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1. Imig¢ i Nazwisko.
Joanna Dulinska-Litewka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskie;j.

2a. Stopien naukowy doktora
Data nadania stopnia naukowego doktora: 20.11.1998.
(Rada Wydziatu Lekarskiego. Uniwersytet Jagiellonski, Krakow).

Dziedzina 1 dyscyplina nadanego stopnia: nauki biologiczne, biochemia

Promotor: dr hab. Piotr Laidler
Recenzenci: prof. dr hab. Aleksandra Kubicz; prof. dr hab. Zdzistaw Szafran.

Tytul rozprawy doktorskiej: Wplyw hormonéw steroidowych na transkrypcje i translacje
mRNA dla kwasnej fosfatazy stercza ludzkiego.

2b. Tytul zawodowy magistra

Data nadania tytutlu zawodowego magistra: 08.07.1985.

(Rada Wydziatu, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie,

praca wykonana w Akademii Medycznej, Instytucie Biochemii Lekarskiej)

Tytul pracy magisterskiej: Sieciowanie kwasnej fosfatazy z prostaty szeregiem
homologicznym kwasow dwukarboksylowych i diimidoestrow oraz wiasnosci katalityczne
modyfikowanego enzymu w rozpuszczalnikach niewodnych.
Promotor: Prof. dr hab. n. med. Wiodzimierz S. Ostrowski — Akademia Medyczna

Prof. dr hab. Wanda Zankowska-Jasifiska - Uniwersytet Jagiellonski

2c¢. Dyplom teologa
Studium przywydzialowe - Papieska Akademia Teologiczna w Krakowie 1985

2d. Dyplom choreografa
Studium - Kurs kwalifikacyjny choreografa, Instruktor taica, choreograf 1985

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

X.1985-X11.1985 stazysta, Instytut Bochemii Lekarskiej, Akademia Medyczna

1.1986 - X.1987 pracownik naukowo-techniczny, chemik, Instytut Biochemii Lekarskiej,
Akademia Medyczna

XL.1987 - IX.1998 asystent, Instytut Biochemii Lekarskiej, Akademia Medyczna
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X.1998 - 1X.1999 wykladowca, Instytut Biochemii Lekarskiej, Collegium Medicum
Uniwersytet Jagiellonski

X.1999 - 11.2010 adiunkt, Katedra Biochemii Lekarskiej, Collegium Medicum, Uniwersytet
Jagiellonski

I11.2010 - obecnie st. wykladowca z dr, Katedra Biochemii Lekarskiej, Collegium Medicum,
Uniwersytet Jagiellonski

4. Wskazanie osiagnigcia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 1. poz. 1311.):

Podstawa do wniosku o wszczecie postgpowania habilitacyjnego (osiggnigciem naukowym)
jest cykl pieciu powiazanych tematycznie publikacji naukowych.

4.1. Tytul osiggnigcia naukowego/artystycznego:
Intensyfikacja funkcjonalna kinazy Akt w komérkach prostaty jako efekt utraty
androgenozalezno$ci w hiperplastycznym i nowotworowym gruczole stercza ludzkiego

4.2. Lista publikacji wchodzacych w skiad osiagnigcia naukowego
Zestawienie publikacji wraz ze wskaznikami bibliometrycznymi oraz informacjami na temat

mojego wktadu w powstanie prac przedstawiono w ponizszej Tabeli 1.

Tabela 1. Zestawienie publikacji stanowigcych osiagnigcie

LY IF z roku Punkty
Publik .
e opublikowania | MNiSW
1. Joanna Dulinska-Litewka, James A. McCubrey, Piotr 3.715 40

Laidler. Increased AKT signaling resulting from the loss of
androgen responsiveness in prostate cancer. Curr. Med.
Chem. 2013 : Vol. 20, nr 1, s. 144-157,

Moj wktad w przygotowaniu tej pracy polegal na zaplanowaniu
1 wykonaniu do$wiadczen, potwierdzeniu wiarygodnosci
przeprowadzonych eksperymentow, opracowaniu i interpretacji
wynikow badan, na przygotowaniu wszystkich rycin i tabel, na
analizie aktualnej literatury i przygotowaniu cytacji. Do
kazdego badania przeprowadzilam analiz¢ statystyczna. Moj
wklad polegal takze na zapewnieniu finansowania
prowadzonych badan, napisaniu manuskryptu i pelnieniu
wszystkich obowiazkéw wynikajgcych ze statusu autora
korespondencyjnego. Swdj udzial procentowy szacuje na 85%.
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2. Joanna Dulinska-Litewka, Gerd Schmitz, Aldona Kieé-
Dembinska, Piotr Laidler. Is the effect of f-carotene on
prostate cancer cells dependent on their androgen
sensitivity? w: Carotenoids and vitamin A in translational
medicine.: red. Olaf Sommerburg, Werner Siems, Klaus
Boca Raton : CRC Press / Taylor & Francis Group, 2013 s.
203-224 p-ISBN: 978-1-4398-5526-3

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu
doswiadczen, okreslenie  wiarygodnosci  prowadzonych
cksperymentow, interpretacji wynikow badan, wykonaniu
doswiadczen, ktorych wyniki zamieszczono na ryc: 2 - 6,
analizie danych eksperymentalnych, ktérych  wyniki
zamieszczono w tabelach 11.2, 11.3, 11.4, 11.5. M6j wklad
polegal takze na zapewnieniu finansowania prowadzonych
badan w zakresie hodowli komdrkowej, badaniach proliferacji,
cytotoksycznosci, migracji, ckspresji genow, izolacji RNA,
przeprowadzeniu badan z zastosowaniem RQ-PCR, komory
Boydena 1 techniki Western blotting, napisaniu manuskryptu i
pelnieniu wszystkich obowigzkow wynikajacych ze statusu
autora korespondencyjnego. Swoj udzial procentowy szacuje
na 75%.

wyniki

prezentowane w

rozdziale w
ksigzce

3. Piotr Laidler, Joanna Dulinska. Stawomir Mrozicki. Does
the inhibition of c-myc expression mediate the anti-tumor
activity of PPAR's ligands in prostate cancer cell lines?
Arch. Biochem. Biophys. 2007 : Vol. 462, nr 1, s. 1-12,

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu
doswiadczen, wyprowadzeniu linii komorkowych z materiatu
srodoperacyjnego (wspotpraca z Klinikg Urologii Szpitala
Wojskowego 1 Patomorfologii Szpitala Klinicznego UJ),
prowadzeniu hodowli komoérkowych a nastgpnie okresleniu
wiarygodnosci prowadzonych eksperymentéw i interpretacji
wynikow badan, ktére umieszczono na 5 rycinach i schemacie.
Mo; wklad polegal takze na zapewnieniu finansowania
prowadzonych badan, napisaniu manuskryptu 1 pelnieniu
wszystkich obowigzkow wynikajagcych ze statusu autora
korespondencyjnego. Swaj udzial procentowy szacuje na 65%.

2.578

20

4. Joanna Dulinska, Dorota Gil, Jacek Zagajewski,
Jadwiga Hartwich, Marek Bodzioch, Aldona Dembinska-
Kie¢, Thomas Langmann, Gerd Schmitz, Piotr Laidler.

2.382

20
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Different effect of beta-carotene on proliferation of prostate
cancer cells. Biochim. Biophys. Acta, Mol. Basis Dis. 2005
: Vol. 1740, nr 2, s. 189-201 ;

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu
do$wiadczen, zapewnieniu odpowiednich warunkéw do
przeprowadzenia doswiadczen z beta-karotenem, prowadzeniu
hodowli komorkowej, traktowaniu komorek zaplanowanymi
czynnikami,  przeprowadzeniu  analizy  wiarygodnosci
prowadzonych oznaczen ze wzgledu na prace z §wiattoczutymi
czynnikami, 1zolacji bialtk 1 RNA a nastgpnie
przeprowadzeniu analizy RQ-PCR i1 Western blotting,
opracowaniu 1  interpretacji  uzyskanych  wynikow,
przygotowaniu rysunkOw, zebraniu literatury 1 napisaniu
manuskryptu. Moéj wklad polegal takze na zapewnieniu
finansowania w zakresie badania ekspresji genow na poziomie
biatka. Swoj udziat procentowy szacuj¢ na 65%.

5. Joanna Dulinska, Piotr Laidler, Maria Labedz. 0,6 8.00
Comparative analysis of prostatic acid phosphatase and
prostate-specific antigen mRNA levels in hyperplastic

prostate stimulated with steroid hormones and growth
factors. Acta Biochim. Pol. 2002 : Vol. 49, nr 2, s. 357-368,

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu
doswiadczen, i1 przeprowadzeniu doswiadczen a zwlaszcza
precyzyjnym przygotowaniu materiatu s$rodoperacyjnego do
hodowli tkankowych jak réwniez wyprowadzeniu komorek
pierwotnych z tkanek, enzymatycznym 1 histochemicznym
oznaczaniu PAP w komorkach oraz analizie metoda Northern
blotting. Po przeprowadzonej analizie danych przygotowatam
rysunki i cytowanie aktualnej literatury. Méj wklad polegat
takze na napisaniu publikacji jak rowniez zapewnieniu
finansowania prowadzonych badan i1 pelnieniu wszystkich
obowigzkow wynikajacych ze statusu autora
korespondencyjnego. Swdj udzial procentowy szacuj¢ na 80%.

4.3. Omowienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikéw oraz ich ewentualnego
wykorzystania.

4.3.1. Wprowadzenie

Nowotwor prostaty (prostate cancer; PC), pomimo dynamicznego postepu medycyny,
poszukiwania i wprowadzania do leczenia nowych technik terapeutycznych, stanowi drugi
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pod wzgledem liczby zachorowan (15,5%) 1 trzeci pod wzgledem czestosci zgonow (11,9%)
nowotwor zlosliwy wsrod mezezyzn w populacji polskiej [1, 2, 3]. Gléwng przyczyna
zgondw u pacjentow nie s3 jednak guzy pierwotne, lecz przerzuty do innych narzadow
(metastasis) tworzone m.in. przez krazace we krwi komorki nowotworowe. Istotnym
elementem leczenia PC jest terapia hormonalna — tzw. blokada (ablacja) androgenowa
(androgen depletion therapy; ADT) bazujagca na pozbawieniu komorek nowotworu
stymulujacego dzialania androgenow przez chirurgiczng lub chemiczng kastracjg, albo
stosowanie antagonistow testosteronu. Pomimo pozytywnego efektu terapii z zastosowaniem
ADT w poczatkowym etapie leczenia (nawet 80% leczonych pacjentéw), jej skutecznosé
wystarcza zaledwie na okoto 24-30 miesigcy, po czym obserwuje si¢ progresj¢ choroby
oznaczajaca spadek rokowania [4]. Nowotwor, ktorego wzrost utrzymuje sie¢ pomimo
stosowania wydawaloby si¢ skutecznej ADT, okresla si¢ mianem raka prostaty opornego na
kastracj¢ (castration-resistant prostate cancer; CRPC) [4].

Gruczol prostaty jest narzadem pelnigcym funkcje wydzielnicza, a prawidlowa regulacja
dzialania gruczolu krokowego determinuje odpowiednie funkcjonowanie plemnikow i
wplywa na plodno§¢ u mezczyzn [5]. Wydzielina z gruczolu prostaty zawiera enzymy
proteolitycze, mikroseminoproteing beta (MSMB), cynk, kwasng fosfataze prostatowg (PAP —
prostatic acid phosphatasc) oraz antygen specyficzny gruczotu stercza (PSA - prostate
specific antigen), a ich regulacja jest uzalezniona od androgenéw. PSA nalezy do rodziny
tkankowych kalikrein i jest proteaza serynowa produkowang w komorkach epitelialnych
prostaty. Wzmozona produkcja PSA wystepuje w raku prostaty (PC), co pozwolilo na
wytypowanie PSA jako gléwnego markera w diagnostyce PC. PSA jest wydzielany w postaci
nieaktywnej (proPSA) do przewodow odprowadzajacych z gruczohu prostaty, ktére nastepnie
uchodza do cewki moczowej. Hydrolityczne odszczepienie siedmiu aminokwaséw od N-
konca z udzialem kalikreiny 2 i 4 aktywuje PSA, ktéry nabiera zdolnosci degradacji
seminogeliny 1 1 2, dzigki czemu uplynnia nasienie [6]. PAP, jako fosfomonoesteraza,
powstaje w komérkach epitelialnych prostaty. Po utworzeniu homodimerow z dwoch
katalitycznie nieaktywnych podjednostek staje si¢ enzymatycznie aktywna, dzigki czemu
moze regulowac proliferacje komorek prostaty przez rozne szlaki. Receptor HER (ErB-2),
dzigki fosforylacji reszty tyrozynowej we wczesnej fazie rozwoju raka prostaty, jako
homodimer, aktywuje kinaze Ser/Thr ERK1/2 oraz MAPK, co prowadzi do proliferacji
komorek. Aktywowany HER-2 moze takze oddzialywaé na szlak Akt (poprzez stymulacjg
sygnalizacji PI3K), a ten na podzialy komorkowe zalezne od receptora androgenowego (AR).
PAP bierze udzial w hamowaniu szlakow zwigzanych z HER-2 poprzez proces defosforylacii,
a jednoczesnie hamuje Akt, co wplywa negatywnie na wzrost androgenoniezaleznych
komorek raka prostaty [7, 8]. Prowadzone badania kliniczne wskazuja na negatywna
korelacje ekspresji PAP z progresja PC [9] . Warto réwniez wspomnie¢, ze na podstawie
ostatnio prowadzonych badan, PAP ma szans¢ odzyska¢ dawniej utracong funkcje markera w
PC i odnalez¢ zastosowanie jako wskaznik okreslajacy, ktorzy pacjenci z PC we wczesnej
fazie uzyskajq korzysci z agresywnej terapii adiuwantowej [9].

Rozwdj i funkcja prawidtowych komorek gruczotu krokowego sg wysoce zalezne od
wplywu androgendw, a uniezaleznienie od nich (androgenoniczalezno$¢) jest nastgpstwem
zmian w funkcjonowaniu szlakéw molekularnych komérek nowotworu. Przejicie na strone
androgeniezaleznosci jest warunkiem koniecznym do wzrostu CRPC. Do potencjalnych
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mechanizméw rozwoju androgenoniezaleznosci naleza: mutacja receptora androgenowego
(AR), zmiana w poziomie ekspresji bialek koregulatorow AR, zwiekszona ekspresja
enzymoOw steroidogenezy zapewniajaca endogenne zrodlo androgenow oraz zwigkszona
sygnalizacja przez Sciezki aktywujace AR niezaleznie od liganda lub tez omijajace dzialanie
AR (bypassing pathways) [10]. Dlatego tak istotne jest poszukiwanie nowych metod terapii
PC, nowych zwiazkéw, ktore by =zapobiegaly rozwojowi androgenoniezaleznosci i
nieskutecznosci terapii pierwszego rzutu.

Pojawia si¢ zatem pytanie, jakiej odpowiedzi, jakiego rozwigzania szukamy, aby
zatrzyma¢ obserwowang lawing progresji nowotworu?? Ktore szlaki sygnalizacyjne moga
odpowiedzie¢ pozytywnie hamujac proliferacje¢ komorek jednocze$nie redukujac
nowotworzeniec komorek prostaty? Poszukiwanie odpowiedniego mechanizmu jak i
wyjasnienie tych zaleznosci stato si¢ celem moich badan.

W swojej dotychczasowej pracy skupialam si¢ m.in. na regulacji aktywnosci obu
bialek PAP i PSA w tkance prawidlowej, hiperplastycznej jak i nowotworowej w zaleznosci
od poziomu androgenow jak 1 stopnia zréznicowania komérek w badanych tkankach.

4.3.2. Gruczol stercza — procesy regulacji
4.3.2.1. Receptory jadrowe

Wzrost i funkcja gruczohu stercza zalezy od licznych czynnikéw, lecz centralny punkt
regulacji to receptor androgenowy (AR) zaliczany do grupy receptorow jadrowych o masie
czgsteczkowej 110 kDa, ale wykazano réwniez obecno$¢ krotszych form AR o masie
czasteczkowej 80-90 kDa, bedacych produktami alternatywnego splicingu mRNA AR.
Warianty te charakteryzuja si¢ niepelng budowa AR (najczgsciej brakiem LBD), jednak
zachowujg zdolno$¢ wiazania DNA i funkcji transkrypcyjnej, stanowiac istotny element
regulacji androgenoniezaleznych komérek raka prostaty (CRPC). Obecnosé AR potwierdzono
w wielu tkankach jak skéra, migsnie szkieletowe, moézg, serce, gruczoly izowe [11].
Androgeny sa podstawowymi ligandami aktywujacymi AR, a najwazniejsza rol¢ odgrywa
produkowany w jadrach testosteron, ktory, docierajac do docelowego miejsca, zostaje szybko
i nieodwracalnie przeksztalcony do aktywniejszego dihydrotestosteronu (DHT) przy udziale
S-alfa-reduktazy [12, 13, 14]. AR niezwigzany z ligandem tworzy kompleks z biatkami szoku
termicznego (Hsp) czesto pelnigcymi funkcje chaperonowi (Hsp56, 70, 90 oraz p23),
natomiast w obecnosci liganda AR ulega procesowi translokacji do jadra komorkowego 1
wplywa na proces transkrypcji [15]. Aktywny jadrowy AR wigze si¢ z sekwencjami ARE
(androgen response element), ktérych obecnos¢ wykazano w proksymalnym promotorze PSA
na dwoch pozycjach: -170 (ARE-I) 1 -394 (ARE-II) [16, 17, 18].

Do czynnikéw mogacych mie¢ wplyw na aktywnos¢ AR zaliczamy czynniki wzrostu
(EGF, IGF-1, czynnik wzrostu keratynocytow), cytokiny (IL-6), szlaki PI3K/Akt i MAPK
oraz biatka regulatorowe - cykliny [19].

Od poczatku prowadzonych badan istotne znaczenie ma aktywnos¢ AR, dlatego tez moje
zainteresowania byly skoncentrowane szczegoélnie na ocenie regulacji aktywnosci tego
receptora w korelacji z innymi receptorami jadrowymi m.in. PPAR czy RXR.
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Istotnym czynnikiem majacym wplyw na proliferacje komorek w przypadku prostaty,
a tym samym na hamowanie lub aktywacje procesu nowotworowego sg receptory
aktywowane przez proliferatory peroksysoméw (peroxisome proliferator-activated receptors;
PPARSs) nalezace do rodziny receptorow jadrowych, bgdacych ligandozaleznymi czynnikami
transkrypcyjnymi. PPARs kontrolujg ekspresj¢ wielu genow wplywajac na metabolizm,
procesy zapalne oraz roznicowanie komorek. Warunkiem wigzania z odpowiednimi
sekwencjami DNA - elementami odpowiedzi na proliferatory peroksysomow (peroxisome
proliferator response elements; PPREs) jest heterodimeryzacja PPAR 2z jednym z
retinoidowych X receptoréw (RXRs). W stanie bez liganda heterodimer zwigzany z
korepresorami hamuje transkrypcje, jednak po przylaczeniu liganda do jednego lub obu
receptorow dochodzi do rekrutacji koaktywatoréw z nastgpujaca aktywacja genu docelowego.
Wyrézniono trzy biatka kodowane przez trzy rozne geny w obregbie tej grupy: PPARa,
PPARG i PPARy ale PPARY zyskat szczegdlng uwage w badaniach nad nowotworami.

Naturalnymi ligandami PPARY sa kwasy tluszczowe, zwlaszcza wiclonienasycone i
pochodne ikozanoidéw bedace produktem cyklooksygenaz: COX1 i COX2. PPARy wydaje
si¢ rowniez wykazywac¢ dzialanie niezalezne od aktywnosci jako czynnik transkrypcyjny,
posrod ktorych nalezy przede wszystkim wymieni¢ indukowanie proteasomalnej degradacji
B-kateniny przez bezposrednia interakcjg.

W celu zrozumienia roli czynnikéw transkrypcyjnych, frakcji jadrowej czy
cytoplazmatycznej p-kateniny, w korelacji z receptorami jadrowymi, dla odtwarzania
prawidlowego fenotypu komorki prostaty, zastosowalam w moich badaniach naturalne i
syntetyczne ligandy PPARY oraz przeprowadzitam wyciszenia gtdéwnych regulator6w procesu
proliferacji komorek prostaty.

4.3.2.2. Regulacja poprzez szlak PI3K/Akt

Serynowo-treoninowa kinaza biatkowa Akt, bedaca glownym przekaznikiem sygnatu
w szlaku 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K), pelni istotna rolg¢ m.in. w regulacji procesow
zwiazanych z proliferacja komorek. Aktywacja szlaku Akt/PI3K moze nastapic w wyniku
stymulacji komérek czynnikami wzrostu (PDGF, EGF, VEGF, IGF-1, HGF), cytokinami lub
insuling. Czynniki te, przylaczajac si¢ do receptora pelnigcego funkcje kinazy tyrozynowej,
umozliwiaja autofosforylacj¢ i rekrutacj¢ PI3K do blony komorkowej. Kinaza PI3K
przeksztalca fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (PIP2) do fosfatydyloinozytolo-3,4,5-
trisfosforanu (PIP3), ktory dziala aktywujaco na kinaz¢ Akt, rekrutujgc ja do blony
komorkowej wraz z jej gtéwnym aktywatorem - kinaza PDK1 (phosphoinositide-dependent
kinase 1). Caly ten szlak prowadzi do aktywacji kinazy Akt, ktora jest odpowiedzialna za
fosforylacje wielu bialek bioracych udzial w réznorodnych procesach regulujacych cykl
komorkowy, takich jak transkrypcja, proliferacja oraz apoptoza. Zaburzenia w aktywacji
szlaku PI3K/Akt moga wystgpowa¢ w wielu nowotworach, rowniez w prostacie,
umozliwiajgc nadmierng proliferacj¢ komodrek [20, 21]. W mojej dotychczasowej pracy
koncentrowatam si¢ na ocenie zaleznosci pomiedzy Akt 1 AR w regulacji procesu
nowotworowego jak i przejsciu komorek z androgenozaleznych (AS) na androgenoniezalezne
(Al) m.in. poprzez wyciszanie genoéw dla AR, AKT czy p-kateniny.
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Analiza roznych doniesien literaturowych podejmujacych proby wyjasnienia
mechanizmu przejScia komoérek z AS na Al przy udziale Akt nie daje jednoznacznego
rozwigzania. Ta konkluzja byla podstawa moich obecnych dociekan naukowych.

Opisane nizej prace naukowe wchodzg w sklad prezentowanego osiggniecia
naukowego - podstawy postgpowania habilitacyjnego.

Geneza cyklu prac wchodzacych w sklad osiagni¢cia naukowego

Jako studentka Wydzialu Matematyki, Fizyki 1 Chemii UJ, kierunku Chemia

Stosowana i1 Teoretyczna, uczestniczylam, jako wolny stuchacz, w zaj¢ciach prowadzonych
dla studentow Kierunku Lekarskiego Wydzialu Lekarskiego Akademii  Medycznej w
Krakowie, co pozwolilo mi zapozna¢ si¢ z problemami klinicznymi zaréwno od strony
teoretycznej jak 1 praktycznej a od 3-ciego roku, jako studentka na Wydziale Chemii,
aktywnie uczestniczylam w badaniach nad strukturg i1 funkcja ludzkiej kwasnej fosfatazy
prostatowej prowadzonych w Instytucie Biochemii Lekarskiej Akademii Medycznej w
Krakowie, co stanowilo podstawe przygotowania mojej pracy magisterskiej. Bezposrednio po
uzyskaniu tytulu zawodowego magistra chemii, podjetam w 1985 roku pracg najpierw, jako
stazysta, a nastgpnie na stanowisku asystenta w Instytucie Biochemii Lekarskiej Akademii
Medycznej w Krakowie, w zespole kierowanym przez Prof. dr hab. med. W.S. Ostrowskiego,
od lat prowadzacym badania nad strukturg i wlasciwosciami biologicznymi kwasnej fosfatazy
prostatowej, uznawanym woOwczas za marker procesu nowotworowego ludzkiego gruczotu
prostaty.
Celem pierwszej mojej pracy naukowe) stala si¢ izolacja kwasnej fosfatazy prostatowej z
ptynu nasiennego, a takze fizykochemiczna i biochemiczna charakterystyka enzymu,
szczegolnie w procesach nowotworowych tego gruczolu. Znaczace wzbogacenie mojego
warsztatu metodycznego w tej dziedzinie nastapito wskutek uzyskania w roku 1986 oraz 1989
stypendium w grupie Prof. V.P. Torchilina w Moskiewskim Uniwersytecie Medycznym
(Moscow State University, ZSRR). Rownolegle, w ramach prowadzonych badan,
rozpoczetam wspolprace z Klinika 1 Katedra Urologii Akademii Medycznej w Krakowie pod
kierownictwem doc. dr hab. med. Andrzeja Bugajskiego a takze z Klinikg Urologii Szpitala
Wojskowego w Krakowie z dr n. med. S. Mrozickim oraz Szpitalem im. G. Narutowicza
Oddzial Urologii z dr n. med. M. Galkag. Wynikiem prowadzonych badan byly publikacje
(Torchilin V.P., Omelyanenko V.G., Slinkin M.A., Lukyanov A.N., Duliniska J., Ostrowski
W.S., Effect of the lipid bilayer on the enzymatic activity and conformation of acid
phosphatase from human prostate, Biologiczeskije membrany, 1990, tom 7, noll, 1125-1130;
Kuciel R, Mazurkiewicz A, Steuden I, Wasvlewska E, Szkudlarek J, Duliniska J, Ostrowski
WS., Immunoreactivity of proteolytic degradation products of human prostatic acid
phosphatase, Acta Biochim Pol. 1988:35(4):319-30; Wasylewska E, Dulinska J, Trubetskoy
VS, Torchilin VP, Ostrowski WS., Stabilization of human prostate acid phosphatase by cross-
linking with diimidoesters, Acta Biochim Pol. 1987;34(2):145-56).

Kontynuacj¢ tych badan od 1989 roku stanowily prace eksperymentalne zwigzane z
moja rozprawa doktorska pt. ,,Wplyw hormonow steroidowych na transkrypcje i
translacje mRNA dla kwasnej fosfatazy stercza ludzkiego™ (promotor: dr hab. Piotr
Laidler), ktorg obronitam w 1998 roku na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego
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Collegium Medicum, uzyskujac stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biochemi. Od
1999 roku zostalam zatrudniona na stanowisku adiunkta w Instytucie Biochemii Lekarskiej
UJ CM w Krakowie kierowanej przez Pan Prof. dr hab. Piotra Laidlera i rownolegle do
prowadzonych badan bylam wspolorganizatorem pracowni hodowli komorkowej i biologii
molekularne; w Instytucie Biochemii Lekarskiej, gdzie prowadzilam badania na materiale
pooperacyjnych ~w zakresie regulacji hormonalnej i progresji nowotworu prostaty i
kontynuowatam badania nad zagadnieniami molekularnych mechanizméw oddziatywan
szlakow sygnalizacyjnych z organizmie ludzkim — gruczoléw hormonozaleznych — prostaty
oraz piersi, ze szczeg6lnym uwzglednieniem gruczotu stercza ludzkiego.

W latach 2000-2001 odbylam zagraniczny staz w Instytucie Genetyki J. Monod w
Universytecie Paris VII, Francja, w zespole Prof. dr hab. F. Chapevilla, gdzie bralam udzial w
badaniach dotyczacych zmian w gruczole prostaty oraz uczestniczylam w szkoleniach w
zakresie hodowli komorkowej, biologii molekularnej, sekwencjonowania i syntezy sond
molekularnych do analizy technika PCR. Doswiadczenie to pozwolilo mi w latach kolejnych
na stworzenie warunkow podobnej pracy w Instytucie w Krakowie.

Po odbytym stazu w Instytucie Genetyki J. Monod, rozpoczetam razem z Prof.
Piotrem Laidlerem przygotowania do zalozenia pracowni hodowli komérkowej, a takze
pracowni biologii molekularnej. Obecnic obie pracownie preznie dzialaja 1 sa
wykorzystywane zarOwno przez pracownikow jak i1 studentow.

Po obronie doktoratu i powrocie ze stazé6w zagranicznych, moje zainteresowania
naukowe pozostaly silnie zwiazane z procesem regulacji procesu nowotworowego w sterczu
ludzkim  poprzez udzial czynnikow wzrostu 1 hormonéw steroidowych. Aby moc
prawidlowo okresli¢ regulacje markerow nowotworowych, do badan wykorzystatam tkanki
pozyskane S$rodoperacyjnie. W 2001 roku zostalam kierownikiem projektu badawczego pt.
»,Badanie zmian fenotypowych komorek nowotworowych prostaty wywotanych ligandami
receptorow aktywatorow proliferacji peroksysomow (PPAR)”, finansowanego przez Komitet
Badan Naukowych (KBN) (Nr 6 POSA 074 21). Doswiadczenie, ktore zdobylam podczas
pracy z tkankami mozna bylo bezposrednio wykorzysta¢ do izolacji mRNA dla PSA i PAP,
aby nastgpnie wykorzysta¢ produkty do analizy technika Northern blottin. Dzieki temu
uzyskatam pierwsze dane o regulacji markerow w hiperplastycznym sterczu ludzkim. Badania
te zostaly opisane w publikacji: J. Dulinska, P. Laidler, M. Labedz, Comparative analysis of
prostatic acid phosphatase and prostate-specific antigen mRNA levels in hyperplastic
prostate stimulated with steroid hormones and growth factors, Acta Biochim. Pol. 2002 : Vol.
49 nr2, s. 357-368.

Doswiadczenia te pokazaty jak istotnym elementem w ekspresji markerow sa nie tylko
steroidy ale takze czynniki wzrostu. Aby moc precyzyjnie okresli¢ regulacje komoérkowe z
udziatem hormonéw, postanowilam wykorzysta¢é do badan tkanki, pierwotne linie
komorkowe wyprowadzone z tkanek (BPH-K, CA-K — nazwy pochodzg od rodzaju tkanki,
jaka zastosowaltam do izolacji komorek), a takze ustabilizowane linie komorkowe (ATCC,
USA). Giéwnym celem zadania badawczego bylo wykazanie i wyjasnienie zalezno$ci
pomiedzy progresja hormonozaleznych nowotwordéw prostaty, a skrzyzowaniem szlakow
sygnalizacji komorkowej z udzialem receptor6w jadrowych AR i PPARy, genami
supresorowymi i osia sygnalizacji PI3K/AKT, Wnt/B-katenina i E-kadheryna-f-katenina, w
trakcie nabywania przez komork¢e nowotworowa hormononiezaleznosci z jednoczesnie
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nasilajacymi si¢ cechami progresji nowotworu. Optymalizacj¢ procesu izolacji komérek z
tkanki hiperplastycznej i nowotworowej oraz przebieg badan opisano w publikacji: P. Laidler,
J. Dulinska, S. Mroziki, Does the inhibition of c-mye expression mediate the anti-tumor
activity of PPAR’s ligands in prostate cancer cell lines? Arch. Biochem. Biophys. 2007 : Vol.
462, nr 1, s. 1-12, finansowane] takze ze srodkow projektu KBN Nr 6 POSA 074 21 pt.
..Badanie zmian fenotypowych komorek nowotworowych prostaty wywolanych ligandami
receptorow aktywatorow proliferacji peroksysomow (PPAR) ... ktorego bytam kierownikiem.

Posiadanie linii komoérkowych o réznej wrazliwosci hormonalnej pozwolilo na
zastosowanie B-karotenu (BC) jako czynnika majgcego wplyw na proces proliferacji. Po
wnikliwej analizie okazato sig, ze komdrki hormonozalezne wchlaniaja zdecydowanie wigcej
BC niz nie wrazliwe, czego efektem byl odpowiedz w ekspresji czynnikow transkrypcyjnych,
regulatorow proliferacji czy gendw supresorowych. Wyniki opublikowano w pracy: J
Dulinska, D. Gil, J Zagajewski, J Hartwich, M. Bodzioch, A. Dembinska-Kie¢,
T. Langmann, G. Schmitz, P. Laidler, Different effect of beta-carotene on proliferation of
prostate cancer cells. Biochim. Biophys, Acta, Mol. Basis Dis. 2005 : Vol. 1740, nr 2, 5. 189-
201., Praca byla finansowana m.in. ze $rodkéw przyznanych z funduszy Unii Europejskiej
(DLARFID); UE:2001-04 European pt. Dietary Lipids as Risk Factors in Development.
Mechanistic Issues.; w ktérym to projekcie bytam jednym z glownych wykonawcow.

Efekt dawkozalezny byl zaskakujacy - niskie dawki BC zwickszaly proliferacje
komoérek LNCaP, dlatego w kolejnych badaniach zastosowalam takze B-karoten ale w
obecnosci androgenow. I tym razem odpowiedz bylfa inna - okazalo si¢, ze wysokie stezenie
BC przetamuje brak wrazliwos¢ komorek 1 odpowiadajg spadkiem proliferacji i aktywacija
kaspaz wprowadzajac oba typy komorek na droge apoptozy. Wyniki opublikowano w pracy:
J. Dulinska-Litewka, G. Schmitz, A. Kiec-Dembinska, P. Laidler, Is the effect of f-carotene
on prostate cancer cells dependent on their androgen sensitivity? w: Carotenoids and vitamin
A in translational medicine.: red.Olaf Sommerburg, Werner Siems, Klaus Boca Raton : CRC
Press / Taylor & Francis Group, 2013 s. 203-224, finansowanej ze srodkéw projektu NCN—
no N N401 125638 pt. Hamowanie potencjalu wzrostowego komorek hormonozaleznych
nowotworow prostaty i piersi poprzez ingerencj¢ w szlaki sygnalizacji komorkowej z
udzialem receptorow jadrowych i supresora PTEN., ktorego kierownikiem zostatam w 2010
roku.

Wyniki opublikowane w tych 2 publikacjach jednoznacznie wskazuja, ze musi byé¢
Jeszcze jakis dodatkowy regulator w odpowiedzi na dzialanie hormonow.

Aby wyjasni¢ ostatecznie, jaki moze by¢ proponowany mechanizm regulacji,
zastosowalam w badaniach wyciszenie genéw dla AR, Akt, AR+Akt oraz beta-kateniny, a
takze okreslitam wzajemng korelacja receptorow jadrowych oraz Akt zaangazowanych w
hamowanie potencjalu inwazyjnego w komorkach stercza ludzkiego. Znaczacy wzrost
sygnalizacji z udzialem Akt wystapil jako efekt utraty androgenozaleznosci. Wyniki
opublikowano w pracy: J. Dulinska-Litewka, JA. McCubrey, P. Laidler, Increased AKT
signaling resulting from the loss of androgen responsiveness in prostate cancer, Curr. Med.
Chem. 2013 : Vol. 20, nr 1, 5. 144-157.
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Opisana analiza danych literaturowych pozwala wyciagna¢ wniosek, ze jednym z
powodow, dla ktorych komorki po terapii ADT wracajg na droge proliferacji jest
skrzyzowanie regulacji AR/Akt/WNT-kadheryna i B-kateniny zaleznie od ich poczatkowej
wrazliwosci na androgeny.

Opisane wyzej prace naukowe wchodza w sklad prezentowanego osiagnigcia naukowego -
podstawy postepowania habilitacyjnego.

5. Omoéwienie glownych wynikow cyklu prac bedacych podstawag postgpowania
habilitacyjnego.

5.1. Joanna Dulinska, Piotr Laidler, Maria LabedZz. Comparative analysis of prostatic acid
phosphatase and prostate-specific antigen mRNA levels in hyperplastic prostate stimulated
with steroid hormones and growth factors. Acta Biochim. Pol. 2002 : Vol. 49, nr 2, s. 357-368

Gtowne markery procesu nowotworowego w gruczole stercza to kwasna fosfataza
prostatowa (PAP) i antygen prostatowo specyficzny (PSA). Pomimo powszechnego ich
wykorzystania do diagnozowania zmian w gruczole stercza nadal nie jest do korca
wyjasniony udzial hormondéw steroidowych i1 czynnikow wzrostu w ich ekspresji i
metabolizmie w  stanach patologicznych gruczolu. Do badan wykorzystano tkanki z
rozpoznanym histopatologicznie tagodnym rozrostem gruczotu krokowego ..BPH™ oraz
komorki wyizolowane z odpowiednich tkanek. Material biologiczny traktowano hormonami
steroidowymi: Sa-dihydrotestosteronem (DHT), estradiolem (E) i czynnikami wzrostu:
epidermalnym czynnikiem wzrostu (EGF) i fibroblastycznym czynnikiem wzrostu (bFGF).
Do analizy obecno$ci mRNA dla obu markeréw zastosowano znakowane fosforem
specyficzne sondy oligonukleotydowe. Najwyzszy 1 istotny statystycznie wzrost dla mRNA
dla PAP obserwowano przy zastosowaniu DHT + bFGF, podczas gdy dla PSA najwyzsza
ekspresja byta obserwowano w obecnosci DHT + EGF. Powolny, ale staly spadek poziomow
mRNA dla PAP i PSA obserwowano w przypadku braku czynnikbw w pozywce
inkubacyjnej. Wyniki sugeruja, ze wczesna ekspresja mRNA dla genéw dla PSA 1 PAP lub
ich stabilno$¢ silnie zalezy od DHT. Uzyskane wyniki wskazujg na konieczno$¢ uruchamiania
rownoleglych szlakow sygnalizacyjnych w odpowiedzi na dzialanie hormonow.

Zastosowany uklad badawczy, tkanki i pierwotne linie komérkowe zostaly pdzniej
wykorzystane do analizy zmian na poziomie mRNA w przypadku traktowania komorek
androgenami i w celu wyjasnienia mechanizmu regulacji komoérkowej w tkance
hiperplastycznej i nowotworowej gruczotu stercza ludzkiego.

5.2. Joanna Dulinska, Dorota Gil, Jacek Zagajewski, Jadwiga Hartwich, Marek Bodzioch,
Aldona Dembinska-Kie¢, Thomas Langmann, Gerd Schmitz, Piotr Laidler. Different effect of
beta-carotene on proliferation of prostate cancer cells. Biochim. Biophys. Acta, Mol. Basis
Dis. 2005 : Vol. 1740, nr 2, s. 189-201

Badania epidemiologiczne sugeruja, ze spozywanie warzyw i owocOw zmniejsza
ryzyko raka prostaty, jednakze kontrowersyjne doniesienia wskazujace, ze suplementacja -
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karotenem (BC) moze zmniejszy¢ ryzyko raka gruczotu krokowego, a z drugiej strony moze
przyczyni¢ si¢ do jego progresji, sklanialy do poszukiwania przyczyn tak réznej odpowiedzi
komorki na ich dzialanie. Zanim przystgpiono do badan, okreslono precyzyjnie st¢zenie BC i
przeprowadzono analizg czystosci stosowanej probki BC stosujac do badan wysokosprawna
chromatografi¢ cieczowa (HPLC). Komorki badanych linii wchianialy BC z medium
hodowlanego w sposob zalezny od linii, dawki i czasu, a najwyzszych efekt obserwowano
dla komorek linii LNCaP. Obserwowano takze wzrost ilosci wchtanianego BC gdy w
pozywce byly obecne androgeny. Globalna analiza z zastosowaniem mikromacierzy
(Affymetrix HG-U133) wykazala znaczne rodznice w liczbie reagujacych genow.
Obserwowano zwigkszona ekspresj¢ genow odpowiedzialnych za transport retinoli - biatka
wigzacego retinol (RBP) 1 komorkowego biatka wigzacego retinol (CREBP), jak réwniez
kilku genéw zaangazowanych w metabolizm BC, takich jak dehydrogenazy retinolu i
receptory kwasu retinowego w linii androgenozaleznej LNCaP, bez obserwowanego efektu w
linii AL Wyniki jednoznacznie potwierdzaja postawiona teze, ze wchianianie BC przez
komorki raka prostaty jest zalezne od androgenéw. Szczegolowa analiza ekspresji wybranych
gené6w w komorkach LNCaP traktowanych BC na poziomie mRNA i biatka wskazuje, ze
obserwowany wzrost proliferacji moze by¢ wynikiem indukcji genow wplywajacych na
proliferacj¢ (c-myc, c-jun) i apoptoz¢ (bcl-2) bez znaczacego wplywu na regulacje geny
kontroli cyklu komoérkowego (cdk2, RB, E2F-1). Dla potwierdzenia uzyskanych wynikow
zastosowano technike Real-time PCR i Western blotting. Analiza potwierdzita znaczacy
wzrost c-myc zarowno na poziomie mRNA jak i biatka, a dla c-jun na poziomie mRNA.
Uzyskane wyniki sg pomocne w interpretacji, dlaczego pomimo tego samego kierunek zmian
inicjowanych przez niskie dawki BC efekt dziatania BC na proliferacj¢ wrazliwych na
androgeny komorek LNCaP jest zdecydowanie bardziej wyrazny niz w przypadku PC-3.
Badania te potwierdzily, ze mniejsza dawka BC moze wplywa¢ promujaco na rozwdj
nowotworu przez aktywacje procesu z udzialem c-myc, ktéry moze by¢ wspierany przez
rownolegle uruchamianie metabolizm steroidow przez BC, jak rowniez przez aktywacje
czynnikow transkrypcyjnych, takich jak c-jun lub c-fos. Jednakze w dalszym ciagu
mechanizm takiego dzialania pozostaje nie wyjasniony.

Udzial receptorow retinoidowych w aktywnosci proapoptotycznej jest ztozony ze
wzgledu na to, ze niektore retinoidy dzialajg w sposob niezalezny od receptora retinoidu.
Pomimo to wiele badan sugeruje kluczowa rolg RARP w modulacji apoptozy indukowane;j
retinoidem w badanych komorkach prostaty. W przeprowadzonych badaniach obserwowano
zwigkszona ekspresje zarowno RARw, jak i RARP po traktowaniu komérek LNCaP 10 pM
BC. Jednakze to st¢zenie BC raczej prowadzilo do zmniejszenia aktywnosci kaspaz w
komorkach LNCaP, co wskazuje, ze stosunkowo niskie stezenia BC ma raczej wplyw na efekt
proliferacji komérek nowotworowych, na co wskazuje wzrost ekspresji biatka Bcel-2 po
traktowaniu komorek BC. Uzyskane wyniki potwierdzajg szczegolng rolg androgendéw dla
wchtaniania BC, procesow proliferacji 1 apoptozy.

5.3. Piotr Laidler, Joanna Dulinska, Stawomir Mrozicki. Does the inhibition of c-myc

expression mediate the anti-tumor activity of PPAR's ligands in prostate cancer cell lines?
Arch. Biochem. Biophys. 2007 : Vol. 462, nr 1, s. 1-12
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Ligandy receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomoéw gamma (PPARY)
wydaja si¢ wywolywac dzialanie przeciwnowotworowe w komorkach raka prostaty, ale ich
mechanizm tez nie jest do konca poznany. Wplyw ligandow PPARY - kwasow thuszczowych
®-6 1 ciglitazonu na szlaki metaboliczne, rozwojowe i roznicujace, a takze proliferacjg
komorek 1 apoptoz¢ pozwolity na wykorzystanie tych czasteczek do analizy zmian
regulacyjnych w komorkach prostaty AS 1 AL Wyniki badan sugerujg, ze aktywnos¢ PPARYy
w regulacja ukladu kadheryna / katenina jest bardzo istotna a ekspresja E-kadheryny,
uznanego supresora nowotworzenia i réznicowania, powinna wzrasta¢ po zastosowaniu w
terapii ligandow PPARy. W wielu nowotworach utrata E-kadheryny jest silnie skorelowana
ze zwickszong ekspresja N-kadheryny. Dodatkowo powstanie (zw. ,przelaczenia™
kadherynowego moze prowadzi¢c do zmniejszenia kontroli poziomu p-kateniny, a
konsekwencji do wzrostu jadrowej formy P-kateniny, co moze skutkowaé progresja
nowotworu.

Do przeprowadzania badan wykorzystano ustabilizowane linie komoérkowe, ale takze
wyprowadzono nowe uklady badawcze - pierwotne linie komdrkowe 2z tkanki
hiperplastycznej BPH-K oraz z tkanki nowotworowej CA-K. Uzyskane pierwotne komorki
byly pochodzenia nablonkowego, w ktorych w obecnosci 20 mM fosforanu p-nitrofenylu (p-
NPP) czy tez w obecnosci chlorowodorku pararozaniliny oznaczono enzymatyczne i
histochemiczne obecnos¢ kwasnej fosfatazy prostatowej. Dodatkowo we wszystkich
zastosowanych uktadach badawczych badano poziom enzymu Sa-reduktazy (badano typ I i
I1) odpowiedzialnego za konwersj¢ testosteronu do DHT. Sa-reduktaza typu I byla obecna we
wszystkich ukladach badawczych, natomiast ekspresja Sa-reduktazy 11 byta charakterystyczna
dla komoérek nowotworowych Dul45, CA-K oraz w tkance CA. Ekspresja AR byla
obserwowana w linii LNCaP, w komorkach BPH-K i tkankach pochodzenia
hiperplastycznego (BPH).

Efekt traktowania komoérek ligandami PPARy mozemy obserwowa¢ w dwoch grupach
komorek. W komorkach LNCaP i BPH-K nie obserwowano duzych zmian w proliferacji, a
efekt byl bardziej widoczny po traktowaniu komorek naturalnym ligandem, kwasem
linolowym (LA), natomiast druga grupa komorek, takich jak DUI145, PC-3 i CA-K,
odpowiedziala znacznym zmniejszeniem proliferacji po 48-72-godzinnym traktowania 15
uM roztworem LA lub ciglitazonu. Nawet do 50% zahamowania proliferacji obserwowano w
przypadku komorek nie wykazujacych wrazliwosci na dzialanie androgenow (PC-3, DU145) i
pierwotnych komorek (CA-K) w poréwnaniu z komorkami nietraktowanymi, natomiast
komorki wrazliwe na androgeny LNCaP charakteryzowaly si¢ co najwyzej 20% redukcja
proliferacji po traktowaniu LA, z jeszcze mniejszym efektem po zadzialaniu cyglitazonu.
Efekt hamowania proliferacji zostal odwrdcony po zastosowaniu selektywnego antagonisty
PPARy - GW9662. Przeprowadzone badania w kierunku apoptozy wskazaly, ze tylko
komorki raka prostaty, w pierwotnej linii CA-K, zareagowaly uruchomieniem $ciezki
apoptozy; w tej linii obserwowano zwigkszong aktywnos¢ kaspaz.

Dodatkowo, znaczny wzrost ekspresji BAX i niewielki spadek ekspresji BCL-2
potwierdzaja obserwowany spadek proliferacji i aktywacjg¢ szlaku apoptozy. Analogiczne
badania przeprowadzono we wszystkich innych liniach komérkowych ludzkiego raka
prostaty. Podobny efekt — zwigkszenia ekspresji BAX 1 zmniejszenia ekspresji genéw BCL-2
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po traktowaniu komorek ciglitazonem - obserwowano w przypadku komorek PC-3. Jednak ta
linia komorkowa nie wykazywata Zzadnej aktywnosci kaspaz. Obserwowane efekty zmiany w
ekspresji BAX i BCL-2 nie korelowaly jednoznacznie z aktywnoscia kaspaz. Ekspresja BAX
w DU 145 po leczeniu ligandami PPARYy byl niska, a nietraktowane komorki nie wykazywaty
ekspresji BAX. Wszystkie linie zareagowaly wzrostem ekspresji PPARy, zar6wno na
poziomie mRNA, jak 1 biatka, podczas gdy nie zaobserwowano takiego efektu po traktowaniu
komorek w obecnosci antagonisty PPARy - GW9662.

Jako ze PPARY moze indukowa¢ réznicowanie, jak 1 hamowanie wzrostu u niektérych
nowotworow, postanowitam sprawdzi¢ efekt jego dzialania. Komoérki PC-3 i CA-K
charakteryzuja si¢ ekspresja N-kadheryny i nie wykazuja ekspresji E-kadheryny. podczas gdy
komoérki DU145, LNCaP i BPH-K posiadaja E-kadheryng bez ekspresji N-kadheryny. Po
traktowaniu komorek ligandami PPARy zaobserwowano wzrost ekspresji E-kadheryny w linii
LNCaP i BPH-K, oraz reekspresj¢ w liniach PC-3 i CA-K. W liniach CA-K i PC-3
dodatkowo obserwowano spadek ekspresji N-kadheryny. Przywrocenie ekspresji E-
kadheryny w linii komorkowej PC-3 i zwigkszonej ekspresji tego biatko w linii komorkowe;
LNCaP po stymulacji komorek ciglitazonem i kwasem linolowym, wraz z redukcja ekspresji
N-kadheryny zarowno na poziomiec mRNA jak i biatka wydajg si¢ by¢ najbardziej znaczaca
obserwacja. Z uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac, ze ligandy PPARY inicjuja zmiany
w kierunku prawdopodobniec mniej inwazyjnego fenotypu w przypadku ludzkich
nowotworowych komorek prostaty PC-3 i CA-K.

Aby scharakteryzowac¢ sposob dzialania ligandow PPARY, oceniono ich wplyw na
poziom P-kateniny. Aktywnos¢ [B-kateniny jest skorelowana z aktywnoscig kadheryn, a jego
frakcja jadrowa jest powszechnie uwazana za onkogen dla ludzi. Traktowanie komorek
ligandami PPARy wplywalo na zmniejszenie ekspresji B-kateniny w wszystkich badanych
liniach komoérkowych. Dodatkowo, zarowno na poziomie mRNA jak i biatka, obserwowano
zmniejszong ekspresj¢ antygenu prostatowo specyficznego (PSA) w linii LNCAP typu AS,
jak rowniez najwyzszy spadek ekspresji c-mye, obserwowany w tej linii po traktowaniu
komorek cyglitazonem. Wyniki te dobrze koreluja z omawianymi wczesniej badaniami (5.2)
opartymi na analizie mikromacierzy dla linii komorkowej LNCaP traktowanej kwasem
arachidonowym, gdy wykazano zwigkszong ekspresje genu dla E-kadheryny i zmniejszong
ekspresje genu PSA w linii LNCaP. Wyniki badan ekspresji wybranych genow w komorkach
LNCaP traktowanych BC na poziomie mRNA 1 biatka potwierdzity wzrost proliferacji ale
takze ekspresji c-myc. Wydaje sig, ze istnieje mozliwos¢ polaczenia Sciezek sygnalizacji
komodrkowe] pomigdzy kadherynami i c-myc, szczegdlnic w kontekscie dzialania
androgenow.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze hamowanie [(-kateniny i w efekcie hamowanie
ekspresji c-myc poprzez aktywacje PPARy moze by¢ pomocne w hamowaniu progresji
nowotworowej 1 przyczyni¢ sig do przywrocenia cech fenotypu typowych dla prawidiowe;j
komorki prostaty.

5.4. Joanna Dulinska-Litewka., Gerd Schmitz, Aldona Kie¢-Dembinska, Piotr Laidler. Is the
effect of B-carotene on prostate cancer cells dependent on their androgen sensitivity?
w: Carotenoids and vitamin A in translational medicine.: edited by Olaf Sommerburg, Werner
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Siems, Klaus Boca Raton : CRC Press / Taylor & Francis Group, 2013 s. 203-224 p-
ISBN: 978-1-4398-5526-3 Publikacja nie posiada IF, poniewaz wyniki zostaly opublikowane
w ksigzce, w rozdziale 11, na zaproszenie wydawcy.

W badaniach po raz kolejny zastosowano karotenoidy, ktore wykazujac wilasciwosci
antyoksydacyjne chronig komorki przed wolnymi rodnikami, ktére moga uszkadza¢ DNA.
Poniewaz stres oksydacyjny wzrasta wraz z narazeniem na dzialanie androgenéw, jak rowniez
z wiekiem, karotenoidy moga by¢ szczegolnie istotne w zapobieganiu rakowi prostaty [22,
23]. Pomimo szerokiej wiedzy na temat roli BC w glownych procesach komorkowych,
istnieja pewne kontrowersje w odniesieniu do jego potencjalnego wptywu na progresje raka
[24]. Dieta bogata w warzywa, witaminy E 1 C, likopen, selen i zielona herbata sa zwigzane z
nizszym ryzykiem raka prostaty [25]. Prowadzona randomizowana proba PLCO (prostata,
ptuco, jelito grube, jajnik) nie potwierdzita ich pozytywnego dzialania, a dane sugeruja, ze
korzys¢ z likopenu jest mata 1 ze BC, przeciwutleniacz zwigzany z likopenem, nawet
zwigksza ryzyko agresywnego raka prostaty [25].

W publikacji [5.2.] uzyskane wyniki potwierdzily, ze nizsze stezenie BC (3-10 pM)
bardziej stymuluja wzrost komorek wrazliwych na androgeny (LNCaP) niz komorek
niewrazliwych na androgeny (PC-3). W przeciwienstwie do tego wyniku, po traktowaniu
komdrek PC-3 20 uM BC, zaobserwowano znaczne zahamowanie wzrostu komérek PC-3, ale
nie zaobserwowano wigkszego wplywu na wzrost komorek LNCaP [5.2]. Biorac pod uwagg
znaczace roznice w wychwycie BC i proliferacji komorek raka prostaty, staralam sig
wyjasni¢ wplyw androgenow, jak rowniez okre$lic funkcje AR w regulacji proliferacji
komorek raka prostaty po traktowaniu 10 uM 1 20 uM BC. Analiza wchianiania samego BC
czy tez w obecnosci DHT potwierdzita wychwyt BC zar6wno przez komorki wrazliwe na
androgeny, jak 1 niewrazliwe, ale efekt byt zalezny od linii, dawki i czasu prowadzonej
reakcji. Znaczacy wptyw DHT na wchlanianie BC przez komoérki obu linii sugeruje, Ze
absorpcja BC przez komorki prostaty moze by¢ zalezna od steroidéw i moze wymagac
rowniez udziatu AR, co wyjasnialoby znacznie wigkszy wychwyt BC przez komorki LNCaP
androgenozalezne niz komorki niewrazliwe na androgeny PC-3. Eliminacja steroidéow z
surowicy (stan SF) wyraznie zmienita wchianianie w obu typach komoérek, ale w wigkszym
stopniu w linii komorkowej zaleznej od androgenow.

Traktowanie komorek PC-3 10 uM BC nie mialo wplywu na ekspresje genow
kodujgcych biatka zaangazowane w metabolizm BC, takie jak: biatko wigzace retinol (RBP
lub CREBP), dehydrogenaza retinolowa (RDH11, RDH14) czy receptory retinoiczne (RARA,
RARB, RXRA). ale zmienialo ekspresje tych samych genow w komorkach LNCaP (5.2).
Komorki LNCaP traktowane 5 nM DHT, jak réwniez 10 uM BC + 5 nM DHT wykazaly
znaczace zmiany w indukcji genéw po traktowaniu komérek androgenami w poréwnaniu z
tymi komorkami traktowanymi tylko BC. Analiza z zastosowaniem mikromacierzy
potwierdzila istotny wplyw DHT na ekspresj¢ genow dla bialek odpowiedzialnych za
transport 1 wigzanie retinalu - RBP i CREBP, a takze niektérych genow zaangazowanych w
metabolizm BC w linii komorkowej wrazliwej na androgeny. Nie zaobserwowano takiego
efektu w komorkach pozbawionych wrazliwosci na androgeny. Dodatkowo zaobserwowano
indukcje¢ genow c-myec, c-jun wplywajacych na proliferacje 1 apoptoze (bel-2) bez znaczacego
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wplywu na glowne geny kontroli cyklu komorkowego (cdk2, RB, E2F-1) w komorkach
LNCaP i brak efektu na PC-3.

Zaskakujace zmiany profilu proliferacji obserwowano po traktowaniu obu typow
komorek, bowiem komorki androgenoniezalezne stymulowane 20 uM BC w obecnosci DHT
odpowiedzialy spadkiem proliferacji. Komorki LNCaP traktowane 5 nM DHT lub 10 uM BC
zwigkszaty migracje przez komor¢ Boydena okolo 1,5-2.5 razy, a traktowane 10 uM BC + 5
nM DHT - o mniej niz 50%, ale zastosowanie 20 uM BC + 5 nM DHT zmniejszalo migracje
przez Matrigel i to w obu liniach komérkowych, przy czym efekt byl bardzie; widoczny w
linii komorkowej niewrazliwej na androgeny. Obserwowano réwniez zmiany w aktywnoSci
metaloproteinaz (MMP). Brak wrazliwo$ci na / zaleznoSci od androgendw w przypadku PC-3
jest w Swietle przedstawionych danych raczej teoretyczny 1 moze odzwierciedlaé wplyw
androgenow na zachowanie komorki w odniesieniu do roli receptora androgenowego.
Porownanie genow, ktorych ekspresja byta zmieniona w komorkach LNCaP i PC-3 jako efekt
traktowania DHT lub BC wskazuje. ze obserwowane zmiany odpowiedzi migdzy dwiema
liniami komérkowymi nowotworéw prostaty byly najprawdopodobniej spowodowane innym
statusem AR. Sposéb, w jaki DHT zwigksza wychwyt BC w komoérkach, pozostaje do
wyjasnienia, ale nie ma watpliwosci, ze oprocz glownego wkladu AR w wychwyt BC przez
komorke LNCaP, istnieje nieznany mechanizm, co wyjasniatoby efektywny wazrost
wewnatrzkomorkowego BC w komorkach LNCaP. Nalezy zaznaczyé, ze prezentowane dane
dotyczace wplywu androgenéw na wchianianie BC w komorkach prostaty sa pierwszym
takim opublikowanym raportem.

Z uzyskanych wynikéw wnioskuje, ze 30 uM BC wplywal na spadek proliferacji
komorek raka gruczolu krokowego in vitro przez konwersje BC do retinolu i pokrewnych
zwiazkow wystepujacych w komorkach prostaty, co powodowato zmiany stgzenia
wewnatrzkomorkowych ligandéw dla receptorow retinoidowych, wplywajac na ekspresje
genow 1 efekty biologiczne regulowane przez nadgodzing receptora steroidowego [26].
Wyniki publikowane w pracy [5.3], potwierdzaja, ze ligandy PPARy wymagajg do swojej
aktywnosci transkrypcyjnej aktywnosci receptora retinoidowego (RXR), 1 byly bardziej
efektywne jako czynnik przeciwnowotworowy w wrazliwych na androgeny komorkach
LNCaP. Wyniki sugeruja, Ze efekt hamowania -kateniny i w konsekwencji ekspresji c-myc
poprzez aktywacje PPARy moze pomoc komoérkom raka gruczolu krokowego przywrocié¢
kilka cech fenotypu prawidlowego komorek prostaty. Jest to dodatkowy dowdd na rozng
odpowiedz komorek na BC, jak i na ligandy PPARY, ktora wynika z roznych wrazliwosci na
androgeny komorek prostaty i udzialu w tym mechanizmie dodatkowych regulatorow.

Zaobserwowali$my zmniejszong ekspresje ufosforylowanej formy Akt (S473) [p-Akt]
i AR w komoérkach LNCaP po traktowaniu 20 uM BC i w konsekwencji z obnizonym
poziomem P-kateniny, c-myc i zwigkszong aktywnoscig kaspazy 3- 1 9. Warto tez podkresli¢,
ze traktowanie komorek DHT spowodowalo duzy wzrost poziomu biatka AR i1 znaczng
akumulacj¢ jadrowa p-kateniny. Chociaz traktowanie komorek DU-145 1 PC-3 roztworem
DHT nie spowodowalo stymulacji aktywno$ci AR, knockdown ekspresji AR w komorkach
PC-3 spowodowal spadek pozioméw biatka p21“™' i mierzalny spadek w aktywno$é
regulatora cyklu komoérkowego p2l. Jednak nie zaobserwowano ekspresji AR w linii
komoérkowej PC-3. ale zaobserwowano wplyw DHT na wychwyt BC i proliferacje, jak
rowniez efekt apoptozy w komoérkach PC-3 niewrazliwych na androgeny.
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Przedstawione wyniki wskazuja na powiazania miedzy BC a sygnalizacja steroidowg
nie tylko w komérkach wrazliwych na androgeny. Biorac pod uwage znaczenie
prognostyczne enzymow lipogenicznych 1 ich potencjalng role jako celow terapii
przeciwnowotworowej, uzyskane wyniki dotyczace regulacji tych enzymow przez BC moga
dostarczy¢ nowego spojrzenia w zlozone mechanizmy, przez ktére androgeny wplywaja na
komorki raka prostaty.

5.5. Joanna Dulinska-Litewka, J.A. McCubrey, Piotr Laidler. Increased AKT signaling
resulting from the loss of androgen responsiveness in prostate cancer. Curr. Med. Chem. 2013
:Vol. 20, nr 1, s. 144-157

Mechanizm odpowiedzialny za przelaczenie nowotworu typu androgenowrazliwego
(AS) na androgenoniewrazliwy (SI) nie jest do konca poznany, jednakze zwigzany jest m.in. z
ckspresja receptora androgenowego. Regulacji AR, przez ktory androgeny kontroluja
ekspresj¢ genow biorgcych udzial w proliferacji, migracji 1 $mierci komorki, jest zalezna od
innych szlakéw sygnalizacyjnych, czynnikow transkrypcyjnych 1 biatka regulatorowego f —
kateniny, ale takze Akt. W cclu ustalenia mozliwej roli B-kateniny w indukcji przelaczenia
formy AS do postaci Al, przeprowadzono wyciszenic genow dla AR, Akt i f—kateniny z
wykorzystaniem odpowiednich siRNA [AMBION]. Traktowanie komorek nowotworu
prostaty (LNCaP) siRNA dla genu AR zmniejsza ich proliferacje (o 45-70 %), ekspresje
frakcji jadrowej p-kateniny, cykliny DI, cykliny - GIl, c-mye, jak 1 aktywnosé
metaloproteinaz (MMP) -2, -7, -9 i migracj¢ komorek. Nieoczekiwanie, po dluzszym czasie
wyciszanie AR w komorkach LNCaP (ponad 72 godzin) wplywalo na wzrost poziomu p-Akt i
obserwowano zwigkszenie proliferacji, jak rowniez ekspresji frakcji jadrowej B-kateniny,
cykliny D1, ¢- myc i aktywnosci MMP. Efektow tych nie obserwowano w liniach
komorkowych androgenoniewrazliwych jak PC-3 lub DU145. Jednakze wyciszenie Akt lub
B-kateniny w linii androgenozaleznej LNCaP prowadzilo do wzrostu proliferacji i migracji.
Uzyskane wyniki sugerujg. ze w komorkach nowotworowych dominujace dzialanie w
sygnalizacji nalezy do AR lub Akt, w zaleznoS$ci od poczatkowe] wrazliwosci androgenowe;j.
W komorkach raka prostaty Al, Akt przejmuje role AR i skutecznie przyczyniajg si¢ za
posrednictwem tej samej czasteczki sygnalowej, [B-kateniny, progresji raka
androgenoniezaleznego. Wyciszenie genu AR (siRNA-AR) w liniach komorkowych prostaty
z AR+ znaczaco redukowalo proliferacjg¢, ekspresje¢ frakcji jadrowej [-kateniny,
metaloproteinaz 1 wzrost ekspresji p21, p27 a takze E-kadheryny. Wzrost ekspresji N-
kadheryny w przypadku nieobecnosci androgenow w nowotworach pierwotnych wskazuje na
potencjalne zaangazowanie AR w ekspresji N-kadheryny. Jej ekspresja zwiazana jest takze ze
stopniem procesu nowotworowego (skala Gleasona) 1 wzrost jej ekspresji obserwuje sie u
pacjentow z przerzutami. Wyciszenie N-kadheryny w linii androgenoniezaleznej (PC-3)
skutkowato reekspresja E-kadheryny.

Aby oceni¢ rzeczywiste zmiany w ekspresji AR, Akt, B-kateniny, E- i N-kadheryn,
cykliny-D1, c-myc, jak rowniez aktywnosci MMP i inhibitoréw cyklu komérkowego p217!
p27°"! W badaniach zastosowalam ustalone linie komérkowe raka gruczohu krokowego:
LNCaP (AS wrazliwe na androgeny), PC-3 1 DU145 (Al niewrazliwe na androgeny), jak i
komorki pierwotne pochodzace z probek tkanek: jednego raka prostaty (CA-K) i jednej
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tagodnej linii rozrostu prostaty (BPH-K) [sposob izolacji komorek zostal przedstawiony w
pracy 5.2] i odpowiednie tkanki z r6znym stopniem zroéznicowania nowotworu. Podwyzszona
ekspresje PSA, B-kateniny, cykliny-D1 i c-myc oraz zmniejszona lub brak ekspresji E-
kadheryny obserwowano w komoérkach Al 1 tkankach nowotworowych. Ekspresja AR
zalezata rowniez od stadium guza, ale nie obserwowano typowe) korelacji migdzy stopniem
zlodliwosci a ekspresjg AR. Obserwowana rozna ekspresja badanych biatek w réznych liniach
komorkowych i tkankach wskazywata na zmiany fenotypowe z powodu progresji nowotworu.
Linie komérkowe PC-3, CA-K i rakowa tkanka CA nie wykazywaly ekspresji E-kadheryny,
natomiast obserwowana byla ekspresja N-kadheryny, zarbwno na poziomie mRNA jak i
biatka. Dodatkowo, w tych samych komorkach 1 odpowiednich probkach tkanek ekspresja B-
kateniny, cykliny DI i ¢-myc wykazywata podobne tendencje wzrostowe. Ekspresji AR w
komorkach Al nie zaobserwowano. Tak jak wczesniej opisalam, pojawia si¢ réznicowa
odpowiedz komorek prostaty na leczenie ligandami PPARy (kwasy tluszczowe, ciglitazon)
lub rybozyd kinetyny w odniesieniu do ich wrazliwosci na androgeny [5.2; 27]. W opisanych
badaniach [5.4] obserwowano takze istotny wplyw testosteronu [T] i DHT na ekspresje
genow / biatek zwigzanych z proliferacja i apoptoza w ludzkich komorkach raka prostaty AS.
Dlatego tez w kolejnym etapie badan staratam sig¢ ustali¢ si¢ ustali¢, czy zachowanie komorek
moze by¢ modulowane w odpowiedzi na wyciszanie aktywnosci AR.

Komorki AS LNCaP traktowane T lub DHT wykazywatly podwyzszong proliferacj¢ i
wysoki poziomy B-kateniny jadrowej i AR, jak rowniez nasilong migracj¢; nie obserwowano
takich efektow dla komorek Al DUI145 1 PC-3. Co ciekawe w komorkach LNCaP,
zwickszonemu poziomowi [B-kateniny w jadrze towarzyszyl podwyzszony poziom AR.
Obserwacje dotyczace interakcji migdzy [P-katening 1 AR sugeruja mozliwy mechanizm
wzajemne] korelacji miedzy szlakami f-kateniny i sygnalizacja AR. Ponadto DHT ma
wigkszy wplyw na proliferacj¢ za posrednictwem AR i transport P-kateniny do jadra w
poréwnaniu z T, dlatego do dalszej analizy zastosowano DHT jako ligand AR, w badaniach
proliferacji i migracji za posrednictwem AR. DHT znaczaco wplywal na migracje i
aktywnos¢ MMP w linii komorkowej LNCaP. Poniewaz MMP sa zaangazowane w migracjg
komoarek do innych tkanek, poréwnaltam ich konstytutywne poziomy ekspresji dla genow dla
MMP w liniach komodrkowych raka prostaty o roznych potencjalach przerzutowania.
Znacznie wyzszy poziom ekspresji genu MMP-9 obserwowano w komoérkach PC-3 i DU145
w porownaniu z komorkami LNCaP. Aktywnos¢ MMP-9 w linii komorkowej LNCaP wzrosla
po ich traktowaniu DHT. Wyciszenie genu AR poprzez zastosowanie siRNA w komorkach
gruczotu krokowego linii LNCaP znaczgco zmniejszylo: proliferacjg (o 45-70%), ekspresje
biatek cyklu komoérkowego - cykliny D1 i cykliny G1, c-myc, migracje komorek i aktywnosé
MMP po 72 godzinach. Dodatkowo komorki LNCaP transfekowane siRNA specyficznym dla
AR calkowicie utracily zdolno§¢ do migracji w poréwnaniu z odpowiednimi komoérkami
kontrolnymi. Réwnolegle obserwowano zwiekszong ekspresje E-kadheryny, p21<* i p27"!
w komorkach LNCaP, bez obserwowanego wplywu na procesy proliferacji i migracji w
komoérkach PC-3 i DU14S. Zaobserwowano, ze zwigkszenie ekspresji N-kadheryny w
gruczole krokowym jest istotne w odniesieniu do regulacji migracji komorek, inwazji,
proliferacji i przezycia. Wyciszenie AR w istotny sposob wplynelo na zwigkszenie ekspres;ji
E-kadheryny w komoérkach LNCaP a takze pierwotnych komoérkach BPH-K. Poniewaz
kadheryny sg kluczowe dla regulacji B-kateniny, zbadano wplyw wyciszenia AR na funkcj¢
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B-kateniny. Wyniki potwierdzity udzial AR w translokacji f-kateniny, poniewaz traktowanie
DHT zwigkszylo poziomy B-kateniny w jadrze, podczas gdy wyciszenie AR doprowadzito do
obnizenia ekspresji P-kateniny w jadrze komorkowym. Do$¢ zaskakujaca okazala sig
obserwacja naglego wzrostu proliferacji komoérek LNCaP po ponad 96 godzinach wyciszania
AR, co korelowalo z podwyzszona ekspresjg p-Akt i aktywnosci MMP. Dodatkowo w
komoérkach AS, po 120 godzinach wyciszenia AR, obserwowano znaczaco wyzszy poziom
ufosforylowanej frakcji B-kateniny/Ser 552 oraz znacznie zwigkszona migracje komorek
LNCaP przez komor¢ Boydena pokryta Matrigelem, w poréwnaniu z komérkami
kontrolnymi.

Aby potwierdzi¢ role Akt w progresji raka prostaty jako gtéwnego mediatora funkcji
B-kateniny w komérkach z wyciszeniem AR, wyciszono réwniez gen dla Akt. W tym
przypadku istotne zmiany zaobserwowano w komoérkach Al - zahamowanie proliferacji (50-
60%) w linii komoérkowej Al i zaskakujaco tylko 10-20% w AS LNCaP. Wyciszenie genu
Akt spowodowalo zahamowanie zarowno ekspresji Akt, jak i B-kateniny w komorkach Al
PC-3 i DUI145. Przeciwnie, wyciszenie Akt w komoérkach AS LNCaP nie spowodowato
zmiany w ekspresji B-kateniny. Traktowanie komoérek LNCaP z wyciszonym Akt roztworem
DHT doprowadzilo do zwigkszenia proliferacji i ckspresji P-kateniny, jak rowniez jej
translokacji do jadra. Wyniki wskazuja, Ze translokacja P-kateniny do jadra zalezy w
wigkszym stopniu od aktywnosci AR niz aktywnosci Akt w komorkach AS, natomiast
translokacja B-kateniny do jadra w komorkach Al zalezata gtodwnie od aktywnosci Akt.

Uzyskane wyniki potwierdzity, ze proliferacja w liniach komorkowych raka prostaty
zalezy zarobwno od regulacji AR, jak i Akt. Aby potwierdzi¢ te wyniki, wyciszytam AR i Akt
jednoczesnie, co spowodowato 70-85% zahamowania proliferacji w komorkach AS LNCaP 1
okoto 50% w Al, zahamowanie ekspresji Akt i frakcji jadrowej B-kateniny bardziej w AS niz
w komorkach Al PC-3 1 DU145. Ponadto zaobserwowano zmniejszona ekspresj¢ cykliny D1 i
zwiekszone poziomy p21<"" . Wyniki te wskazuja, ze zarowno AR, jak i Akt regulujg raka
prostaty, a jednym z ich gléwnych celow jest B-katenina. Dlatego tez, aby potwierdzic, ze
zarowno AR, jak 1 Akt uzywajg P-kateniny jako waznego czynnika biorgcego udzial w
regulacji transkrypcji genow, zastosowalam siRNA dla p-kateniny. Transfekcja P-kateniny
spowodowala znaczne zahamowanie proliferacji w liniach komorkowych prostaty z
jednoczesnym obnizeniem ekspresji cykliny DI, c-myc i1 zwigkszenia ekspresji pZICip", ale
najwigksze efekty obserwowano w komorkach LNCaP.

Omowienie ewentualnego wykorzystania wynikow prac.

Przedstawiony powyzej cykl prac mial na celu wytypowanie glownego regulatora w
obserwowanej opornosci komoérek nowotworowych stercza leczonych hormonalnie.
Wprowadzenie do badan rdéinych ukladow badawczych, takich jak komorki z
ustabilizowanych linii komoérkowych, wyizolowane przeze mnie komorki pierwotnych linii
komérkowych, a takze tkanki pochodzace od pacjenta ze zmianami nowotworu gruczolu
stercza, pozwolily na pelniejsza obserwacje zjawiska rodzaju ,przetaczenia” AR/Akt w
komorkach prostaty. W celu okreslenia mozliwego wkiadu w wytworzeniu zmiany z formy
androgenozaleznej (AS) na androgenoniezalezng (Al), ktéra zachodzi podczas terapii z
wykorzystaniem ADHT — wyciszano ekspresje AR, Akt i B-kateniny odpowiednim siRNA.
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Uzyskane wyniki sugeruja, ze w komorkach raka prostaty przewaza sygnalizacja AR lub Akt,
w zaleznosci od ich poczatkowej wrazliwosci na androgeny i dostepnosci tych czynnikow. W
komorkach raka prostaty Al Akt przejmuje role AR 1 skuteczniej przyczynia sig, poprzez te
samg czasteczke sygnalizacyjng - p-katening, do progresji raka Al

Zastapienie funkcji AR przez Akt w sygnalizacji z udzialem p-kateniny moze
bezposrednio  przyczyni¢ si¢ do progresji nowotworu w  przypadku utraty
wrazliwosci/uzaleznienia od androgendéw. Stosujac indukowalny system aktywacji Akt,
wnioskujg ze Akt odgrywa funkcjonalng role w progresji Al raka prostaty. Transdukcja
sygnatu z udzialem Akt wydaje si¢ by¢ powigzana z modulacja poprzez AR podstawowych
wlasciwosci komorkowych z udziatem jak dotad nie do konca poznanego mechanizmu.
Wyniki moga stanowi¢ nowy cel modulatoréw receptora jadrowego i wskazywaé ich
potencjal do celow terapeutycznych w leczeniu raka prostaty.

S. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

Mozliwos¢ wykorzystywania w eksperymentach badawczych linii komoérkowych
zwrocilo moja uwaga na szersze podejscie kliniczne, dlatego tez przy prowadzonej
wspotpracy z Klinika Urologiczng UJCM, majac mozliwos¢ weryfikacji uzyskanego
materiatu biologicznego przez patologa — wspolpraca z Klinika Patologii UICM, posiadajac
zgode komisji bioetycznej, wykorzystalam pozyskany material do wyprowadzenia
pierwotnych linii komorkowych, ktore pozwolily mi na szersze podejécie w probie
zrozumienia dos¢ skomplikowanego szlaku sygnalizacji komorkowej w gruczole stercza. W
wyniku wspoélpracy z Katedra Biochemii i Neurologii UJ udalo si¢ przeprowadzi¢ analize
profilu biatkowego komoérek prostaty o réznej wrazliwosci androgenowej. Powstata praca:

A. Drabik, D. Ciolczyk-Wierzbicka, J. Dulinska-Litewka, A. Bodzon-Kulakowska,
P. Suder, J. Silberring, P. Laidler, A comparative study of glvcoproteomes in androgen-
sensitive and -independent prostate cancer cell lines, Mol Cell Biochem (2014) 386:189-198.

Prowadzac badania w zakresie zmian nowotworowych, rozpoczgtam w 2004 roku
wspolpracg z Klinikg i1 Katedra Ginekologii, Patologii i Poloznictwa UJICM w Krakowie,
gdzie prowadzilam badania w zakresie patologii szyjki macicy jako glowny wykonawca
projektu przyznanego przez NCN Nr 2 POSC 018 pt. ,.Ekspresja czynnikow proangiogennych
VEGF 1 ich receptorow oraz markerow limfoangiogenezy: podoplaniny, prox-1 w
srodblonkowej neoplazji (CIN) i raku wezesno-inwazyjnym szyjki macicy u kobiet nie
bedacych w ciazy i cigzarnych" (Kierownik - dr n. med. Robert Jach, Katedra Ginekologii i
Potoznictwa, Collegium Medicum UJ, Termin: 2004-2006). Prowadzone badania nad
ekspresja czynnikow wzrostu srodbtonka naczyn VEGF-C i D, VEGFR-3 jako czynnikow
prognostycznych w $rodnablonkowej neoplazji sromu (VIN) i inwazyjnym raku sromu
zaowocowaly powstaniem publikacji:

B. Bystrowska, E. Gomotka, A. Szczudrawa, J. Brandvs, M. Pawlik, T. Milewicz, J.
Dulinska-Litewka, R.t Jach, Rapid HPLC method for the determination of vitamin A and E
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and cotinine concentration in human serum in women with CIN and cervical cancer, Ginekol.
Pol 2009 : T. 80, nr 4, s. 256-262;

R. Jach, J. Dulinska-Litewka, P. Laidler, A. Szczudrawa, A. Kopera, L. Szczudlik,
M. Pawlik, K. Zajgc, M. Mak, A. Basta, Expression of VEGF, VEGF-C and VEGFR-2 in in
situ and invasive SCC of cervix, Front. Biosci. (Elite ed.) 2010 : Vol. 2, s. 411-423;

R. Jach, M. Dumin, M. Radon-Pokracka, A. Basta, Z. Kojs, K. Karolewski, M. Klimek,
P. Blecharz, G. Zietarski, J. Dulinska-Litewka, HPV infection and HPV-related
malignancies, Current Gynecologic Oncology 2010,vol 8, no3;

R. Jach, G. Dyduch, M. Radon-Pokracka, P. Przybylska, M. Mika, J. Dulinska-
Litewka, K. Zajac, H. Huras, J. Streb, K. Stangel-Wojcikiewicz, O. Dziadek, B. Galarowicz.
Tytul oryginatu: Expression of vascular endothelial growth factors VEGF- C and D, VEGFR-
3, and comparison of lymphatic vessels density labeled with D2-40 antibodies as a prognostic

factors in vulvar intraepithelial neoplasia (VIN) and invasive vulvar cancer.
Neuroendocrinol. Lett.2011 : Vol. 32, nr 4, s. 530-539.

[stotnym elementem prowadzonych badan bylo tez okreslenie roli czynnikow
wplywajace na ludzkiego wirusa brodawczaka, okreslenie m.in. czynnikéw morfologicznych i
biochemicznych majacych wptyw na proces kancerogenezy w obrgbie szyjki macicy. Badania
mialy takze na celu wyjasnienie roli wysoko onkogennych czasteczek E6/E7 HPV na
srodblonkowa neoplazje szyjki macicy. Badania te zostaty opublikowane w pracy:

B. Galarowicz, R. Jach, J. Kedzierska, G. Dyduch, K. Zajgc, K. Pitynski, T. Banas, H.
Huras, J. Streb, J. Dulinska-Litewka, V. Hosiawa, M. Juszczak, T. Milewicz, The role of

mRNA E6/E7 HPV high oncogenic risk expression in colposcopy of cervical intraepithelial
neoplasia (CIN), Przeglgd Lekarski. 2012 : T. 69, nr 9, s. 651-657.

Praca z komorkami wymaga ciagle nowych wyzwan, dlatego tez bardzo waznym
elementem mojej dziatalno$ci naukowe;j jest wspolpraca z Instytutem Fizyki Jadrowej PAN w
Krakowie, dzigki ktdrej istnieje mozliwos¢ oznaczania elastycznosci pojedynczej zywej
komorki poprzez zastosowanie mikroskopu sil atomowych (Atomic Force Microscopy,
AFM). Metoda ta pozwolita na precyzyjne scharakteryzowanie komorek stercza ludzkiego
zarowno w tkance prawidlowej jak i zmienionej nowotworowo. Wspoélpraca zaowocowala
publikacja:

M. Lekka, D. Gil, K. Pogoda, J. Dulifiska-Litewka, R. Jach, J. Gostek, O. Klymenko,
S. Prauzner-Bechcicki, Z. Stachura, J. Wiltowska-Zuber, K. Okon,, P. Laidler, Cancer cell
detection in tissue sections using AFM, Arch. Biochem. Biophys. 2012 : Vol. 518, nr 2, 5. 151-
156.

Réwnolegle do badan uwzglgdnionych w przewodzie habilitacyjnym, prowadzilam
badania majace na celu zbadanie ekspresji antygenu membranowo specyficznego w
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komorkach prostaty (PSMA). Podczas progresji raka prostaty ogolna ekspresja swoistego dla
prostaty antygenu blonowego PSMA wzrasta wraz z jego pojawieniem si¢ w blonie
komorkowej. Jednakze, zaskakujaco, niektore niezalezne od androgenow linie komorkowe
raka prostaty nie wykazuja ekspresji tego biatka. Dlatego tez zastosowano estradiol i
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow jako czynniki majace wplyw na reekspresje biatka w
wyraznie odréznicowanych komorkach raka gruczotu krokowego PC-3 i w Du 145. Bialtko to
mozna zaproponowac jako marker do szacowania zmian nowotworowych w gruczole stercza.
Wyniki zostaly opublikowane w pracy:

P. Laidler, J.Duliniska, M. Lekka, .J. Lekki, Expression of prostate specific membrane
antigen in androgen-independent prostate cancer cell line PC-3, Arch. Biochem. Biophys.
2005 : Vol. 435, nr 1, 5. 1-14.

Poltaczenie wspolpracy z Klinika Urologii. Patomorfologii 1 Katedra Biochemii
Lekarskiej pozwala mi na realizacje tematow dotyczacych wlasciwosci badanych komérek
zarGwno prostaty jak i pecherza. W wyniku prowadzonej wspotpracy powstaty publikacje:

M. Lekka, D. Gil, K. Pogoda, J. Dulinska-Litewka, R. Jach, J. Gostek, O. Klymenko,
S. Prauzner-Bechcicki, Z. Stachura, J. Wiltowska-Zuber, K. Okon, P. Laidler, Cancer cell
detection in tissue sections using AFM, Arch. Biochem. Biophys. 2012 : Vol. 518, nr 2, 5. 151-
156;

M. Lekka, P. Laidler, J. Dulinska, M. Labedz, G. Pyka,Probing molecular interaction
between concanavalin A and mannose ligands by means of SFM, Eur. Biophys. J. 2004 : Vol.
33, nr 7, 5. 644-630.

Dodatkowo wspoipraca takze z Instytutem Fizyki Jadrowej PAN pozwolita na

zbadanie kolejnych bardzo waznych elementow regulacji komorkowej w gruczole stercza
m.in. jondéw cynku bardzo istotnych dla pelionej fukcji gruczolu, a takze zbadanie
odpowiedzi komdrkowej na uszkodzenia indukowane w komorkach raka gruczotu krokowego
PC-3 przez napromienianie wigzka protonow.
Badania byly realizowane ze $rodkoéw przyznanych z Unii Europejskiej w 6 Programie
Ramowym — European Community under the Contract RII3-CT-2004-506008 (IA-SES)
(Hasylab project No 1-20070071 EC) — oraz dotacji na badania w Karlsruhe Institute of
Technology — Application for Beamtime at ANKA: 2011. W obu projektach bylam glownym
wykonawca. W wyniku tej wspolpracy powstaly prace:

M. Podgorezvk W. M. Kwiatek, W. M. Zajgc. J. Dulinska-Litewka, E. Welter and D.
Grolimund, Zinc in native tissues and cultured cell lines of human prostate studied by SR-
XRF and XANES X-Ray Spectrom. 2009, 38, 557-562;

E. W. Lipiec, A. Wiechec, J. Dulinska-Litewka, M. Kubicka, J. Lekki, Z. Stachura, J.
Wiltowska-Zuber, W. M. Kwiatek, Changes in cellular response to the damage induced in PC-
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3 prostate cancer cells by proton microbeam irradiation, Gen. Physiol. Biophys. (Online)
2012 : Vol 31, nr 1, s. 11-18;

J. Czapla, W. M. Kwiatek, J. Lekki, J. Dulinska-Litewka, R. Steininger, J. Gottlicher,
Chemical species of sulfur in prostate cancer cells studied by XANES spectroscopy, Radiat.
Phys. Chem. 2013 : Vol. 93, s. 154-159.

Moje zainteresowania badawcze sa takze zwiazane z wplywem skladnikow diety na
metabolizm komorki prawidiowej 1 zmienionej nowotworowo. W cyklu prac zwigzanych z
opisanym dzielem stosowatam beta-karoten 1 kwas linolowy. ale doswiadczenia te
przeniostam takze na badania realizowane we wspolpracy z Akademia Rolnicza, z
Wydziatem Technologii Zywnoéci i Zywienia, prowadzac badania z wykorzystaniem linii
komérkowych prostaty i piersi. W wyniku wspolpracy opublikowano prace:

A. Koronowicz, J. Dulinska-Litewka, P. Pisulewski, P. Laidler, Wplyw lipidow Zottka
Jjaja kurzego wzbogaconego w izomery sprzgzonego kwasu linolowego na proliferacje
komérek MCF-7, ZYWNOSC, Nauka, Technologia, Jakosé, 2009, 4 (65), 53-59;

A. Koronowicz, J. Dulinska-Litewka, P. Pisulewski, P. Laidler, Wplyw lipidow zZoftka
Jjaja kurzego wzbogaconego w izomery sprzezonego kwasu linolowego na proliferacje
komorek MCF-7. Effect of lipids originating from egg volk enriched with conjugated linoleic
acid isomers on proliferation on mammary cancer cells. Zywnos¢ Nauka Technologia Jakos¢
2009 : R. 16, nr 4, 5. 53-39;

A. Koronowicz , M. Drozdowska, B. Wielgos, E. Piasna-Stupecka, D. Domagata, J.
Duliniska-Litewka, T. Leszczyriiska, The effect of “Nutramil™ Complex,” food for special
medical purpose, on breast and prostate carcinoma cells, Plos one. 2018 : Vol. 13, No 2; art.
no. e0192860, 1-19.

Badania z wykorzystaniem beta-karotenu [BC] w odniesieniu do sygnalizacji
komorkowej pozwolity mi w 2005 roku na podjecie kolejnego etapu pracy z BC w projekcie
Europejskiej Korporacji w Nauce i Technice COST EUROCAROTENOID CAI15136 pt:
European Network to Advance Carotenoid Research and Applications in Agro-food and
Health, gdzie pelni¢ funkcje vice lidera sekcji G3 zajmujgcej si¢ wplywem karotenoidow
wystepujacych w  zywnoSci na zdrowie czlowieka. W wyniku wspolpracy bytam
wspotorganizatorem konferencji miedzynarodowych dotyczacych karotenoidow.

W wyniku wspolpracy w COST jestem zaangazowana jako koordynator pracy w
przygotowanie pracy przegladowej dotyczacej roli karotenoidow w regulacje szlakow
sygnalizacyjnych w roznych tkankach w organizmie czlowicka majacych powigzanie z
powstajgcymi procesami NOWotworowymi.

Inne prace dotyczace dzialania BC na komorki ludzkie powstaly w wyniku
wspotpracy z Klinikg Hematologii UJ CM czy Katedra Biochemii Klinicznej UJCM:
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I. Sacha, M. Zawada, J. Dulinska-Litewka, Z. Lach, M. Szostek, M. Bodzioch, P.
M. Laidler, A. Dembinska-Kiec, I. Florek, S. Czekalska, A. B. Skotnicki, Wplyw beta-karotenu
na ekspresje proapoptotycznych genow BAX i CAPN2 w komorkach linii ostrej biataczki
szpikowej HL-60, U-937 i TF-1; analiza technikq mikromacierzy, ilosciowej PCR i Western
Blot.: Beta-carotene regulates the Expression of proapoptotic BAX and CAPN2 in HL-60, U-
937 and TF-1 - human acute myeloid leukemia cell lines; microarray, RO-PCR and Western
Blot analysis, Przeglgd Lekarski. 2011 : T. 68, nr 5, s. 258-262;

M. Bodzioch, A. Dembinska-Kiec, J. Hartwich, K. Lapicka-Bodzioch, A. Banas, A.
Polus, J. Grzybowska, 1. Wybranska, J. Dulinska, D. Gil, P. Laidler, W. Placha, M. Zawada,
A. Balana-Nowak, T. Sacha, B. Kiec-Wilk, A. Skotnicki, C. Moehle, T. Langmann, G. Schmitz,
The microarray expression analysis identifies BAX as a mediator of f-carotene effects on
apoptosis, Nutr. Cancer 2005 : Vol. 51, nr 2, s. 226-235.

Od 2007 roku prowadze wspotprace z Instytutem Chemii Uniwersytet Jagiellonskiego oraz
Akademig Gomniczo-Hutniczg. Naszym celem jest opracowanie zaawansowanego uktadu w
postaci nanoczastck magnetycznych, ktory przytaczany bylby w sposob selektywny do
powierzchni krazacych komorek nowotworowych (CTCs — circulating tumour cells), co
pozwoli na ich detekcj¢ i wychwyt z wykorzystaniem pola magnetycznego. W wyniku
prowadzonej wspotpracy udalo si¢ zaprezentowa¢ wyniki na kilku konferencjach
migdzynarodowych.

Wspotpraca zaowocowata ponadto powstaniem pracy przegladowej dotyczacej roli
nanoczasteczek tlenku zelaza SPION i mozliwosci ich wykorzystania w aplikacji medycznej.

J. Dulinska-Litewka, A. Lazarczyk, P. Halubiec, O. Szafranski, K. Karnas, A.
Karewicz, Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles-Current and Prospective Medical
Applications, Materials 2019 : Vol. 12, nr 4 art. no. 617, 5. 1-26.

Od poczatku swojej kariery jako badacz zajmuj¢ si¢ roznym podejsciem
eksperymentalnym aby moc rozwiaza¢ podstawowy problem, jakim jest brak mozliwosci
leczenia nowotworu stercza. Odnalezienie mechanizmu regulacji ekspresji nie tylko kadheryn
prostatowo-swoistych czy tez metaloproteinaz ale takze ingerencja w szlaki z udzialem
MAPK/ERK1/2 w obu typach nowotworu stwarzaja szans¢ na zrozumienia zaleznosci zmian
w ekspresji tych grup bialek i1 inwazyjnosci nowotworu, a takze stwarza szanse zastosowania
odpowiednich markeréw procesu nowotworowego dla nowotworéw hormonozaleznych. W
wyniku wspolpracy z Instytutem Zoologii powstata praca:

E. Gorowska-Wajtowicz, A. Hejmej, A. Kamiriska, L. Pardvak, M. Kotula-Balak,
J. Dulinska-Litewka, P. Laidler, B. Bilinska, Anti-androgen 2-hvdroxyflutamide modulates
cadherin, catenin and androgen receptor phosphorylation in androgen-sensitive LNCaP and
androgen-independent PC3 prostate cancer cell lines acting via PI3K/Akt and MAPK/ERK 1/2
pathways. Toxicology in Vitro. 2017 : Vol. 40, s. 324-3335.
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W Katedrze Biochemii Lekarskiej, gdzie jestem zatrudniona, takze prowadze szeroka
wspotprace z réznymi zespolami badawczymi gléwnie w zakresie mechanizméw regulacji
procesébw nowotworowych, poniewaz wspolpraca w zakresie sygnalizacji komorkowej w
roznych nowotworach jest szczegdlnie bliska moim zainteresowaniom i prowadzonym
badaniom z wykorzystaniem komorek prostaty, piersi czy tez pecherza. Dodatkowo w
obecnie prowadzonych badaniach interesuje mnie mechanizm regulacji przejscia epitelialno-
mezenchymalne [EMT].

W wyniku wspolpracy w tym zakresie powstaly prace:

D. Gil, D. Ciofczyk-Wierzbicka, J. Duliniska-Litewka, P. Laidler, Integrin-linked
kinase regulates cadherin switch in bladder cancer, Tumor Biology. 2016, Vol 37; 15185-
15191;

D. Gil, D. Ciolczyk-Wierzbicka, J. Dulifiska-Litewka, K. Zwawa, J. A. McCubrey,
P. Laidler, The mechanism of contribution of integrin linked kinase (ILK) to epithelial-
mesenchvmal transition (EMT), Adv. Enzyme Regul. 2011 : Vol. 51, nr 1, s. 195-207;

Innym ciekawym zagadnieniem jest wplyw zwiazkdéw zawierajacych siarkg¢ na
progresje procesOw nowotworowych. W wynku wspotpracy z Zespolem badajacym zwiazki
tiolowe W Katedrze Biochemii lekarskiej UICM powstata praca:

J. Dulinska-Litewka, P. Bronowicka-Adamska, M. Wrobel, Comparative effect of
diallyl disulphide, cystathionine, N-acetylcysteine and thiosulfate on PC-3 cells proliferation,
sulfurtransferases expression and sulfane sulfur levels, International Journal of Indigenous
Medicinal Plants. 2014 : Vol. 47, nr 2, s. 1660-1668;

Od 2005 roku kontynuuje wspoiprace z zespotem Katedry Biochemii Lekarskiej
UJCM na temat okre$lenia roli chitozanu na proliferacje jak i szlaki sygnalizacji komorkowej
w metabolizmie glukozy jak réwniez regulacji zwigzanej z hamowaniem procesu
nowotworowego z udzialem AKT w komorkach mysich 1 ludzkich. W wyniku tej wspolpracy
powstatly prace:

J. Ignacak, J. Dulinska-Litewka, [ Palka, The effect of highly deacetylated
microcrystalline chitosan on the pyruvate kinase gene xpression in normal mouse mammary
epithelial cells and Ehrlich ascites tumor (EAT) cells, Prog. Chem. Appl. Chitin Deriv. 2006 :
Vol 11, s. 137-143;

J. Ignacak, J. Dulinska-Litewka, 1. Patka, M. Wisniewska-Wrona, A. Niekraszewicz,
The effect of microcrystalline chitosan on the activity of pvruvate kinase M2 isoenzyme
involved in regulating proliferation of Ehrlich ascites tumor (EAT) cells in vitro, Prog. Chem.
Appl. Chitin Deriv.2009 : Vol. 14, s. 111-120;
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J. Ignacak, M. Wisniewska-Wrona, J. Dulinska-Litewka, 1. Patka, J. Zagajewski, A.
Niekraszewicz, Effect of oligochitosans on expression of iNOS gene in Ehrlich ascites tumour
in vitro,Prog. Chem. Appl. Chitin Deriv. 2012 : Vol. 17, 5. 137-144;

J. Ignacak, M. Wisniewska-Wrona, J. Dulinska-Litewka, I. Palka, M. Kucharska,
The role of oligochitosans in AKT kinase regulation. Progress on Chemistry and Application
of Chitin and its Derivatives, Volume XX, 2015; 73-81;

J. Ignacak, M. Wisniewska-Wrona, J. Dulinska-Litewka, I. Palka, M. Kucharska,
J. Kazimierski, The role of chitosan in akt kinase regulation activity, Prog.Chem Appl. Chitin
Deriv. 2016 : Vol. 21, 73-82;

Dodatkowo wspolpraca z Instytutem Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu, w zakresie zmian proliferacji i regulacji procesow apoptozy w komorkach
prawidlowych 1 zmienionych nowotworowo pod wplywem rybozydu kinetyny, zaowocowala
powstaniem pracy:

P. Dudzik, J. Dulinska-Litewka, E. Wyszko, P.Jedrychowska, M. Opatka, J.
Barciszewski, P. Laidler, Effects of kinetin riboside on proliferation and proapoptotic
activities in human normal and cancer cell lines, J. Cell. Biochem. 2011: Vol. 112, nr 8, s.
2115-2124.

W ramach wspolpracy z Engelhardt Institute of Molecular Biology (EIMB) Moscow,
Jjako opiekun naukowy doktoranta, przeprowadzitam cykl badan majacych na celu analize
porownawcza nowych wariantow alleli w obserwowanych w hodowlach komérkowych
prostaty. W wyniku wspoélpracy powstala praca:

L1 Kovalev, A.A. Makarov, E.A. Cherkasin, J. Dulinska, M.A. Kovaleva, K.V.
Lisickaja, A.V. Ivanov, I. Ju. Toropygin, M.V. Serebrjakova, P. Laidler, S.S. Siskin. Novyj
allelnyj variant triozofosfatizomerazy, vyjavlennyj b kultiviruemych kletkach paka
predstatelnoj Zelezy celoveka. A novel allelic variant of the triosophosphate isomerase found

in cultured cells of human prostate cancer. Mol. Genet. Mikrobiol. Virusol. 2011, nr 1, s. 14-
19.

Dodatkowo w wyniku wspolpracy z Department of Microbiology and Immunology, Brody
Schoolof Medicine, USA, jestem wspotautorem prac przegladowych, ktére dotycza szeroko
pojetego problemu regulacji komorkowej w réznych typach nowotworow:

J. A. McCubrey, K. Lertpirivapong, L. S. Steelman, S.L. Abrams, Li V. Yang, RM.
Murata, P. L. Rosalen, A.Scalisi, L. M. Neri, L. Cocco, S. Ratti, AM. Martelli, P.Laidler,
J.Dulinska-Litewka, D.Rakus, A. Gizak, P. Lombardi, F. Nicoletti, S.Candido, M.Libra, G.
Montalto, M.Cervello. Effects of resveratrol, curcumin, berberine and other nutraceuticals on

aging, cancer development, cancer stem cells and microRNAs. Aging (Albany, N.Y. Online)
2017 : Vol. 9, nr 6, 5.1477-1536,
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N. M. Davis, M. Sokolosky, K. Stadelman, S. L. Abrams, M. Libra, S. Candido, F.
Nicoletti, J. Polesel, R. Maestro, A. D'Assoro, L. Drobot, D. Rakus, A. Gizak, P. Laidler, J.
Dulinska-Litewka, J. Basecke, S. Mijatovic, D. Maksimovic-Ivanic, G. Montalto, M.
Cervello, T. L. Fitzgerald, Z. N. Demidenko, A. M. Martelli, L. Cocco, L. S. Steelman, J. A.
McCubrey. Deregulation of the EGFR/PISK/PTEN/Akt/mTORC1 pathway in breast cancer:
possibilities for therapeutic intervention. Oncotarget 2014 : Vol. 5, nr 13, 5. 4603-4650;

J. A. McCubrey, L. S. Steelman, W. H. Chappell, L. Sun, N. M. Davis, S. L. Abrams,
R. A. Franklin, L. Cocco, C. Evangelisti, F. Chiarini, A. M. Martelli, M. Libra, S. Candido,
G. Ligresti, G. Malaponte, M. C. Mazzarino, P. Fagone, M. Donia, F. Nicoletti, J. Polesel, R.
Talamini, J. Basecke, S. Mijatovic, D. Maksimovic-Ivanic, M. Milella, A. Tafuri, J. Dulinska-
Litewka, P. Laidler, A. B. D'Assoro, L. Drobot, K. Umezawa, G. Montalto, M. Cervello, Z. N.
Demidenko. Advances in targeting signal transduction pathways. Oncotarget 2012 : Vol. 3, nr
12, 5. 1505-1521,

Podsumowanie

Moje obecnie zainteresowania koncentruja si¢ nad wyjasnieniem mechanizmoéw
zaangazowanych w regulacje komorki prawidlowej i zmienionej nowotworowo. Badania
prowadzone w licznych ukladach badawczych, lacznie z materialem pochodzacym od
pacjenta, dajag mozliwos¢ w przyszlosci zastosowania uzyskanych wynikow w diagnostyce,
czy tez terapii kliniczne;.
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7. Dzialalno$¢ dydaktyezna i organizacyjna

Dydaktyka stanowi bardzo wazny element mojej pracy zawodowej i jednocze$nie
dostarcza mi duzo satysfakcji. Szczeg6lnie ceni¢ sobie mozliwos¢ wykorzystania posiadanego
wyksztalcenia chemicznego oraz biochemicznego w procesie nauczania. Bardzo waznym
clementem w procesie nauczania, zwlaszcza w pracy ze studentami Wydziatu Lekarskiego,
jest wiedza w zakresie medycyny, ktora nabytam jako wolny stuchacz, co zdecydowanie
ulatwia mi przekazywanie wiedzy biochemicznej z mozliwoscia wskazania studentom
pozniejszego wykorzystania nauk biochemicznych w praktyce medycznej, zwlaszcza do
interpretacji wynikow biochemicznych celem postawienia odpowiedniej diagnozy.
Umiejetno$é {aczenia tych aspektow zdobylam miedzy innymi poprzez prowadzenie zajgé ze
studentami Il roku Wydzialu Lekarskiego UICM, w jgzyku polskim 1 angielskim ,,Wstep do
Nauk Klinicznych™ a takze zaje¢ zintegrowanych w zakresie biochemii i ginekologii ze
studentami IV roku Kierunku Lekarskiego 1 studentami IV roku Szkoly angloj¢zycznej, UJ
CM.

Zajecia w jezyku polskim i angielskim z chemii, biochemii, biochemii zintegrowanej z

nefrologia a takze ginekologia w szczegdlnosci sa to wyklady, seminaria, konwersatoria i

zajgcia laboratoryjne:

1. Biochemia z elementami Chemii dla studentow 1-go roku kierunku Lekarskiego Wydzialu
Lekarskiego U] CM

2. Biochemia z elementami Chemii dla 1-go roku kursu szescioletniego Szkoty Medycznej
dla Obcokrajowcow w j. angielskim

3. Biochemia z elementami Chemii dla 1-go roku kursu pigcioletniego Szkoty Medycznej
dla Obcokrajowcow w j. angielskim

4. Chemia Zywienia dla studentow 1-go roku kierunku dietetyka Wydziatu Lekarskiego UJ
CM - koordynator kursu — opracowanie ¢wiczen, wykladow, prezentacji z zakresu
Chemia zywnoéci jako wprowadzenie do Biochemii Zywienia
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5. Biochemii dla studentéw 2-go roku kierunku lekarsko-dentystycznego Wydzialu
Lekarskiego UJ CM

6. Biochemii jamy ustnej dla studentow 3 i 4-go roku kierunku lekarsko-dentystycznego
Wydzialu Lekarskiego UJ CM

7. Biochemii dla studentow 1-go roku kursu czteroletniego Szkoly Medycznej dla
Obcokrajowcow w j. angielskim

8. Biochemii na I 1 II roku Kierunku Weterynaria — Akademia Rolnicza z UICM

. Wstep do nauk Klinicznych — II rok Kierunek Lekarski, Wydzial Lekarski

10. Zajgcia zintegrowane Ginekologia w  aspekcie biochemicznym, implantacja,
zaplodnienie- regulacja hormonalna, diagnostyka biochemiczna, molekularma, badania
przesiewowe - IV rok w ramach zaje¢ zintegrowanych dla studentéw lat 4-6 kierunku
lekarskiego Wydziatu Lekarskiego UJ CM takze dla studentow Szkoly Medycznej dla
obcokrajowcow w j. angielskim — koordynator kursu dla WL UJCM oraz Szkoly
Medycznej

11. Biochemia ze studentami I roku Analityki Medycznej — studia podyplomowe, Wydziat
Farmacji UICM

12. Biologia komorki — hodowle komérkowe, wnikanie nanoczastek do komorki prawidiowe;j
i zmienionej nowotworowo - dla studentow AGH na Wydziale Elektrotechniki,
Automatyki, Informatyki i Inzynierii Biomedycznej

Dodatkowo moje zainteresowania biologia molekularng pozwolity mi na opracowanie
cyklu ¢wiczen w zakresie genetyki, ktore wykorzystano w przygotowaniu prac:

Joanna Duliriska, Piotr Laidler. Kwasy nukleinowe, w Cwiczenia = chemii i biochemii dla
studentow medycyny i stomatologii pod red. Teresy Stelmaszynskiej-Zgliczynskiej i Piotra
Laidlera, Krakow : Wydawnictwo Uniwersytetu Jagiellonskiego, 2001s. 88-102 Rozdzial w
podreczniku, praca oryginalna

Piotr Laidler, Radostawa Kuciel, Joanna Dulinska, Dorota Gil, Aleksandra
Mazurkiewicz, Maria Wrobel. From gene to protein : prostatic acid phosphatase. Structure
and expression of gene and protein.Biochem. Mol. Biol. Educ. 2004 : Vol. 32, nr 6, 5. 400-
409, Praca przeglgdowa

Dodatkowo opracowane materialy zostaly wykorzystane do przygotowania skryptu:

Joanna Dulinska-Litewka, Piotr Laidler. Stawomir Olszowski, Barbara Piekarska,
Barbara Stopa, Maria Wrobel, pod red. Piotra Laidlera, Barbary Piekarskiej, Marii Wrobel;
Krakow Cwiczenia z biochemii : dla studentow Wydzialu Lekarskiego: Wydawnictwo
Uniwersytetu Jagiellonskiego, 2014 — wydanie, monografia oraz wydaniem monografii
uzupetnionej w 2018 roku

Od 2013 roku pehlni¢ funkcj¢ opiekuna naukowego studentéw przyst¢pujacych do
Ogolnopolskiego Konkursu Wiedzy Biochemicznej dla studentéw Uczelni Medycznych
~SUPERHELISA ™ . Prowadzac zajecia przygotowawcze w zakresie biochemii uzyskali
liczne nagrody np. 2013 I miegjsce druzynowo, II, III i IV Indywidualnie; 2016 IV miejsce
ZESPOLOWO 5 i 7 indywidualnie; 2017 I1 MIEJSCE w klasyfikacji Zespolowej oraz III, IV
i VII miejsce w klasyfikacji indywidualne;j.
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Za uzyskanie wysokiej punktacji od studentéw za prowadzone zajecia w j. polskim i
angielskim zostalam w 2014 roku wliczona w poczet nauczycieli akademickich Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum posiadajacych wybitne
kwalifikacje i osiggnigcia dydaktyczne i jednoczesnie jestem czlonkiem Wydzialowego
Klubu “Laudatio Docendi” .

Za osiggniecia dydaktyczne otrzymalam takze Indywidualna Nagrode Rektora
Uniwersytetu Jagiellonskiego w 2016 i 2017 roku. W roku 2017 zostalam zaliczona przez
studentéow Szkoly Anglojezyczne] do grupy najlepszych asystentow z zakresu biochemii.
KURS [-VI w latach 2011-2017 a w roku 2010 i 2012 dostalam nagrode indywidualna za
zajecia ze studentami w Szkole Anglojezycznej.

Od 2013 roku jestem koordynatorem kursu Chemia Zywnosci na Kierunku Dietetyka
UJCM - w 2018 roku kurs poddany ocenie przez Komisje Oceniajagca Efekty nauczania
zostal oceniony na najwyzszym poziomie. W ramach kursu prowadz¢ wyklady, seminaria i
zajgcia laboratoryjne.

W ramach wspolpracy z Wydzialem Chemii wypromowalam 6 magistrantow i bylam
opiekunem naukowym 5 prac magisterskich. Obecnie jestem opiekunem naukowym
doktorantki ze Srodowiskowych Studiéw Doktoranckich ..Interdyscyplinarnos¢ dla medyeyny
innowacyjnej” InterDokMed, przygotowujacej prace nt. . Opracowanie czastek
magnetycznych modyfikowanych przeciwcialami monoklonalnymi do zastosowania w
selektywnym wychwycie komdrek nowotworowych™,

W roku 2014/2015 zainicjowatam dzialanie Kota Naukowego Biochemii Lekarskiej.
pelnigc funkeje¢ opickuna Studenckiego Naukowego Kola Biochemii Lekarskiej UICM. W
tym samym roku zostal zgloszony pierwszy projekt badawczy studentéow .,,Rola statyn w
regulacji potencjatu inwazyjnego ludzkich komérek nowotworu prostaty™ ktory uzyskal
finansowanie na realizacj¢ badan. Studenci rozpoczeli badania, a kolejne lata przyciagaja
coraz to nowych mlodych badaczy. Uzyskane wyniki badawcze sg licznie prezentowane na
Miedzynarodowych Konferencjach w kraju i za granica, gdzie uzyskuja liczne nagrody i
wyrOznienia, czy tez s3a przygotowywane w forme publikacji. Obecnie gléwne zadania
badawcze sa realizowane w zakresie biologii molekularnej, sygnalizacji komoérkowej w
prawidlowej i zmienione] nowotworowo tkance gruczolu stercza, piersi czy raka jelita
grubego. Do realizacji tematéw badawczych wprowadzone sa najnowsze techniki badawcze
(m.in. hodowle komorkowe. RT-PCR. RQ-PCR., WB., migracja, siRNA, zymogramy)
pozwalajace na analize sygnalizacji komorkowej po zastosowaniu specyficznych regulatorow,
inhibitorow badanych szlakéw. Realizacja postawionych zadan badawczych jest mozliwa
dzigki wspolpracy z Jednostkami Klinicznymi UJ CM - Klinikami Urologii, Onkologii,
Chirurgii, Ginekologii. W SNKBL integruje dzialania studentow Wydzialu lekarskiego,
farmacji, analityki UJCM takze Szkoly Medycznej dla Obcokrajowcow oraz studentéw AGH
Kierunku Inzynierii Biomedycznej,
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Praca w Kole Naukowym pozwolita mi na wypromowanie aktywnych studentéw,
ktérzy wzigli udzial w wymianie migdzynarodowej i krajowej (MOSTUM) m.in. Erasmus
Monachium 2016, Esmo kurs dla studentow Walencja 2016, Eso-esso - estro kurs Poznain
2016;: Erasmus Jena, Niemcy. 2016: FErasmusie w Wiedniu 2016 Stypendium DAAD
Wiirzburgu - 12019. a takze mogli uczestniczy¢ w kursach i praktykach z zakresu medycyny
m.in. ESO-ESSO-ESTRO Multidisciplinary Course in Oncology w Poznaniu, praktyki na
oddziale chirurgii plastycznej i rekonstrukcyjnej w Wiedniu, Allgemeines Krankenhaus der
Stadt Wien Laureat Projektu “GoGreat™ , we Lwowie czy Niemczech. Byli tez laureatami
nagréd za dziatalno$é naukowa.

Od 2015 jestem opiekunem naukowym studentéw zrzeszonych w
Migdzynarodowym Stowarzyszeniu Studentéw IFMSA, odbywajacych praktyki medyczne w
Katedrze Biochemii Lekarskiej UJCM. W ramach praktyk studenci realizuja zadania
badawcze pt. Prostate cancer progession — epithelial transition. Studenci z IFMSA to studenci
z Migdzynarodowych Jednostek Klinicznych jak Tajlandia, lipiec 2018; Kanada, Lipiec 2017;
Oman, Lipiec 2017; Belgrade, Serbia - Sierpien 2017; Portugalia, Sierpien 2017; Bulgaria,
Lipiec 2016; Finlandia, Lipiec 2016; Hiszpania, Sierpiei 2016; Rosja lipiec 2015.

roku

Jestem takze zaangazowana w organizacj¢ Festiwalu Nauki w Krakowie, gdzie ze studentami
z Kola Naukowego aktywnie uczestniczymy w jego prowadzeniu.

5. Podsumowanie calosci dorobku

Jestem wspolautorem 38 oryginalnych prac badawczych, 8 publikacji przegladowych, 4
rozdzialow w monografiach i 165 doniesien zjazdowych, wiekszo$¢ prezentowana powyzej.
Wsréd wszystkich prac, ktére powstaly przy moim udziale, bylam dziesieciokrotnie
pierwszym autorem i dwunastokrotnie autorem korespondencyjnym.

Wypromowaltem 6 magistrantow. W przewodzie doktorskim jestem opiekunem naukowym
oraz pigciokrotnie petnitam funkcje opiekuna naukowego prac magisterskich

Podsumowanie danych bibliograficznych przedstawia Tabela 2.

| Przed doktoratem Po doktoracie LACZNIE 2
| Liczba IF MNiSW | liczba IF | MNiSW | liczba [F _MNESW_“
Oryginalne 5 2.013 E 33 47,961 447 39 49,974 447
Przegladowe - - 8 17,306 220 7 16,616 220
Rozdzialy w - - 4 - - 4 - -
monografii L —_ :
Lacznie 5 2.013 - 45 65,267 667 50 67,27 667
Indeks Hirscha s i - N 13
. . catkowita 568
Llczbi‘_:ytowan Bez autocytowan 530
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