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1. Imie i nazwisko: L. ukasz Biaty

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

roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

1995-2001

W tym:
1997-2001

2002:

2007

2018

studia na | Wydziale Lekarskim Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.
Dyplom lekarza nr: L 16673/31512/01

cztonek Kota Naukowego przy Katedrze 1 Zaktadzie Histologii i Embriologii
pod opieka naukowg Prof. Jana Rowinskiego (prace nad mysim modelem
dystrofii migsniowej i1 histofizjologig tkanki tacznej) a od 1999 pod opieka dr.
Cezarego Wojcika (prace w dziedzinie proteolizy przez proteasomy)

Prawo Wykonywania Zawodu Lekarza: Okregowa Izba Lekarska im. Jana
Nielubowicza w Warszawie (nr 5458077)

Stopien naukowy

doktor nauk medycznych (w dyscyplinie: medycyna),

nadany przez :

Rade Naukowa Instytutu Biostruktury Akademii Medycznej w Warszawie,
na podstawie rozprawy doktorskiej pt.:

The effect of interferon gamma on turn-over of ubiquitinylated proteins
Promotor: Prof. dr hab. Peter Michael Kloetzel ;

Tytul zawodowy:
Specjalista medycyny rodzinnej
Opiekun specjalizacji: Prof. dr hab. n. med. Katarzyna Zycinska

3. Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

2001-2002 — Centralny Szpital Kliniczny AM Warszawa - staz podyplomowy

2001-2006

Zaktad Histologii 1 Embriologii Akademii Medycznej w Warszawie, asystent

W tym:
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2003-2006 Instytut Biochemii Charité - Humboldt Universitaet Berlin: doktorant,
stypendysta

od 2006 Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Warszawski Uniwersytet Medyczny,
adiunkt

2013-2018 — Samodzielny Publiczny Centralny Szpital Kliniczny WUM, Warszawa:

szkolenie specjalizacyjne z medycyny rodzinnej

Staze zagraniczne

2003-2006  Staz naukowy w Instytucie Biochemii Charité w Berlinie (Humboldt
Univestiteat zu Berlin) w ramach stypendium KAAD (Katolischer
Akademischer Auslander Dienst) DKG (Deutsche Krebs Gesellschaft) i
Charité

Dyrektor Instytutu: Prof. Dr rer. nat. Peter Michalel Kloezel

Kierownik stazu naukowego i Prof. Dr. med. Ulrike Seifert
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4.  \Wskazanie osiagniecia naukowego wynikajacego z art. 16 ust. 2
ustawy z dnia 14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym.

Tytul osiggnigcia naukowego:
Badanie udziatu pozalizosomalnych uktadéw proteolitycznych

w utrzymaniu homeostazy bialek w komaérkach

a) (autor/autorzy, tytul./tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

1H.  Seifert U, Bialy LP, Ebstein F, Bech-Otschir D, Voigt A, Schréter F,
Prozorovski T, Lange N, Steffen J, Rieger M, Kuckelkorn U, Aktas O, Kloetzel PM,
Kriiger E.

Immunoproteasomes preserve protein homeostasis upon interferon-induced oxidative stress
Cell. 2010 Aug 20;142(4):613-24.

IF 32,406 pkt 40

2H.  Bialy LP, Kuckelkorn U , Henklein P, Fayet J , Wilczynski GM , Kaminski A and
Mlynarczuk-Bialy |

Changes in spatio-temporal localization of tripeptidyl peptidase Il (TPPII) in murine colon
adenocarcinoma cells during aggresome formation: a microscopy study based on a
novel fluorescent proteasome inhibitor
Histology and Histopathology 2018: DOI: 10.14670/HH-18-042

IF 2,015 pkt 25

3H. Bialy LP FayetJ, Wilczynski GM and Mlynarczuk-Bialy |

Semispecific TPPII inhibitor Ala-Ala-Phe-chloromethylketone (AAF-cmk) displays cytotoxic
activity by induction of apoptosis, autophagy and protein aggregation in U937 cells
Folia Histochemica et Cytobiologica 2018 (4) DOI: 10.5603/FHC.a2018.0020

IF 1,586 pkt 15,

H4.  Bialy LP, Zargba £, Mtynarczuk-Bialy I

Detection of newly synthesized proteins in cancer cells: A practical approach
Review and Research on Cancer Treatment 2018; 4(1): 13-22 ISSN 2544-2147

RAZEM (prac na osiagnigcie habilitacyjne) IF: 36.007: MNiSW: 80
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b) Oméwienie celéw naukowych ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z

omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Gtownym celem prac sktadajgcych sie na przedstawiane osiggniecie naukowe byto
zbadanie i charakterystyka udziatu pozalizosomalnych uktadéw proteolitycznych w
utrzymaniu homeostazy biatek w komodrkach. Prowadzone przeze mnie badania
dotyczyly specyficznych agregatéw poliubikwitynowanych biatek zlokalizowanych w
cytoplazmie komorek. Agregaty te zawierajg gtdwnie nowo-syntetyzowane biatka
frakcji DRIP (Deffective Ribosomal Products), czyli biatek o ekstremalnie krétkim
czasie zycia, powodowanym prawdopodobnie btedami w obrdobce potranslacyjne;j.
Agregaty takie okreslane sg jako agresomy i/lub Aggresome- Like Structures (ALIS).
Przedmiotem moich badan byta takze dynamika ich powstawania i rozktadu w

komorkach jak rowniez metody ich detekciji.

W tym kontekscie badatem nastepujgce procesy: syntezy i agregacji biatek, a
takze ubikwitynacji oraz degradacji biatek przez dwa gtdwne pozalizosmalne uktady
proteolityczne, czyli uktad ubikwityna - proteasom (UPS) oraz tréjpeptydylopeptydaze

druga (TPPII).

Najwazniejszymi odkryciami moich z badan s3a:

1. Wykazanie, ze w warunkach imitujgcych stan zapalny dochodzi do
przejsciowej agregacji biatek w formie Aggresome Like Structures (ALIS) w
réznych typach komoérek;
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2. Udowodnienie, ze mechanizmem tej agregacji jest stymulacja ubikwitynaciji

oraz zwiekszanie syntezy biatek frakcji DRiP przez interferon-gamma;

3. Ukazanie, ze spadek ilosci agregatow biatkowych Scisle koreluje z indukcjg

immunoproteasomu;

4. Wykazanie, ze trojpeptydylopeptydaza druga (TPPII) jest rekrutowana w sktad
agresomow zwierajgcych nowo-syntetyzowane biatka w komorkach mysiego

gruczolakoraka okreznicy C26;

5. Opisanie dynamiki tworzenia agresomoéw w komorkach C26 i rekrutacji do
nich TPPIl a takze opisanie struktury tych agresomoéw, ktére w komérkach
C26 skiadajg sie z gestego rdzenia zawierajgcego proteasomy i

poliubikwitynowane biatka oraz ptaszcza zawierajgcego TPPII;

6. Opisanie nowego typu agregatéow biatkowych Aggresome Like Structuers Not
Associated with ER (ALISNER) powstajgcych w pod wplywem semi-
specyficznego inhibitora trojpeptydylopeptydazy drugiej (AAF-cmk) w

komorkach ludzkiej biataczki monocytarnej linii U937;

7. Wykazanie, ze AAF-cmk wykazuje efekt cytostatyczno/cytotoksyczny wobec
komorek linii U937, ktéry zalezy od jednoczasowej indukcji apoptozy

(w mechanizmie wewnagtrzpochodnym) oraz autofagii w tych komaorkach;

8. Opracowanie i standaryzacja nowej metody cytochemicznej: przyzyciowego
znakowania proteasomu z wykorzystaniem fluorescencyjnie zmodyfikowanego
inhibitora BSc2118;

9. Adaptacja wyzej opisanej metody do szybkiej jednostopniowej wizualizacji
agresoméw w komorkach i jej przystosowanie do potgczenia z klasyczng

immunocytochemig posrednig w mikroskopii konfokalnej;

10. Adaptacja nieradioaktywne] metody znakowania syntetyzowanych biatek

technikg Clik-IT do celéw wizualizacji agresoméw w mikroskopii konfokalne;j.
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Stan wiedzy przed rozpoczeciem badan:

Uktad Ubikwityna-Proteasom (UPS) w procesie degradacji nowo-

syntetyzowanych biatek

Uktad Ubikwityna-Proteasom jest konserwatywnym ewolucyjnie uktadem
proteolitycznym rozktadajgcym wiekszo$¢ biatek w komaorkach. Sktada sie on z:

1) kaskady enzymow (E1, E2, E3) przeprowadzajgcych ubikwitynacje biatka
przeznaczonego do degradacji poprzez dodanie do niego farncucha sktadajgcego sie
z wielu czgsteczek ubikwityny oraz 2) proteasomu petnigcego funkcje kompleksu
proteolitycznego rozktadajgcego biatko na oligopeptydy. Ubikwityna jest 76-
aminokwasowym polipeptydem, ktéry jest kowalencyjnie przytgczony do substratu
biatkowego w postaci farncucha poliubikwitynowanego stuzgcego jako sygnat do

degradaciji.

W procesie ubikwitynacji czgsteczka ubikwityny jest aktywowana w sposob zalezy od
ATP przez enzym aktywujgcy ubikwityne (E1), a nastepnie przeniesiona na enzym
koniugujacy ubikwityne (E2). W koncowej fazie ligaza ubikwityny (enzym E3)
katalizuje sprzeganie ubikwityny z docelowym biatkiem. W obrebie czgsteczki
ubikwityny znajduje sie 7 wewnetrznych reszt lizynowych, z ktérych kazda moze by¢
uzyta do wigzania kolejnej czgsteczki ubikwityny i utworzenia tarncucha. Tylko
tancuch potgczony przez lizyne 48 (tarncuch K48) stuzy, jako sygnat do degradacji

biatka przez proteasomy.

Proteasom jest kompleksem enzymatycznym ztozonym z rdzenia 20S i dwdch
czgsteczek regulatorowych 19S, tworzgcych razem kompleks proteasomu 26S.
Proteasom 20S utworzony jest z podjednostek utozonych w cztery heptameryczne
pierscienie tworzgce centralny cylinder z komorg katalityczng o trzech gtéwnych
aktywnosciach enzymatycznych: chymotrypsyno-podobnej, trypsyno-podobnej i
kaspazopodobnej przypisanych do podjednostek 1, B2 i B5.

Jednostki regulatorowe 19S rozpoznajg poliubikwitynowane biatko, ktore jest

przeznaczone do degradacji. Rdzen proteasomu 20S wykazuje dodatkowo zdolnos¢
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do degradacji niesfatdowanych tancuchow biatkowych bez uprzedniej

poliubikwitynacji.

W warunkach stanu zapalnego intereferon-gamma stymuluje powstanie
immunoproteasomu poprzez aktywacje ekspresji immuno-podjednostek (B1i, B2i i
B5i) ktore zastepujg w rdzeniu 20S konstytutywne (B1, B2 i f5). Dodatkowo
interferon-gamma stymuluje ekspresje alternatywnej podjednostki regulatorowej
PA28. Immunoproteasom jest wyspecjalizowany do generowania peptydow
antygenowych prezentowych przez czasteczki MHC klasy | oraz zostat on

filogenetycznie zaadoptowany przez komorki do walki z infekcjami wirusowymi.

Nowo-syntezowane biatka i Deffective Ribosomal Products

Od lat 70. XX wieku na podstawie kinetyki degradacji biatka komorkowe dzieli sie na
dwie gtowne grupy: "krétko-zyjgce/short-lived" (z szybkg degradacja) i "dtugo-
zyjacellong-lived" (o znacznie wolniejszej szybkosci degradacji). Obie kinetyki
degradacji rozdzielono przez wyrazng nieliniowos¢ krzywych procesu rozktadu.
Wyodrebnione na tej podstawie dwie grupy biatek zidentyfikowano we wszystkich
komérkach. Ponadto niedawno, wsréd biatek krétko zyjgcych, wyrdzniono dodatkowg
frakcje o ekstremalnie krétkim czasie zycia. Badania wykazaty, ze 30% nowo
syntetyzowanych biatek w komaérkach jest eliminowanych z okresem pottrwania T1/2
<10 minut, co doprowadzito do nazwania tej czesci skrajnie krétko-zyjgcych biatek
Deffective Ribosomal Products(DRiP) czyli wadliwe produkty rybosomalne lub
Rapidlly Degraded Proteins (RDP) czyli gwattownie degradowane biatka. Nazwa
DRIP sugeruje, ze biatka te sg wadliwe na skutek btedéw pojawiajgcych sie przy
translacji i w procesie obrobki potranslacyjnej. Nieprawidtowosci te powodujag, ze
biatka DRIiP nigdy nie osiggajg swojej natywnej struktury i sg degradowane w sposéb
ko-translacyjny. Istnienie tej frakcji biatek jest bezspornym faktem, jednak nie
udowodniono doktadnie, jakie btedy w ich strukturze powodujg tak szybkg ich
degradacje. Wykazano, ze 75% bialtek tej frakcji jest degradowane po uprzedniej
ubikwitynaciji przez proteasomy 26S, a pozostate 25% rozktadane ko-translacyjnie
przez kompleks proteasomu 20S w sposob niezalezny od ubikwityny. Do tej pory nie

badano udziatu innych uktaddéw proteolitycznych w ich degradacji.
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Agregaty biatkowe w komérkach oraz implikacje dla terapii nowotworéw

Zahamowanie aktywnosci proteasomu prowadzi do akumulacji nowo-
syntetyzowanych biatek (gtdwnie z frakcji DRIiP) i sktadnikéw UPS w formie
agregatow komérkowych. Po zablokowaniu proteasomu ubikwitynowane biatka
gromadzg sie lokalnie wokot mikrotubul i sg transportowane do obszaru
okotocentriolarnego tworzgc duzy agregat nazywany agresomem. Tworzenie
agresomu uwazane jest za gtdbwny mechanizm indukcji Smierci komorki po
zablokowaniu proteasomu. W niektérych komoérkach srednica agresomu moze by¢
poréwnywalna do srednicy jadra komoérkowego. Zablokowanie aktywnosci
proteasomu powoduje ponadto stres siateczki srodplazmatycznej oraz Unfolded
Protein Response (UPR) poprzez to indukuje proces programowej Smierci komorki —

apoptoze oraz kieruje proteolize na szlak autofagii.

Nienowotworowe komorki sg stosunkowo odporne na dziatanie inhibitorow
proteasomu, podczas gdy funkcjonowanie komérek nowotworowych wykazujgcych
intensywny obrot biatek jest znacznie zaburzane przez zahamowanie proteasomu.
Obecnie inhibitory proteasomu sg stosowane w leczeniu szpiczaka mnogiego,

chtoniaka z komoérek ptaszcza i guzow zrebu zotgdkowo-jelitowego.

Nagromadzenie nieprawidtowo sfatdowanych biatek wewnatrz agresomu jest
gtéwnym z postulowanych mechanizmow dziatania inhibitoréw proteasomu jako
lekow przeciwnowotworowych. Niemniej jednak, rozbicie struktury agresoméw przez
inhibitory deacetylazy histonowej, czy srodki dziatajgce na mikrotubule zwiekszajg
site dziatania przeciwnowotworowego inhibitoréw proteasomu. Dlatego tworzenie
agresomu w komorkach nowotworowych prawdopodobnie chroni je przed stresem
siateczki srodplazmatycznej wywotanym przez inhibitory proteasomu i dlatego moze

ograniczy¢ dziatanie przeciwnowotworowe tychze zwigzkow.

Drugim typem opisywanych agregatow zawierajgcych polubikwitynowane
biatka sg ALIS (Aggresome Like Structures), ktore zostaty opisane pierwotnie w
dojrzewajgcych komorkach dendrytycznych, jako DALIS (Dendritic cells Aggresome
Like Structures). ALIS zawierajg, podobnie do agresomu, poliubikwitynowane biatka,
jednak zwykle wstepujg jako mnogie struktury w komoérkach, a ich powstawanie jest

wywotane innymi czynnikami niz zablokowanie aktywnosci proteasomu. Opisane w
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dojrzewajgcych komorkach dendrytycznych DALIS sg strukturami, ktére przejsciowo
gromadzg poliubikwitynowane biatka do czasu dojrzato$ci komorki, nastepnie
zmagazynowane biatka sg uzywane jako substraty do generacji peptydéw
antygenowych przez dojrzate komorki dendrytyczne. Kolejnym komorkami, w ktérych

opisano ALIS, byty makrofagi stymulowane lipopolisacharydem bakteryjnym (LPS).

Tréjpeptydylopeptydaza Il (TPPII) jako pozalizosomalny uktad proteolityczny

W komoérkach funkcja UPS jest uzupetniana przez inne proteazy degradujgce
generowane przez proteasomy oligopeptydy. Tréjpeptydylopeptydaza Il (TPPII) jest
najwiekszg znang peptydazg tworzgcg samokompartmentujgcy sie kompleks
enzymatyczny rozktadajacy oligopeptydy do trojpeptydow. Jest ona tak samo
konserwatywna filogenetycznie jak proteasom. Sktada sie z dwdch skreconych
wobec siebie stosow podjednostek, tworzgcych wiele komor katalitycznych w obrebie
jej czgsteczki. TPPIlI wykazuje dwie aktywnosci enzymatyczne: egzo- jak i endo-

proteolityczna.

N-koncowa aktywnos$¢ egzoproteolityczna TPPII jest zlokalizowana w komorach
katalitycznych dwoch utozonych w stos dimeréw. Moze ona uzupetnia¢ funkcje
proteasomu w sekwencyjnej degradacji biatka przez odcinanie trojpeptydéw z
oligopeptydow uwalnianych przez proteasom. Ponadto, TPPIl moze samodzielnie
degradowac peptydy dtuzsze niz 15 aminokwaséw (do okoto 75 aminokwasow)
poprzez swojg aktywnos¢ endoproteolityczng, dajgc TPPII zdolnos¢ do dziatania
takze rownolegle do proteasomu. W ten sposéb TPPII dodatkowo uzupetnia

dziatanie proteasomu.

Ponadto wykazano eksperymentalnie, ze w specyficznych warunkach TPPII moze
zastepowac niektore funkcje proteasomu. TPPII jest zaangazowana w wytwarzanie
niektérych epitopoéw MHC klasy | w sposéb niezalezny od proteasomu np. Nef wirusa
HIV. Moze ona zastepowac¢ sam proteasom w tym procesie, zwtaszcza, gdy
uposledzona jest funkcja proteasomu poprzez inhibitory. Ponadto, TPPII bierze
udziat w wielu innych waznych procesach: podziat komérek, zywotnos¢ i apoptoza,

regulacja szlakow kinazy MAP, takze zanik miesni i otytos¢. TPPII ulega nadmiernej
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ekspresji w niektorych typach nowotworéw, a inhibitor TPPII AAF-cmk uwrazliwit
komorki biataczkowe na proapoptotyczne dziatanie cytokin z rodziny czynnika

martwicy nowotworow.

WKLAD WELASNY HABILITANTA

Badania nad degradacjg biatek i agregatami biatkowymi w komoérkach rozpoczatem
jeszcze podczas prac w zespole badawczym dr. Cezarego Wojcika badajgc wptyw
inhibitora ubikwitynacji na ultrastrukture agregatow biatkowych w komaorkach
[publikacja 12P - pkt 5. Oméwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-
badawczych], nastepnie prowadzitem je w zespole Prof. Petera Michalela Kloetzela i

Prof. Ulrike Seifert w Instytucie Biochemii w Berlinie.

Po uzyskaniu doktoratu swoje badania nad pozalizosomalnymi uktadami
proteolitycznymi w utrzymaniu homeostazy biatkowej ze szczegdlnym
uwzglednieniem agregatow biatkowych w komorkach znacznie poszerzytem i
pogtebitem pracujgc w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii WUM. Praca ta
zaowocowata pierwszg publikacjg wchodzgcg w sktad prezentowanego w niniejszym
autoreferacie osiggniecia naukowego a opublikowang w czasopismie The Cell
[publikacja 1H].

W publikacji tej jako pierwszy wykazatem, ze w komodrkach w warunkach imitujgcych
stan zapalny pod wptywem interferonu-gamma dochodzi do przejsciowej agregac;ji
biatek pod postacig agregatow podobnych do agresomu: Aggresome-Like Structures
(ALIS), ktére zawierajg poliubikwitynowane biatka. Agregaty te uwidaczniatem
metodg immunocytochemii posredniej w mikroskopii fluorescencyjnej [publikacja
1H: Figura 5A]. Przed moim odkryciem wiadomo byto, ze agregaty
poliubikwitynowanych biatek powstajg w komdrkach w nastepstwie zablokowania
proteasomu (agresomy) lub w odpowiedzi na stresy komdrkowe, takie jak szok
cieplny. Nie byto jednak zadnych danych na temat wptywu interferonu-gamma na ich

powstawanie.
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W nastepnym etapie badan przeanalizowatem dynamike zmian iloSci
poliubikwitynowanych biatek w komorkach metodg Western-blot. Wykazatem, Zze pod
wptywem interferonu-gamma, po przejsciowym znacznym wzroscie, liczba
poliubikwitynowanych biatek spada do poziomu wyjsciowego po uptywie 48h. Spadek
ilosci poliubikwitynowanych biatek wyraznie korelowat z silng indukcjg podjednostki
immunoproteasomomu B5iI/LMP7 [publikacja 1H: RycinalA]. Obserwacja ta miata
kluczowe znacznie dla dalszych badan w tym projekcie, dotyczacych udziatu
immunoproteasomu w degradacji poliubikwitynowanych biatek. Ten watek byt
kontynuowany takze przez innych cztonkéw zespotu badawczego i doprowadzit do
wykazania, ze immunoproteasom jest efektywniejszy od proteasomu
konstytutywnego w ich degradaciji. Indukcja immunoproteasomu przywracata
rownowage biatek w komaorkach natomiast komorki pozbawione mozliwosci indukcji
immunoproteasomu nie byty zdolne do usuwania agregatéw poliubikwitynowanych
biatek.

Nastepnie kontynuowatem dalsze badania, aby doktadniej scharakteryzowac¢ wptyw
interferonu-gamma na proces ubikwitynacji. Przed ukazaniem sie powyzszej pracy
taki wptyw nie byt znany. Udowodnitem, ze interferon-gamma selektywnie stymuluje
postawanie tarncuchow poliubikwityny znakujgcych biatka do degradacji przez
proteasom, czyli tancuchdéw utworzonych przez wigzanie z lizyng 48 czgsteczki
ubikwityny (K48) [publikacja 1H: RycinalD]. Ponadto pokazatem, ze zwiekszona
aktywnos¢ ubiwitynujgca utrzymuje sie dtuzej niz agregacja poliubikwitynowych
biatek [publikacja 1H: Rycina2A]. Wskazuje to wyraznie, ze nastepujacy spadek
ilosci poliubikwitynowanych biatek zalezy od ich degradaciji przez wyidukowany przez

interferon immunoproteasom.

Nastepnie w eksperymentach typu "pulse-chase" z inhibitorem syntezy biatek -
cykloheksymidem wykazatem, ze wzrost poziomu znakowanych radioaktywnie
immunoprecypitowanych nowo syntetyzowanych poliubikwitynowych biatek byt silnie
zalezny od translacji [publikacja 1H: RycinalE]. Wynik ten sugerowat, Zze interferon-
gamma nie tylko wptywa na ubikwitynacje ale takze zwieksza liczne nowo
syntetyzowanych biatek, dlatego nastepnie charakteryzowatem wyptyw interferonu-
gamma na ilos¢ nowo syntetyzowanych biatek z frakcji Deffective Ribosomal

Products (DRIiP). Wymagato to wykonania trudnych technicznie i pracochtonnych
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eksperymentéw typu pulse-chase z uzyciem duzej ilosci radioaktywnych izotopow
(5mCi/ml pozywki) z nastepczg elektroforezg SDS-PAGE radioaktywnych biatek. W
eksperymentach tych udowodnitem, ze interferon-gamma znacznie zwieksza ilos¢
biatek z puli DRiP w komdrkach [publikacja 1H: Rycina7 A-B].

Podsumowujgc: Przedstawione w tej pracy dane majg znaczny wptyw w rozwoj
wiedzy na temat homeostazy biatek w komorkach w warunkach zapalnych. Wskazujg
one na istotng role indukcji immunoproteasomu w odpowiedzi na zwigkszong ilos¢
substratéw z puli DRIP a poprzez to zwiekszone zapotrzebowanie na proteolize,
ktora jest niezbedna dla prawidtowo funkcjonowania komérek w tych warunkach.
Wyniki tych badan moga przyczyni¢ sie do opracowania lepszych metod terapii

choréb o podtozu zapalnym.

Nastepnie prowadzitem badania w innym zakresie tzn. nad nowymi
inhibitorami kinaz i charakterystykg nowego inhibitora proteasomu BSc2118, ktére
zaowocowaty pracami omawianymi w dalszej czesci autoreferatu (pkt 5. Omoéwienie
pozostatych osiggnieé¢ naukowo-badawczych). Powrdcitem takze do aktywnego
klinicznego wykonywania zawodu lekarza rozpoczynajgc specjalizacje z zakresu
medycyny rodzinnej. Po uzyskaniu tytutu specjalisty medycyny rodzinnej powrdécitem
do badan laboratoryjnych nad homeostazg biatek w komodrkach, w szczegolnosci nad
agregatami biatkowymi. Jednoczesnie caty czas kontynuujgc prace z pacjentami,
jako lekarz rodzinny. Moje badania laboratoryjne zaowocowaty trzema kolejnymi
pracami wchodzgcymi w skfad osiggniecia naukowego opublikowanymi kolejno w:
Histology and Histopathology [Publikacja 2H], Folia Histochemica et Cytobiologica

[Publikacja 3H] oraz Review and Research on Cancer Treatment [Publikacja 4H].

Prowadzac badania nad nowym inhibitorem proteasomu BSc2118, jako potencjalnym
lekiem przeciwnowotworowym zaobserwowatem, ze w zaleznosci od typu komorek
mozna wyrézni¢ dwa podstawowe typy agresomow powstajgcych po zablokowaniu
proteasomu: duze pojedyncze lub drobne rozproszone. Obserwacja ta pozwolita mi
wybraé najlepszg linie do badan morfologicznych nad dynamikg tworzenia
agresomoéw. Do tych badan wybratem komorki C26- mysiego gruczolakoraka
okreznicy [publikacja 2H]. Wybdér tej linii podyktowany byt ich wzgledng opornoscig
na inhibitor BSc2218 oraz tworzeniem bardzo duzych agresoméw [publikacja 2H:

Rycina 1 A-D]. Na wstepie tych badan opracowatem i walidowatem nowg metode
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cytochemiczng polegajgcag na zastosowaniu fluorescencyjnej pochodnej inhibitora
BSc2118 do przyzyciowego znakowania proteasomu w komorkach, oraz
walidowatem potgczenie tej techniki z klasyczng immunocytochemig wykrywajgca
inne biatka w komérce w celu obserwacji w mikroskopie konfokalnym [publikacja 2H
Rycina 1C-D], [takze publikacja 6P - patrz pkt. 5. Omoéwienie pozostalych
osiggnie¢ naukowo-badawczych]. Metoda ta polega na przyzyciowym znakowaniu
proteasoméw w komorce z wykorzystaniem inhibitora BSc2118 sprezonego z
fluorochromem BODIPY™-FL (zielona fluorescencja) lub BODIPY ™-581/591
(czerwona fluorescencja). Pozwala ona ja jednostopniowg szybkg wizualizacje
lokalizacji proteasomow w komorkach i sledzenie zmian ich lokalizacji w trakcie
tworzenia agresoméw. Ponad to dzieki potgczeniu z nastepczym utrwalaniem w
zbuforowanych roztworach alkoholowych (zachowujgcych dobrze antygeny i
permeabilizujgcych btony komérkowe) moze ona by¢ potgczona z klasycznymi
technikami immunocytochemii posredniej z wykorzystaniem przeciwciat. W wyniku
standaryzacji metody uzyskatem trwaty sygnat fluorescencyjny inhibitora nieulegajgcy

ostabieniu w trakcie nastepczych procedur immunocytochemicznych.

Przy wykorzystaniu tej oryginalnej techniki cytochemicznej przeanalizowatem
dynamike procesu tworzenia agresomu w komoérkach mysiego gruczolakoraka
okreznicy-C26 oraz opisatem doktadnie lokalizacje TPPIl w tych komérkach, zaréwno

w warunkach spoczynkowych oraz po zablokowaniu proteasomu.

Wykazatem, ze TPPIl w warunkach spoczynkowych lokalizuje sie wytgcznie na
obszarze cytoplazmy tych komoérek w sposéb homogenny. W przeciwienstwie do
proteasomu nie wykazuje wzmochnienia sygnatu w obrebie obszaru okotojgdrowego
[publikacja 2H Rycina 2A, 3A]. Obszar ten jest tzw. centrum proteolitycznym
komorki, w ktérym zachodzi intensywna degradacja krétko-zyjacych biatek frakciji
DRIiP. W tym obszarze dochodzi takze do zainicjowania powstawania agresomu.
Uzyskane przeze mnie dane sugerujg, ze w warunkach spoczynkowych, w petni
aktywny ukfad ubikwityna-proteasom jest wystarczajgcy do zapewnienia catkowitej
proteolizy w obszarze przyjadrowym, bez koniecznosci znaczgcego zaangazowania
TPPII w ten proces. Poniewaz TPPII posiada wiele komor proteolitycznych a
proteasom jedng, mozliwe jest takze, ze taka niewielka ilos¢ TPPIl w tym obszarze
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jest wystarczajgca dla prawidtowego rozktadu oligopeptyddw generowanych przez

proteasom.

Gtownym odkryciem mojej pracy byto wykazanie, ze po zablokowaniu
proteasomu, TPPII jest rekrutowana do tworzgcego sie w obszarze okotojgdrowym
agresomu. Poczatkowo TPPII jest zlokalizowana w centrum tworzgcego sie
agresomu pomiedzy ubikwitynowanymi biatkami i proteasomami [publikacja 2H
Rycina 3B, 3C]. Nastepnie wraz z powiekszaniem sie agresomu TPPII stopniowo
przemieszcza sie na powierzchnie agresomu, a w czesci centralnej powstaje rdzen
zwierajgcy poliubikwitynowane biatka oraz proteasomy [publikacja 2H Rycina 3D] .
W pefni uformowanym agresomie, w komérkach C26, TPPII tworzy ptaszcz lezgcy na
powierzchni tego rdzenia [publikacja 2H Rycina 4 A-C]. W podsumowaniu pracy
zaproponowatem model zmian w lokalizacji TPPIlI podczas tworzenia agresomu w
komérkach C26 [publikacja 2H Rycina 5].

Podsumowujac: uzyskane przeze mnie wyniki stanowig catkowicie nowe odkrycie
dotyczgce udziatu TPPIl w homeostazie biatek w komérkach. Ponadto wyniki te
uzyskatem przy uzyciu nowej opracowanej przeze mnie procedury cytochemicznej,
dlatego praca to stanowi znaczgcy wktad w rozdwdj dyscypliny cytochemii. Ponadto
warto podkresli¢, ze do tej pory w literaturze nie byto zadnych doniesien
wskazujgcych na obecnos¢ TPPIl w agresomach po zablokowaniu proteasomu.
Inhibitory proteasomow sg stosowane jako leki przeciwnowotworowe dlatego tez
wykazanie, ze takze TPPII jest rekrutowana do agresomu pod ich wptywem otwiera
pole do potencjalnego wykorzystanie TPPII jako celu w terapii nowotworow,
poniewaz agresomy sg zwigzane z przeciwnowotworowym dziataniem inhibitorow

proteasomow.

W nastepnej fazie swoich badan postanowitem sprawdzi¢ czy zablokowanie
TPPII bedzie miato wptyw na zywotno$¢ i ultrastrukture komérek ludzkiej biataczki
monocytarne;j linii U937, poniewaz inhibitory proteasoméw sg stosowane w leczeniu
nowotworéw hematologicznych [publikacja 3H]. Do badan uzytem AAF-cmk, ktory
jest semispecyficznym inhibitorem TPPII, w stezeniach, ktére sg specyficzne dla
TPPIIL.
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W badaniach tych wykazatem, ze AAF-cmk istotnie obniza zywotnos¢ komarek linii
U937 w sposbb zalezny od dawki i czasu inkubacji [publikacja 3H Rycina 1 A, B].
Ponadto efekt cytostatyczno/cytotoksyczny AAF-cmk na komorki U937 byt zalezny
od aktywnosci kaspaz, gdyz inhibitor kaspaz odwracat ten efekt [publikacja 3H
Rycina 1C] sugerujgc indukcje procesu apoptozy. Indukcje $mierci komorek w
mechanizmie apoptozy potwierdzitem badajgc eksternalizacje fosfatydyloseryny przy
uzyciu AneksynyV sprzezonej z fluorochromem w mikroskopii fluorescencyjne;
[publikacja 3H Rycina 2B] oraz analizujgc ultrastrukture komoérek poddanych
dziataniu AAF-cmk w transmisyjnej mikroskopii elektronowej [publikacja 3H Rycina
3 B, K, L]. Ponadto wykazatem, ze indukcja apoptozy pod wptywem AAF-cmk
zachodzi w mechanizmie wewngtrzpochodnym (aktywacja kaspazy 9) [publikacja
3H Rycina 2 A].

W przeprowadzonej przez mnie analizie mikroskopowo-elektronowej udowodnitem,
ze oprécz apoptozy, AAF-cmk indukuje w komaorkach linii U937 proces autofagii.
Dlatego przesledzitem dynamike tworzenia struktur autotofagocytarnych od bton
izolacyjnych [publikacja 3H Rycina 3 C, D] poprzez pierwotne autofagosomy
[publikacja 3H Rycina 3 E, F], po wtorne struktury autofagosomalne, z nastepczymi
zmianami wstecznymi w cytoplazmie [publikacja 3H Rycina 3 M, N, S, T]. Autofagia
jest procesem, ktory moze prowadzi¢ do smierci komorki w mechanizmie tzw. Smierci
autofagalnej (autophagic cell death), natomiast w komaérkach linii U937 pod wptywem

AAF-cmk zaobserwowatem potgczenie obu procesow: apoptozy i autofagii.

Jednak najwazniejszym odkryciem przeprowadzonych przeze mnie badan byto
opisanie przez mnie nowego typu agregatow biatkowych w komérkach [publikacja
3H Rycina 3 1, J]. Oprocz obserwowanych wczes$niej struktur podobnych do

agresomow (ALIS) opisatem drugi typ agregatow.

W komoérkach U937 poddanych dziataniu AAF-cmk pierwszy typ agregatéw, ktory
odpowiada agresomom lub strukturom do nich podobnym (ALIS) byt zlokalizowany w
obrebie ergastoplazmy w regionie okotojgdrowym [publikacja 3H Rycina 3 H].
Dodatkowo, agregaty te byty otoczone przez wiele struktur lizosomalnych, co
sugeruje ich udziat w indukcji autofagii. Z opublikowanych danych wiadomo, ze

zaréwno agresomy jak i ALIS sg substratami dla autofagii.
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Natomiast drugi typ agregatéw, w przeciwienstwie do ALIS czy agresomow, nie byt
zwigzany z elementami szorstkiej siateczki srédplazmatycznej, ale raczej z wolnymi
rybosomami. Poniewaz ten typ nie odpowiadat agresomom i ALIS ani w lokalizacji,
ani w strukturze, zaproponowatem nowy akronim je opisujgcy ALISNER
(Aggresome-Like Structure Not Associated With the ER). Obecno$¢ ALISNER mozna
zinterpretowac, jako wynik uposledzonej degradacji wspéttranslacyjnej biatek na
wolnych rybosomach. Podczas syntezy biatka, jego koniec aminowy wystaje z
wolnego rybosomu, a poniewaz TPPII jest N-koncowg peptydazg, sugeruje w pracy,
ze TPPIl moze bezposrednio uczestniczy¢ w przycinaniu takich powstajgcych biatek.
Jednak w przeciwienstwie do proteasomu brak jest danych eksperymentalnych na
temat udziatu TPPII w ko-translacyjnej degradacji nowo-syntetyzowanych biatek
(DRIP).

Podsumowujac: Prezentowane w tej pracy dane stanowig powiedzenie, ze TPPII
moze byC rozwazana za cel terapeutyczny w terapii przeciwnowotworowej. Ponadto
opisatem nowy typ agregatow biatkowych w komorkach poddanych dziatu inhibitora

TPPII i zaproponowatem dla nich nowy akronim ALISNER.

Kontynuujgc badania nad nowo-syntetyzownymi biatkami z frakcji DRiP
adoptowatem nastepnie nieradioaktywng metode znakowania biatek technikg Clik-IT
do celéw wizualizacji agresomow w mikroskopii konfokalnej [publikacja 4H]. W
czesci eksperymentalnej tej pracy najpierw adoptowatem te technike do potrzeb
konfokalnej mikroskopii i utrwalania komérek na bazie etanolu. Nastepnie
potwierdzitem, ze w komdrkach C26 mysiego raka okreznicy, agresom powstajgcy na
skutek zhamowania proteasomu sktada sie z gestego rdzenia [publikacja 4H,
Rycina 1, strzatki w panelu C] oraz ptaszcza zawierajgcego mniej gesty materiat
[publikacja 4H, Rycina 1, groty strzatek w panelu C]. Obserwacja ta potwierdza
strukture agresomu w komorkach mysiego gruczolakoraka okreznicy linii C26

opisang w poprzedniej publikacji 2H.

Ponad to w tej pracy przedyskutowatem znaczenie syntetyzowanych biatek z frakciji

DRIP w fizjologii komérki oraz dokonatem szerokiego poréwnania metod detekcji
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nowo-syntetyzowanych biatek z frakcji DRiP w oparciu o opublikowang literature i

wiasne doswiadczenia [publikacja 4H Tabela 1].

Podsumowujac: W prace tej potwierdzitem dwuczesciowg strukture dojrzatego
agresomu w komorkach C26, ktéry sktada sie z rdzenia i ptaszcza a obie jego czesci

zwierajgcg nowo syntetyzowane biatka.

Uwagi koncowe:

Wszystkie prace sktadajgce sie na osiggniecie habilitacyjne dotyczg homeostazy
biatek w komoérkach ze szczegdlnym uwzglednieniem tworzonych przez nie
agregatow. W tym kontek$cie badatem udziat dwoch pozalizosomalnych uktadow
proteolitycznych: uktad ubikwityna-proteasom (UPS) oraz tréjpeptydylopeptydaze Il
(TPPI).

Wykazatem ze w warunkach imitujgcych stan zapalny dochodzi do przejsciowej
agregacji biatek w formie ALIS (Aggresome-Like Structures) w réznych typach
komorek a mechanizmem tej agregacji jest stymulacja syntezy biatek frakcji DRiP
oraz ich ubikwitynacji przez interferon-gamma. Rownowage biatkowg przywraca
dopiero indukcja immunoproteasomu, ktéry szybciej i efektywnie] przeprowadza
degradacje biatek frakcji DRIP a komorki pozbawione mozliwosci wytworzenia

immunoproteasomu maja zaburzong homeostaze tych biatek.

Nastepnie badatem dynamike tworzenia agregatow biatkowych po zablokowaniu
proteasomu czyli tzw. agresomow. Wykazatem, ze w procesie tworzenia agresomow
w komoédrkach mysiego gruczolakoraka okreznicy C26 nie tylko proteasom ale i
trojpeptydylopeptydaza druga (TPPII) jest rekrutowana w ich obreb. Do czasu moich
badan nie byto zadnych doniesien wskazujgcych na obecnos¢ TPPIl w agresomach.
Ponadto, opisatem strukture tych agresoméw, ktére sktadajg sie z gestego rdzenia
zawierajgcego proteasomy i poliubikwitynowane biatka oraz ptaszcza zawierajgcego
TPPII. Wykazatem tez, ze obie jego czesci zawiejg nowo syntetyzowane biatka.
Przesledzitem doktadnie dynamike tworzenia agresomow oraz rekrutacji w ich
strukture TPPIl a takze jej relokacje z centrum tworzgcego sie agresomu na jego

powierzchnie.
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Nastepnie, opisatem nowy typu agregatéow biatkowych powstajgcych pod wptywem
semi-specyficznego inhibitora TPPIl (AAF-cmk) w komorkach ludzkiej biataczki
monocytarnej linii U937 oraz zaproponowatem dla nich nowy akronim: ALISNER
(Aggresome Like Structueres Not Associated with ER). Ponadto badajgc wiasciwosci
biologiczne AAF-cmk wykazatem, ze wykazuje on efekt cytostatyczno/cytotoksyczny
wobec komoérek biataczki monocytanej linii U937, ktéry zalezy od jednoczasowe;j
indukcji apoptozy oraz autofagii. Udowodnitem, ze AAF-cmk indukuje apoptoze w
mechanizmie wewnagtrzpochodnym oraz przesledzitem dynamike zmian struktur

autofagalnych w tych komérkach w mikroskopii elektronowej.

Dodatkowo w swoich badaniach opracowatem i wystandaryzowatem nowa
metode cytochemiczng wykorzystujgc fluorescencyjnie zmodyfikowany inhibitor
proteasomu BSc2118 do przyzyciowego znakowania proteasomu w komorkach.
Adaptowatem te metode do potaczenia z klasyczng immunocytochemig posrednig w
mikroskopii konfokalnej. Metoda pozwala na szybkg jednostopniowg wizualizacje
agresomow w komorkach. Adaptowatem takze nieradioaktywng metode znakowania
syntetyzowanych biatek technikg Clik-IT do celéw wizualizacji agresoméw w

mikroskopii konfokalne;.

Warto tez podkresli¢, ze prowadzone przeze mnie badania miaty charakter
badan podstawowych z zakresu medycznej fizjologii komérki i stanowig nowe
odkrycia dotyczgce proteolizy wewnagtrzkomorkowej i homeostazy biatek, jednakze
majg one potencjalne znacznie aplikacyjne i mogg stymulowac¢ rozwdj dalszych

badan translacyjnych.

Wykazanie istotnej roli immunoproteasomu w rownowadze biatek w warunkach stanu
zapalnego otwiera nowe perspektywy umozliwiajgce opracowanie lepszych metod
terapii choréb o podtozu zapalnym np. poprzez stosownie selektywnych inhibitorow
immunoproteasomu. Inhibitory proteasoméw sg stosowane obecnie jako leki
przeciwnowotworowe. Wyniki moich badan wskazujg, ze TPPIl moze by¢ rozwazana
za cel terapeutyczny w terapii przeciwnowotworowej, gdyz jest rekrutowana do
agresomu a inhibitor TPPII indukuje smier¢ komérek biataczki w warunkach in vitro w

mechanizmie apoptozy i autofagii.
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5. Omowienie pozostatlych osiagnie¢ naukowo-badawczych.

Poza powyzszym cyklem prac, stanowigcych osiggniecie do ubiegania sie o
stopien doktora habilitowanego, w mojej pracy badawczej zajmowatem sie przede
wszystkim tematykg zwigzang z nowymi potencjalnymi lekami o dziataniu
przeciwnowotworowym oraz formami eksperymentalnej terapii onkologicznej,
uktadem ubikwityna-proteasom w plemnikach oraz medycyng rodzinng. Prace
zostaty opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych, podrecznikach

oraz jestem wspotredaktorem dwdch ksigzek monograficznych.

Prace nad nowymi potencjalnymi lekami o dziataniu

przeciwnowotworowym oraz formami eksperymentalnej terapii onkologicznej:

Cztery publikacje z tego zakresu dotyczyty takze pozalizosolmych uktadow
proteolitycznych: proteasomy oraz trojpeptydylopeptydaza Il. Z czego w trzech
publikacjach wspotuczestniczytem w badaniach nad tymi samymi inhibitorami, ktore
badatem w pracach wchodzacych w sktad osiggniecia: nad nowym inhibitorem
proteasoméw BSc2118 [publikacja 6P], [publikacja 15M] oraz nad inhibitorem
TPPII AAF-cmk [publikacja 10P].

Inhibitor BSc2218

Wspobtuczestniczytem w scharakteryzowaniu wtasciwosci farmakokinetycznych i
farmakodynamicznych inhibitora proteasoméw BSc2118 w modelu zwierzecym i
badaniu jego efektéw przeciwnowotworowych [publikacja 6P]. W wyniku tych prac
ustalono, ze lokalna iniekcja (doguzowa) BSc2118 blokuje w 100% aktywnos¢
proteasomu w tkance nowotworowej i w 60% w erytrocytach. Iniekcja dootrzewnowa

BSc2118 w 80% blokuje aktywnos¢ proteasomu w erytrocytach i w 70% w tkankach
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guza. Po 24h od podania doguzowego 90% aktywnosci proteasomu w guzie jest
nadal zablokowana, a we krwi obwodowej stwierdzono okoto 50% aktywnosci
proteasomu. Po 24h od podania dootrzewnowego nie stwierdzono zahamowania
aktywnosci proteasomu w tkance guza, a we krwi obwodowej wcigz 40% aktywnoSci
jest zablokowane. Wyjatkiem od tej reguty sg tkanki mézgu, w ktérych proteasom nie
byt istotnie zablokowany po 1h od iniekcji a po 24 h obserwowano okoto 10 %
zahamowanie proteasomu. Ponadto BSc2118 w modelu czerniaka wywotywat
remisje u 30% badanych zwierzat przy podaniu doguzowym. W powyzszych
eksperymentach wspoétuczestniczytem w oznaczaniu aktywnosci proteasomu,

nastrzykiwaniu zwierzat i pobieraniu tkanek.

Moim oryginalnym wktadem w te prace byfa standaryzacja cytochemicznego
znakowania proteasoméw w komorkach przy uzyciu fluorescencyjnej pochodnej
BSc2118-FL. W stezeniach 0,1uM — 1 yM BSc2118-FL nie jest toksyczny dla
komoérek w krétkim czasie inkubaciji (1-3 min) znakuje specyficznie proteasomy
umozliwiajgc szybkg i skuteczng wizualizacje ich lokalizacji w komérkach [publikacja
6P Rycyiny 2 C, E]. (Patrz takze publikacja 2H). Nastepnie oméwitem opracowang
metode i przedstawitem mozliwosci zastosowania jej do wizualizacji agresoméw w

komorkach w publikacji metodycznej [publikacja 15M].

Inhibitor AAF-cmk

Wspobtuczestniczytem w badaniach, w ktorych wykazalismy, ze zablokowanie TPPII
wzmaga przeciwnowotworowe dziatanie cytokiny TRAIL (TNF Related Apopotosis
Inducing Ligand) poprzez stabilizacje biatka IkBa. W pracy tej przeprowadzitem
analize indukcji apoptozy w transmisyjnej mikroskopii elektronowej [publikacja 10P
Rycina 4 A-F].

Ponadto wspoétuczestniczytem tez w oznaczaniu aktywnosci proteasomu w
pracy dotyczgcej cytostatycznego dziatania leku hipoglikemizujgceo - pioglitazonu
[publikacja 8P Rycina 1i 2].
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Inne:

Wykorzystujgc swoje doswiadczenie biochemiczne, w latach 2002-2005 bytem
wykonawcg projektu KBN w ramach ktérego analizowatem nowe zwigzki chemiczne

projektowane i syntetyzowane jako inhibitory kinaz [Publikacja 7P].

W badaniach tych okreslatem aktywnosc¢ rekonstruowanej in vitro kaskady kinaz
MAP: MEK/ERK oraz aktywnej kinazy pErk1 wobec substratu MBP (zasadowe biatko
mieliny) w badaniach w warunkach spoczynkowych i stopien jej zablokowania pod
wpltywem syntetyzowanych w ramach tego projektu zwigzkéw chemicznych.
Dokonatem tez pomiaru zahamowania catkowitej aktywnosci kinazowej in vivo
(catkowita fosforylacja biatek w komérkach) po wptywem tych zwigzkéw w

poréwnaniu z komercyjnie dostepnym inhibitorem kinazy MEK.

Moje badania pozwalaty selekcjonowac zwigzki wykazujgce zahamowanie
aktywnosci kinazowej do dalszych syntez i modyfikacji struktur chemicznych. Po
przebadaniu wielu zwigzkéw wyselekcjonowano najbardziej specyficzne i wykazujgce
najwiekszy efekt cytostatyczno/cytotoksyczny. Dla tych zwigzkéw przeprowadzitem
analize zahamowania aktywnosci kinaz MEK/ERK dla poszczegdlnych
sterecizomeréw (R, S) po wyizolowaniu ich z mieszaniny racemicznej [Publikacja
7P, Rycina 1]. Oraz okreslatem typ oddziatywan miedzy inhibitorem a enzymem
(inhibicja kompetycyjna, niekompetycyjna) [Publikacja 7P, Rycina 3]. W
opublikowanej pracy przedstawiono wyniki tylko dla jednego zwigzku, ktéry cechowat

sie najlepszymi parametrami.

Badania nad cytostatycznym dziataniem zwigzkéw kontynuowatem
wspotpracujgc w badaniach nad nowymi pochodnymi podofilotoksyny [Publikacja
16M], a takze agonistow/antagonistéw btonowego receptora dla estrogenéw (GPER)
[Publikacja 14M].

Uczestniczytem tez w pracach nad niefarmakologiczng eksperymentalng
terapig nowotworéw poprzez potgczenie terapii fotodynamicznej z terapig komorkami
dendrytycznymi w mysim modelu raka okreznicy [Publikacja 9P]. W pracach tych
wspoétuczestniczytem w wykonywaniu badan morfologicznych. Publikacja ta

wchodzita w sktad szeregu prac nagodzonych Nagrodg Zespotowg Ministra Zdrowia.
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Proteasomy w plemnikach

Na poczatku swojej pracy naukowej pracujgc w zespole dr Cezarego Wdjcika,
zajmowatem sie tematykg obecnosci nowych wtedy proteaz— proteasoméw w
ludzkich plemnikach. Z tego okresu pochodzg dwie moje wazne prace [Publikacja
11P i 13P]. W pracach tych po raz pierwszy pokazatem ultrastrukturalng
immnocytochemiczng lokalizacje proteasoméw w ludzkich plemnikach. Wykazatem,
ze proteasomy lokalizujg sie na akrosomie ludzkich plemnikoéw. Po latach inni
badacze udowodnili, ze to akrosomalne proteasomy w nie akrozyna sg
odpowiedzialne za penetracje plemnikow przez ostonke przejrzystg w trakcie

zaptodnienia.

Z tego okresu pochodzi tez mojg pierwsza praca zwigzana z agregatami

biatkowymi w komaorkach i procesem ubikwitynacji [Publikacja 12P]

Praca z zakresu medycyny klinicznej

W 2018 roku w czasopismie Biomedical Papers (IF 1, 2) ukazata sie praca, bedaca
owocem mojej pracy klinicznej i podjecia sie trudu uzyskania tytutu specjalisty
medycyny rodzinnej. Opisatem w niej wybrane leki hipotensyjne do podawania w
systemie przezsluzowkowym jako alternatywe do podawania parenteralnego w

przypadku, kiedy podawanie drogg doustng jest niemozliwe.

W praktyce klinicznej opracowatem wiasny autorski model dawkowania
czterech lekow hipotensyjnych aplikowanych podjezykowo i doodbytniczo na
potrzeby farmakoterapii nadcisnienia tetniczego stopnia Ill u pacjentki z
poresekcyjnym zwezeniem zotgdka (operacja modo Billroth 11), ktéra nie byta w
stanie przyjmowac lekéw doustnie z powodu wymiotow i zalegania tresci w kikucie
zotagdka. Taki schemat terapii byt akceptowany przez pacjentke i pozwolit na
uzyskanie zadawalajgcej kontroli ciSnienia w dtugoterminowym leczeniu choroby

nadcisnieniowej w praktyce ambulatoryjnej.
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Praca ta jest takze pierwszym w literaturze doniesieniem dotyczgcym
transrektalnego podawania furosemidu u ludzi, a drugim odnosnie winianu
metoprololu jak réwniez pierwszym dotyczgcym diugotrwatego podania
przezsluzéwkowego (podjezykowo i doodbytniczo) czterech lekdéw hipotensyjnych. W
artykule dokonatem takze przegladu lekow hipotensyjnych aplikowanych w systemie
przezsluzowkowym (podjezykowym) dostepnych w Unii Europejskiej. Przy pisaniu tej
pracy powrocitem znowu do wspoétpracy z dr hab. Cezarym Wajcikiem, (w ktérego
zespole przed laty stawiatem pierwsze kroki naukowe) ktéry pracuje obecnie w

Zaktadzie Medycyny Rodzinnej Uniwersytetu Medycznego w Oregonie.

Publikacja ksigzkowe i monograficzne

Na koniec przedstawie swoje publikacja ksigzkowe i monograficzne. Jako
najwazniejszg uznaje wspotautorstwo w ksigzce monograficznej zatytutowanej ,,The
ubiquitin proteasome system in the central nervous system: From physiology
to pathology”, ze wzgledu na fakt, ze zostatem zaproszony do napisania rozdziatu
w ksigzce, w ktérej jeden z innych rozdziatéw pisat laureat nagrody Nobla z dziedziny
chemii Aaron Ciechanover, ktérego miatem okazje poznac podczas prac nad ksigzkag

w trakcie mojego stazu naukowego w Berlinie.

Rozdziat, ktérego bytem wspétautorem zatytutowany ,General aspects of ubiquitin
proteasome system in the mature central nervous system” stanowit przeglad
literatury na ten temat, zwtaszcza dyskutowanej wowczas koncepciji

neuroproteasomu analogicznego do immunoproteasomu.

Jestem takze autorem rozdziatu dotyczgcego budowy i funkcji kolagenu w

podreczniku do Cytofizjologii [Publikacja 19M ].

W ostatnim roku ukazaty sie takze dwie ksigzki monograficzne dotyczgce zagadnien

biomedycznych, ktérych jestem wspodtredaktorem [Publikacja 20M i 21M].

Ponadto jestem wspotautorem licznych doniesien zajazdowych, z ktorych
wybrane sg przedstawione w analizie bibliometryczne,.
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Tabelaryczne podsumowanie dorobku publikacyjnego

Prace jako pierwszy, ostatni lub korespondencyjny autor -

Rodzaj publikacji Liczba prac  Liczbaprac ImpactFactor Punktacja
zIF bez IF MNiSW

Oryginalne prace twércze 5 3 5,247 64

Artykuly przegladowe 1 1,087 15

Lacznie 6 3 6,334 79

Prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora.

Rodzaj publikacji Liczba prac Liczbaprac ImpactFactor Punktacja
zIF bez IF MNiSW

Oryginalne prace twércze 5 9,513 53

Artykuly przegladowe

Lacznie 5 9,513 53

Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Rodzaj publikacji Liczba prac  Liczbaprac ImpactFactor Punktacja
zIF bez IF MNiSW

Oryginalne prace twércze 6 4 43,132 148

Artykuly przegladowe 1 1,087 15

Lacznie 7 4 44,219 163

Publikacje ogétem

Rodzaj publikacji Liczba prac  Liczbaprac ImpactFactor Punktacja
zIF bez IF MNiISW

Oryginalne prace tworcze 11 4 52,645 201

Artykuly przegladowe 1 1,087 15

Lacznie 12 4 53,732 216
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1. Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science (WoS):428 (bez autocytowan)
2. Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science (WoS): 6
3. Impact factor dla publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego:36,007

(80 pkt. MNiSW)

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

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

Wonkoarre 4 ANY Gord
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