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1. Imie i nazwisko: Izabela Miynarczuk-Biaty

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i

roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

1995-2001

W tym:
1996-2001

1998-2001

1999-2001

2004

studia na Il Wydziale Lekarskim Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.
Dyplom lekarza nr: L.2842/31473/2001

cztonek Kota Naukowego przy Katedrze 1 Zaktadzie Histologii Embriologii
pod opieka naukowg dr Jana Lamprechta (patogeneza celiakii) a od 1998 pod
opieka dr Cezarego Wojcika (pionierskie prace w dziedzinie biologii
proteasomow w ramach grantu KBN dr Wojcika).

cztonek a nastgpnie przewodniczaca Kota Naukowego przy Zaktadzie
Immunologii pod opieka dr Wojciecha Feleszko (badanie roli statyn w biologii
nowotworow) i profesora Witolda Laska (rola TNF w biologii nowotworow)
oraz dr Jakuba Gotagba (charakterystyka TRAIL i TNF w modelu biataczek).

cztonek Kota Pediatrycznego przy Klinice Gastroenterologii i Zywienia Dzieci
— pionierskie badania kliniczne surowicy dzieci z celiakig i oznaczania w niej
poziomu tkankowej transglutaminazy tTG (dr Piotr Dziechciarz).

doktor nauk medycznych, nadany przez Rad¢ Naukowa Instytutu
Biostruktury Akademii Medycznej w Warszawie, na podstawie rozprawy
doktorskiej pt.:

Badanie przeciwnowotworowego dzialania cytokin nadrodziny czynnika
martwicy nowotworow (TNF oraz TRAIL) w polaczeniu z inhibitorami
wybranych proteaz wewnatrzkomorkowych w modelu bialaczek ludzkich
in vitro. Obrona z wyrdznieniem.

Promotor: dr hab. n. med. Jakub Gotab;

recenzenci: prof. dr hab. n. med. Maria Wasik; dr hab. n. med. Danuta Du$
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3. Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

2001-2002 — Sgzpital Kliniczny Dzieciatka Jezus, Warszawa - staz podyplomowy

2001-2002  Zaktad Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Warszawie, asystent

od 2005 Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Warszawski Uniwersytet Medyczny,
adiunkt

2013-2018 — Samodzielny Publiczny Centralny Szpital Kliniczny, ul Banacha 1, Warszawa

szkolenie specjalizacyjne z medycyny rodzinnej. Szkolenie zakonczone.

Staze zagraniczne

2000-2001  Studia medyczne (1 semestr) na Heinrich Heine Univeristit, Diisseldorf,
Niemcy w ramach programu SOCRATES/ERASMUS. Udziat w grancie
klinicznym finansowanym ze Srodkow Unii Europejskiej — Badanie
skutecznosci przeciwciala anty CD20 (Rituximab) w leczeniu chloniakow
nieziarniczych (Blood 2001, Appendix, Publikacja K1).

2002-2005  Staz naukowy w Instytucie Biochemii Szkoty Medycznej Charité w Berlinie w
ramach stypendium DAAD, EMBO, UICC i Charité

Funkcja proteasomu w czerniakach
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4.

Wskazanie osiggniecia naukowego wynikajacego z art. 16 ust. 2
ustawy z dnia 14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym.

Tytul osiggnigcia naukowego:

Wewnatrzkomorkowe uklady proteolityczne jako punkt uchwytu terapii

H1.

H2.

H3.

H4.

H5.

(autor/autorzy, tytut./tytuty publikacji, rok wydania, hazwa wydawnictwa)

Mlynarczuk-Bialy 1., Roeckmann H., Kuckelkorn U., Schmidt B., Umbreen S., Golab
J., Ludwig A., Montag C., Wiebusch L., Hagemeier C., Schadendorf D., Kloetzel P.M.
and Seifert U. Combined effect of proteasome and calpain inhibition on cisplatin-
resistant human melanoma cells. Cancer Research. 2006;66:7598-7605.

IF: 7,656, MNIiSW: 24

Mlynarczuk-Bialy 1., Doeppner T.R., Golab J., Nowis D., Wilczynski G.M.,
Parobczak K., Wigand M.E., Hajdamowicz M., Bialy L.P., Aniolek O., Henklein P.,
Bahr M., Schmidt B., Kuckelkorn U. and Kloetzel P.M. Biodistribution and efficacy
studies of the proteasome inhibitor BSc2118 in a mouse melanoma model.
Translational Oncology. 2014;7:570-579.

IF: 2,884, MNiSW: 25

Doeppner T.R., Mlynarczuk-Bialy I., Kuckelkorn U., Kaltwasser B., Herz J., Hasan
M.R., Hermann D.M. and Bahr M. The novel proteasome inhibitor BSc2118 protects
against cerebral ischaemia through HIF1a accumulation and enhanced
angioneurogenesis. Brain. 2012;135:3282-3297.

IF: 9,915, MNiISW: 50

Mlynarczuk-Bialy I. Enigmatic tripeptidylpeptidase 11 - protease for special tasks.
Postepy Biologii Komorki. 2008;35:427-439.
MNIiSW: 9

Biaty L. and Mlynarczuk-Bialy I. (2007). General aspects of ubiquitin proteasome
system in the mature central nervous system. In: The ubiquitin proteasome system in
the central nervous system: From physiology to pathology Di Napoli M. and Woéjcik
C. (eds). Nova Science Publishers, Incorporated. pp 373-391.

RAZEM IF: 20, 455 MNiSW: 108
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b) Oméwienie celow naukowych ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Charakterystyka ukladu ubikwityna-proteasom

Biatka, oprocz lipidow 1 weglowodanow, stanowia gtowny budulec organizméw
zywych a ich prawidlowy metabolizm to jest synteza i proteoliza warunkuja wlasciwe
funkcjonowanie kazdej komoérki. We wszystkich kompartmentach komérki proteoliza
zachodzi nieustannie, stuzac wielu zadaniom - od usunigcia niektorych sekwencji
aminokwasowych z biatek do kompletnej hydrolizy fancuchéw polipeptydowych. Procesy
wewnatrzkomorkowej proteolizy mozna uja¢ w dwie grupy - lizosomalne i pozalizosomalne.
Gloéwnym elementem pozalizosomalnej degradacji biatek jest uktad ubikwityna-proteasom
odkryty w latach osiemdziesiagtych XX wieku. Proteasom jest samokompartmentujagcym si¢
uktadem proteolitycznym o masie okoto 2,5 MDa, zbudowanym z rdzenia 20S i czapki 19S.
Struktura i funkcja proteasomu jest wiernie zachowana ewolucyjnie. Rdzen proteasomu
stanowig 4 pier§cienie utozone w stos; dwa zewnetrzne pierscienie alfa i dwa wewnetrzne
pierscienie beta. Kazdy pierscien zawiera siedem globularnych podjednostek nazwanych
odpowiednio al-7 1 B1-7. We wnetrzu stosu znajduje si¢ kanat w ktorego srodkowym rejonie
znajduje si¢ komora proteolityczna zawierajaca sze$¢ aktywnosci proteolitycznych
utworzonych przez trzy (B1, B2 i B5) sposrod siedmiu podjednostek kazdego z pierScieni .
Aktywnosci proteolityczne proteasomu wykazujgce optimum dziatania w fizjologicznym
zakresie pH cytoplazmy nazywa si¢ odpowiednio:

- aktywnos$cig chymotrypsynopodobng (ChTL), jezeli hydrolizuje wigzania peptydowe
po karboksylowej stronie hydrofobowej reszty aminoacylowej,

- trypsynopodobna, (TL) jezeli hydrolizuje wigzania peptydowe po karboksylowe;j

stronie zasadowej reszty aminoacylowej,
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- lub kaspazo-podobng (PGPH) jezeli hydrolizuje wigzania po karboksylowej stronie
kwasnej reszty aminoacylowe;j.

Fakt iz proteasom zawiera nie jedng ale co najmniej trzy rézne aktywnosci
proteolityczne jest ewenementem w rodzinie klasycznych enzymoéw proteolitycznych.

Proteasom jest kompleksem odpowiedzialnym za degradacje wickszosci biatek w
komorkach. Biatka przeznaczone do degradacji musza by¢ uprzednio potaczone z ubikwityna
w procesie ubikwitynacji. Caly proces ubikwitynacji jest regulowany przez szereg enzymow
regulatorowych (E1, E2, E3) oraz wymaga dostarczenia energii z hydrolizy ATP. Czasteczka
ubikwityny ulega najpierw aktywacji z wytworzeniem wysokoenergetycznego wigzania
tiolestrowego pomiedzy ubikwityng a enzymem aktywujacym ubikwityng, E1. Enzym
koniugujacy ubikwityne (E2) przechwytuje tak aktywowang ubikwityng, ktora przy udziale
ligazy ubikwityny (E3) przylacza ubikwityng do substratu. Sygnatem do degradacji przez
proteasom jest przytaczenie co najmniej 4 czasteczek ubikwityny. Poliubikwitynowany
substrat jest rozpoznawany przez podjednostke regulatorowa 19S, nastepnie dzigki
aktywnos$ci ATP-azowej pierscieni alfa, fancuch degradowanego peptydu ulega
wyprostowaniu. Substrat w tej formie w komorze proteolitycznej jest ciety do oligopeptydow
o dtugosci tancucha od 4 do 75 aminokwasow, ktore sg najprawdopodobniej degradowane
przez inne proteazy wewnatrzkomorkowe (tj. TPPII, kalpaina) az do pojedynczych
aminokwasow. Odleglo$¢ pomiedzy aktywnymi miejscami proteolitycznymi w obrebie
pierscienia p umozliwia powstawanie produktow o okreslonej dtugosci. Najczesciej powstaja
okta- i nona peptydy — ktore sg zrodtem antygendow prezentowanych przez czasteczki MHC kl
l.

Aby bialtka zostaly wyznaczone do degradacji przez proteasom, muszg mie¢ sekwencje
sygnalizujgce degradacje biatek. Do takich sekwencji zalicza si¢ tak zwane - box destrukcji

cyklin, oraz box delta biatka c-Jun. Degradacji ulegajg takze te biatka, ktore zawieraja
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aminokwasy destabilizujace na koncu aminowym lub tez ulegng fosforylacji jak np. biatko
IkBa. Po zwigzaniu poliubikwitynowanego substratu z aktywatorem 19S nastepuje jego
degradacja w komorze proteasomu 20S, a ubikwityna jest regenerowana przy udziale
hydrolazy ubikwityny.

Fizjologiczne aspekty uktadu proteasom-ubikwityna w komoérce badano migdzy
innymi stosujac specyficzne substancje blokujace aktywnos$ci enzymatyczne proteasomow, a
zwlaszcza aktywnoS$ci chymotrypsynopodobnej. Aktywnos$¢ chymotrypsynopodobna jest
niezwykle istotna w procesie degradacji biatek a jej blokowanie lub delecja podjednostki
odpowiadajacej za ta aktywnos¢ jest letalna. Ja w moich badaniach stosowalam inhibitor PSI,
MG132, bortezomib i BSc2118 (H1-H3, P2-4, P11-12, P14).

Zablokowanie aktywnosci proteasomu w komorce powoduje nagromadzenie
poliubikwytynowanych biatek, moze wywotywac stres siateczki srédplazmatycznej i
kierowac¢ proteoliz¢ na szlak autofagii, moze indukowac proces programowej $mierci komorki
— apoptozg, a poprzez hamowanie aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB nasila¢ Smier¢
komorek nowotworowych i mie¢ dziatanie przeciwzapalne. Ponadto inhibitory proteasomow
hamujac degradacje cyklin, wywotujg blok w cyklu komérkowym, zmniejszaja prezentacje
niektorych antygenow 1 zapobiegajg degradacji miesni w stanach ze zwiekszonym
katabolizmem. Wiegkszo$¢ szlakow sygnatowych kluczowych w procesie onkogenezy, jest
regulowana przez proteasom. Aktywacja biatka p53, wlaczane szlaku WNT-f katenina,
degradacja wigkszosci cyklin, rozdzial siostrzanych chromatyd przy podziale komorki i
aktywacja szlaku promujacego przezycie komorki nowotworowe;j tj. szlaku NF-«B - to tylko
niektore przyklady procesow warunkowanych prawidtowym dziataniem uktadu proteasom-
ubikwityna. Dlatego zahamowanie zaleznej od proteasomu degradacji biatek dziata

cytostatycznie/cytotoksycznie na komorki nowotworowe.
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Badania budowy i funkcji proteasomu i odkrycie jego roli w biologii nowotworow
skutkowatly wdrozeniem pierwszego inhibitora proteasomoéw (bortezomibu) do praktyki
klinicznej oraz uhonorowaniem nagroda Nobla z chemii (2004 rok) odkrywcow ubikwityno-
zaleznej degradacji biatek. Uhonorowani zostali Aaron Ciechanover, Avram Hershko, Irvin
Rose.

Charakterystyka TPPII i kalapainy

Trojpeptydylpeptydaza druga jest obok proteasomu drugim poznanym
samokompartmentujacym si¢ ukladem proteolitycznym w komorce. Trojpeptydylpeptydaza
druga (TPPII, E.C.3.4.14.10) jest enzymem wyst¢pujacym w cytoplazmie i jako forma
zwigzana z blong komorkowa. Enzym ten jest obecny tylko w komoérkach eukariotycznych,
organizmy prokariotyczne majg analog TPPII, proteazg trikorn. TPPII po raz pierwszy zostala
odkryta w 1983 roku jako pozalizosomalna peptydaza w watrobie szczura. Natywna forma
TPPII jest biatkiem o duzej masie czasteczkowej, zlozonym z o§miu podjednostek o dtugosci
6,5 nM i masie 138 kDa. Cato$¢ kompleksu ma wymiary 50 x 20 nm i mase 5-9 x 10° kDa.
Analiza krystalograficzna struktury TPPII wykazata, ze peptydaza ta, podobnie jak proteasom
208, tworzy strukturg wyzszego rzedu, ksztaltu cylindrycznego z kanatem w $srodku, w
ktorym znajdujg si¢ miejsca obdarzone aktywnos$cig proteolityczng. Monomery i dimery
TPPII nie wykazujg aktywnosci proteolitycznej lub jest ona niewielka w poréwnaniu z calym
kompleksem. Oligomery wykazuja dziesigeciokrotnie wigkszg aktywnos¢ (H4).

Kalpainy to obojetne proteazy, podobne do papainy, aktywowane jonami wapnia. Sg
one powszechne w komorkach zar6wno nizszych jak 1 wyzszych organizméw. Typowe
kalpainy sg hetero dimerami sktadajacymi si¢ z duzej podjednostki katalitycznej o masie 80
kDa 1 matej regulatorowej o masie 28 kDa. Podjednostki sg potaczone domeng PEF.
Najbardziej znane i zbadane sg kalpainy p i m. Kalpainy wymagaja mikro i milimolarnych

stezen jonow wapnia do ich aktywacji. Jednak wchodzac w reakcje z fosfolipidami bton
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komoérkowych i tratwami lipidowymi ich powinowactwo do jonow wapnia znacznie wzrasta.
Wtedy kalpaiany moga ulec aktywacji nawet w st¢zeniach nanomolarnych jonow wapnia,
jakie fizjologicznie wystepuja w cytoplazmie komoérek niepobudzonych. Kalpainy sa
zaangazowane w $mier¢ z przestymulowania neuronow, jak rowniez w procesy apoptozy i
autofagocytozy oraz w stres siateczki §rodplazmatycznej. Jednak uwaza sie, ze kalpainy
odgrywaja raczej nie proteolityczng role w komorce, a regulatorowa. Wykazano, ze inhibitory

kalpainy zmniejszaja obszar udaru w eksperymentalnym modelu udaru u szczurdéw.

Narzedzia badawcze ukladu ubikwityna-proteasom

Moj okres stazu naukowego w Berlinie to intensywne szkolenie zarowno w zakresie
wiedzy teoretycznej - bardzo zaawansowanej i na najwyzszym $§wiatowym poziomie, jakK i
trening metod badawczych stuzacych badaniu uktadu ubikwityna-proteasom.

W tym okresie poznatam przysziego nobliste Arona Ciechanovera z Haify, oraz
cztowieka ktory jako jeden z pierwszych opisat proteasom, profesora Alfreda Goldberga z
Harwardu. Miatam okazje w gronie noblistow i 0s6b z nimi wspotpracujacych dyskutowaé na
tematy zwigzane z biologia proteasomow, oraz czerpac inspiracje do dalszych badan.

Realizujac temat badawczy ,,rola proteasoméw w czerniakach”, migdzy innymi
nauczytam si¢: oczyszczac¢ proteasom 20S, inkubowa¢ natywny proteasom z dedykowanymi
oligopeptydami i bada¢ produkty degradacji w systemie MALDI-TOF-TOF, znakowac
radioaktywng metioning proteasom 20S, nastgpnie w analizie 2D Western-blot ocenia¢
wbudowywanie podjednostek immunoproteasomu. Ponadto opanowatam technike Northern-
blot i hybrydyzacj¢ z sondg znakujacg RNA dla podjednostki immunoproteasomu, transfekcje
komorek z wbudowaniem DNA dla podjednostek immunoproteasomu, technike radioaktywng
1 nie radioaktywng wykonania testu EMSA z sondg wykrywajaca czynnik transrypcyjny NF-

«kB. Podsumowujac, nauczytam si¢ wigkszosci nowoczesnych metod stosowanych w badaniu
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biologii proteasoméw w gronie czotowych w tej dziedzinie badaczy. W Polsce ta tematyka
jest reprezentowang przez niewielka grupe naukowcow, ktorych wiekszos¢ pracuje w
laboratoriach poza granicami Polski.

Odkrycie nowego inhibitora proteasomow BSc2118

Moj opiekun naukowy - profesor Peter Kloetzel wraz z profesorem Borysem
Schmidtem z politechniki w Darmstadt zaprojektowali synteze peptydomimetykow -
analogdéw znanego inhibitora proteasomu MG132. Znajac biologi¢ proteasoméw oraz metody
badania substancji chemicznych w zywych komorkach, podj¢tam si¢ zbadania
zsyntetyzowanych zwigzkow in vitro i in vivo. Testy przeze mnie przeprowadzone wykazaty,
ze substancje silnie i efektywnie blokujace aktywnos$¢ natywnego, wyekstrahowanego
proteasomu in vitro, nie zawsze wnikaly do zywych komoérek. Natomiast zwigzki mniej
efektywne in vitro, skutecznie zabijalty nowotworowe komorki raka szyjki macicy linii HeLa i
czerniaka ztosliwego linii MeWo. Dzigki uzyskanym przeze mnie obiecujagcym wynikom
wstepnych analiz, tworcy nowych syntez zdecydowali si¢ opatentowac synteze i strukture
nowej czasteczki najbardziej aktywnej in vivo i nazwanej od nazwiska prof. Schmidta
BSc2118 (numer patentu EU i USA: T30305). Jednoczesnie wyniki moich eksperymentow
charakteryzujacych BSc2118 ukazaty si¢ w Journal of Biological Chemistry (P12).
Wykazatam, ze BSc2118 wywoluje blok w cyklu komdérkowym oraz ma dziatanie
cytostatyczne/cytotoksyczne wobec komorek linii ludzkiego czerniaka MeWo. Ponadto

udowodnitam, ze BSc2118 dziata silniej i bardziej efektywnie od macierzystego MG132.

BSc2118 w modelu komorek opornvch na cis platyne

Streszczenie pracy: Combined effect of proteasome and calpain inhibition on

cisplatin-resistant human melanoma cells, Cancer Research (H1)
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W nastepnym etapie podjetam si¢ systematycznych badan nad uktadem ubikwityna-
proteasom, kalpaing i trojpeptydylpeptydaza drugg (TPPII) w modelu komorek czerniaka linii
MeWo wrazliwych i opornych na cisplatyng (H1). Juz w pierwszych testach zywotnosci
wykazatam, ze komoérki oporne na cisplatyne sa tez wzglednie oporne na dziatanie nowego
inhibitora proteasoméw BSc2118. Dzialo si¢ tak mimo, iz w zaprojektowanym przeze mnie
tescie proteasom w obu liniach byt zablokowany efektywnie w takim samym stopniu zardwno
w krotkim czasie od podania lekow, jak i po kilku godzinach inkubacji. Wykazatam, ze
inhibitor czynnika transkrypcyjnego NF-«B, biatko IkxBa, normalnie degradowany przez
proteasom - w komorkach opornych jest dalej degradowany - mimo efektywnego
zablokowania proteasomu. W komorkach wrazliwych na cisplatyng stopien zablokowania
proteasomu, zgodnie z oczekiwaniem, korelowat ze stabilizacja sygnatu dla IkBa.

Nastepnie zbadatam poprzez ekstrakcj¢ i sekwencjonowanie RNA z komdrek MeWo i
MeWog;s, czy mMRNA dla IkBa nie jest zmienione w komorkach opornych — ale nie
wykazatam roznic w ekspresji tej czasteczki we wrazliwych i1 niewrazliwych komorkach.
Skupitam si¢ zatem na poszukiwaniach enzymu degradujacego IkBa w komorkach z
zablokowanym proteasomem w ktorych mimo to dochodzi do degradacji biatka IkBa i
aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-«kB. Poniewaz TPPII byta znana jako proteaza
moggca zastepowac funkcje proteasomu, zbadatam czy dodatkowe blokowanie TPPII
zapobiega degradacji IxBa. Jednak nie wykazatam roli TPPII w tym procesie. Innym
potencjalnym enzymem mogacym zastapi¢ proteasom jest kalpaina. Wykazatam, ze
zablokowanie kalpainy w komoérkach opornych skutecznie zapobiegato zarowno degradacji
IxkBa jak i aktywacji NF-xB (test EMSA). Ponadto, dodanie do hodowli inhibitora kalpainy
uwrazliwiato oporne na cisplatyng komorki zard6wno na dziatanie cisplatyny jak 1 inhibitorow
proteasomoéw. Wykazatam w autorskich zaprojektowanych przeze mnie testach, ze przy

jednakowej liczbie komorek 1 zawartosci biatka w lizacie, kalpiana jest 6x bardziej aktywna w
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komorkach opornych w poréwnaniu do wrazliwych (H1). Dokonatam odkrycia wykazujacego
w komorkach nowotworowych mozliwos$¢ przesuniecia w szlakach degradacji biatek jako
przyczyng opornosci na chemioterapi¢ lub terapie celowang. Ponadto, po raz pierwszy
wykazatam, ze wzrost aktywnosci kalpainy uczestniczy w mechanizmie oporno$ci
wielolekowej. Wiedza na ten temat moze przyczyni¢ si¢ do lepszej diagnostyki wraz z
typowaniem tych guzoéw, w ktorych doszto do przesunigcia w szlakach sygnatowych i mie¢
implikacje kliniczne w postaci bardziej celowanej i spersonalizowanej terapii choroby
Nowotworowe;j.

Odkrycie to nie bytoby mozliwe bez mojej wczesniejszej pracy naukowej na
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym w zakresie biologii nowotworow.
Powyzsze badania zostaly opublikowane w pracy pt: Combined effect of proteasome and

calpain inhibition on cisplatin-resistant human melanoma cells w Cancer Research (H1).

Charakterystyka przedkliniczna BSc2118

Streszczenie pracy: Biodistribution and Efficacy Studies of the Proteasome

Inhibitor BSc2118 in a Mouse Melanoma Model (H2)

Jako lekarz zainteresowany aspektami klinicznymi badanych watkow naukowych,
postanowitam podjac si¢ systematycznej charakterystyki przedklinicznej nowego inhibitora
BSc2118. W pracy w Translational Oncology pt.: Biodistribution and Efficacy Studies of
the Proteasome Inhibitor BSc2118 in a Mouse Melanoma Model (H2) catosciowo
scharakteryzowatam farmakokinetyczne 1 farmakodynamiczne wtasciwosci BSc2118 w
modelu zwierzecym. Ponadto zbadatam efekty przeciwnowotworowe nowego i stosowanego
klinicznie inhibitora proteasomow w modelu 20 linii komérkowych in vitro. Wyznaczytam
krzywe pokazujace efektywnos¢ obu inhibitorow. W pracy w Translational Oncology (H2)

wykazatam po raz pierwszy, ze BSc2118 tak samo efektywnie jak bortezomib blokuje
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proteasom, a r6znice w st¢zeniach stechiometrycznych i konieczno$¢ stosowania 10x
wigkszych stezen BSc2118 niz bortezomibu wynikajg z rdznicy wartos$ci statych inhibicji
proteasomu 20S przez oba zwigzki. Wykazatam tez w modelu zwierzgcym, ze BSc2118
skutecznie blokuje proteasom w erytrocytach krwi obwodowej i tkance guza w sposob
zalezny od drogi podania. Lokalna iniekcja (doguzowa) blokowata w 100% aktywnos$¢
proteasomu 20S w tkance nowotworowej i w 60% w erytrocytach. Iniekcja dootrzewnowa
BSc2118 w 80% blokowata aktywnos$¢ 20S w erytrocytach i w 70% w tkankach guza. Po 24h
od podania doguzowego wciaz 90% aktywnosci 20S w guzie byto zablokowane, a we Krwi
obwodowej stwierdzono okoto 50% aktywnosci 20S. Po 24h od podania dootrzewnowego nie
stwierdzono zahamowania aktywnosci proteasomu w tkance guza, a we krwi obwodowej
wcigz 40% aktywnosci tej proteazy byto zablokowane (H2). Dlatego biodystrybucje
inhibitora w tkankach zwierzgcych badano po podaniu dootrzewnowym, a wzrost guza
monitorowano stosujac lokalne iniekcje BSc2118. Badajac kinetyke i biodystrybucje
BSc2118 wykazalam, ze wszystkie badane narzady wewnetrzne po 1h od iniekcji inhibitora
majg zablokowany proteasom w ok. 90%, a aktywnos$¢ proteasomu po 24h od podania
jednorazowej dawki inhibitora wraca do wartosci wyjsciowej. Wyjatkiem od tej reguty sa
tkanki mozgu, gdzie wykazatam, ze proteasom jest nieistotnie zablokowany po 1h od iniekcji
a po 24 h obserwowano okoto 10 % wzrost inhibicji proteasomu. Wykazatam, ze w
poréwnaniu do klinicznie stosowanego bortezomibu, ekwipotencjalne dawki BSc2118 byty
tak samo skuteczne w blokowaniu proteasomu 20S in vivo. Ponadto udowodnitam, ze nowy
inhibitor jest 3 x mniej toksyczny od bortezomibu, gdyz codzienne iniekcje z BSc2118 w
dawce 30mg/kg m.c. przez 7 dni nie wywotaty zadnych objawow toksycznych. Dla
przypomnienia, dawka bortezomibu 1mg/kg m.c. — odpowiadajgca 10mg/kg BSc2118-

podawana codziennie myszom jest dawka letalng. Ponadto stosujac BSc2118 w modelu
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czerniaka wykazatam catkowitg remisje u 30% badanych zwierzat i nie obserwowatam
wznowy przez okres obserwacji trwajacy 2 miesiace.

Na potrzeby badania biodystrybucji BSc2118, zaméwitam syntezg czgsteczek
BSc2118 znakowanych matg grupa fluorescencyjna Bodipy (tak powstaty zwigzek nazwano
BSc2118-FL). Nastgpnie okreslitam stabilnos¢ tej czastki, oraz zakres stezen nietoksycznych
dla badanych komorek, a takze efektywno$¢ znakowania proteasomu w zaleznosci od dawki i
czasu w odniesieniu do znakowania immunofluorescencyjnego proteasomu 20S. Wykazatam,
ze w stezeniach 0,1uM — 1 uM nowa czasteczka nie jest toksyczna dla komorek 1 znakuje w
krotkim czasie inkubacji cytoplazme komoérek, a w dluzszym czasie formujace si¢ agregaty
biatkowe zawierajace proteasom i czasteczki poliubikwitynowanych biatek — zwane
agresomami. Wykazatam, ze czasteczka BSc2118-FL w stosowanych st¢zeniach daje jasny i
stabilny sygnal w mikroskopie fluorescencyjnym bez autofluorescencji tla i jest uzytecznym
narzedziem do $ledzenia biodystrybucji proteasomow w zywych komorkach. Nastepnie
zbadatam stabilno$¢ nowej czasteczki BSc2118-FL podanej dootrzewnowo gryzoniom oraz
jej biodystrybucje w wybranych narzadach wewnetrznych po 1h i 24h od iniekcji tej
substancji. Wykazatam, ze substancja jest stabilna w Zzywym organizmie i 1h po iniekcji
mozna stwierdzi¢ fluorescencje w erytrocytach krwi obwodowej, w kryptach jelitowych, w
nabtonku kanalikow nerkowych. Po 24h od iniekcji fluorescencja w wymienionych tkankach
jest nieobecna lub jest ponizej poziomu detekcji. Eksperymenty do pracy w Translatonal
Oncology powstaty gtownie w latach 2004-2008, ale moje plany osobiste i macierzynskie

sprawily, ze praca ukazata si¢ drukiem dopiero w roku 2014.

BSc2118 w eksperymentalnym modelu udaru
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Streszczenie prac: The Novel Proteasome Inhibitor BSc2118 Protects against
Cerebral Ischaemia through HIF1la Accumulation and Enhanced Angioneurogenesis
(H3)

The Ubiquitin Proteasome system in the Central Nervous System. Tytul
rozdzialu: General Aspects of Ubiquitin Proteasome System In the Mature Central
Nervous System (H5)

Enigmatyczna tripeptydylpeptydaza Il — proteaza do zadan specjalnych (H4)

Projekt charakterystyki przedklinicznej BSc2118 obejmowat rowniez badania nad
wptywem BSc2118 w eksperymentalnym modelu udaru. Czg$¢ neurobiologiczna projektu
ktorej jestem drugim wspotautorem ukazata si¢ w Brain w pracy pt.: The Novel Proteasome
Inhibitor BSc2118 Protects against Cerebral Ischaemia through HIF1la Accumulation
and Enhanced Angioneurogenesis (H3). W pracy tej wykazalismy, ze BSc2118 podany
dokomorowo myszom (bo jak wynika z pracy H2 - inne podanie napotka na barierg krew-
mozg) chroni tkanke mozgu przed skutkami indukowanego eksperymentalnie udaru. Udar
indukowali$my poprzez podwigzanie tetnicy szyjnej. Wiadomo, ze rozlegltos¢ udaru to tez
skutki metaboliczne wyrzutu cytokin prozapalnych stad badalismy tez ekspresje czynnika
indukowanego hipoksja (HIF). Pierwsza cze$¢ pracy H3 zawiera analize biodystrybucji
nowego inhibitora proteasomow analogiczng jak w pracy H2 wzbogacong o badanie
stabilnosci 1 odwracalno$ci nowego inhibitora BSc2118. M¢j wktad w powstanie tej pracy
polegat na analizie rozpuszczalnosci nowego inhibitora proteasomow w roztworach
hydrofilnych i hydrofobowych. Ustaleniu eksperymentalnie modelu podawania nowego
inhibitora proteasomoéw zwierzetom z analizg stopnia zablokowania proteasomu w komoérkach
krwi obwodowej 1 w wybranych tkankach zwierzecych w tym w tkance mozgu. Analiza

polegata na wykonaniu homogenizatow wybranych tkanek i zbadaniu w nich aktywnos$ci
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proteasomu, oraz wykonaniu Western blotu na biatka poliubikwitynowane. Dodatkowo w
dopowiedzi na uwagi recenzentow przeprowadzitam badanie toksycznosci inhibitora
proteasoméw BSc2118 w modelu mysim, ktore polegato na iniekcji zwierzat z badanych grup
odpowiednimi dawkami inhibitoréw proteasomow i analizie behawioralnej (zachowanie, stan
odzywienia, analiza masy ciala, stanu skory i przewodu pokarmowego), zebraniu kKrwi
obwodowej oraz analizie obrazu krwi obwodowej w odpowiednich punktach czasowych
przed i po iniekcji leku — dane z tego eksperymentu znajduja si¢ w rycinie dodatkowe;.

Moje zaangazowanie w prac¢ neurobiologiczng byto poprzedzone napisaniem
rozdzialu w ksigzce monograficznej wydanej w Stanach Zjednoczonych Ameryki pt. The
Ubiquitin Proteasome system in the Central Nervous System. Tytul rozdzialu: General
Aspects of Ubiquitin Proteasome System In the Mature Central Nervous System (H5).

Pracujac nad rozdziatem w ksigzce miatam okazje pracowac¢ w grupie czotowych
badaczy uktadu ubikwityna-proteasom. Jednym ze wspotautorow jest prof. Ciechanover —
laureat nagrody Nobla. Publikacja byta recenzowana a ja zostatam do niej zaproszona przez
dr Cezarego Wojcika. Przedstawitam w niej odrgbnosci uktadu ubikwityna-proteasom w
centralnym uktadzie nerwowym. Miedzy innymi opisatam odrebnosci proteolizy przez
proteasom w CNS nakierowany na degradacje okreslonych neuroprzekaznikéw i ich
kofaktorow. Ponadto opisatam biodystrybucj¢ proteasomu w roznych czgsciach centralnego
uktadu nerwowego — w komorkach ruchowych rogow przednich rdzenia krggowego i w
neuronach piramidowych 5 warstwy kory mézgu proteasom ma homogenng dystrybucje w
cytoplazmie neuronow. W pozostatych czesciach w tym w zakrecie gruszkowatym, opuszce
wechowej, korze nowej (poza warstwa 5), ciele migdatlowatym, komorkach Purkiniego
moézdzku - dominuje silna immunoreaktywnos$¢ proteasomu 20S w obrebie jadra tych
komorek 1 w stabszym stopniu w obszarach synaptycznych oraz w obszarze okotojagdrowym.

Nastepnie zamies$citam dane wskazujace na role uktadu ubikwityna-proteasom w
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funcjonowaniu synapsy, zwlaszcza udzial w proteolizie neuroprzekaznikoéw i receptorow w
zakonczeniach synaptycznych. Ponadto jestem autorem rycin w tej publikacji.

Ostatnia praca sktadajgca si¢ na dzieto to polskojezyczny artykul Enigmatyczna
tripeptydylpeptydaza Il — proteaza do zadan specjalnych (H4). Praca ta stanowi wstep do
badan nad proteolitycznymi uktadami pozalizosomalnej degradacji biatek. Jest to
systematyczny przeglad informacji cytofizjologicznych na temat tripeptydyl peptydazy 2.
Migdzy innymi opisatam budowe i funkcje¢ TPPII, rolg TPPII w procesie apoptozy, w
funkcjonowaniu uktadu nerwowego 1 jej potencjalnej roli w patogenezie schizofrenii, w
patogenezie otytosci jako enzym inaktywujacy cholecystokining w uktadzie nerwowym, oraz
role TPPII w biologii nowotwordw i potencjalng role inhibitorow TPPII jako lekow
onkologicznych. Publikacja w Postepach Biologii Komorki zawiera autorskie ilustracje
wyjasniajace role TPPII jako wspomagajacej dziatanie uktadu ubikwityna-proteasom. Piszac
ta pracg zapoznatam si¢ z catg dostepna w tamtych czasach literaturg na temat TPPII,
zacytowatam wickszo$¢ prac z tej tematyki i przedstawitam polskim czytelnikom jasny
przeglad roli tej peptydazy w biologii komorki oraz jej potencjalnego udzialu w patogenezie
chorob nowotworowych i cywilizacyjnych. Od tego czasu ukazato si¢ zaledwie kilkanascie
nowych anglojezycznych pelnotekstowych publikacji na temat TPPII. Praca ta stanowi ciggle
znakomite uzupehnienie wiedzy na temat biologii cytoplazmatycznych proteaz w literaturze
polskojezycznej 1 stanowi moj wkiad w promocj¢ wiedzy niszowej 1 specjalistycznej w jezyku
ojczystym. Jest to tekst napisany jezykiem przystepnym i zrozumialym, mogacy stanowic
znakomite zrodio wiedzy dla mtodych doktorantéw i magistrantow zaczynajacych prace z ta

tematyka.

Autoreferat [zabela Mtynarczuk-Biaty Stronal7



Podsumowanie

1. Odkrycie - zaleznego od kalpainy mechanizmu aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NF-kB jako mechanizmu oporno$ci komorek nowotworowych na
dzialanie inhibitoréw proteasoméw. Praca nr H1. Dodatkowo wykazatam, ze
zablokowanie kalpainy uwrazliwia komorki czerniaka na cytostatyczne/cytotoksyczne

dziatanie inhibitora proteasomow.

2. Opracowanie kompleksowej metodologii badania aktywnoSci proteasomu oraz
farmakokinetyki i farmakodynamiki inhibitora proteasomow BSc2118 w modelu
mysim. Praca nr H2. Uzyskana metodologia moze by¢ wykorzystana do badan nad innymi
inhibitorami proteasomoéw tym bardziej, ze juz w zastosowaniu klinicznym sg inhibitory

proteasomow drugiej generacji i rynek syntez tych inhibitoréw jest wcigz bardzo aktywny.

3. Systematycznie porownalam stopien zablokowania proteasomu, akumulacje
poliubikwitynwanych bialek w wybranych narzadach wewnetrznych po iniekcji
bortezomibu i BSc2118. Wykazatam, ze dawki ekwipotencjalne stosowanego klinicznie
bortezomibu i nowego inhibitora BSc2118 dajg porownywalne efekty biologiczne w zakresie

stosowanych stezen. Ponadto znaczaco mniej toksyczny jest BSc2118. Prace nr H2 i H3.

4. Badanie nowatorskiego koniugatu BSc2118 z grupg fluorescencyjng. Znacznik
proteasomow in Situ byt stabilny in vitro i in vivo. W nietoksycznych dla komorek i zwierzat
stezeniach znakowal proteasom 20S 1 pozwalal na jego wizualizacj¢ oraz prowadzenie
obserwacji przyzyciowych in situ. Taka czasteczka stanowi znakomite uzupehienie metod
imunohistochemicznych i jest prostym w zastosowaniu, nowoczesnym narz¢dziem

badawczym proteasomu i efektow jego zablokowania. Prace nr H2 i H3

5. Wykazalam, ze Bc2118 ma lokalne dzialanie antynowotworowe w mysim modelu
czerniaka i pokazalam, dlaczego lokalne leczenie w tym przypadku ma szanse
powodzenia. (praca nr H2) Do tej pory zaden inhibitor proteasomow mimo obiecujacych
badan przedklinicznych nie byl skuteczny w leczeniu guzéw litych u ludzi. Wszelkie proby
kliniczne byly przerywane z powodu braku skuteczno$ci antynowotworowej 1 akumulacji

efektow ubocznych. Wyniki zamieszczone w pracy H2 stanowg szczegdtowa analize, z ktorej
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mozna ekstrapolowa¢ uzasadnienie braku skuteczno$ci inhibitorow proteasoméw we

wspomnianych badaniach klinicznych.

6. Przeprowadzilam analize biodystrybucji inhibitora BSc2118 w mézgu myszy i
analize toksyczno$ci BSc2118 w modelu zwierzecym (praca nr H3). Udar prowadzi do
nieodwracalnych zmian w o$rodkowym uktadzie nerwowym. Wszelkie dziatania
zmniejszajace rozlegto$¢ udaru moga polepszy¢ stan chorych doznajacych udaru. W
niniejszej pracy inhibitor proteasomow nie tylko zmniejszyt istotnie rozlegtos¢ udaru ale 1

zapobiegat szkodliwym efektom podania tkankowego aktywatora plazminogenu.

7. Opisalam role ukladu ubikwityna-proteasom (UPS) w dojrzalym centralnym
ukladzie nerwowym (praca nr H5).. Ze szczegblnym uwzglednieniem regulacji przez UPS
dystrybucji neuroprzekaznikoéw i ich receptoréw oraz funkcji UPS w komorkach glejowych i

neuronach.
8. Przedstawilam budowe i role TPPII w biologii komoérki i w chorobach

nowotworowych oraz cywilizacyjnych (praca H4). Jest to praca pogladowa wyczerpujaco

charakteryzujaca TPPII i implikacje kliniczne procesow regulowanych przez TPPIL.

5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

Poza powyzszym cyklem prac, stanowigcych podstawe do ubiegania si¢ o stopien
doktora habilitowanego, w mojej pracy badawczej zajmowatam si¢ przede wszystkim
tematyka zwigzang z biologig nowotworow, biologig uktadu ubikwityna-proteasom, oraz
wdrozeniem systemow badania potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych w modelu
komorkowym. Prace zostaty opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych.

Ponizej zamieszczam omodwienie najistotniejszych zagadnien zawartych w
publikacjach, nie wchodzacych w sktad cyklu stanowigcego osiggniecie. Prace zostaty
pogrupowane zgodnie z tematyka poruszanych zagadnien i sg oznaczone numerami nadanymi

w zalaczniku nr 4 pt. Wykaz dorobku naukowego.
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Patogeneza celiakii

Od pierwszego roku studiow medycznych, a w zasadzie od czasow liceum chciatam
prowadzi¢ badania naukowe i szukatam zespotu z ktorym mogtabym nawigza¢ wspotprace.
Najpierw trafitam pod skrzydta dr Jana Lamprechta z Zaktadu Histologii WUM. Pod jego
kierunkiem zajmowatam si¢ immunochistochemiczng charakterystyka endomyzjum tetnic
pepowiny jako narzedzia w diagnostyce celiakii. Migdzy innymi, za pomocg wzorcowe;j
surowicy ESPGHAN (The European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and
Nutrition) wyznakowali$my endomyzjum tetnic p¢powiny udowadniajac, ze antygen zawarty
w tej surowicy reaguje z endomyzjum tkanek pepowiny. Do tej pory stosowano skrawki
przetyku koczkodana. Kazde badania z wykorzystaniem zwierzat chronionych powinny mie¢
swoj odpowiednik w bardziej powszechnej tkance. Ludzka pgpowina jest tatwiej dostepnym
materialem i to odkrycie stanowilo znaczny jak na owe czasy postep. W tym okresie
napisalam prace pogladowa dotyczaca patogenezy celiakii opublikowana w Nowej Klinice

(M2). Dr Lamprecht zmart, a ja nawigzatam, wspotprace z dr Wojciechem Feleszko.

Badanie modulujacego wplywu statyn w biologii nowotwordow.

Ta cze$¢ mojego dorobku dotyczy badan nad wptywem statyn na wzrost i rozwoj
nowotworow i w modelu in vitro i in vivo. Statyny sg lekami powszechnie stosowanymi przez
internistow w leczeniu zaburzen lipidowych. Biochemicznie statyny sg inhibitorami reduktazy
hydroksymetyloglutarylo koenzymu A 1 blokuja watrobowa produkcje lipidéw. Obnizaja w
ten sposob poziom endogennego cholesterolu 1 zapobiegaja naczyniowym skutkom
hipercholesterolemii w tym udarom i1 zawatom. Jednak majg one jeszcze inne dzialanie —
wynikajace z faktu, iz niektore czasteczki sygnatowe np. biatka Ras sg izoprenylowane, aby
zakotwiczy¢ si¢ w btonie komorkowej. Tylko w takiej formie moga aktywnie przekazywacé
sygnat do podzialu komorki. Grupy izoprenylowe powstaja w tym samym szlaku biosyntezy
cholesterolu, ktorego pierwszy etap jest zalezny od aktywnosci reduktazy
hydroksymetyloglutarylo koenzymu A. Dlatego satyny majg dziatanie antyproliferacyjne
wobec komodrek nowotworowych a zwtaszcza tych z hiperaktywacja szlaku
RAS/Raf/MEK/ERK.

W naszych badaniach wykazalismy, ze statyny maja stabe dziatanie antyproliferacyjne
in vitro, nasilajg w sposdob synergistyczny dziatanie przeciwnowotworowe doksorubicyny i
cispaltyny, wywotujg apoptoze. W modelu trzech guzow nowotworowych wykazano, ze
lowastatyna nasila dziatanie doksorubicyny i zmniejsza jej toksyczny wplyw poprzez

dziatanie kardioprotekcyjnie. Z tej wspotpracy powstaly 3 petnotekstowe publikacje i jeden
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list do redakcji, odznaczajgce si¢ dobrym wspotczynnikiem cytowan, co dowodzi ich
aktualnos$ci 1 waznosci (P1, P8, P9, L2).

Uklad ubikwityna-proteasom — pionierskie badania

Zaczynajac w roku 1997 prace z tg tematyka — niewielu uczonych znato pojecie
proteasom. Sytuacja zmienita si¢ diametralnie od roku 2004, kiedy pierwszy inhibitor
proteasoméw zostat dopuszczony do praktyki klinicznej oraz przyznano nagrod¢ Nobla za
odkrycie tego systemu degradacji biatek.

Tematyka zwigzang z uktadem ubikwityna-proteasom zainteresowal mnie dr Cezary
Wojcik, kiedy jeszcze bytam cztonkiem Studenckiego Kota naukowego przy Zaktadzie
Histologii WUM. Dr Wojcik jako pierwszy scharakteryzowal tworzace si¢ agresomy w
komorkach linii HeLa. Nastgpnie przebywat na stazu naukowym w USA u odkrywcoéw
proteasomu profesoréw Wilka i Ortowskiego. Dzigki wspotpracy z dr Wojcikiem poznatam
wiasciwosci proteasomu 1 podstawowe narzgdzia do jego badania. Ta wspodtpraca owocowala
powstaniem 3 publikacji i jednego listu (P2, P3, P4, L1). W pionierskim okresie badan nad
biologia proteasomow, skupitam si¢ gtéwnie na analizie wplywu inhibitoréw proteasomu i
tripeptydylpeptydazy II na proliferacj¢ cykl komorkowy i proces apoptozy w komoérkach
biataczki U937 [Bury, Mlynarczuk et al., 2001 (P3)]. Badanie opublikowane w Folia
Histochemica et Cytobiologica 2001r zostato zacytowane przez znang firm¢ biochemiczng na
ulotce produktu AAF-cmk (inhibitor TPPII). AnalizowaliSmy tez wptyw inhibitora
proteasomow PSI na proliferacje nowotworowych i nienowotworowych komorek, oraz
wykazali$my, ze komorki nie nowotworowe sg mniej wrazliwe na dziatanie PSI (P4).
Wykazalismy ponadto, Ze stosowanie kwasu retinowego w kombinacji z inhibitorem
proteasomoéw stymuluje dojrzewanie komorek nowotworowych i moze byé potencjalnie
szkodliwym potaczeniem [Wojcik, Mlynarczuk et al 2001 - list od redakcji — (L1)]. Ponadto

wykazaliSmy, ze statyny sa modulatorami proteasomu (P2).

Immunomodulacyjne dzialanie pochodnych adamantonu w tym jego wplyw na

wydzielanie TNF

W ramach mojej wspotpracy z Zaktadem Immunologii WUM powstaty jeszcze 4
petnotekstowe publikacje z zakresu eksperymentalnej terapii nowotworow (P6, P7, P10, M1).

Obejmowaly one charakterystyke pochodnych kwasu mastowego w modelu czerniaka i
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pochodnych adamantonu oraz ich wplyw na wydzielanie Czynnika Martwicy Nowotworow

(TNF) przez komorki nowotworowe.

Proteasom i TPPII oraz cytokiny TRAIL i TNF

Jest to cykl prac ktérych jestem pierwszym autorem. Wykazatam, ze inhibitor

proteasomoOw nasila dziatanie nowo odkrytej cytokiny TRAIL w komdrkach ludzkiej
biataczki U937 w mechanizmie wzmozonej apoptozy [Mlynarczuk, 2001 Anticancer
Research (P5)]. Analogicznie w drugiej pracy wykazatam, ze zablokowanie TPPII nasila
efekt TRAIL w komorkach linii biataczki poprzez stabilizacje biatka IkBa. IkBoa hamuje
jeden z najsilniejszych induktoréw proliferacji biataczek: czynnik transkrypcyjny NF-«kB
[Mlynarczuk et al, 2004, Leukemia Research (P11)]. Napisatam tez polskojezyczng prace
przegladows pt.: Mechanizmy indukcji apoptozy i zastosowania TRAIL w terapii
nowotworow (M3).

Badania te staly si¢ rowniez podstawg mojej rozprawy doktorskiej pt.: Badanie
przeciwnowotworowego dzialania cytokin nadrodziny czynnika martwicy nowotworow
(TNF oraz TRAIL) w polaczeniu z inhibitorami wybranych proteaz
wewnatrzkomorkowych w modelu bialaczek ludzkich in vitro. W p6zniejszym czasie inne
zespoty wykazaly nasienie dzialania TRAIL przez polaczenie z inhibitorem proteasomow;
oraz TRAIL byt wiaczony do badan klinicznych — do czego przyczynity si¢ rowniez moje

prace.

Charakterystyka inhibitorow proteasomow w biologii nowotworow

Pierwsza praca charakteryzujgca nowy inhibitor proteasomow, BSc2118 ukazata si¢ w
Journal of Biological Chemistry (P12) i zawierata wyniki badan na komérkowych linii
czerniaka pokazujace wptyw BSc2118 na zywotno$¢ komorek czerniaka jak i na dystrybucje
faz cyklu komorkowego, ktore wykonatam osobiscie.

W nastegpnej pracy wykazaliSmy, ze nhibitory proteasomow nasilaty dziatanie terapii
fotodynamicznej poprzez akumulacje nieprawidtowo sfaldowanych biatek [Szokalska et al,
Cancer Research 2009 (P14)].

Badanie nowo zsyntetyzowanych substancji jako lekow przeciwnowotworowych

Cykl dziewigciu prac jest efektem wspotpracy z chemikami z Politechniki
Warszawskiej lub Wydzialu Farmacji WUM.
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W ramach pierwszej wspotpracy badano biblioteki zwigzkéw chemicznych bedacych
peptydomimetykami jako potencjalnych inhibitorow kinaz MEK. W ramach wspotpracy
opracowatam i wystandaryzowatam model badawczy okreslajacy wptyw nowych substancji
na aktywnos¢ kinazy MEK oraz w modelu komorkowym za pomocg Western blot
wykazatam, ze nowe inhibitory réwniez skutecznie blokujg wspomniang kinaze na terenie
komorki. Co oznacza, ze przenikaja przez blony komorkowe i nie sg degradowane przez
proteazy w komorce. [Szymanski et al 2014 (P15)]. Praca byta finansowana ze srodkow
grantu KBN, ktorego bytam kierownikiem.

W ramach wspotpracy z Wydziatlem Farmacji WUM nad nowymi syntezami
koordynowatam i nadzorowatam cz¢$¢ biologiczng badan. Wykazalismy, ze galusany nasilaja
apoptoze w komorkach czerniaka i zwigkszajg ilo$¢ wolnych rodnikow [Hejchman et al,
Pharmacological Reports. 2015 (P17)]. Badalismy tez pochodne kwasu cynamonowego,
pochodne kumaryny oraz ich kompleksy z solami metali (P16, P18-21).
Wystandaryzowali$my tanie i efektywne testy okreslajace efekty biologiczne nowych
substancji w modelu komérkowym. Na kazdym etapie badan bytam konsultantem
merytorycznym i osobi$cie nadzorowatam poprawno$¢ wykonana eksperymentow. Réwniez
uczestniczytam w procesie obrobki danych i tworzenia rycin oraz opisu wynikow w
powstajacych manuskryptach. Testy te pozwolity wskazaé aktywne i selektywne substancje i
weryfikowaé zatozenia teoretyczne dotyczace struktury zwigzkow w zywych komorkach.
Takie potaczenie dwoch dziedzin: chemii lekéw 1 testow w modelu komorkowym daje nowa
jako$¢ — mozliwo$¢ weryfikacji in vivo zatozen syntetycznych, bez ktorej najlepsze nawet
syntezy pozostaja tylko pewng ideg. Tego typu wspotpraca pozwala wytoni¢ takie struktury,
ktore moga pozniej by¢ podstawg badan aplikacyjnych 1 wdrozeniowych. Takim przyktadem
jest rowniez historia charakterystyki BSc2118.

Poglebione badania roli proteasomow w biologii nowotworow i aktywnos¢

popularyzatorska

Czas po stazu w Berlinie poswigcitam w duzej mierze pracy z mtodymi naukowcami i
stopniowym obejmowaniem przeze mnie funkcji kierownika zespotu. Jako kierownik grantu
KBN kierowatam zespotem naukowym charakteryzujacym biblioteki peptydomimetykdéw
jako potencjalnych inhibitorow kinazy MEK. Grant zostat rozliczony i1 ukazaly si¢ 2
oryginalne pelnotekstowe publikacje (H2, P15). W ramach indywidualnej subwencji

dziatalnos$ci statutowej prowadzitam dalsze badania nad rolg uktadu ubikwityna-proteasom w
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biologii nowotworow. Jestem autorem co najmniej 40 doniesien zjazdowych, w 17 z nich
wystepuje w roli opiekuna tematu. Badali$my migdzy innymi dynamike powstawania
agregatow biatlkowych pod wptywem inhibitoréw proteasomow w réznych komorkach (K4).
Wykazatam, ze w zaleznos$ci od wielkosci agregatow komorki nowotworowe sg réznie
wrazliwe na dziatanie inhibitoréw proteasomow. Znaczna cz¢$¢ badan charakteryzuje role
proteasomu w zjawisku entozy. Jest to nowo odkryty w 2007 roku proces pochtaniania jednej
zywej komorki przez druga. Wykazatam w kontek$cie nowotworow, ze entoza jest metoda
ucieczki przed nickorzystnymi warunkami srodowiska, takimi jak zablokowanie proteasomu,
proces jest hamowany przez inhibitory kinazy MEK, a nasilany przez BSc2118 (K3, K10,
K18-19, K23-24, K26, K28-30, K33, K37, K41).

W temacie charakterystyki inhibitorow proteasoméw wilaczylismy do badan
porownawczych inhibitory drugiej generacji carfilzomib i marizomib poza bortezomibem i
BSc2118 1 badaliSmy proces apoptozy, ekspresje cykliny B, oraz przyczyny opornosci
komorek biataczki HL-60 na dziatanie inhibitorow proteasoméw. Ponadto wykazaliSmy, ze
zablokowanie kinazy MEK nasila dziatanie inhibitoréw proteasomow w modelu raka trzustki
(K19, K30, K39).

Temat inhibitorow proteasomoéw w biologii nowotwordw realizowata tez grupa okoto
10 studentow medycyny z réznych krajéw poétkuli potudniowej w ramach krotkich stazy
naukowych pod auspicjami IFMSA (International Federation of Medical Students
Associacion). Bytam opiekunem 5 prac magisterskich, z czego trdjka moich podopiecznych
podjeta studia doktoranckie w Katedrze Histologii i Embriologiit WUM, dwie prace
magisterskie uzyskaty nagrody 1 wyrdznienia w wydziatlowym konkursie prac magisterskich.
Dodatkowo od roku 2006 objetam funkcje opiekuna Studenckiego Kota Naukowego HESA.
Kierowane przeze mnie Koto Naukowe HESA od trzech lat z rzedu zajmuje czotowe pozycje
w rankingu ponad 250 kot naukowych WUM. Dodatkowo, wraz ze studentami z Kota
Naukowego HESA od wielu lat organizuje konferencje naukowsa pt. Postepy w Badaniach
Biomedycznych (PBB). Ja jestem pomystodawcg tej konferencji nakierowanej na integracje
srodowiska, stworzenie platformy do wymiany intelektualnej, nawigzania wspotpracy
naukowej i potagczeniu wielu dziedzin wiedzy zarowno S$cisltej, technicznej jak i biologicznej
w realizacji zadan naukowych. W roku 2019 spodziewamy si¢ zorganizowac jubileuszowa 10
konferencje. Konferencja PBB aktualnie rozrosta si¢ do konferencji o zasiegu ogdlnopolskim
na ktorej goscimy przedstawicieli uniwersytetow, uniwersytetéw medycznych i politechnik z
catej Polski. Zapraszamy tez ekspertoéw do wygtoszenia wykladow poprzedzajacych sesje:

genetyka, farmacja, immunologia, biologia nowotwordéw, nowe technologie, histochemia.
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Nagroda gtéwna w konferencji to nagroda imienia prof. Ostrowskiego. Mamy tez nagrody w
kazdej sesji, co zacheca do rywalizacji i podnosi poziom merytoryczny konferencji.

Za najbardziej prestizowa nagrode w zespole ktoérym kieruje, uwazam wyrdznienie
pracy mojej studentki na konferencji w Berlinie i przyznanie jej mozliwos$ci publikacji
wynikow badan w Open Science (K24).

Bedac Aktywnym cztonkiem Oddziatu Warszawskiego Polskiego Towarzystwa
Cytochemikow i Histochemikéw od 2010 roku, wspotorganizowatam sympozjum PTHC w
Warszawie w roku 2017,

Aktualnie jestem redaktorem cyklu monografii, ktore ukaza si¢ pod koniec roku 2018,

z zakresu nauk biomedycznych, publikowanych przez wydawnictwo Tygiel.

Medycyna kliniczna

W latach 2013-2018 podjetam i zakonczytam szkolenie specjalizacyjne z medycyny
rodzinnej. W ramach szkolenia specjalizacyjnego opublikowatam prac¢ naukowa w
czasopi$mie z IF opisujaca mozliwosci leczenia nadcis$nienia tetniczego lekami wchianianymi
przez btony $luzowe u osoby po resekcji zotadka, nie przyjmujacej lekow doustnych z
powodu uporczywych wymiotéw pt: Mucosal delivery systems of antihypertensive drugs:
A practical approach in general practice. Biomedical papers of the Medical Faculty of the
University Palacky, Olomouc, Czechoslovakia. 2018 (P22). W pracy tej na potrzeby leczenia
groznych dla zycia zwyzek ci$nienia tetniczego opracowali$my autorski model dawkowania
lekow hipertensyjnych aplikowanych podjezykowo i doodbytniczo, uzyskujac zadowalajaca
kontrole cisnienia w dlugoterminowym leczeniu choroby nadcisnieniowej. Taki schemat
terapii byt akceptowany przez pacjentke i stanowi przyktad niestandardowej,
spersonalizowanej terapii prowadzonej w trybie ambulatoryjnym. Wspomniany artykut
kliniczny zawiera rowniez przeglad lekow hipotensyjnych aplikowanych w systemie

przezsluzéwkowym dostepnych w Unii Europejskiej.
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Podsumowanie dorobku publikacyjnego

Prace jako pierwszy ostatni lub korespondencyjny autor - prace oryginalne

wchodzace w sktad osiggnigcia nr H1 1 H2, prace oryginalne niewchodzace w sktad

osiggniecia P5, P11, P17, P21, M4 artykuly przegladowe wchodzace w sktad osiggni¢cia nr

H4, artykuty przegladowe niewchodzace w sklad osiggnigcia nr P22, M2, M3.

Rodzaj publikacji Liczba prac  Liczbaprac ImpactFactor Punktacja
zIF bez IF MNiSW
Oryginalne prace twércze 6 1 18,204 114
Artykuly przegladowe 1 3 0,894 29,5
Lacznie 7 4 19,098 143,5
Prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora.
Rodzaj publikacji Liczba prac Liczbaprac ImpactFactor Punktacja
zIF bez IF MNiSW
Oryginalne prace tworcze 11 1 24,085 125
Artykuly przegladowe 2 5,5
Lacznie 11 3 24, 085 130,5
Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
Rodzaj publikacji Liczba prac  Liczbaprac ImpactFactor Punktacja
zIF bez IF MNiSW
Oryginalne prace tworcze 13 1 49,495 343
Artykuly przegladowe 1 1 0,894 24
Lacznie 14 2 50,389 367
Publikacje ogoltem
Rodzaj publikacji Liczba prac  Liczbaprac ImpactFactor Punktacja
zIF bez IF MNiISW
Oryginalne prace tworcze 24 2 73,58 468
Artykuly przegladowe 1 3 0,894 29,5
Lacznie 25 5 74,474 4975
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1. Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science (Web):487 (bez autocytowan)
2. Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science (Web):12
3. Impact factor dla publikacji wchodzacych w sktad osiggni¢cia naukowego:20,455

Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacje o pozostatych osiggni¢ciach
habilitanta (m.in. dydaktycznych, uzyskanych nagrodach, popularyzacji nauki) zostaty

zamieszczona w zatgczniku nr 4. pt ,,Wykaz dorobku naukowego”.
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