Widtak i wsp., 2007a).

Poszukujac uktadu do$wiadczalnego, ktéry bylby mniej czasochlonng alternatvwa dla
modelu myszy transgenicznych, a jednoczesnie dawat mozliwos¢ wiarygodnej analizy funkcjonalne]
promotordw genow ulegajacych ekspresji w komdrkach spermatogenicznych, poréwnalismy trzy rozne
metody badania aktywnosci sekwencji promotorowych (Widlak i wsp., 2003b). Zestawilismy wyniki
uzyskane z zastosowaniem myszy transgenicznych, metody elektroportacji jader in vivo oraz metody
transfekcji przejsciowych in vitro. Jako modelowy wybraliSmy promotor genu Hst7() szczura. Bylam
odpowiedzialna za zbadanie aktywno$ci fragmentow promotora metoda transfekcji przejsciowych.
Osiagnigte wyniki wskazaly, ze jedynie model myszy transgenicznych zapewnia wiarygodng ocene
aktywnosci promotora genu Hst70, natomiast pozostale metody posiadajg spore ograniczenia i mogg
nadawac si¢ jedynie do wstgpnej oceny aktywnosci gendw hybrydowych (Widtak i wsp.. 2003b).

Bylam takze zaangazowana w prace realizowane przez dr hab. Wiestawe Widlak. ktorych
celem byto zbadanie wplywu czynnika transkrypcyjnego HSF-1, gtéwnego aktywatora ekspresji
indukowalnych genéw rodziny HSPA, na proces spermatogenezy. Nasze obserwacje wskazywaly, ze
swoista nadprodukcja HSF-1 w jadrach myszy prowadzi do zahamowania spermatogenezy na drodze
$mierci apoptotycznej spermatocytow (Widtak i wsp., 2003a). Uczestniczylam w pracach, ktore
zaowocowaly otrzymaniem linii myszy transgenicznych, w spermatocytach ktérych byt syntetyzowany
konstytutywnie aktywny mutant HSF-1. Wprowadzony transgen sktadat si¢ z promotora genu Hst7()
przylaczonego do sekwencji kodujacej zmutowang forme czynnika HSF-1 (Widlak i wsp.. 2003a).
Mozliwos¢ detekcji biatka kodowanego przez geny Hsp70.2 gryzoni, ktora pojawita sie dzigki
otrzymaniu przez nas poliklonalnej surowicy kroliczej anty-HSPA2 (Scieglinska i wsp.. 2008).
pozwolita na wykazanie, ze nadprodukcja konstytutywnie aktywnego czynnika HSF-1 prowadzi do
obnizenia poziomu biatka Hsp70.2/HSPA2 w spermatocytach myszy (Widtak i wsp.. 2007b).
Otrzymanie przeciwciata anty-HSPA2 utatwilo takze zbadanie wzoru ekspresji biatka Hsp70.2/HSPA2
w tkankach myszy (Vydra i wsp., 2009). W konsekwencji mozliwe byto wykazanie. ze wzor lokalizacji
biatek Hsp70.2/HSPA2 i HSPA2 w narzadach myszy i cztowieka jest odmienny. Szczegdlowe
zestawienie podobienstw i réznic zamiesciliémy w pracy pogladowej Scieglinska i Krawezyk (2013)

wchodzacej w sktad cyklu prac.
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Bralam takze udzial w projekcie dr hab. Marka Rusina, celem moich prac bylo zbadanie
mozliwosci indukcji procesu makroautofagii w komdrkach nowotworowych traktowanych zwigzkami
modulujacymi aktywnosc biatka p53 (nutlina-3a, aktynomycyna D) (Zajkowicz i wsp., 2015)

Uczestniczylam takze w badanich o charakterze aplikacyjnym, ktérych celem byto
wprowadzenie do praktyki klinicznej wykrywania somatycznych mutacji w protoonkogenie K-RAS u
pacjentow z rakiem jelita grubego. W ostatnich latach osiagnigto znaczacy postep w leczeniu tej
choroby wynikajacy migdzy innymi z wprowadzenia do terapii lekow nowej generacji (przeciwciala.
inhibitory drobnoczgsteczkowe) nakierowanych na hamowanie aktywnosci receptora naskérkowego
czynnika wzrostu EGFR. Chorzy odnosza korzys¢ z terapii tymi lekami jedynie, jesli w guzie nie
wystepuje zmutowany wariant biatka K-RAS. Naszym celem bylo opracowanie standardowej
procedury oznaczania statusu genu K-RAS w DNA izolowanym z bloczkéw parafinowych. Prace
prowadzone byly réwnoczesnie w pieciu osrodkach w Polsce, w ktorych odbywa si¢ leczenie chorych
na raka jelita grubego. Udowodnilismy wraz z dr hab. Markiem Rusinem, ze zespot Centrum Onkologii
— Instytutu, Oddzialu w Gliwicach jest przygotowany do oznaczania mutacji w genie K-RAS metoda
bezposredniego sekwencjonowania. Wynik omawianego projektu opisano w pracy Tysarowski i wsp.,
(2008). W nastepstwie naszych dzialan wymieniona wyzej metoda zostalta wdrozona do badania
mutacji genu K-R4AS u pacjentdw leczonych w gliwickim oddziale Centrum Onkologii - Instytutu.
Ponadto, kolekcja preparatéw DNA o znanym statusie genu K-RAS, ktérg wowczas zgromadzitam,
posluzyla do optymalizacji detekcji mutacji w krgzacym pozakomorkowym DNA izolowanym z
surowicy pacjentow (Mazurek i wsp., 2013).

Wyniki moich prac byly tez prezentowane na licznych konferencjach krajowych i

zagranicznych, co opisane jest w zalgczniku nr 4.

Reasumujgc moje osiggniecia naukowo-badawcze, ktére nie wchodzg w sktad cyklu badan
bedacego podstawg pracy habilitacyjnej, obejmuja 17 prac doswiadczalnych, z ktorych 14 ukazato sig
w renomowanych czasopismach o zasiggu miedzynarodowym (sumaryczny IF = 36,616). Catkowity IF
wszystkich moich prac wynosi 56,98. Liczba cytowan tych prac to 226, w tym 176 bez autocytowan
(dane wg. bazy Web of Science z dnia 10.09.2015).

Szczegolowy opis mojego wkladu w przygotowanie wszystkich wyzej omowionych prac

znajduje si¢ w zalgcznikach nr 3 i 4.

Informacje o osiagnieciach dydaktycznych, popularyzatorskich. zrealizowanych

erantach. wspolpracy miedzynarodowej itp. podatam w zataczniku nr 4.
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