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1. Imie i nazwisko: Natalia Vydra

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne z podaniem podmiotu nadajgcego
stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej:

21.09.2005  uzyskanie stopnia naukowego doktora nauk medycznych w dyscyplinie ,Biologia
medyczna” uchwata Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sktodowskiej-
Curie na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej pod tytutem ,Disruption
of spermatogenesis by the spermatocyte-specific expression of a constitutively active heat
shock transcription factor 1 (HSF1) in the testes of transgenic mice”,
promotor prof. Zdzistaw Krawczyk. Praca doktorska zostata wyrdiniona przez Rade
Naukowg Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii Sktodowskiej—Curie w Warszawie.

16.06.2000  uzyskanie dyplomu magistra biologii (z wyrdinieniem) po odbyciu studiow na
Wydziale Biologii i Ekologii Grodzierskiego Uniwersytetu Panstwowego im. J. Kupaty
(Grodno, Biatorus) w latach 1995-2000.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.

2010 - nadal Centrum Badari Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwordow
im. Profesora Mieczystawa Chorgzego, Narodowy Centrum Onkologii
im. Marii Sktodowskiej-Curie — Panstwowy Instytut Badawczy, Oddziat
w Gliwicach; na stanowisku adiunkta

2005 - 2010 Zaktad Biologii Nowotworéw, Centrum Onkologii —  Instytut
im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach; na stanowisku adiunkta

2004 - 2005 Zaktad Biologii Nowotwordw, Centrum Onkologii — Instytut
im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach; na stanowisku biologa,
¥ etatu

2003 Zaktad Biologii Nowotworow, Centrum Onkologii = Instytut

im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, stypendium Kasy
im. J. Mianowskiego (Fundacja na rzecz Nauki Polskiej); staz naukowy

2000 - 2002 Zaktad Biologii Nowotworow, Centrum Onkologii — Instytut
im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, stypendium National
Cancer Institute (NCI-NIH, Bethesda, USA); staz naukowy

2000 - 2001 doktorant studiow doktorskich Instytutu Biochemii Narodowej Akademii
Biatorusi, Grodno, Biatorus

2000 Instytut Biochemii Narodowej Akademii Biatorusi, Grodno, Biatorus;
na stanowisku laboranta.
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4. Omowienie osiggnieé, o ktdrych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy.

4.1. Oméwienie osiggnie¢ naukowych bedacych przedmiotem rozprawy habilitacyjne;j.

Podstawe ubiegania sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego stanowi cykl
powigzanych tematycznie artykutéw naukowych zatytutowany ,Rola  czynnika
transkrypcyjnego HSF1 w komorkach nowotworowych”, ktére zostaty opublikowane w okresie
2012-2021 (w czasopismach o tgcznym Impact Factor = 30,695, Zatgcznik 6).

Prace tworzgce cykl habilitacyjny:

l. Prace oryginalne:

[1]. Vydra N*, Toma A, Glowala-Kosinska M, Gogler-Piglowska A, Widlak W. Overexpression of
Heat Shock Transcription Factor 1 enhances the resistance of melanoma cells to doxorubicin and
paclitaxel. BMC Cancer. 2013; 13: 504. doi: 10.1186/1471-2407-13-504.

‘gtéwny badacz, autor korespondencyjny, IF = 3,319, 5-letni IF = 4,372

[2]. Toma-Jonik A, Widlak W, Korfanty J, Cichon T, Smolarczyk R, Gogler-Piglowska A, Widlak P,
Vydra N”. Active heat shock transcription factor 1 supports migration of the melanoma cells via
vinculin down-regulation. Cell Signal. 2015; 27: 394-401. doi: 10.1016/j.cellsig.2014.11.029.

" gtéwny badacz, autor korespondencyjny, IF = 4,191, 5-letni IF= 4.035.

[3]. Vydra N’, Janus P, Toma-Jonik A, Stokowy T, Mrowiec K, Korfanty J, Dtugajczyk A, Wojtas B,
Gielniewski B, Widtak W. 17 B-Estradiol Activates HSF1 via MAPK Signaling in ERa-Positive Breast
Cancer Cells. Cancers (Basel). 2019; 11(10):1533. doi: 10.3390/cancers11101533.

* jeden z dwéch gtéwnych badaczy (Vydra N i Janus P w réwnym stopniu przyczynili sie do
powstania tej pracy), autor korespondencyjny, IF = 6,126, 5-letni IF = 6.999.

[4]. Vydra N°, Janus P, Ku$ P, Stokowy T, Mrowiec K, Toma-Jonik A, Krzywon A, Cortez AJ, Wojtas
B, Gielniewski B, Jaksik R, Kimmel M, Widtak W. Heat Shock Factor 1 (HSF1) cooperates with ERa
in the regulation of estrogen action in breast cancer cells. Elife. 2021; 10:e69843.
doi: 10.7554/elife.69843.

*jeden z trzech gtéwnych badaczy (Vydra N, Janus P i Kus P w rownym stopniu przyczynili
sie do powstania tej pracy), autor korespondencyjny, IF = 8,146, 5-letni IF = 9,059.

Il. Prace przeglagdowe:

[5]. Toma A, Widtak W, Vydra N°. Rola czynnika transkrypcyjnego HSF1 w procesie
nowotworzenia. Postepy Biologii Komorki. 2012; 39: 269-288.

*autor korespondencyjny, IF = 0,087

[6]. Vydra N°, Toma A, Widlak W. Pleiotropic role of HSF1 in neoplastic transformation. Curr
Cancer Drug Targets. 2014;14: 144-55. doi: 10.2174/1568009614666140122155942.

*autor korespondencyjny, IF = 3,428, 5-letni IF = 3,522
[7]. Toma-Jonik A, Vydra N°, Janus P, Widlak W. Interplay between HSF1 and p53 signaling

pathways in cancer initiation and progression: non-oncogene and oncogene addiction. Cell
Oncol (Dordr). 2019; 42(5):579-589. doi: 10.1007/513402-019-00452-0

*wspétautor, IF = 5,304, 5-letni IF = 5.839

Oswiadczenia wspotautoréw okreélajgce indywidualny wktad w powstanie wskazanych
publikacji naukowych znajduja sie w Zatgczniku 7.



Zatgcznik nr 3 Autoreferat Natalia Vydra

Wprowadzenie:

Czynnik transkrypcyjny HSF1 (ang. Heat Shock Factor 1) zostat opisany w latach 80-ch
XX wieku jako regulator ekspresji gendw kodujacych biatka szoku cieplnego (ang. Heat Shock
Proteins, HSPs). Jego rola jako gtdwnego regulatora odpowiedzi na stres zostata udowodniona
w licznych eksperymentach biochemicznych i genetycznych. Wiele modeli eksperymentalnych
ujawnito role HSF1 takie w procesach biologicznych zwigzanych z dojrzewaniem komorek
ptciowych, odpowiedzig immunologiczng, aktywnoscig ruchowg, wechem, stuchem i pamigcia
(przeglad w Vydra i Widtak, 2017).

HSF1 nalezy do rodziny czynnikdw transkrypcyjnych HSF, do ktdrej u kregowcow zaliczane
rowniez HSF2, HSF3, HSF4, HSFS, HSFX, oraz HSFY. Kazdy z tych czynnikow jest odmiennie
regulowany i w odmienny sposob wptywa na transkrypcje gendw. HSF1 odgrywa kluczowq role
w regulacji odpowiedzi komdrek na tzw. stres proteotoksyczny, prowadzgcy do nagromadzenia
biatek o nieprawidtowej strukturze, np. w wyniku szoku termicznego. W warunkach
fizjologicznych HSF1 egzystuje jako nieaktywny monomer w kompleksie z m.in. biatkami
opiekuriczymi nalezacych do rodziny HSP (gtownie HSP90), PTGES3 (p23) i FKBP4 (immunofilina).
W wyniku dziatania czynnikdéw prowadzacych do nagromadzenia biatek o nieprawidtowej
strukturze, biatka HSP odfaczaja sie od HSF1, aby petni¢ swoje funkcje opiekunicze wobec innych
biatek. Zwolniony HSF1 tworzy homotrimery, réwnoczes$nie zmienia sie wzér jego fosforylacji
(za kluczowa dla aktywacji jest uwazana Ser326). Aktywny HSF1 wigze sie z okre$lonymi rejonami
w genomie, z tzw. sekwencjg HSE (ang. Heat Shock Element). Geny HSP, kodujgce biatka HSP,
stanowig gtodwng grupe molekularnych celi regulowanych przez zaktywowany HSF1. Synteza
biatek HSP  utatwia  przezycie komdrkom z  uszkodzonymi  makroczgsteczkami
(np. zdenaturowanymi biatkami) i zwigksza ich odporno$¢ na dziatanie czynnikéw indukujgcych
$mieré komdrkowa. Oprdcz zdolnosci do indukcji transkrypcji gendw HSP, HSF1 moze hamowac
aktywacje niektorych gendw, gtéwnie cytokin prozapalnych biorgcych udziat w reakcjach
immunologicznych.

Ponad 10 lat temu wykazano rdowniez, ze HSF1 sprzyja transformacji nowotworowe;j
(Dai i wsp., 2007). Mechanizm aktywacji i regulacji HSF1 w komodrkach nowotworowych wecigz
jest nie do konca wyjasniony, lecz jego zwiekszona ekspresja jest charakterystyczna dla wielu
typdw nowotwordw (m.in. prostaty, jamy ustnej, jelita grubego, watroby, piersi i innych;
przeglad w Vydra i wsp., 2014). Aktywacja HSF1 w komdrkach nowotworowych moze wynikac ze
stresu proteotoksycznego (jako efekt zwiekszonego obrotu biatkami), a takie z powodu
fosforylacji aktywujacych, zwigzanych z rozregulowaniem szlakdw sygnatowych w komdrkach
nowotworowych. Przyjmuje sie, ze HSF1 nie ma charakteru klasycznego onkogenu czy tez
supresora wzrostu nowotworowego, lecz jego aktywnos$¢ moze wptywac na rdzne procesy
komodrkowe istotne dla fenotypu nowotworowego. Taki mechanizm jest znany jako
,non-oncogenic addiction” (Nagel i wsp., 2016). W ostatnich latach przyjmuje sig, ze celowanie
w biatka zwigzanie z ,non-oncogenic addiction” moze by¢ strategig terapeutyczng w leczeniu
raka. Zaletg takiej strategii jest jej niewielki wptyw na komdrki prawidtowe.

Cel naukowy:

W momencie rozpoczynania naszych badan, mimo wykazania zwigkszonej ekspresji HSF1
w komérkach nowotworowych, jego rola w ksztattowaniu fenotypu nowotworowego nie byfa
dobrze poznana. HSF1 reguluje ekspresje cytoprotekcyjnych biatek z rodziny HSP. Tym samym
moze on utatwiaé przezycie komdrkom z uszkodzonymi makroczasteczkami i zwieksza¢ opornosc
komdrek nowotworowych na dziatanie czynnikéw indukujacych $mieré¢ komdrkows. Zatem
postanowitam zbadaé, czy aktywacja HSF1 oraz zaleznej od niego odpowiedzi na stres moze mie¢
znaczenie w powstaniu opornosci wielolekowej, ktora jest jedng z przyczyn niepowodzenia
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terapii przeciwnowotworowej oraz czestej wznowy procesu nowotworowego po zakonczeniu
terapii. Kolejnym kierunkiem badan byto wyjasnienie czy i jak HSF1 wptywa na wzrost komadrek
nowotworowych, ich zdolnos¢ do wzrostu niezaleznego od podfoza i migracji. W tym celu
skonstruowatam model badawczy: komorki czerniaka z ekspresja aktywnego transkrypcyjnie
HSF1. Nastepne badania byty nakierowane na zbadanie roli HSF1 w utrzymaniu fenotypu
komdrek nowotworowych raka piersi, a w szczegdlnosci jego mozliwej aktywacji pod wptywem
dziatania estrogendw.

Uzyskane wyniki:

(1) Komérki czerniaka ze zwiekszong ekspresja HSF1 wykazujg selektywna chemoopornosé,
ktdra nie zalezy od akumulacji HSP, ale od zwigkszonego wyrzutu lekéw (Vydra i wsp., 2013).
Opornos¢ komdrek nowotworowych na dziatanie czynnikow terapeutycznych
(chemoodpornosé) uwazana jest za gtéwng przyczyne niepowodzen terapii i Smierci pacjentow
z chorobami nowotworowymi. Opornos¢ na leki jest zjawiskiem plejotropowym, w ktore
zaangazowane sg rézne mechanizmy, zarowno komodrkowe i biochemiczne (np. uposledzone
gromadzenie lekéw w komdrkach, nasilenie mechanizmdw naprawy, i inne), jak i anatomiczne
(np. naturalne bariery w organizmie jak krew-modzg, krew-jadra). Do mechanizmow
biochemicznych sprzyjajacych rozwoju opornosci komdrek na leki zalicza sie zmiany w zdolnosci
komérek do uruchomiania apoptozy, najczesciej wynikajgce z zaburzed w rownowadze biatek
anty- i pro-apoptotycznych. Biatka HSP (w szczegdlnosci HSPA1 i HSPB1), dobrze znane ze
swoich wtasciwosci cytoprotekcyjnych, moga hamowac aktywacje Smierci komdrek na drodze
apoptozy. Podwyzszona ekspresja kilku HSP, m.in. HSP90, HSPA1, HSPB8 w niektdrych
nowotworach ztoéliwych wiaie sie z odpornoscig komadrek rakowych na apoptoze indukowana
chemoterapeutykami (Mosser i wsp., 2004). Jak wspomniatam wyzej, HSF1 jest gidwnym
regulatorem ekspresji HSP. Postawitam wiec hipoteze, ze aktywacja zaleznej od HSF1 odpowiedzi
na stres (m.in. zwigzanej z uruchomieniem ekspresji HSP) moze miec dziatanie cytoprotekcyjne
i zwieksza¢ przezycie komorek nowotworowych poddanych dziataniu chemoterapeutykéw.
W celu potwierdzenia tej hipotezy skonstruowatam model badawczy mysich (B16F10) i ludzkich
(WM793B i 1205Lu) komadrek czerniaka z ekspresjg konstytutywnie aktywnego mutanta HSF1
(z delecja domeny regulatorowej, aa 221-315: ARD). Ta zmutowana forma HSF1 (nazwana
HSF1ARD lub aHSF1) wykazuje zdolno$¢ do wigzania do DNA i aktywacji ekspresji indukowalnych
genow Hsp70i juz w temperaturze fizjologicznej (Vydra i wsp., 2006). Dodatkowo
skonstruowatam komérki ze zwiekszong ekspresjg HSF1 (hHSF1) oraz zekspresjag mutanta
blokujgcego wigzanie prawidtowego HSF1 do DNA, tzw. ,dominant-negative” (HSF1-DN).
Potwierdzono prawidtowe dziatanie modelu, wykazujac wzrost ekspresji indukowalnych gendow
HSP (HSPH1, HSPB1, HSPA1) w komdrkach z ekspresjg aHSF1 lub hHSF1, oraz zahamowanie
ekspresji gendw HSP w komodrkach z ekspresjg HSF1-DN. Komdrki traktowatam czynnikami
cytotoksycznymi: doksorubicyna, dakarbazyng, paklitakselem, winblastyng lub bortezomibem.
Zauwaiytam, ze zwiekszona ekspresja HSF1 zwiekszata przezycie komorek traktowanych
doksorubicyng badz paklitakselem. Co ciekawe, taka selektywna opornos¢ komorek czerniaka na
doksorubicyne nie byta zalezna od bezposredniej aktywnosci transkrypcyjnej HSF1 i ekspresji HSP
zaleznych od HSF1. Wydaje sie, ze obecnos¢ HSP moze by¢ drugorzednym efektem aktywnosci
HSF1, podczas gdy mechanizmy zaleznej od HSF1 opornosci komoérek nowotworowych na
doksorubicyne mogg by¢ powigzane z jego interakcjami z innymi biatkami i/lub jego wptywem na
ekspresje gendw innych niz HSP. Poszukujgc mechanizmu zaangazowanego w zalezng od HSF1
opornos¢ komorek nowotworowych na doksorubicyne, wykazatam, ze komorki ze zwiekszong
ekspresjg HSF1 (hHSF1) posiadaty lepsza zdolnos¢ do wyrzutu na zewnatrz komorki (ang. efflux)
zwigzkow fluorescencyjnych, takich jak doksorubicyna, rodamina 123 oraz Hoechst 33342.
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Korelowato to ze zwiekszong transkrypcjg kilku transporterow ABC, m.in. ABCB1 i ABCCI.
Ekspresja genu Abcblb/ABCB1 byta zalezna od HSF1 we wszystkich trzech badanych liniach
komdrkowych czerniaka, wykazujacych zwiekszong ekspresje HSF1. Natomiast ekspresja
transporterow nie zwiekszata sie w komorkach czerniaka z ekspresjg aktywnej transkrypcyjnie
formy HSF1, sugerujac tym samym, ze aktywnos¢ transkrypcyjna HSF1 nie jest istotna
w regulacji ekspresji genow ABC. Podobny efekt lekoopornosci zwigzanej ze zwiekszong
ekspresjg ABCBI1 zaleing od HSF1 byt opisany dla komdrek kostniakomiesaka U2-OS oraz
komodrek watrobiaka HepG2 (Tchénio i wsp., 2006). Co ciekawe, w komorkach z nadekspresja
HSF1 zaobserwowatam wzrost frakcji komérek SP (ang. side population), ktore posiadaja
wtasdciwosci rownowazne komérkom macierzystym.

Podsumowujac, nasze badania wskazujg na udziat HSF1 w ksztattowaniu opornosci
wielolekowej. Nie jest to efekt bezposrednio zalezny od biatek HSP i wynika raczej ze zwiekszonej
ekspresji gendw ABC. Aktywnos$¢ transkrypcyjna HSF1 nie jest wymagana do uzyskania tego
efektu, co wskazuje na inne (pozatranskrypcyjne}) mechanizmy dziatania HSF1 w regulacji
ekspresji gendw ABC.

(2) Obecnosé aktywnego HSF1 sprzyja migracji komorek nowotworowych w modelu mysiego
czerniaka (Toma-Jonik i wsp., 2015).

W czasie, gdy rozpoczynaliSmy badania nakierowane na ustalenie roli HSF1
w ksztattowaniu fenotypu komorek nowotworowych, dane literaturowe wskazywaty na jego role
we wzroscie komdrek niezaleznym od podtoza (Khaleque i wsp., 2005), w regulacji Sciezek
sygnatowych RAS/MAPK icAMP/PKA, oraz utrzymaniu wzrostu komorek nowotworowych
w warunkach braku czynnikow wzrostu i aktywacji glikolizy (Dai i wsp., 2007).

W celu wykazania roli HSF1 w ksztattowaniu fenotypu komorek nowotworowych
postanowitam zastosowa¢ model komdrek mysiego czerniaka B16F10. Komorki te posiadajg
zdolnos¢ do tworzenia guzéw po wszczepieniu myszom szczepu C57BL/6 podskornie oraz do
przerzutowania po wszczepieniu do zyty ogonowej. Ponadto, wykazujg sie brakiem aktywacji
HSF1 w normalnych warunkach hodowli in vitro. Aktywacja HSF1 zachodzi w nich pod wpfywem
szoku termicznego (wzrost temperatury o kilka stopni). W celu uzyskania aktywacji HSF1 bez
koniecznosci  stosowania szoku termicznego skonstruowalismy komorki z  ekspresjg
konstytutywnie aktywnego czynnika HSF1 (aHSF1). Szereg analiz (in vitro) przeprowadzilismy
rowniez na wybranych liniach ludzkich komoérek nowotworowych czerniaka (WM793B i 1205Lu),
ktore zmodyfikowalismy podobnie jak mysie komorki B16F10. W odrdznieniu do badan
uzyskanych przez Dai i wsp. (2007), w naszych badaniach nie stwierdziliSmy znaczacego wptywu
HSF1 na proliferacje komorek czerniaka in vitro oraz na wzrost guzow in vivo. Niemniej jednak
wykazatam, ze ekspresja aktywnego transkrypcyjnie HSF1 zwiekszata potencjat komdrek B16F10
do tworzenia przerzutdw in vivo. Ruchliwos$¢ komdrek oraz wzrost niezalezny od podtoza naleig
do waznych mechanizméw wspierajacych tworzenie przerzutdw. W naszym modelu badawczym
wykazaliSmy, ze obecnos$¢ aktywnego transkrypcyjnie HSF1 wptyneta na obie te cechy
w komodrkach B16F10, a takze na ruchliwosé ludzkich komdrek 1205Lu czerniaka. Poszukujac
mechanizmu zaleznych od HSF1 zmian w ruchliwosci komorek wykazano, ze ekspresja
aktywnego HSF1 powodowata obnizenie ekspresji kilku genow kodujgcych biatka zwigzane
z cytoszkieletem, m.in. winkuliny. Winkulina jest biatkiem btonowo-cytoszkieletowym, ktore
uczestniczy w zakotwiczeniu F-aktyny do btony komérkowej. W naszych modelu ustalilismy, ze
ekspresja aktywnego HSF1 korelowata ze stabsza adhezja komodrek do fibronektyny oraz
wptywata na cytoszkielet aktynowy, co moze by¢ zwigzane z obnizong ekspresja winkuliny.

Podsumowujgc powyzsze wyniki otrzymane na modelu komdrek czerniaka, stwierdzilismy,
ze aktywacja HSF1 sprzyja ruchliwosci komdrek nowotworowych. Wsréd potencjalnych
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mechanizmdw promujacych ruchliwosé¢ komdrek za posrednictwem HSF1 moze by¢ regulacja
ekspresji gendw zwigzanych z cytoszkieletem, m.in. winkuliny.

(3) HSF1 jest aktywowany przez estrogen oraz wspiera zaleing od estrogendéw migracje
komarek raka piersi modulujgc dziatanie receptora estrogenowego (ERa) (Vydra i wsp., 2019;
Vydra i wsp., 2021).

Z badarn opisanych powyzej wynika, ze HSF1 wspomaga migracje komorek
nowotworowych. Ruch komdrek nowotworowych odgrywa istotng role w tworzeniu przerzutow,
ktére uznaje sie za gtowng przyczyne $miertelnosci w chorobach nowotworowych, miedzy
innymi w raku piersi. W ostatnich dekadach liczba 0séb ze zdiagnozowanym rakiem piersi wcigz
powieksza sie. W Polsce rak piersi stanowi 1/4 zachorowan na nowotwory u kobiet i 1/8 zgonow
z powodu choroby nowotworowe] (Krajowy Rejestr Nowotwordw). W 2011 roku ukazata sig
praca Santagata i wsp (2011), w ktérej wykazano, ze zwiekszona ekspresja HSF1
w hormonozaleznych nowotworach piersi (ER+, wykazujagcych ekspresje receptora
estrogenowego alfa, ERa), koreluje z gorszym rokowaniem pacjentek. Receptor estrogenowy
nalezy do rodziny receptorow steroidowych hormonow ptciowych, ktory aktywuje sie w wyniku
wigzania sie z estrogenami (lub biomimetykami hormonalnymi). Zaréwno estrogeny, jak i HSF1,
sg znane ze swojej roli wspierajgcej nowotworzenie. Natomiast niewiele wiadomo byto na temat
wzajemnych interakcji pomiedzy uruchamianymi przez nie szlakami sygnatowymi. Postawitam
wiec pytanie, czy HSF1 i estrogeny mogg dziatac synergistycznie w komdrkach nowotworowych,
i czy moga wspotdziataé w utrzymaniu fenotypu komoérek nowotworowych hormonozaleznego
raka piersi.

Do badan mozliwych interakcji sciezek sygnatowych zaleznych od HSF1 i estrogenu
wykorzystatam linie komdrek nowotworowych hormonozaleznego raka piersi (MCF7 i T47D),
HER2-dodatniego (SKBR3) i potrdjnie ujemnego raka piersi (MDA-MB 468, BT549) i 2 linie
nietumorogenne, pochodzace od pacjentek chorych na mastopatie (MCF10A i MCF12A).
Zaobserwowatam, ze pod wptywem dziatania 17B-estradiolu (E2, ktdory jest estrogenem
o najwiekszym potencjale fizjologicznym) nastepuje fosforylacja HSF1 w pozycji Ser326 (zwigzana
z aktywnoscig transkrypcyjng), ale ma to miejsce tylko w komarkach wykazujacych ekspresje ERa
(MCF7 i T47D). Znaczenie ekspresji ERa dla zaleznej od estradiolu fosforylacji HSF1 wykazatam
w nastepnych doswiadczeniach z wykorzystaniem ligandéw aktywujacych ERa takich, jak
4',4"-(4-propylo-[1H]-pirazolo-1,3,5-triylo)trisfenol  (PPT) oraz bisfenol A (BPA) oraz
w doswiadczeniach z obnizeniem ekspresji ERa za pomoca swoistych siRNA oraz traktowania
komoérek MCF7 estradiolem w kombinacji z antagonistami ERa: 4-hydroksytamoksyfenem
(4-OHT) lub ICI 182,780. Z literatury wiadomo, ze kilka kinaz takich jak AKT, mTOR, kinazy rodziny
p38/MAPK moze uczestniczy¢ w fosforylacji HSF1 w pozycji Ser326. W naszych badaniach
wykazatam, ze w fosforylacji HSF1 stymulowanej przez E2 posredniczy Sciezka sygnatowa zalezna
od kinaz MEK/ERK1.

W pordwnaniu do fosforylacji HSF1 zachodzacej w wyniku dziatania podwyzszonej
temperatury, fosforylacja HSF1 indukowana przez E2 wydaje sie by¢ umiarkowana.
Przeprowadzona analiza wigzania HSF1 do promotorodw kilku gendw HSP (HSPH1, HSPA1, HSPBS)
wykazata, ze HSF1 aktywowany pod wptywem E2 jest aktywny transkrypcyjnie i nabywa zdolnosé
do wigzania sekwencji regulatorowych genow HSPH1, HSPBS8, ale nie HSPA1. Wykonana analiza
wysokoprzepustowa identyfikacji miejsc wigzania HSF1 (ChIP-Seq) oraz wysokoprzepustowa
analiza ekspresji gendw (RNA-Seq) w komorkach MCF7 wykazata, ze regulacja kilku gendw,
w tym HSPBS8, LHX4, PRKCE, WWC i GREB1 moze by¢ zalezna od aktywacji HSF1 w komdrkach
traktowanych E2. Warto tez zaznaczy¢, ze w porédwnaniu do liczby gendw aktywowanych przez
HSF1 w warunkach szoku cieplnego (ok. 7000), liczba gendw aktywowanych pod wptywem E2
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jest mniejsza, co odzwierciedla nizszy poziom fosforylacji HSF1 zachodzacy w wyniku dziatania
E2.

Z badan opisanych wyzej wynika, ze moze istnie¢ hipotetyczna petla dodatniego sprezenia
zwrotnego miedzy sygnalizacja E2/ERa i HSF1. Aktywacja ERa jest procesem wieloetapowym,
w ktéry sg zaangazowane biatka HSP (gtdéwnie HSP90) regulowane przez HSF1l. Dodatkowo,
aktywnosé transkrypcyjna ERa jest zalezna od wielu innych biatek, petnigcych role
ko-aktywatoréw lub ko-represoréw. Ekspresja gendw regulowanych przez ERa moze zachodzic
przez zakotwiczenie ERa (ang. tethering) w chromatynie przy udziale innych czynnikow
transkrypcyjnych takich jak AP1, STATs, ATF2/JUN, SP1, NFkB (Welboren i wsp., 2009).
Za pomoca testu ligacji zblizeniowej (ang. Proximity Ligation Assay) wykazatam, ze réwniez HSF1
oddziatuje z ERa po stymulacji E2. Analizujgc dane z badan genomicznych (wfasnych oraz
dostepnych w bazie GEQ) wykazalismy, ze rdwniez HSF1 moze by¢ czynnikiem posredniczagcym w
wigzaniu ERa do chromatyny. Stosujgc technike wychwytywania konformacji chromosomow (3C)
potwierdziliémy udziat HSF1 w zakotwiczeniu ERa i reorganizacji petli chromatyny po stymulacji
estrogenem. Tym samym po raz pierwszy wykazalismy, Zze HSF1 moze by¢ czynnikiem
umozliwiajgcym zakotwiczenie ERa w chromatynie, oraz uczestniczy w tworzeniu petli
chromatyny taczacych odlegte geny w celu skoordynowanej regulacji ich transkrypcji.

Najbardziej znanym dziataniem estrogendow poprzez aktywacje ERa jest stymulacja
procesdw zwigzanych z proliferacja. Istniejg réwniez przestanki wskazujgce na mozliwy udziat
sygnalizacji zaleznej od estrogenu w regulowaniu ruchliwosci i inwazji komorek
hormonozaleznego raka piersi (Planas-Silva i Waltz, 2007). Postanowitam zbada¢, jak obnizenie
ekspresji HSF1 wptynie na estrogeno-zaleine procesy w hormonozaleznych komdorkach
nowotworowych piersi. Skonstruowalismy modele eksperymentalne oparte na komérkach
hormonozaleznego raka piersi (MCF7 i T47D) z niedoborem HSF1 (HSF1-). W pierwszej kolejnosci
zastosowalismy swoiste dla HSF1 shRNA (shHSF1) uzyskujac okoto 10-krotne obnizenie poziomu
HSF1, lecz ekspresja gendw HSP nadal byta indukowana przez szok termiczny. Skonstruowalismy
wiec komdérki MCF7 z funkcjonalnym nokautem HSF1, stosujgc system edycji genomu
CRISPR/Cas9 (uzyskaliSmy dwa modele badawcze stosujgc rdzne techniki wprowadzania
sktadowych systemu do komérki). Catkowita eliminacja HSF1 wigzata sie ze znaczna utrata
ekspresji HSP w warunkach szoku cieplnego. Wykazatam, ze komdrki MCF7 z niedoborem HSF1
miaty obnizone tempo proliferacji, zaréwno w warunkach standardowej hodowli, jak i hodowane
w obecnoéci E2. Co wiecej, potencjat do tworzenia klonéw komdrek MCF7 oraz populacja
komdrek o wtasciwosciach komdrek macierzystych byly znacznie obnizone dla komadrek HSF1-.
W odréznieniu od komdrek MCF7, brak ekspresji HSF1 w innej linii komdérek hormonozaleznego
raka piersi, T47D, nie wplywat na ich tempo proliferacji i potencjat do tworzenia klonow.
W przeciwienistwie do komorek MCF7, komdrki T47D/HSF1- rosty nieco szybciej, niz komdrki
HSF1+, cho¢ rdinica nie byta statystycznie istotna inie zaobserwowano roznic w cyklu
komérkowym. Tym samym wydaje sie, ze wpltyw HSF1 na tempo proliferacji moze byé
komodrkowo-swoisty i zaleze¢ od innych czynnikdw (np. mutacji p53 cbecnej w T47D).
Poréwnujagc zdolnos¢ komdrek HSF1+ i HSF1- do migracji w obecnosci E2 wykazano, ze dfuzsza
(kilkudniowa) stymulacja E2 sprzyja migracji komdrek HSF1+, ktdrej towarzyszy utrata potgczen
miedzykomdrkowych, wzrost odsetka komdrek o morfologii  ameboidalnych  lub
mezenchymalnych, zwiekszona adhezja do kolagenu. Brak ekspresji HSF1 prowadzit do
zmniejszenia liczby migrujacych komdrek MCF7, a takze komdrek T47D. Wyniki te sg zgodne
z wezesniejszg obserwacja, ze HSF1 sprzyja migracji komdrek nowotworowych (pkt. 2). Badajgc
profil ekspresji gendw w komdrkach MCF7 z odmienng ekspresja HSF1 (HSF1+ vs HSF1-)
wykazalisSmy, ze okoto 20% gendw odpowiada mniej skutecznie na stymulacje E2 w komorkach
MCF7 z niedoborem HSF1. Wsrdd nich znalazty sie geny zwigzane z regulacjg proliferacji, migracji
i adhezji, co pokrywa sie z obserwacjami z doswiadczen funkcjonalnych.
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W celu sprawdzenia czy poczynione przez nas obserwacje in vitro mogg mie¢ wartosé
prognostyczng dla pacjentek z hormonozaleznym rakiem piersi przeprowadzilismy analize
korelacji przezycia chorych na raka piersi w zaleznosci od poziomu transkryptu ERa i HSFI.
W tym celu wykorzystalismy dane RNA-Seq zdeponowane w bazie danych TCGA. Analiza danych
zostata przeprowadzona we wspdtpracy z Politechnika Slaska (mgr Pawet Ku$, prof. Marek
Kimmel). W odrdznieniu od danych uzyskanych przez Santagata i wsp. (2011) i Gékmen-Polar
iwsp. (2016) nasza analiza nie wykazata istotnej wartosci prognostycznej HSF1 i ERa dla
przezycia pacjentek z hormonozaleznym rakiem piersi, gdy analizowano poziom transkryptow
HSF1 lub ERa pojedynczo. Ich wptyw jest zauwazalny tylko po wykluczeniu przypadkow
o umiarkowanym poziomie mRNA dla genow ESR1, kodujgcego receptor estrogenowy alfa (ERa),
lub HSF1. Ponadto wykazano, ze raki ER+ stanowity grupe, w ktdrych poziom ekspresji HSF1 byt
wyzszy w nowotworach tworzgcych przerzuty, niz w przypadkach bez przerzutdw. Tylko w grupie
rakéw ER+ zaobserwowano proporcjonalny wzrost choroby przerzutowej wraz ze wzrostem
ekspresji HSF1. Ta analiza danych z TCGA wykazujgca korelacje miedzy rosngcym poziomem
HSF1 achoroba przerzutowa w hormonozaleznych rakach piersi potwierdza obserwacje
z modelu in vitro, wskazujacy, ze HSF1 sprzyja ruchliwosci komorek nowotworowych, ktora
odgrywa wazng role w poczatkowej fazie przerzutowania.

Hormonoterapia, oparta na podaniu anty-estrogendw, jest jedng z metod leczenia
hormonozaleznego raka piersi zarowno u pacjentek przed, jak i po menopauzie. Niektdre
przestanki wskazuja na zwigzek wysokiego poziomu HSF1 z opornoscia hormonozaleinych
nowotwordw piersi na terapie hormonalne (Santagata i in., 2011; GGkmen-Polar i Badve, 2016).
W badaniach in vitro z wykorzystaniem komdrek MCF7 i T47D wykazatam, ze niedobdr HSF1
moze zwieksza¢ wrazliwos¢ na terapie hormonalng (4-hydroksytamoksyfen, 4-OHT) lub ostatnio
stosowany w terapii raka piersi inhibitor CDK4/6 (palbocyklib). Co wiecej, 4-OHT skuteczniej
hamowat stymulowang przez E2 fosforylacje ERa (ktdra jest zwigzana z jego aktywacjg i moze
by¢ zwigzana z nabytg opornodcig na tamoksyfen) w komdrkach z niedoborem HSF1.

Podsumowujgc powyzisze wyniki, stwierdzilismy, ze HSF1 i ERa wspofpracujg na wielu
poziomach w odpowiedzi komérek hormonozaleznego raka piersi na stymulacje estrogenem.
Zaangazowanie zaleznych od HSF1 biatek opiekunczych w regulacje aktywnosci ERa znane jest od
dawna. Natomiast nasze badania wykazaly, ze estrogen poprzez ERa oraz Sciezke MAPK
aktywuje HSF1, ktdry nastepnie wraz z ERa uczestniczy w reorganizacji chromatyny i tym samym
stymuluje transkrypcje estrogeno-zaleznych gendw. Geny aktywowane przez ERa i HSF1
odgrywajg wazna role w regulacji wzrostu i rozprzestrzeniania sie komorek nowotworowych.

Podsumowanie.
Podsumowujgc wyniki badan przedstawionych w cyklu prac doswiadczalnych, wykazatam, ze:
1. HSF1 przyczynia sie do ksztaftowania fenotypu komérek nowotworowych opornego na leki.

Zwiekszona ekspresja HSF1 sprzyja selekcji komdrek o zwiekszonym potencjale do wyrzutu
szkodliwych substancji na zewnatrz (np. doksorubicyny, paklitakselu). Ta funkcja HSF1 nie jest
zwigzana z regulacjg ekspresji HSP, lecz raczej z jego wptywem na transkrypcje genow ABC,
a kodowane przez nie biatka aktywnie usuwajg zwigzki z komorki. Ponadto, badania in vitro
wykazaty znaczenie HSF1 w opornosci komorek hormonozaleznego raka piersi na leki stosowane
w terapii hormonalnej (4-hydroksytamoksyfen) badZ terapii zaawansowanego raka piersi
(palbocyklib).

2. HSF1 znaczgco wplywa na zdolnos¢ komorek nowotworowych do migracji.

WykazaliSmy to zaréwno w modelu komdrek czerniaka z ekspresjga aktywnego
transkrypcyjnie HSF1, jak i w komdrkach hormonozaleznego raka piersi. W przypadku komadrek
czerniaka moze by¢ to wynikiem zahamowania ekspresji gendw zwigzanych z oddziatywaniem
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komorek z macierzg zewnatrzkomorkowa. W hormonozaleznych komorkach nowotworowych
piersi wptyw HSF1 na ruchliwosé komorek moze by¢ zwigzany z jego aktywacja w wyniku
dziatania estrogendw poprzez receptor ERa i kinazy MEK1/2, a nastepnie wspotdziataniu z ERa
wregulacji gendéw odpowiedzialnych za wzrost i rozprzestrzenianie sie komorek
nowotworowych. Naszg oryginalng obserwacjg jest wykazanie, ze HSF1 moze by¢ dodatkowym
czynnikiem umozliwiajagcym zakotwiczenie ERa w chromatynie, uczestniczgc w tworzeniu
i reorganizacji petli chromatyny taczacych odlegte geny w celu skoordynowanej regulacji ich
transkrypcji.

Reasumujqgc, nasze badania wskazujg, ze HSF1 moze petni¢ wainq role w progresji
choroby nowotworowej w kierunku tworzenia przerzutéw, sprzyjajgc migracji komorek oraz
zwiekszajgc opornosé komérek nowotworowych na stosowane terapie.

Podsumowanie funkcji HSF1 majgcych potencjalne znaczenie dla procesu nowotworzenia
przedstawiliémy w kilku pracach przeglagdowych opublikowanych w Postepach Biologii Komarki
(Toma i wsp., 2012), w Curr Cancer Drug Targets (Vydra i wsp., 2014) oraz w Cell Oncol
(Toma-Jonik i wsp., 2019).

4.2. Oméwienie pozostatych osiggniec naukowo-badawczych.

Po ukonczeniu studidw w czerwcu 2000 roku rozpoczetam prace w Instytucie Biochemii
w Grodnie na stanowisku laboranta. W pazdzierniku zostatam doktorantem studiow doktorskich
w Instytucie Biochemii w Grodnie, ktére z przyczyn formalnych zakornczytam w 2001. Na
poczatku listopada 2000 roku otrzymatam dwuletnie stypendium finansowane przez NCI-Office
of International Affairs (Bethesda, Stany Zjednoczone), ktére umozliwito mi podjecie badan
naukowych w owczesnym Zaktadzie Biologii Nowotwordw (Centrum Onkologii-Instytucie
Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach). Uzyskane w 2003 roku roczne
stypendium Kasy im. J. Mianowskiego (Fundacja na rzecz Nauki Polskiej) pozwolito kontynuowac
rozpoczete badania, a od kwietnia 2004 zostatam zatrudniona na % etatu na stanowisku biologa,
po obronie pracy doktorskiej w 2005 - na caty etat na stanowisku adiunkta
naukowo-badawczego.

Wigczytam sie w prace badawcze grupy kierowanej przez prof. Zdzistawa Krawczyka.
Przedmiotem badan byta charakterystyka struktury promotora indukowalnego przez stres genu
Hspalb i swoistego dla jader genu Hspa2 szczura. Geny te zostaty wykryte, sklonowane
i wstepnie scharakteryzowane w wyniku badan prowadzonych przez zespot w latach 90-ch
ubiegtego stulecia. Uczestniczytam w badaniach nakierowanych na zrozumienie mechanizmu
aktywacji promotora genu Hspalb szczura pod wptywem niektdrych nosnikdw DNA opartych na
liposomach. Ta obserwacja zostata poczyniona podczas badan funkcjonalnych nakierowanych na
badanie aktywnosci promotora genu Hspalb szczura w odpowiedzi na stres, opartych na
lipofekcji  konstruktow do komorek. Sklonowatam kilka konstruktéw plazmidowych
zawierajacych sekwencje regulatorowe promotora genu Hsplb, sprawdzitam wptyw kilku
komercyjnych preparatéow liposomowych takich jak Lipofectin i Lipofectamine 2000 na
aktywnos¢ promotora oraz oddziatywanie HSF1 z sekwencjg regulatorowg HSE w komérkach
poddanych lipofekcji. Wynikiem tych badan byto wykazanie, ze niektdre liposomy kationowe
moga nie nadawac sie do badan funkcjonalnych promotoréw gendw HSP, a lipofekcja moze
powodowac niezamierzone zmiany w globalnej ekspresji gendw w transfekowanych komaorkach
(Fiszer-Kierzkowska i wsp., 2009).

Bratam tez udziat w pracach dotyczacych struktury promotora genu Hspa2, ktory koduje
biatko swoiste dla spermatocytéw. Uczestniczytam w badaniach nakierowanych na poznanie
mechanizmow warunkujacych ekspresje genu w spermatocytach myszy, co byto o tyle istotne, ze
promotor Hspa2 byt wykorzystany przez nasz zespot do konstrukcji transgenow i myszy
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transgenicznych. Wykazano m.in. funkcjonalne znaczenie alternatywnego miejsca rozpoczecia
transkrypcji w uruchomieniu ekspresji Hspa2 w komdrkach spermatogenicznych podczas
rozwoju postnatalnego (Scieglinska i wsp., 2004), a takze znaczenie kilku sekwencji
regulatorowych zawartych pomiedzy dwoma miejscami startu transkrypcji (Widtak i wsp., 2007).
Otrzymanie przez nas poliklonalnej surowicy kréliczej swoiscie rozpoznajgcej HSPA2 umozliwito
detekcje biatka u gryzoni i zbadanie wzoru jego ekspresji w tkankach myszy (Vydra i wsp., 2009).
Nastepnie uczestniczytam w badaniach nakierowanych na poznanie znaczenia biatek rodziny
HSPA (HSPA1 i HSPA2) w utrzymaniu fenotypu nowotworowego komdrek niedrobno-
komérkowego raka ptuc, ktére s3 prowadzone pod kierownictwem dr hab. Doroty Scieglifskiej.
Uczestniczytam w otrzymaniu linii komoérkowych z obnizong ekspresjg HSPA1l za pomocy
swoistych shRNA. Wykazano, ze obnizenie ekspresji pojedynczego genu HSPA1 lub HSPA2 nie
uwrazliwia tych komdrek na dziatanie cis-platyny. Natomiast hamowanie aktywnosci biatek
rodziny HSPA za pomocg pan-inhibitora VER-155008 lub JG-98 znacznie uwrazliwiato komorki na
dziatanie bortezomibu, inhibitora proteasomu. Wyniki te sugeruja, ze rownoczesne hamowanie
funkcji proteasomu i biatek z rodziny HSPA mogtoby by¢ skuteczng metoda w leczeniu
nowotworow (Sojka i wsp., 2019). Jednoczesne hamowanie kilku paralogéw HSPA (np. poprzez
zahamowanie aktywacji HSF1), jako sposobu uwrazliwienia komdrek nowotworowych na
dziatanie lekdw przeciwnowotworowych (np. manumicyny), wykazano nastepnie w pracy Sojka i
wsp. (2021).

Jednym z nurtéw moich zainteresowan byto badanie roli HSF1 w odpowiedzi komdrek
spermatogenicznych na stres indukowany podwyzszong temperaturg. Badania te stanowity tresc¢
mojej pracy doktorskiej. Zatozeniem tego projektu byto poszerzenie wiedzy o mechanizmach
degeneracji nabtonka plemnikotwdrczego spowodowanej podwyzszeniem temperatury. Stosujac
model myszy transgenicznych ze swoistg ekspresjg transkrypcyjnie aktywnego HSF1
w spermatocytach udowodnitam, Zze aktywacja HSF1 w spermatocytach  prowadzi do
zahamowania spermatogenezy uruchomiajgc $Smieré komorek spermatogenicznych na drodze
apoptozy, ktdra nasladuje $mier¢ wywotang szokiem cieplnym. Co zaskakujgce, ektopowa
ekspresja HSP70i (biatka cytoprotekcyjnego) w spermatocytach nie chroni przed apoptozg
indukowang przez HSF1 bad? stres termiczny (Widtak i wsp., 2003; Vydra i wsp., 2006; Widtak
i wsp., 2007a), a ekspresja gendw HSP swoistych dla spermatogenezy zostaje zahamowana
(Widtak i wsp., 2007b). Ten temat nastepnie byt kontynuowany pod kierownictwem dr hab.
Wiestawy Widtak, a badania byty nakierowane na poszukiwanie mechanizmow odmiennej funkcji
HSF1 w komodrkach spermatogenicznych (wrazliwych na szok termiczny) i somatycznych
(opornych na szok termiczny), w ktérym istotng role stanowity wysokoprzepustowe analizy
ekspresji gendw skojarzone zanaliza miejsc wigzania HSF1 do DNA w izolowanych
spermatocytach i hepatocytach poddanych dziataniu podwyziszonej temperatury. W tym
projekcie uczestniczytam w opracowaniu techniki immunoprecypitacji chromatyny (ChIP) oraz
techniki otrzymaniu spermatocytdw i hepatocytdw (Kus-Liskiewicz i wsp., 2013; Korfanty i wsp.,
2014). W efekcie zidentyfikowano wigzanie HSF1 do sekwencji regulatorowych HSE
umiejscowionych w intronach genu Pmaipl. Gen ten koduje biatko PMAIP1/NOXA o znanym
dziataniu pro-apoptotycznym. Udokumentowano wigzanie HSF1 do sekwencji regulatorowe;j
genu Pmaipl prowadzace do wzrostu jego ekspresji w spermatocytach, a takze w innych
komadrkach somatycznych wrazliwych na szok cieplny. Dane te wskazujg, ze HSF1 moze odgrywac
nie tylko funkcje cytoprotekcyjng (aktywujac ekspresje gendw kodujacych biatka szoku
cieplnego), ktéra dominuje w komorkach opornych na szok termiczny, ale moze rowniez
indukowac apoptoze (poprzez PMAIP1), co przy réwnoczesnym braku aktywacji HSP wigze sie ze
zwiekszong wrazliwoscig na stres (Janus i wsp., 2020). W ten sposéb aktywacja HSF1 przyczynia
sie np. do eliminacji komodrek plemnikotwdérczych uszkodzonych podczas szoku cieplnego i
zapobiega przekazywaniu uszkodzonego materiatu genetycznego nastepnemu pokoleniu. Nasze

11



Zatacznik nr 3 Autoreferat Natalia Vydra

badania wykazaty réwniez, ze funkcja taka nie jest petniona za posrednictwem genu Phldal, co
byto sugerowane we wczesniejszych pracach z grupy Akira Nakai (Janus et al., 2019). Z listy
gendw otrzymanej w wyniku wysokoprzepustowej analizy ekspresji genéw wytypowano i
scharakteryzowano kilka gendéw o nieznanej na tamten moment funkcji: 1700094CO9Rik
(obecnie SPACA7) jako gen kodujacy biatko zlokalizowane w akrosomie (Korfanty i wsp., 2012),
3110001122Rik (obecnie Bfar wariant 3) jako gen kodujacy biatko, zaangazowane w metabolizm
RNA (Mrowiec i wsp., 2021) oraz wykazano interakcje SPEN (ekspresja wzrasta w komoérkach
spermatogenicznych po szoku termicznym) z chromatyng poprzez oddziatywania z MTA1L, ktory
wchodzi w sktad kompleksu biatkowego przebudowujgcego nukleosom (Korfanty i wsp., 2018).

5. Informacja o wykazywaniu sig istotng aktywnoscig naukowg albo artystyczng realizowang
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegélnosci
zagranicznej.

W latach 2007-2008 odbytam staz podoktorski na Uniwersytecie Turku (styczen-maj 2007)
oraz Imperial College w Londynie (czerwiec 2007 — sierpier 2008) w grupie prof. Ilpo Huhtaniemi.
Podczas mojego pobytu na Uniwersytecie w Turku uczestniczytam w pracach majgcych na celu
otrzymanie myszy transgenicznych z ukierunkowanym wytgczeniem ekspresji genu Hsd17b3,
kodujacego dehydrogenaze 17B-hydroksysteroidowg. Pracowatam nad konstrukcjg wektora do
wytgczenia genu za pomocg rekombinacji RED/ET, hodowlg mysich zarodkowych komorek
macierzystych (ang. embryonic stem cells), oraz uzyskaniem i genotypowaniem klondw komodrek
ES w celu selekcji klondw, w ktdrych nastapito wytgczenie genu.

Drugi przedmiot badan, w ktdrym bratam udziat w Imperial College, miaf na celu znalezienie
odpowiedzi na pytanie, czy istnieje minimalne stezenie testosteronu wystarczajgce do
utrzymania pozagonadalnego dziatania androgendw przy rownoczesnym braku aktywacji
spermatogenezy. To zagadnienie jest istotne dla rozwoju zagadnien meskiej antykoncepcji
hormonalnej. Najbardziej znang metodg hormonalnej antykoncepcji meskiej jest hamowanie
syntezy wewnatrzjagdrowego testosteronu poprzez hamowanie wydzielania hormonodw
gonadotropowych, przede wszystkim hormonu luteotropowego. Osigga sie to poprzez
podawanie wysokiej dawki egzogennego testosteronu, ktére hamuje wydzielanie gonadotropin
na skutek negatywnego sprezenia zwrotnego. W projekcie wykorzystano myszy transgeniczne,
wykazujace brak ekspresji receptora luteotropowego (LHR-/-). Myszy te wykazujg zahamowanie
spermatogenezy na skutek braku syntezy testosteronu w wyniku zaburzenia sygnalizacji zaleznej
od gonadotropin. Myszy LHR-/- traktowano rosngcymi dawkami testosteronu i oceniano
wznowienie spermatogenezy oraz pozagonadalne dziatania androgenowe (w tym supresje
gonadotropin izachowania seksualne). Wykazano, ze nie istnieje dawka testosteronu, ktdra
utrzymataby funkcje seksualne przy rownoczesnym zahamowaniu wydzielania testosteronu
i aktywacji spermatogenezy. Wydaje sie zatem, e terapeutyczny zakres dziatania
antykoncepcyjnego opartego na podawaniu egzogennego testosteronu jest bardzo waski lub
nawet nieistniejacy, co moze ttumaczy¢ niewystarczajgcg skutecznosé takiej strategii. Podczas
hamowania sekrecji gonadotropin i wewnatrzjgdrowego testosteronu, egzogennie wprowadzany
testosteron moze promowal spermatogeneze. Co ciekawe, stezenie wewngtrzjgdrowego
testosteronu koniecznego do stymulacji spermatogenezy jest znacznie nizsze, niz normalnie
wystepujgcy wysoki poziom fizjologiczny. Te obserwacje uwidaczniajg trudnosci w opracowaniu
skutecznych sposobdw hamowania syntezy badz dziatania wewnatrzjagdrowego testosteronu,
aby osiggnac stata supresje spermatogenezy. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracy
Oduwole i wsp., 2014.
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Reasumujgc moje osiggniecia naukowo-badawcze, ktdre nie wchodza w sktad cyklu badan
bedgcego podstawg pracy habilitacyjnej, obejmujg 18 prac doswiadczalnych, ktdre ukazaty sie w
renomowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym ({sumaryczny IF=87,553). Catkowity
IF wszystkich moich prac wynosi 118,248, liczba cytowan (wg Web of Science) - 468, w tym 342
bez autocytowan. Wyniki moich prac byty tez prezentowane na licznych konferencjach
krajowych i miedzynarodowych (Zatacznik 8).

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych nauke lub
sztuke.

Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Panstwowy Instytut Badawczy,
Oddziat w Gliwicach nie prowadzi typowej dziatalnosci dydaktycznej. Tym niemniej, w trakcie
pracy w Instytucie Onkologii opiekowatam sie studentami w ramach wolontariatow, praktyk i
stazéw studenckich. Bytam promotorem pomocniczym pracy doktorskiej Agnieszki Toma-Jonik
pt. ,Rola czynnika transkrypcyjnego HSF1 w progresji nowotworu i chemoopornosci komérek
czerniaka” (wyrdzniong przez Radg Naukowa Centrum Onkologii - Instytutu im. Marii
Sktodowskiej-Curie, 2015), oraz dyplomowe] pracy magisterskiej Joanny Bonk pt. ,Badanie
aktywnosci promotora genu Hspalb w komdrkach B16(F10) mysiego czerniaka z nadekspresjg
aktywnego czynnika transkrypcyjnego HSF1” (Politechnika Slaska, Gliwice, 2011).

Prowadzitam wyktady i laboratoria z przedmiotow ,,Biochemistry and the basics of organic
chemistry” oraz ,High-throughput techniques in molecular biology” dla doktorantéw szkoty
doktorskiej Polsko-Japonskiej Akademii Technik Komputerowych (PJATK) w ramach projektu
INTERKADRA (Nr UDA -POKL-04.01.01-00-014/10-00 w latach 2012-2014).

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne informacje,
waine z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Kierowanie projektami grantowymi:

I. Kierownik projektu finansowanego przez Narodowy Centrum  Nauki, nr
2014/13/B/NZ7/02341 (OPUS 7) pt. ,Mechanizm i znaczenie aktywacji czynnika
transkrypcyjnego HSF1 w transformacji nowotworowej indukowanej przez estrogen”. Projekt
byt realizowany w latach 2015-2019.

2. Kierownik projektu finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(MNiSW), nr N N401 031837 pt.,Udziat czynnika transkrypcyjnego HSF1 w nabywaniu
opornosci wielolekowej komdrek nowotworowych i w selekcji komdrek podtrzymujgcych
wzrost nowotworu”. Projekt byt realizowany w latach 2009-2012.

Wyréznienia i nagrody:

2018: | nagroda za najlepszg prezentacje plakatowg, jako wspotautor pracy ,The elevated
level of HSF1 directs human mammary epithelial cells towards mesenchymal phenotype”
podczas XXl Gliwice Scientific Meetings, Gliwice.

2016: Wyrdznienie za prezentacje plakatowa, jako wspotautor pracy ,HSFl-dependent
changes in the transcription of the MCF7 cells after heat shock or estrogen exposure”
podczas XX Gliwice Scientific Meetings, Gliwice.

2015: | nagroda Dyrektora Centrum Onkologii za najlepszg prace naukowg w 2014 roku:
Korfanty et. Crosstalk between HSF1 and HSF2 during heat shock response in mouse
testes. Int J Biochem Cell Biol; 2014; 57:76-83. Nagroda zespotowa.
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2014: Il nagroda Dyrektora Centrum Onkologii za najlepszg prace w 2013 roku: Kus-Liskiewicz
et al. Impact of heat shock transcription factor 1 on global gene expression profiles in
cells which induce either cytoprotective or pro-apoptotic response following
hyperthermia. BMC Genomics; 2013; 14: e456. Nagroda zespotowa.

2014: Wyrdznienie za prezentacje plakatowa, jako wspdtautor pracy ,HSF1-dependent down-
regulation of vinculin is responsible for enhanced migration of the melanoma cells”
podczas XVIII Gliwice Scientific Meetings, Gliwice.

2007: Il nagroda Dyrektora Centrum Onkologii za najlepsza prace naukowa w 2006: Vydra et
al. Spermatocyte-specific expression of constitutively active heat shock factor 1 induces
HSP70i-resistant apoptosis in male germ cells. Cell Death Differ. 2006; 13:212-22.
Nagroda zespotowa.

2007: Wyrdznienie w konkursie PTBioch im. Jakuba Karola Parnasa na najlepszg prace
naukowa w 2006: Vydra et al. Spermatocyte-specific expression of constitutively active
heat shock factor 1 induces HSP70i-resistant apoptosis in male germ cells. Cell Death
Differ. 2006; 13:212-22. Nagroda zespotowa.

2007: Nagroda PTO im. Hilarego Koprowskiego za najlepszg prace naukowg: Vydra et al.
Spermatocyte-specific expression of constitutively active heat shock factor 1 induces
HSP70i-resistant apoptosis in male germ cells. Cell Death Differ. 2006;13 :212-22.
Nagroda zespotowa.

2006: Nagroda Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej dla mfodych badaczy.

2005: Nagroda Dyrektora Centrum Onkologii za najlepszy doktorat obroniony przed Radg
Naukowa Centrum Onkologii przez pracownika Centrum Onkologii, Warszawa.

2005: Nagroda Dyrektora Centrum Onkologii za najlepsza pracg naukowa w 2004: Scieglifiska
et al. Location of promoter elements necessary and sufficient to direct testis-specific
expression of the Hst70/Hsp70.2 gene. Biochem J. 2004; 379: 739-47.
Nagroda zespotowa.

2003: Wyrdznienie PTBioch im. Wtodzimierza Mozotowskiego za prezentacje plakatows, jako
wspotautor pracy ,Transcriptional active heat shock factor 1 (HSF1) leads to seminiferous
epithelium degeneration in mice testes” podczas 39-go Zjazdu PTBioch, Gdarsk.
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