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4. Omowienie osiggni¢é, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia20 lipca2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pdzn. zm.). Omdwienie to winno
dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiagnieé, jak i w sposob precyzyjny okreslac
indywidualny wktad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane osiggnigcie jest dzielem
wspotautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania dorobku z okresu calej kariery
zawodowej.

a) Tytul osiggniecia naukowego:

»ldentyfikacja nowych czynnikow molekularnych regulujgcych zmiany prowadzace do

wzrostu inwazyjnosci komorek raka jelita grubego.”

Osiagnigciem jest cykl pieciu publikacji naukowych zwigzanych tematycznie, opublikowanych po

uzyskaniu stopnia doktora.

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia:

Wszystkie ponizej wymienione prace zostaly opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora.

]

Autorzy Przygodzka Patrycja*, Papiewska-Pajak Izabela, Bogusz Helena,

*autor korespondujgcy Kryczka Jakub, Sobierajska Katarzyna, Kowalska M. Anna., Boncela
Joanna

Tytut Neuromedin U is upregulated by Snail at early stages of EMT in
HT29 colon cancer cells.

Czasopismo,

wydawca, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects

nr tomu/zeszytu, Elsevier B.V.; Nov;1860(11 Pt A):2445-2453

strony/nr artykutu

Rok i typ publikacji 2016 praca oryginalna

Punktacja z roku publikacji | IF =4,702 MNiSW =35

DOI 10.1016/j.bbagen.2016.07.012

cytowaniawg Web of Science (core collection) | 21

Mojwkitad w powstanie tej pracy polegal na:

sformutowaniu hipotezy badawczej, ze neromedyna U jest zaangazowanaw proces przejscia
epitelialno-mezenchymalnego komorek raka jelita grubego

zaplanowaniu prac eksperymentalnych

wiodgcym udziale w pracy dosSwiadczalnej: udziat w przygotowaniu modelu komorkowego,
klonow komorek HT29 ze stabilng nadekspresjg Snail i ich charakterystyce (barwienie
immunofluorescencyjne, mikroskopia konfokalna, funkcjonalne testy komorkowe: test
tworzenia kolonii, test wzrostu na podtozu nieadherentnym), badania dotyczgce neuromedyny
U (analizy ekspresji genowreal time-PCR i biatka, test ELISA)

zebraniu i przygotowaniu materiatu do analizy transkryptomicznej, podsumowaniu i
opracowaniu jej wynikow

wiodgcym udziale w opracowaniu koncepcji artykutu, dominujgcym udziale w jego redakcji
oraz wiodgcym udziale w dyskusji z recenzentami jako autor korespondujgcy.
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]

Autorzy Przygodzka Patrycja*, Papiewska-Pajak Izabela, Bogusz-Koziarska

*autor korespondujgcy Helena, Sochacka Ewelina, Boncela Joanna, Kowalska M. Anna

Tytut Regulation of miRNAs by Snail during epithelial-to-mesenchymal
transition in HT29 colon cancer cells.

Czasopismo,

wydawca, Scientific Reports

nr tomu/zeszytu, Springer Nature; Feb 15;9(1):2165

strony/nr artykutu

Rok i typ publikacji 2019 praca oryginalna

Punktacja z roku publikacji | IF =3,998 MNiSW = 140

DOI 10.1038/s41598-019-39200-7

cytowaniawg Web of Science (core collection) | 20

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

postawieniu hipotezy, Ze poziom ekspresji Snail w komorkach raka jelita grubego moze zmieniac
zawartos¢ mikroRNA w mikropecherzykach wydzielanych z tych komorek

udziale w przygotowaniu klonow komorek linii HT29 ze stabilng nadekspresjq Snail
opracowaniumetody izolacji mikroRNA oraz przygotowaniuprob do analizy transkryptomicznej,
podsumowaniu i analizie otrzymanych wynikow

zaplanowaniu eksperymentow wyjasniajgcych zwiqzek pomiedzy poziomem ekspresji Snail a
miR-192/194, w tym opracowanie metody i przeprowadzenie immunoprecypitacji chromatyny
wiodgcym udziale w opracowaniu koncepcji artykutu, dominujgcym udziale w jego redakcji ovaz
dyskusji z recenzentami jako autor korespondujgcy.

]

Autorzy Przygodzka Patrycja*, Soboska Kamila, Sochacka Ewelina,
*autor korespondujgcy Boncela Joanna

Tytut Neuromedin U: A Small Peptide in the Big World of Cancer.
Czasopismo,

wydawca, Cancers

nr tomu/zeszytu, MDPI; 2019, 11,1312

strony/nr artykutu

Rok i typ publikacji 2019 praca przegladowa

Punktacja z roku IF=6,126 MNiSW = 140

publikacji

DOI 10.3390/cancers11091312

cytowaniawg Web of Science (core collection) | 14

Moj wklad w powstanie tej pracy polegat na:

wyborze tematu pracy przeglgdowej i wiodgcym udziale w opracowaniu koncepcji artykutu
wykonaniu analizy literatury zwigzanej z tematykq pracy, analizie baz danych dotyczqgcych
regulacji ekspresji genu kodujgcego neuromedyne U (NMU) w komorkach

udziale w redakcji manuskryptu.
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Autorzy

*autor korespondujgcy

Przygodzka Patrycja*, Sochacka Ewelina, Soboska Kamila,
Pacholczyk Marcin, Papiewska-Pajak Izabela, Przygodzki Tomasz,
Ptocinski Przemystaw, Ballet Steven, De Prins An, Boncela Joanna

Tytut Neuromedin U induces an invasive phenotype in CRC cells
expressing the NMUR2 receptor.

Czasopismo,

wydawca, Journal of Experimental & Clinical Cancer Research

nr tomu/zeszytu, BMC; Sep 7;40(1):283

strony/nr artykulu

Rok i typ publikacji 2021 praca oryginalna

Punktacja z roku publikacji | IF =12,658 MNiSW = 140

DOI

10.1186/s13046-021-02073-8

cytowaniawg Web of Science (core collection) | 1

Sonata Bis 6, bylo:

wykonawcow

Moim wktadem w powstanie tej pracy, wykonanej w ramach kierowanego przeze mnie projekiu
o sformutowanie hipotezy badawczej, zdefiniowanie zadan badawczych i ich podziat pomiedzy

o dobor metodyki i opracowanie protokotow badawczych
e wiodgcej roli w opracowaniu koncepcji artykutu, dominujgcym udziale w jego redakcji ovaz
dyskusji z recenzentami jako autor korespondujgcy.
Moj wktad w uzyskanie wynikow zaprezentowanych w tej pracy polegat na:
e interpretacjiipodsumowaniu analiz baz danych pod wzgledem ekspresji genow
o wyborze panelu komorkowego do badan
o zaplanowaniu i analizie ekspresji genow (PCR w czasie rzeczywistym)
o zaplanowaniu i analizie szlaku aktywacji mobilizacji wapnia w komorce
e analizie poziomu ekspresji genow receptorow integrynowych (cytometria przephwowa).

5.

Autorzy

*autor korespondujgcy

Przygodzka Patrycja*, Soboska Kamila, Sochacka Ewelina,
Pacholczyk Marcin, Braun Marcin, Kassassir Hassan, Papiewska-
Pajak Izabela, Kietbik Michat, Boncela Joanna

Tytut Neuromedin U secreted by colorectal cancer cells promotes a
tumour-supporting microenvironment.

Czasopismo,

wydawca, Cell Communication and Signaling

nE fomu/Zeszyt, BMC; (2022) 20:193

strony/nr artykulu

Rok i typ publikacji 2022 praca oryginalna

Punktacja z roku publikacji | IF =7,54 MNiSW = 140

DOI

10.1186/s12964-022-01003-1

cytowaniawg Web of Science (core collection) | 0

Sonata Bis 6, bylo:

wykonawcow

Moim wktadem w powstanie tej pracy, wykonanej w ramach kierowanego przeze mnie projektu
o sformutowanie hipotezy badawczej, zdefiniowanie zadan badawczych i ich podziat pomiedzy

o dobor metodyki i opracowanie protokotow badawczych
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e wiodgcej roli w opracowaniu koncepcji artykutu, dominujgcym udziale w jego redakcji oraz
dyskusji z recenzentami jako autor korespondujgcy.
Moj wktad w uzyskanie wynikow zaprezentowanych w tej pracy polegat na:
o wykonaniu barwienia immunohistochemicznego preparatow tkankowych
e interpretacjii podsumowaniu wynikow analiz baz danych pod wzgledem ekspresji genow
o wyborze modeli komorkowych do badan
o zaplanowaniui analizie ekspresji genow (PCR w czasie rzeczywistym)
e obrazowaniu komorek z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej

Dane naukometryczne dotyczace osiagniecia
(dane z roku publikacji artykulow wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego)

Laczny IF 35,024
Laczna punktacja KBN/MNiSW/MEIN 595
Laczna liczba cytowan 57
(ISI Web of Science Core Collection)

¢) Omowienie osiagni¢cia naukowego

Wprowadzenie

Jelito grube, ostatni odcinek uktadu pokarmowego cztowieka sktada si¢ z jelita Slepego (katnicy),
okre¢znicy oraz odbytnicy zakonczonej odbytem. Rak jelita grubego (RJG, ang. colorectal carcinoma —
CRC) jest zmiang patologiczna wywodzaca si¢ najczesciej z fagodnych zmian o charakterze polipow,
rozwijajacych si¢ z komorek gruczotowych nabtonka wys$cietajacego jelito grube. W wigkszosci
przypadkow choroba ma charakter sporadyczny, nieuwarunkowany genetycznie (90— 95% wszystkich
przypadkow RJG diagnozowanych u pacjentéw po 50 roku zycia). Zmiany o podtozu dziedzicznym
zaobserwowano w stosunkowo rzadko wystgpujacych: niezwigzanym z polipowatoscia zespole Lyncha
oraz rodzinnej polipowatosci gruczolakowatej [1]. Ws$rod wszystkich nowotworow ztosliwych
wystepujacych obecnie na $wiecie, nowotwory jelita grubego zajmuja trzecie miejsce wsrod mezezyzn
i drugie wsrod kobiet pod wzgledem czestosci wystepowania. Coraz doskonalsze systemy
ogolnodostepnych badan przesiewowych pozwalajg na wezesne wykrycie choroby. Jednak mimo
strategii prewencyjnych i wdrozenia przedoperacyjnych i pooperacyjnych terapii, od kilku lat dynamika
umieralno$ci naten typ nowotworu na swiecie charakteryzuje si¢ wysokim wzrostem. Zdiagnozowanie
choroby na wczesnym etapie jej rozwoju znacznie poprawia rokowania, a odsetek 5-letnich przezy¢
pacjentow z RJG oscyluje wokdt 90%. Jednak wykrycie guzéw w bardziej zaawansowanym stadium, a
szczegolnie pojawienie si¢ przerzutdw (najczesciej dowatroby, ptuc i otrzewnej) dramatycznie pogarsza
prognoze i odsetek 5-letnich przezy¢ pacjentow z RJG spada do okoto 10% [2, 3].

Ze wzgledu na brak dobrych metod, ktére pozwalajg na wiarygodna identyfikacje stopnia inwazyjnosci
komorek guza, podjecie decyzji dotyczacej doboru terapii nie jest latwe. Kluczowa jest wiec
identyfikacja procesow prowadzacych do nabywania przez komorki nowotworowe wlasciwosci

komorek inwazyjnych. Wazne jest rowniez rozpoznanie wczesnych markerow, ktorych oznaczenie u
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pacjentdéw pomogloby lekarzom w szybkiej charakterystyce zmiany i podjeciu decyzji o wdrozeniu
obciazajacej terapii przed- lub pooperacyjnej. Tylko niektdre z opisanych w tym kontekscie cech
komorek nowotorowych maja obecnie zastosowanie jako czynniki prognostyczne przebiegu choroby,
sg to m.in. fenotyp MSI, mutacje KRAS/NRAS i BRAF. Mimo wielu obiecujacych odkry¢ biomarkerow
[4], ktorych zmiany ekspresji w RJIG moglaby w przysztosci przelozy¢ si¢ na dzialania kliniczne,
badania w kierunku identyfikacji czynnikow prognostycznych i predykcyjnych w RIG sg wcigz
pozadane i intensywnie prowadzone.

RJG jest wysoce heterogenng chorobg o zréznicowanym podtozu molekularnym, mechanizmie
powstawania i rozwoju oraz fenotypie komorek wchodzacych w sktad guza. W celu oszacowania
rokowania, doboru najbardziej skutecznej terapii, okreslenia prawdopodobienstwa wystgpowania
nawrotow oraz wskaznikdw przezycia pacjenta, opracowane zostaty liczne podtypy RJIG. Obecnie
stosowana klinicznie klasyfikacja TNM (ang. tumor-node-metastasis) utatwia podejmowanie decyzji
terapeutycznych, ale nadal nie jest doskonaly i podlega ciggtym korektom [5]. Jedng z najnowszych
klasyfikacji RIG uwzgledniajaca zardwno obserwacje kliniczne choroby, jak i cechy molekulame
komorek nowotworowych jest klasyfikacja molekularna CMS (ang. consensus molecular subtypes). W
jej obrebie wyrdznia si¢ cztery podtypy RJIG: immunologiczny (CMSI1), kanoniczny (CMS2),
metaboliczny (CMS3) oraz mezenchymalny (CMS4) [6]. Do pierwszej grupy (CMS1) przypisano
nowotwory o wysokiej niestabilno$ci mikrosatelitarnej, z wysokim poziomem hypermetylacji wysp
CpG oraz mutacja BRAF. Guzy te charakteryzuje wysoka ekspresja gendw swiadczacych o obecnosci
komorek odpornosciowych w mikrosrodowisku nowotworu, a czas przezycia pacjentow jest krétszy po
nawrocie choroby. Podtyp CMS2 wiaze si¢ z duza czestoscig wystgpowania niestabilnosci
chromosomalnej oraz aktywacja szlakow Wnt i Myc. Grupg CMS3 stanowia nowotwory z niska
czgstoscia wystepowania niestabilno$ci chromosomalnej, ale najwyzsza czg¢stoscia wystgpowania
mutacji genu KRAS. Nowotwory tego typu charakteryzuja zaburzenia metabolizmu m.in. glutaminy
lub/i kwasow tluszczowych. CMS4, ostatni z wyrdznionych podtypow cechuje aktywacja szlaku
TGF-f, intensywny proces angiogenezy i nasilone procesy zapalne. Nowotwory te cechuje krotszy czas
catkowitego przezycia [6, 7]. Zastosowana klasyfikacja coraz bardziej zbliza do wyr6znienia
najwazniejszych cech RJG danego podtypu, jednak nie jest jeszcze stosowana klinicznie i jej
uzytecznos¢ jest nadal analizowana [8].

Badania progresji nowotworowej, ktora tak istotnie obniza przezywalnos¢ pacjentow,
doprowadzity do przelomowego odkrycia udzialu zjawiska przejs$cia nabtonkowo-mezenchymalnego
(EMT, ang. epithelial-to-mesenchymal transition) w procesietworzenia inwazyjnego fenotypukomorek
nowotworowych. EMT to odwracalny proces zachodzacy w warunkach fizjologicznych m.in. podczas
rozwoju embrionalnego i modelowania tkanek [9, 10], ktoéry zostal zaadoptowany przez komorki
nowotworowe i umozliwia im inwazj¢ [11]. Zmiany zachodzace na poziomie ekspresji genow
powoduja, ze dobrze spolaryzowane, silnie przylegajace do siebie komorki nabtonka tracg polaryzacje

i rozluzniajg potgczenia miedzykomorkowe, zyskujac wydtuzony ksztatt komorek mezenchymahych o
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podwyzszonej mobilnosci i zdolnos$ci do migracji. Proces ten jest inicjowany i kontrolowany przez
szereg czynnikow transkrypeyjnych, m.in. Snail, Twist i czynnikiz rodziny Zeb. Zmiany morfologiczne
i funkcjonalne komorek sg zwigzane z zahamowaniem produkcji marker6w nabtonka (m.in. kadheryny
E, klaudyn, okludyn) i pojawieniem si¢ lub wzrostem ekspresji markerow komorek mezenchymalnych
(m.in. wimentyny, fibronektyny, kadheryny N). Poczatkowo EMT rozumiano jako proces
jednoetapowej zmiany fenotypu z nablonkowego na mezenchymalny. Dopiero wyniki kolejnych badan
(w tym omowionych w ramach osiggniecia) zweryfikowaly ten poglad. Obecnie wiadomo, ze proces
EMT w komorkach nowotworowych to zmiana fenotypu, ktora nastepuje poprzez szereg odwracalnych
stanow przejsciowych, co pozwala komoérkom nowotworowym tatwo dostosowaé si¢ do szybko
zmieniajacych si¢ warunkéw w mikrosrodowisku guza. Te zdolno$¢ komodrek nowotworowych do
adaptacji nazwano plastycznoscig nablonkowo-mezenchymalng (EMP, ang. epithelial-mesenchymal
plasticity) [12], a procesy z nig zwigzane, jak EMT 1 towarzyszacy mu odwrotny, MET (ang
mesenchymal-epithelial transition) zacze¢to badaé pod katem wykorzystania ich jako celow
terapeutycznych. Stanowito to impuls do poszukiwania uniwersalnych biomarkeréw (m.in. biatek,
RNA, mikroRNA) rosngcego potencjalu metastatycznego komoérek RJG oraz samego procesu EMT
[12]. Polaczenie klasycznej terapii przeciwnowotworowej z czynnikami zakiocajacymi plastycznose
komorek stwarza nadzieje na znaczace obnizenie ryzyka nawrotow choroby i jej progresji.

Po wielu latach badan nad plastycznos$ciag nablonkowo-mezenchymalng komoérek nowotworowych,
oczywistym stato si¢ jednak, ze progresje nowotworowg nalezy rozpatrywa¢ w catym, ztozonym
mikrosrodowisku nowotworu (ang. TME, tumour microenvironment). A wigc nie tylko obserwujac
zmiany samych komoérek nowotworowych, ktore stanowily do pewnego czasu gtowny materiat
badawczy, ale badajac odpowiedz i wzajemna relacj¢ innych sktadnikow mikrosrodowiska guza.
Srodowisko w jakim dochodzi do powstania i rozwoju zmiany nowotworowej jest uktadem, na ktory
skladaja si¢ gldownie macierz zewnatrzkomoérkowa, fibroblasty, komorki uktadu odpornosciowego oraz
komorki $rodblonka mikronaczyn krwiono$nych i limfatycznych wystepujacych w bezposrednim
sasiedztwie guza [13]. Analiza procesoéw zachodzacych w tym skomplikowanym mikrosrodowisku
stanowi w ostatnim czasie gldwny nurt badan w kontekscie choréb nowotworowych, w tym RJG.
Wyniki zaprezentowane w przedstawionym do oceny cyklu publikacji wpisaly si¢ w glowne §ciezki
badawcze dotyczace raka jelita grubego. Ponizej zostaly oméwione w ramach dwoch gtoéwnych

zagadnien.

Charakterystyka zmian transkryptomicznych i funkcjonalnych zachodzgcych w komorkach linii raka
jelita grubego we wczesnych etapach procesu EMT
(publikacjanr 1)

Badania zrealizowane zostaty w ramach projektu Maestro, w ktory zostalam zaangazowana w
roku 2012. Gléwnym celem projektu byta detekcja zmian wywolanych w komoérkach RJG w wyniku
nadekspresji genu kodujgcego czynnik transkrypcyjny Snail. Biatko Snail to znany juz wtedy,
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molekulamy ,,wlacznik™ procesu przejscia nablonkowo-mezenchymalnego zachodzacego m.in. w
komorkach nowotworowych RJG, a prowadzacego do wzrostu ich inwazyjnosci. Jako model badawczy
zastosowano komorki RJG linii HT29 ze stabilng nadekspresjg Snail. Linia HT29 jest linig o fenotypie
nabtonkowym, ktorg charakteryzuje niski endogenny poziom ekspresji Snail i mate zdolnosci
inwazyjne. Klony komorek o réznym stopniu nadekspresji (HT29-Snail) oraz komorki transfekowane
pustym wektorem (HT29-pcDNA) stosowane jako komorki kontrolne, uzyskano metoda selekcji
klonalnej, tj. dhlugotrwalej hodowli w obecnosci antybiotyku selekcyjnego, genetycyny.
Zaobserwowano, ze komorki z nadekspresjg Snail zyskaly cechy komoérek mezenchymalnych:
wydhuzony ksztatt, rozproszony charakter kolonii, obnizong ekspresje markeréw komorek epitelialnych
(kadheryna E i1 klaudyna 1) i wzrost ekspresji genu kodujacego wimentyne, marker komorek
mezenchymalnych. Obserwacje proliferacji, adhezji i migracji klonow pozwolily na stwierdzenie, ze
nadekspresja Snail uruchamia w komorkach RIG proces przejscia epitelialno-mezenchymalnego.
Charakterystyka uzyskanych klonow potwierdzita uzytecznos$¢ przygotowanego modelu badawczego
do analizy zmian w funkcjonowaniu komoérek RJG na wezesnych etapach procesu EMT. Z wybranych
i scharakteryzowanych kloné6w komoérek HT29 wyizolowano catkowite RNA i poddano je analizie
transkryptomicznej z wykorzystaniem mikromacierzy. Zidentyfikowane zmiany ekspresji genow pod
wptywem nadekspresji Snail przeanalizowano za pomocgoprogramowania Ingenuity Pathway Analysis
(IPA), ktore pozwala przewidywa¢ wplyw zaobserwowanych zmian na poziomie transkryptomu na
procesy zachodzace w komodrkach. W ten sposob zidentyfikowano grupe 541 genéw, ktorych
ekspresja obnizyla si¢ (340 gen6w) lub podwyzszyla (201 genéw) w wyniku nadekspresji Snail
Analiza IPA pozwolila stwierdzié, Zze zarejestrowane zmiany w poziomie ekspresji genow sa
bezposrednio zwigzane z nasileniem mobilnos$ci komérek nowotworowych, co zaobserwowaliSmy
eksperymentalnie oraz z regulacja ich przezywalno$ci. Globalny obraz zmian w transkryptomie
oraz funkcjonowaniu klonoéw wskazywal jednak, Ze nadekspresja Snail nie indukuje definitywnej
zmiany fenotypu komérek RJG na mezenchymalny, ale rozpoczyna ten proces, wprowadzajac
komorki w stan fenotypu przejSciowego (ang. intermediate epithelial state). Klony komorek RIG
pod wptywem nadekspresji Snail zyskaly czgs¢ markerow mezenchymalnych i staly si¢ bardziej
ruchliwe, a wigc zdolne do inwazji. Nie obnizyly jednak tempa proliferacji, co jest cecha komorek w
EMT oraz nie stracity wszystkich cech komorek nablonkowych. Nasze obserwacje komorek RIG
potwierdzity, nieliczne wtedy doniesienia, ze proces EMT powinien by¢ postrzegany jako spektrum
stanéw przejSciowych pomie¢dzy fenotypami, a wiec celem terapeutycznym nie moga by¢ komorki
danego fenotypu, ale mechanizmy wyzwalajace plastyczno$¢ komérek nowotworowych. Stopien
zroznicowania poszczegolnych komorek RJG w pojedynczym guzie nowotworowym jest jednym z
gtownych powodow progresji choroby mimo stosowanej terapii.

W kolejnym etapie, w poszukiwaniu nowych markeréw indukcji EMT w komorkach RJIG, zwrdcono
szczegdlng uwage na geny, ktorych ekspresja wzrosta najbardziej w badanym uktadzie. Oprocz

opisanych wczesniej m.in. gendw kodujacych fibronektyne (FN1) czy tenascyne C (TNC), wigzanych
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juzwczesniejz EMT, zidentyfikowano wiele takich, ktérych znaczenie w tym procesie nie byto odkryte,
jak catej grupy glikoprotein, czy kolagendw.

W centrum naszych zainteresowan znalazl sie¢ gen kodujacy maly neuropeptyd, neuromedyne U
(NMU), ktora dotychczas nie byla opisana w konteks$cie RJG, a doniesienia wskazujace na jej
potencjalny zwiazekz rozwojem innych typéwnowotworow byly nieliczne i bardzo ogoélne. Wiedza
na temat ekspresji NM U, obrobki i wydzielania biatka z komorek okazata si¢ ograniczona. Dodatkowo
jej dziatanie poprzez receptory NMUR1 i NMUR2 poza uktadem nerwowym, byto trudne do zbadania,
gtownie z uwagi na niski poziom endogennej ekspresji genow dla receptorow oraz brak réznicujacych
przeciwcial. W ten sposob nasze badania nad rola NMU w progresji RIG ujawnity koniecznos¢ i
potrzebg przeprowadzenia badan podstawowych dotyczacych neuromedyny U. Na poczatku
potwierdziliSmy podwyzszona ekspresje YMU w komérkach HT?29, zalezng od poziomu ekspresji
Snail, a zidentyfikowang w badaniach transkryptomicznych. Wykazali§my rowniez wy dzielanie
NMU przez komérki HT29-Snail do medium hodowlanego, w ktérym zaobserwowaliSmy tez
obecno$¢ mRNA kodujgcego NMU. Po raz pierwszy wykazaliSmy, ze komorki HT29 z
zaindukowanym procesem EMT oraz z podwyzszona mobilnoscia, produkuja i wydzielaja biatko
oraz mRNA kodujace neuromedyne U oraz wykazuja ekspresje jej receptora. Znaczenie tych

zjawisk byto badane w kolejnych projektach.

(publikacja nr 2)

Odkrycia zwigzane z aktywnoscig regulatorowg czgsteczek mikroRNA otworzyly w nauce
nowy rozdziat rowniez w obszarze badan progresji nowotworowej i metastazy [14]. Dlatego kolejnym
krokiem w poszukiwaniu kluczowych mechanizméw i markerow charakteryzujacych komorki RJG o
podwyzszonej inwazyjnosci, towarzyszacej wczesnym etapom procesu EMT, byla analiza zmian w
poziomie ekspresji mikroRNA. Badaniaprzeprowadzono z wykorzystaniem opisanego powyzej modelu
komorek HT29 ze stabilng nadekspresjg Snail, a analize mikroRNA przeprowadzono z uzyciem
mikromacierzy miRCURY LNA™ microRNA Array 7th Gen (Exiqon), ktore zawieraty sondy
komplementarne do ludzkich, mysich, szczurzych i wirusowych mikroRNA oraz matych jaderkowych
RNA zawierajacych motyw C/D box (SNORDs) zarejestrowanych w bazie miRBase 18.0.

Zaobserwowalismy, ze aktywacja EMT wywolana nadekspresja Snail w komérkach RJIG
nie wplywa na zdolnos¢ komorek do produkcji mikroRNA i nie zaburza ekspresji genow
kodujacych dwa gldwne enzymy zaangazowane w ten proces, Dicer i Dorsha. Znaczaco zmienily
si¢ jednak proporcje pomiedzy poszczegélnymi typami produkowanych czasteczek, a zmiany te
byly zalezne od stopnia nadekspresji Snail w komérkach. Sposréd kilkudziesieciu
zidentyfikowanych réoznicujacych mikroRNA, najwieksze zmiany zaobserwowano w obecnosci
miR-205, let-7i i SNORDI13, ktéorych ekspresja wzrosla w komoérkach o podwyzZszonej
inwazyjno$ci oraz miR-192 i miR-194, ktérych ekspresja ulegla obnizeniu w takich komérkach.

WzrostekspresjimiR-2051let-71, zostat potwierdzony metoda real-time PCR, co pozwolilonam zabra¢
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gltos w dyskusji dotyczacej funkeji tych czasteczek w progresji RJG. Sg to bowiem czasteczki zaliczane
do supresorow lub aktywatoré6w rozwoju choroby zaleznie od typu nowotworu [15-17]. My
wykazali$my ich potencjalny udzial w procesach prowadzacych do wzrostu inwazyjnosci komorek raka
jelita grubego. Interesujaca obserwacja z perspektywy czasu byl tez wzrost poziomu ekspresji
SNORD13 w klonach HT29-Snail. Nie podj¢lismy si¢ wowczas analizy funkcji SNORD13 w EMT, ale
poOzniejsze badania roli matych jaderkowych RNA w metastazie [ 18] mogtaby sktoni¢ do powrotu do
tego tematu.

Czynnik transkrypcyjny Snail, zastosowany w naszym modelu badawczym jest opisanym represorem
transkrypcji. ZadaliSmy pytanie, czy podwyzszona obecnos¢ Snail w komorkach HT29 wplywa
bezposrednio na zaobserwowane obnizenie ekspresji miR-192 i miR-194. Czasteczki te zostaly
wczesniej zaliczone do grupy mikroRNA hamujgcych rozw6j guza. Postawiong hipoteze
potwierdziliSmy poprzez wyciszenie ekspresji Snail, ktore podwyzszyto poziom miR-192 i miR-194 w
komorkach RJG. Dodatkowo na drodze immunoprecypitacji chromatyny, wykazaliSmy wigzanie
czynnika Snail do sekwencji promotorowej prekursora pri-miR-192/194. W ten sposob po raz
pierwszy powiazaliSmy nadekspresje Smail z obnizeniem poziomu ekspresji mikroRNA
hamujacych rozwéj guza w komérkach RJG, ktéore moze wynika¢ m.in. z bezposredniego
wigzania Snail do promotora mikroRNA.

Wyniki analizy transkryptomicznej i mikroRNA w komoérkach w poczatkowej fazie procesu EMT
dostarczyly nam bardzo duzo danych. Z uwagi na charakter badan, gléwnym osiagnieciem pracy jest
wiec lista réznicujacych mikroRNA i ich korelacja ze zmianami zidentyfikowanymi w
transkryptomie komorek. Potwierdzita ona sp6jno$¢ otrzymanych wynikow i pozwolita wskazaé nie
tylko zmiany w poziomie produkowanych mikroRNA, ale réwniez posrednio pokaza¢ efekt ich
aktywnosci regulatorowej, w postaci zmian ekspresji genow docelowych.

Aby dopehi¢ charakterystyk¢ modelu komoérek RJG na wczesnym etapie EMT indukowanego
nadekspresja Snail, przeprowadzono sekwencjonowanie (ang. NGS, next generation sequencing)
zawarto$ci pecherzykow zewnatrzkomorkowych wydzielanych z komorek HT29-Snail w poréwnaniu
do komorek kontrolnych. Petny raport z tych analiz zostat opublikowany w pracy spoza osiggnigcia, ale
w omawianej pracy pokazali§my, ze poziom mikroRNA w pecherzykach zewnatrzkomorkowych
odzwierciedla zmiany zarejestrowane w komdérkach. Komorki mogg wiec komunikowac sie z
mikro$rodowiskiem za pomoca mikroRNA pakowanych do pecherzykow.

Wynikizawarte w publikacjach omowionych w tej czgsci staly si¢ inspiracjg wielu kolejnych projektow
badawczych, poswigconych pojedynczym obserwacjom, takim jak zmiany w poziomach glikoprotein,
kolagenow czy neuromedyny U w komorkach RJG o podwyzszonej inwazyjnosci w wyniku przebiegu
EMT.
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Charakterystyka funkcji neuromedyny U w mikrosrodowisku raka jelita grubego.

(publikacja nr 3)

Po zakonczeniu badan dotyczacych mikroRNA wrocitam do zagadnien zwigzanych z analizg
transkryptomu w komorkach raka jelita grubego z zaindukowanym procesem EMT. Temat znaczenia i
udzialu neuromedyny U (NMU) w procesie progresji RIG okazat si¢ bardzo interesujacy. Wynikibadan
wstepnych pomogly w przygotowaniu wlasnego projektu badawczego Sonata Bis 6 (NCN) pt.
»Neuromedyna U jako nowy potencjalny regulator przerzutowania w raku jelita grubego i odbytnicy”,
ktory otrzymat pozytywna decyzje w sprawie finansowania i w ramach ktoérego, kontynuowatam
badania.Z uwagi na coraz liczniejsze doniesienia wskazujace na udziat neuromedyny U w procesach
zwigzanych z progresja nowotworowa, analiza dostepne;j literatury pozwolita na opracowanie artykutu
przegladowego przedstawionego do oceny. W pracy tej zebrano dostepng wtedy wiedz¢ na temat
ekspresji NMU, syntezy, wydzielania i obrobki roznych form peptydu oraz rodzajow, dystrybucii i
funkcji klasycznych (NMUR1, NMUR?2) i alternatywnych (NTSR1/GHSR1b) receptoréw dla NMU,
ktére naleza do rodziny receptoréw zwiazanych z biatkiem G (GPCRs, ang. G-protein-coupled
receptors). Neuromedyna U jest konserwatywnym peptydem, ktérego roznej dlugosci izoformy
spotykane sg w wielu organizmach. U cztowieka jest to dwudziestopiecio-aminokwasowy peptyd ze
wspolng dla wszystkich organizmow sekwencjg ostatnich pieciu aminokwasow amidowanego C-konca
(-Phe-Arg-Pro-Arg-Asn-NH2) determinujaca aktywnos$¢ peptydu. Mechanizmy dziatania NMU byly
badane gtownie w ukladzie nerwowym, ale wszystkie 6wczesne doniesienia byly pozbawione
podstawowych informacji m.in. na temat wielostopniowej regulacji produkcji peptydu, co
podkreslilismy w naszej pracy. Gtowng i najbardziej interesujacg cze$¢ publikacji stanowi szczegélowe
podsumowanie doniesien dotyczacych ekspresji genu NMU, jej receptorow oraz jej dzialania w
chorobach nowotworowych. Prace podejmujace ta tematyke skupialy si¢ jednak na oznaczeniu
poziomu ekspresji genow i wydzielonej NMU z komorek. Brakowato informacji na temat formy i
aktywnosci peptydu oraz zdolnosci komorek do odpowiedzi na dziatanie NMU. Zauwazylismy, Ze dane
opisujace aktywacje receptorow dla NMU uzyskano w wigkszoS$ci przypadkow na podstawie badan
prowadzonych z wykorzystaniem linii komodrkowych z nadekspresja tych receptoréow, a wigc
prezentowano mechanizm dzialania, a nie faktyczng reaktywno$¢ receptorow obecnych na komoérkach.
Dodatkowo analiza literatury ujawnita prawdopodobng trudno$¢ badaczy w identyfikacji receptorow
NMU na poziomie biatka, co byto dla nas cennag wskazowka, pomocng w realizacji projektu. W
wigkszosci typow nowotwordw (poza nowotworami jamy ustnej i gardla) obserwowano podwyzszong
ekspresje NMU, ktora wigzana byta jednoczes$nie z progresja choroby. Ekspresja genéw dla receptorow
NMURI1 i NMUR?2 byta bardzo zréoznicowana pomigdzy typami nowotworu. Rosngce zainteresowanie
neuromedyng U i wcigz nowe obserwacje sugerujace istotny udziat tego peptydu w progresji

nowotworowej nie obejmowaty jednak znaczenia NMU w raku jelita grubego.

-11 -



Autoreferat (zatacznik 4a) dr Patrycja Przygodzka

(publikacja nr 4)

Projekt Sonata Bis 6 zakladat badanie odpowiedzi komérek nowotworowych na NMU obecne
w srodowisku. Podjeto si¢ tez weryfikacji hipotezy, ze NMU moze oddziatywa¢ na inne,
nienowotworowe komorki obecne w mikrosrodowisku guza, ktore charakteryzujg si¢ ekspresja
receptoréw dla tego biatka. Prace eksperymentalne wykonane w ramach pierwszej czgsci projektu
zaowocowaly czwartg publikacja przedstawiong do oceny. Z uwagi na fakt, ze temat udzialu NMU w
raku jelita grubego nie byt dotychczas podejmowany, badania rozpoczeto od analizy danych zawartych
w bazie danych TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas), a dotyczacych poziomu ekspresji gendw w
ludzkich tkankach raka jelita grubego. Analizy wykonano dzicki wspotpracy z dr Marcinem
Pacholczykiem, adiunktem w Instytucie Automatyki, Wydziatu Automatyki Elektroniki i Informatyki
Politechniki Slaskiej. Wykazano, ze ekspresja NMU jest istotnie podwyzszona w tkance
nowotworowej izolowanej nawet we wczesnych stadiach choroby w poréwnaniu z sasiadujgca
tkanka zdrowg. Dodatkowo wysoki poziom NMU w tkance guza wiazZe si¢ z nieco gorszymi
rokowaniami. Ekspresja receptora NMURI okazala si¢ istotnie nizsza, a receptora NMUR? -
znaczgco wyzsza w tkance chorej niz w zdrowej tkance sasiadujgcej. Ten nieoczekiwany wynik
zdeterminowat kierunek kolejnych badan. Co interesujace, w tkankach o wysokiej ekspresji NMUR2
zaobserwowano nizsza ekspresje markera roznicowania komorek, CDH-1 (kadheryna E) i wyzsza
ekspresje¢ MMP-1, jednego z mediatoréw inwazyjnosci guza pierwotnego. W tkankach o
podwyzszonym poziomie NMU i receptora NMUR?2 zarejestrowano istotnie wiecej przypadkow
inwazji perineuralnej wiazanej z pogorszeniem rokowania w RJG. Poniewaz dane w bazie TCGA
dotyczg calych tkanek i nie mozna na ich podstawie wnioskowaé o ekspresji NM U ijej receptorow w
poszczegdlnych typach komorek, w kolejnych badaniach zastosowano model komorek linii raka jelita
grubego.
W panelu sze$ciu dobrze scharakteryzowanych, ale réznych pod wzgladem genetycznym i
fenotypowym linii komérkowych RJG (Caco-2, SW480, SW620, HCT15, HCT116, and HT29)
zidentyfikowano ekspresje NM U, w odroznieniu od prawidtowej, nablonkowej linii kontrolnej (CCD
841 CoN). Otrzymane wyniki potwierdzily zréznicowanie wybranych linii komoérkowych, ktore zostato
odzwierciedlone w roznym poziomie ekspresji NMU, oznaczonym na poziomie mRNA 1 bialka, jak
réwniez wydzielania peptydu. Po analizie wynikow zidentyfikowaliSmy linie komorkowe o niskiej
ekspresji NM U, w ktorych czulos¢ metody nie pozwolitana wykrycie biatka (Caco-2, HT29, SW620)
oraz linie z wysoka ekspresja NMU, w ktorych zidentyfikowano biatko zaréwno w lizatach
komorkowych, jak i w medium pohodowlanym (HCT15, HCT116, SW480). PotwierdziliSmy tym
samym, ze komorki te wydzielaja NMU do srodowiska. NMU z podtoza, w ktérym hodowano komarki
najsilniej wydzielajace ten peptyd zostato poddane analizie spektrometrycznej. Pozwolito to po raz
pierwszy wykaza¢ wydzielanie NMU w postaci dwdch bialek prekursorowych o dlugosciach 174-
AAi158-AA. Jest to nowa, istotna informacja poniewaz proces powstawania i obrébki NMU nie

byl wcze$niej wyjasniony i w szczegdlach nadal pozostaje nieznany. Dodatkowo pokazaliSmy, ze
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NMU stanowi ladunek wydzielanych przez komdrki RJG pecherzykow zewnatrzkomorkowych,
znanych z ich czynnego udzialu w komunikacji miedzykomérkowej m.in. w procesie progresji
nowotworowej. Znaczenie tego zjawiska pozostaje narazie niezbadane.

W kolejnym kroku zadalismy pytanie, czy NMU wydzielone z komorek RJG moze autokrynnie
oddziatywa¢ na te komorki. W celu udzielenia odpowiedzi, zbadali$my ekspresje gendow kodujacych
receptory NMU w komorkach nowotworowych. W przypadku jednej z linii, HCTI116,
zidentyfikowalis$my ekspresje NMUR1, w trzech kolejnych (Caco-2, HT29, SW480) ekspresje NMUR?2,
a w komorkach linii HCT15 nie zidentyfikowali$my zadnego z receptoréw. Dodatkowo stwierdzilismy
ze linie SW480 i SW620 sg zdolne do utworzenia alternatywnego receptora dla NMU, tj.
NTSR1/GHSTR1b. Ze wzgledu na to ciekawe zréznicowanie w ekspresji receptorow i brak informacji
dotyczacych sposobu regulacji ich ekspresji, postanowiliSmy przyjrzec si¢ blizej temu zagadnieniu.
Wykazali$my, ze ekspresja NMURI i NMUR2 w komorkach RJG podlega regulacji poprzez
metylacje DNA, co stwarza mozliwo$¢ wlaczania i wylaczania produkcji receptorow przez
komorkii ich adaptacji do warunkéw mikrosrodowiska. Co cickawe, zaobserwowano, ze linie, w
ktorych wykazano ekspresje receptora dla NMU zostaty zaklasyfikowane do podtypow molekulamych
CMS3 i CMS4, nowotworow dajgcych gorsze prognozy i trudnych w leczeniu.

Zebrane dane na temat ekspresji NMU i receptorow NMU pozwolity sformutowacé hipoteze, ze niektore
typy komorek RIG mogg by¢ aktywowane przez wydzielony przez te komoérki peptyd (dziatanie
autokrynne NMU). Prace innych autorow dotyczace aktywacji receptorow dla NMU byty prowadzone
na modelu komoérek z egzogenna nadekspresja receptorow. W naszych badaniach wykazaliSmy po
raz pierwszy pobudzenie szlakow sygnalowych aktywowanych na drodze NMU/NMURZ2, na
komdrkach RJG z endogennym poziomem tego receptora, rejestrujac sygnal zwiazany z
mobilizacja wapnia wewnatrzkomorkowego oraz aktywacje fosforylacji kinaz bialkowych
ERK1/2. Aktywacja tego szlaku jest uznawana jako swiadectwo aktywacji receptoroéw z rodziny GPCR
[19]. Jednoznaczna identyfikacja aktywacji receptoréw nie byta mozliwa poprzez dziatanie na komorki
syntetyczng neuromedyng U (NMU-9), co spowodowane jest niska ekspresja receptorow,
charakterystyczng dlareceptoréw zrodziny GPCR. W celu eksperymentalnego potwierdzenia dziatania
NMU na komorki RJG konieczne okazalo si¢ zastosowanie bardziej stabilnych agonistow receptorow.
Ta czg¢$¢ badan wymagata dodatkowo analizy stabilnosci peptydu i zaowocowata nawigzaniem
wspolpracy z prof. Stevenem Balletem z Vrije Universiteit Brussel z Belgii. Zespol profesora S. Balleta
pomodglt nam zidentyfikowa¢ problemy dotyczace aktywnosci NMU-9 i dostarczyt dobrze
scharakteryzowane peptydy, otrzymane w wyniku modyfikacji ludzkiej NMU-8, a bedace
specyficznymi agonistami receptorow o podwyzszonym powinowactwie i stabilnosci proteolitycznej
[20]. Z naszych obserwacji wynika, ze do detekcji aktywacji receptorow na komorkach RJG wymagane
jest bardzo wysokie lokalne stezenie stabilnego peptydu przy blonie komorkowej, stad koniecznosé

zastosowania agonistow.
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Po potwierdzeniu aktywnosci receptora NMUR2 obecnego na komodrkach RJG zbadany zostat fenotyp
komorek poddanych dziataniu NMU. W tym celu przygotowano i scharakteryzowano klony linii HT29
i Caco-2 ze stabilng nadekspresja NMU. Taki model pozwolil na obserwacje komorek, ktére poddane
sg cigglemu, autokrynnemu dziataniu podwyzszonego stezenia NMU 1 charakteryzuje je ekspresja
NMUR?2. Zaobserwowano, ze klony z nadekspresja NMU maja nasilone zdolno$ci migracyjne i
inwazyjne oraz charakteryzujq si¢ pobudzonym szlakiem aktywacji kinaz ERK1/2, co Swiadczy
posrednio o aktywacji receptora NMUR2. Poniewaz mobilnos¢ i inwazyjnos¢ komorek
nowotworowych jest silnie zalezna od ich oddziatywania z macierzg zewnatrzkomorkowa, klony
komorek HT29-NMU i1 Caco-2-NMU zbadalismy pod wzgledem ekspresji genow kodujacych
podjednostki receptoréw integrynowych. Integryny to receptory powierzchniowe zwigzane z procesem
progresji nowotworowej [21]. Ciagle pobudzenie komérek RJG poprzez ich aktywacje NMU
spowodowalo istotne podwyzszenie ekspresji genow podjednostek integrynowych aV, a2, a6, p1,
B4, p6 o udokumentowanym udziale w procesach prowadzacych do progresji nowotworowej.
Zebrane dane potwierdzily, ze podwyzszona produkcja i wydzielanie NMU przez komorki RJIG
moze prowadzi¢ do ich autokrynnej aktywacji za posrednictwem receptora NMUR2 i zmiany ich
fenotypu na sprzyjajacy inwazji.

(publikacja nr 5)

Kolejna czes$¢ badan rozpoczelismy od potwierdzenia, na poziomie bialkowym, zidentyfikowanych
wczesniej zmian w ekspresji NMU na poziomie mRNA, ktore zarejestrowaliSmy analizujac dane
zdeponowane w bazie TCGA. W tym celu wykonaliSmy barwienie immunohistochemiczne NMU
komercyjnie dostepnych tkanek izolowanych od pacjentéw z RJG. Istotne zmiany w poziomie
peptydu pomiedzy tkanka nowotworowg a sgsiadujaca tkanka normalng zaobserwowaliSmy
gléwnie w nowotworach o niskim stopniu zaawansowania (g1). Roznice te zacieraly si¢ wraz z
rosngcym zaawansowaniem choroby.

Analiza danych (TCGA) pod katem przezywalnosci pacjentow z RJIG wykazata krétszy catkowity czas
przezycia pacjentow z nowotworami charakteryzujacymi si¢ wysokim poziomem mRNA dla NMURI.
W grupie tej zidentyfikowali§my wiecej przerzutow do weztdéw chtonnych oraz podwyzszong ekspresije
czynnika VEGFC (ang. vascular endothelial growth factor type C) zwigzanego z tworzeniem naczyn
limfatycznych. Zwiazek podwyzszonej ekspresji NMURI z gorsza przezywalno$cia pacjentow z RIG
byt zaskakujacy, poniewaz ekspresja tego receptora, zgodnie z danymi z bazy TCGA, spada w
komorkach RJG wzglgdem normalnych tkanek sasiadujacych, co raczej sugeruje jego dziatanie
niesprzyjajace rozwojowi nowotworu. Wzbudzito to nasze zainteresowanie, szczegdlnie w kontekscie
niespojnych doniesien na temat obecnosci receptorow NMU w innych nowotworach (publikacja 3).
Ekspresje NMURI obserwowano wczesniej nie tylko w komoérkach nowotworowych, ale rowniez w
innych, nienowotworowych komorkach potencjalnie obecnych w mikro§rodowisku guza. W zwigzku z
powyzszym przeanalizowaliSmy wyniki w bazie TCGA pod wzglgdem poziomu ekspresji markerow

roznych typoéw komorek mikrosrodowiska w tkankach nowotworowych (RJG). W grupie z
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podwyzszonym poziomem ekspresji NMURI zaobserwowaliSmy podwyzZszona ekspresje
markeréw m.in. komérek srodblonka naczyn, makrofagéw i plytek krwi. Pozwolitlo nam to na
postawienie hipotezy, ze NMU obecne w mikrosrodowisku guza dziala nie tylko autokrynnie na
komorki RJG, ale rowniez parakrynnie na inne komorki nienowotworowe.

Z uwagi na fakt, ze dane w bazie TCGA dotycza catych tkanek i nie mozna na ich podstawie
wnioskowac o ekspresji NMURI w poszczegdlnych typach komorek, kolejne badania prowadzono na
modelach komérkowych. Zastosowano dwa modele badawcze makrofagdow: makrofagi roznicowane z
komorek linii THP-1 (TDM, ang. THP-1 derived macrophages) oraz makrofagi réznicowane z
monocytow izolowanych z krwi obwodowej zdrowych dawcow (MDM, ang. monocyte derived
macrophages). Jako model komorek $rodblonka mikronaczyn krwiono$nych zastosowano linig
komorkowa HMEC-1, a ludzkie ptytki krwi izolowano z koncentratow ptytkowych zdrowych dawcow.
Ekspresja NMURI zostata potwierdzona we wszystkich badanych typach komorek zaré6wno na
poziomie mRNA, jak i na poziomie biatka. W celu sprawdzenia odpowiedzi badanych komoérek na
NMU, komorki inkubowano z syntetyczng NMU-9, jak réwniez medium pohodowlanym z komorek
RJG z potwierdzong nadekspresja peptydu i jego istotnym wydzielaniem. Podobnie jak w przypadku
komorek RJG aby potwierdzi¢ aktywacje NMUR1 analizowalismy fosforylacje kinaz ERK1/2 pod
wpltywem dziatania NMU. WykazaliSmy aktywacje receptora NMUR1 zaréwno w komoérkach
srodblonka, jak i w makrofagach, co §wiadczy o tym, ze komo6rki nienowotworowe, potencjalnie
obecne w §rodowisku guza, maja zdolno$¢ reagowania na podwyzszone stezenie NMU wydzielane
przez komorki raka jelita grubego.

Kolejno, przeprowadzili§my testy funkcjonalne w celu sprawdzenia jak dziatanie NMU wptywa na
funkcje badanych komoérek. Temat ten nie byl dotychczas podejmowany w kontekscie chorob
nowotworowych. Zbadano wi¢c kluczowe procesy zachodzace w mikrosrodowisku nowotworu, jak
zmiany fenotypu komorek oraz wplyw na ich funkcje, w tym wydzielanie cytokin, chemotaksje,
migracj¢ czy angiogeneze.

Na podstawie istotnie wickszej liczby komorek migrujacych przez membrang potprzepuszczaling w
kierunku rosnacego stezenia NMU-9 stwierdzono, z¢ NMU dziala na makrofagi chemotaktycznie, co
potwierdza potencjalny, bezposredni udzial peptydu w zwickszaniu populacji makrofagow w
mikro$rodowisku nowotworowym. Dodatkowo NMU nasila ich zdolno$ci migracyjne, wywoluje ich
polaryzacje w kierunku pronowotworowego fenotypu M2 (obecno$¢ markera CD206) oraz
zmienia profil wydzielanych przez nie cytokin, m.in. zwi¢kszajac uwalnianie CCL-2 i CXCL-12 o
udokumentowanym dzialaniu pronowotworowym. Przedstawione wyniki wskazuja, ze NMU moze
potencjalnie modulowa¢ obecnosc¢ i fenotyp makrofagdow promujac rozwdj choroby. Pozwolilo nam to
zabra¢ glos w dyskusji na temat kontrowersji wokot roli makrofagéw w przebiegu i progresji RJIG [22].
W dalszej czesci pracy zbadano wptyw NMU potencjalnie obecnej w niszy nowotworu na wzajemne
interakcje makrofagéw i komorek nowotworowych. Oceniono wptyw czynnikow wydzielanych przez

makrofagitraktowane NMU na zdolnosci migracyjnekomoérek RIG. Na podstawie analizy otrzymanych
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wynikow stwierdzono istotna statystycznie stymulacje migracji komorek linii HCT116 pod
wplywem medium pohodowlanego znad makrofagéw traktowanych NMU-9 w stosunku do préby
kontrolnej. Komorki RJG wydzielajace NMU do mikrosrodowiska mogg zatem promowac jego
pronowotworowy charakter nie tylko na drodze autokrynnej, ale takze w wyniku parakrynnego
dzialania na makrofagi.

Komorki $rodblonka mikronaczyniowego zwigzanego ze zmiang nowotworowa nazywane s
srodblonkiem dysfunkcyjnym [23], ktory posredniczy w wymianie substancji odzywczych pomiedzy
uktadem krwiono$nym a niszg nowotworu, odpowiada za proces angiogenezy i ulatwia przedostawanie
sie komorek nowotworowychdo naczyn krwionosnych (proces intrawazacji). Zwigkszone zaggszczenie
naczyn krwiono$nych w okolicy guza, oznacza wicksze prawdopodobienstwo wystapienia przerzutow.
Z naszych obserwacji wynika, ze pod wplywem NMU komérki $rédblonka zyskuja cechy
srodblonka dysfunkcyjnego. Przejawia si¢ to podwyzszeniem poziomu produkcji bialek
charakterystycznych dla komoérek okolicy guza (IGBP-7 oraz wimentyny) oraz nasileniem
wydzielania charakterystycznych dla nich cytokin jak CCL-2, CCL-5, CXCL-10, G-CSF i GM-
CSF, ICAM-1 oraz IL-6. Zgodnie z doniesieniami moga one mie¢ aktywnos$¢ proangiogenng
(ICAM-1) oraz determinowa¢ interakcje z makrofagami (CCL-2) i komérkami nowotworowymi
(CCL-2, CCL-5). Obserwacje funkcjonalne wskazuja na NMU jako czynnik proangiogenny,
ktory zwigksza intensywnos$¢ migracji komorek srédblonka oraz ich zdolno$¢ do tworzenia
struktur kapilaropodobnych w hodowli na sztucznej macierzy zewnatrzkomorkowej.
Przedstawione wyniki wskazuja na aktywnos¢ NMU wzgledem makrofagow i komoérek srodbtonka,
ktora jest wykorzystywana przez komorki RIG do stworzenia mikrosrodowiska sprzyjajacego progresji
nowotworowej.

Mimo wczesniejszych doniesien na temat podwyzszonej ekspresji NMU w roznego typu
nowotworach oraz danych dotyczacych wystgpowania receptorow NMU na roéznych komodrkach
potencjalnie obecnych w niszy nowotworowej [24], nasze badania aktywnos$ci neuromedyny U w
mikros$rodowisku nowotworu byly nowatorskie.

Z uwagi na podstawowy charakter przedstawionych badan, jest nadal za wczesnie zeby jednoznacznie
wskaza¢ NMU lub jej receptory jako markery wczesnych etapow progresji RJIG. Nie jest tez pewne, czy
bedziemy w stanie zdoby¢ wystarczajaco informacji, zeby §ciezka NMU/NMUR zyskata status celu
terapeutycznego. Jednak otrzymane wyniki, rozwoj narzedzi badawczych i publikowane dane z innych
zespotow zachecaja do kontynuowania badan w tym temacie. Wyniki zgromadzone w ramach projektu
Sonata Bis 6 staty si¢ podstawg dwdch rozpraw doktorskich, dr Kamili Soboskiej i mgr Eweliny
Sochackiej. Zdobyta wiedza i dane przyczynity si¢ tez do przygotowania kolejnego projektu
badawczego poswieconego roli NMU w progresji RJG zatytutowanego: ,,Znaczenie prognostyczne
neuromedyny U i jej receptorow w przebiegu nowotworow jelita grubego, rola w metastazie”.
Projekt ten uzyskal pozytywna decyzje w sprawie finansowania w ramach konkursu Opus 21

(NCN)iwewrzesniu 2022 r.rozpoczela si¢ jego realizacja. Za pomocg modeli zwierzecych, obserwacji
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tkanek ludzkich oraz badania $srodbtonka limfatycznego, podjeta zostanie proba weryfikacji hipotezy,

ze neuromedyna U i jej receptory wplywaja stymulujaco na wzrost inwazyjnosci raka jelita grubego i

moga sta¢ si¢ markerami prognostycznymi choroby.

Podsumowanie osiagniecia naukowego

Przygotowano i wykonano pelng charakterystyke modelu badawczego komoérek RIG z
zaindukowanym procesem EMT w wyniku stabilnej nadekspresji genu dla czynnika
transkrypcyjnego Snail (HT29-Snail).

Komorki HT29-Snail o podwyzszonej inwazyjnosci w wyniku indukcji przejscia EMT poddano
analizie transkryptomicznej w wyniku ktorej:

- zidentyfikowano grupe 541 genow roznicujgcych, ktorych ekspresja obnizyta si¢ (340 gendéw)
lub podwyzszyta (201 gendow) w wyniku nadekspresji Snail. Zarejestrowane zmiany w
poziomie ekspresji genow byly bezposrednio zwigzane z nasileniem mobilnosci komorek
nowotworowych iregulacja ich przezywalnosci.

- potwierdzono, zZe globalny obraz zmian w transkryptomie oraz fenotypie klonow HT29-Snail
nie indukuje definitywnej zmiany fenotypu komoérek RJG na mezenchymalny, ale rozpoczyna
ten proces, wprowadzajac komorki w stan fenotypu przejsciowego (ang. intermediate epithelial
state).

- wnioskowano, ze proces EMT w komorkach RJG powinien by¢ postrzegany jako spektrum
stanow przejsciowych pomigdzy fenotypami, a wigc celem terapeutycznym nie mogag by¢
komorki danego fenotypu, ale mechanizmy wyzwalajace plastycznos¢ komorek
nowotworowych.

- wykazano podwyzszong ekspresje mRNA kodujacego neuromedyne U (NMU) w komorkach
HT29, zalezna od poziomu ekspresji Snail. Po raz pierwszy pokazano, ze komorki HT29 z
zaindukowanymprocesem EMT oraz z podwyzszong mobilno$ciag w wynikunadekspresji Snail,
produkuja i wydzielaja biatko oraz mRNA kodujace neuromedyng U jak rowniez wykazuja
ekspresje jej receptora, NMUR?2.

Komorki HT29-Snail o podwyzszonej inwazyjnosci w wynikuindukcjiprzejscia EMT poddano
analizie ekspresji czasteczek mikroRNA w wyniku ktorej:

- wykazano, ze aktywacja EMT wywotana nadekspresja Snail w komoérkach RJG nie wplywa
na zdolnos¢ komorek do produkcji mikroRNA inie zaburza ekspresji genow kodujacych dwa
gtowne enzymy zaangazowane w ten proces, Dicer i Dorsha.

- zaobserowano znaczgco zmienione proporcje pomi¢dzy poszczegdlnymi typami
produkowanych czasteczek mikroRNA. Zmiany byty zalezne od stopnia nadekspresji Snail w
komorkach. Sposrod kilkudziesieciu zidentyfikowanych roznicujgcych mikroRNA, najwicksze

zmiany zaobserwowano w obecnos$ci miR-205, let-7i 1 SNORDI1 3, ktorych ekspresja wzrosta w
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komorkach o podwyzszonej inwazyjnosci oraz miR-192 i miR-194, ktorych ekspresjaulegla
obnizeniu w takich komoérkach.

- po raz pierwszy powigzano nadekspresje¢ Snail z obnizeniem poziomu ekspresji mikroRNA
hamujacych rozwéj guza (miR-192 i miR-194) w komorkach RJG, ktére moze wynika¢ m.in. z
bezposredniego wigzania Snail do promotora prekursora tych mikroRNA.

e  Wyniki analizy transkryptomicznej i mikroRNA w komorkach w poczatkowej fazie procesu
EMT dostarczyty dtugg liste zawierajaca dane na temat roznicujgcych mikroRNA iich korelacji
ze zmianami zidentyfikowanymi w transkryptomie komoérek. W ten sposob wskazano nie tylko
zmiany w poziomie produkowanych mikroRNA, ale réwniez posrednio pokazano efekt ich
aktywnosci regulatorowej, w postaci zmian ekspresji genow docelowych.

e Zebrano dostgpna wiedze¢ na temat ekspresji genu dla neuromedyny U, syntezy, wydzielania i
obrobki réznych form peptydu oraz rodzajow, dystrybucji i funkcji klasycznych (NMURI,
NMUR?2) i alternatywnych (NTSR1/GHSR1b) receptorow dla NMU. Po raz pierwszy
szczegdlowo podsumowano doniesienia dotyczace roli NMU i jej receptorow w przebiegu
choréb nowotworowych.

e Przeprowadzono badania roli NMU w aktywacji komorek RJG, w wyniku ktérych:

- wykazano, ze ekspresja NM U jest istotnie podwyzszona w tkance nowotworowej izolowanej
nawet we wczesnych stadiach choroby w poréwnaniu z sgsiadujaca tkankg zdrowa. Dodatkowo
wysokipoziom NMU w tkance guza wigze si¢ z gorszymi rokowaniami. Ekspresjareceptora
NMURI okazatasig istotnie nizsza, a receptora NMUR?2 - znaczaco wyzsza w tkance chorej niz
w zdrowej tkance sasiadujace;.

- scharakteryzowano panel linii komérkowych RJG pod wzglgdem ekspresji NMU 1 jej
receptorow

- po raz pierwszy wykazano wydzielanie NMU w postaci dwoch biatek prekursorowych o
dtugosciach 174-AA 1 158-AA.

- wykazano, ze NMU stanowi ladunek wydzielanych przez komoérki RIG pecherzykow
zewnatrzkomoérkowych, znanych z ich czynnego udzialu w komunikacji migdzykomorkowej
m.in. w procesie progresji nowotworowej.

- zaobserwowano, ze ekspresja NMUR1 i NMUR2 w komorkach RJG podlega regulacji poprzez
metylacje DNA, co stwarza mozliwo$¢ wlgczania 1 wyltgczania produkcji receptorow przez
komorki i ich adaptacji do warunkéw mikrosrodowiska.

- po raz pierwszy udokumentowano pobudzenie szlakow sygnatowych aktywowanych na
drodze NMU/NMUR2,na komérkach RJG z endogennympoziomemtego receptora, rejestrujac
sygnat zwigzany z mobilizacja wapnia wewnatrzkomorkowego oraz aktywacje fosforylacji
kinaz biatkowych ERK1/2.

- wykazano, ze klony z nadekspresja NM U maja nasilone zdolnosci migracyjne i inwazyjne
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- udowodniono, ze ciagle pobudzenie komorek RJG poprzez ich aktywacje NMU powoduje
istotne podwyzszenie ekspresji podjednostek integrynowych aV, a2, a6, B1, p4, 6 o
udokumentowanym udziale w procesach prowadzacych do progresji nowotworowe;.

- potwierdzono, ze podwyzszona produkcja i wydzielanie NMU przez komorki RIG moze
prowadzi¢ do ich autokrynnej aktywacji za posrednictwem receptora NMUR?2 i zmiany ich
fenotypu na sprzyjajacy inwazji.

Przeprowadzono badania roli NMU wydzielonego przez komorki RJG w aktywacji
makrofagoéw i komorek srodbtonka, w wyniku ktorych:

- wykazano aktywacje receptora NMUR1 zar6wno w komorkach $rodblonka, jak i w
makrofagach, co $wiadczy o tym, ze komodrki nienowotworowe, potencjalnie obecne w
srodowisku guza, majg zdoIno$¢ reagowania na podwyzszone stezenie NMU wydzielane przez
komorki raka jelita grubego.

- stwierdzono, ze NMU dziala na makrofagi chemotaktycznie, nasila ich zdolnosci migracyjne,
wywoluje ich polaryzacj¢ w kierunku pronowotworowego fenotypu M2 (obecnosé¢é markera
CD206) oraz zmienia profil wydzielanych przez nie cytokin, m.in. zwigkszajac wydzielanie
CCL-2 i CXCL-12 o0 udokumentowanym dziataniu pronowotworowym.

- wykazano, ze komorki RJIG wydzielajagce NMU do mikrosrodowiska moga promowac jego
pronowotworowy charakter nie tylko na drodze autokrynnej, ale takze w wyniku parakrynnego
dzialania na makrofagi.

- zaobserwowano, ze pod wpltywem dzialania NMU komorki §rédblonka zyskuja cechy
srodbtonka dysfunkcyjnego. Przejawia si¢ to podwyzszeniem poziomu produkcji bialek
charakterystycznych dla komorek okolicy guza (IGBP-7 oraz wimentyny) oraz nasileniem
wydzielania charakterystycznych dla nich cytokin jak CCL-2, CCL-5, CXCL-10, G-CSF i GM-
CSF, ICAM-1 oraz IL-6.

- wykazano, ze NMU dziatajako czynnik proangiogenny, ktory zwigksza intensywno$¢ migracji
komorek $rédblonka orazich zdoIno$¢ do tworzenia struktur kapilaropodobnych w hodowli na
sztucznej macierzy zewnatrzkomorkowe.

Dostarczone dane dotyczace udziatu NMU w rozwoju RJG maja istotne znaczenie dla odkrycia
procesow zachodzacych w mikrosrodowisku RJG, ale rdwniez w innych typach nowotworow,

w ktorych jej znaczenie bylo raportowane.

d) Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Funkcje komdorek srodblonka naczyn w procesie fizjologicznej i patologicznej angiogenezy.

W latach 2001-2005, po ukonczeniu studiow na Uniwersytecie Lodzkim (kierunek: biologia,

specjalnos¢: biofizyka), byltam uczestnikiem studiow doktoranckich w Zakladzie Biofizyki

Molekularnej i Medycznej (ZBMiM) na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi, ktore odbywatam pod

opieka promotorskg prof. Zofii Pawlowskiej. Czg$¢ doswiadczalng pracy doktorskiej wykonywatam w
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ramach Centrum Doskonatosci MolMed, projektu finansowanego z funduszy europejskich, ale bytam
roOwniez angazowana w inne projekty realizowane w ZBMiM pod kierownictwem prof. Czestawa S.
Cierniewskiego. Glownym obiektem moich zainteresowan byly komorki $rodbtonka, ich
funkcjonowanie i mechanizmy zachodzace podczas procesu fizjologicznej i patologicznej angiogenezy,
czyli tworzenia nowych naczyn krwionosnych. Badatam adhezj¢ i migracj¢ komorek srodbtonka oraz
tworzenie struktur kapilaropodobnych szczeg6dlnie pod katem udzialu tych procesdéw w angiogenezie
umozliwiajacej wzrost guza nowotworowego. W wyniku innowacyjnej w tamtym czasie metody
analizy proteomicznej opisaliSmy zmiany proteomu komoérek srodblonka indukowanych do
tworzenia nowych struktur naczyniowych $rédblonkowym czynnikiem wzrostu, VEGF. Czynnik
ten jest kluczowy w indukcji angiogenezy, procesu zachodzacego zaro6wno w warunkach
fizjologicznych jak 1 patologicznych, w szczegdlnosci umozliwiajgcego unaczynienie guza
nowotworowego. Poznanie mechanizméow uruchamianych w komorkach srédbtonka jest wiec kluczowe
dla poszukiwania nowych sposobow interwencji terapeutycznych majacych na celu np. zatrzymanie
rozwoju nowotworu. Zidentyfikowali$my i opisaliémy istotne zmiany jako$ciowe w obecnosci wielu
biatek w komorkach §rédblonka, w tym biatek szoku cieplnego i receptorow integrynowych . Wyniki
zostaty zebrane w pracach opublikowanych natamach Proteomicsoraz Cancer Genomics & Proteomics.
Na podstawie uzyskanych danych przygotowatam rozprawe doktorska, zatytutowana ,,Udziat czynnika
wzrostu VEGF we wczesnych etapach zmian proangiogennych w komorkach srédbtonka”. Badania
zwigzane z rolg srodblonka naczyniowego w angiogenezie i reakcjach zapalnych kontynuowalam w
ramach pracy w zespole prof. Czestawa S. Cierniewskiego rowniez po uzyskaniu stopnia doktora.
Analizy odpowiedzi komorek na autokrynne dziatanie VEGF-D wydzielnego przezkomorki srodblonka
obecne w okolicy guza doprowadzity do identyfikacji funkcji VEGF-D jako kolejnego czynnika pro-
angiogennego w niszy nowotworowej. W poszukiwaniu czynnikéw wplywajacych na indukcje¢ zmian
pro-angiogenennych w srodbtonku w wyniku proceséw zapalnych zidentyfikowano szlak NFAT-2 /
Cox-2, ktorego aktywacja prowadzi do istotnej zmiany profiluintegryn powierzchniowych obecnychna
srodbtonku i promuje angiogeneze. Obok badan procesow zwigzanych z angiogeneza, nasza uwagg
zwrocit temat degeneracji naczyn krwiono$nych wynikajacy z pobudzenia receptorow NMDA (N-
methyl-D-aspartate receptor znany jako receptor dla glutaminianu) na komorkach srodbtonka w takich
chorobach jak retinopatia cukrzycowa. Matryna 3, uwazana wowczas za biatko macierzy jadrowej, z
obecnie potwierdzong zdolnoscig do wigzania RNA i DNA [25], wskazywana byta jako regulator
$mierci neuronéw w wyniku nadmiernego pobudzenia receptorow NMDA. Z uwagi na ekspresje¢ tych
receptorow na komodrkach §rédbtonka przetestowali§my role matryny 3 w funkcjonowaniu komorek.
Wykazano, ze matryna 3 reguluje proliferacje srodblonka, a wyciszenie jej ekspresji prowadzi do
uruchomienia mechanizmoéw prowadzacych do nekrozy.

Prace zwigzane opisang aktywnoscig opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora

e Pawlowska Z., Jerczynska H., Szemraj J., Baranska P., Swigtkowska M., Cierniewski C.S. Natriuretic peptides reduce
plasminogen activator inhibitor—1 expression in human endothelial cells. Cellular & Molecular Biology Letters, 7(4),
1153-1157 (2002); PMID: 12511982
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e  BaranskaP., Jerczynska H., Pawlowska Z. Czynnik wzrostu §rodblonka naczyn - budowai funkcje. Postepy Biochemii,
51(1), 12-21 (2005); PMID: 16209337

e Pawlowska Z., Baranska P., Jerczynska H., Koziolkiewicz W., Cierniewski C.S. Heat shock proteins and other
components of cellular machinery for protein synthesis are up-regulated in vascular endothelial cell growth factor-
activated human endothelial cells. Proteomics, 5(5), 1217-1227 (2005); doi:10.1002/pmic.200400983

e Jerczynska H., Baranska P., Walkowiak B, Koziotkiewicz W, Pawlowska Z. Growth of endothelial cells at surfaces
of selected biomaterials. Engineering of Biomaterials, 43-44, 21-24 (2005).

e Baranska P., Jerczynska H., Pawlowska Z., Koziotkiewicz W., Cierniewski C.S. Expression of integrins and adhesive
properties of human endothelial cell line EA.hy 926. Cancer Genomics & Proteomics, 2(5), 265-270 (2005);
PMID: 31394624

e  Komorowski J., Jerczynska H., Siejka A., Baranska P., Lawnicka H., Pawlowska Z., Stepien H. Effect of thalidomide
affecting VEGF secretion, cell migration, adhesion and capillary tube formation of human endothelial EA.hy 926 cells.
Life Sciences, 78, 2558-2563 (2006); doi:10.1016/j.1fs.2005.10.016

Prace zwigzane opisang aktywnoscig opublikowane p o uzyskaniu stopnia doktora

e  Papiewska-Pajak I., Boncela J., Przygodzka P., Cierniewski C.S. Autocrine effects of VEGF-D on endothelial cells after
transduction with AD-VEGF-D(DeltaNDeltaC). Experimental Cell Research, Apr 1;316(6), 907-914 (2010); doi:
10.1016/j.yexcr.2010.01.014; PMID: 20096685

e  Mena M.P., Papiewska-Pajak 1., Przygodzka P., Kozaczuk A., Boncela J., Cierniewski C.S. NFAT2 regulates COX-2
expression and modulates the integrin repertoire in endothelial cells at the crossroads of angiogenesis and inflammation.
Experimental Cell Research, Jun 10;324(2), 124-136 (2014); doi: 10.1016/j.yexcr.2014.03.008

e  Przygodzka P., Boncela J., Cierniewski C.S. Matrin 3 as a key regulator of endothelial cell survival. Experimental Cell
Research, Apr 1;317(6), 802-811 (2011); doi:10.1016/j.yexcr.2010.12.009

Rola bialek 7 rodziny serpin w funkcjonowaniu komorek

Po uzyskaniu stopnia doktora, rozpoczgtam staz podoktorski w Katedrze Biochemii Medycznej i
Biofizyki Uniwersytetu w Umed w Szwecji w zespole prof. Tor Ny. Moja aktywno$¢ naukowag
realizowang na Uniwersytecie Umed opisalam szczegétowo ponizej w punkcie 5 autoreferatu. Praca
podczas stazu rozpoczeta moje wieloletnie zaangazowanie w badania poswiecone funkcji serpin,
interesujacych bialek nalezacych do grupy inhibitoréw proteaz serynowych o zrdéznicowanych
funkcjach.

Po zakonczeniu stazu wrocitam do Instytutu Biologii Medycznej PAN, w ktérym objetam stanowisko
adiunkta, w Pracowni Proteomiki Komorkowej. Bralam udziat w licznych projektach badawczych
realizowanych przez zespot kierowany przez prof. Czestawa S. Cierniewskiego (m.in. dr hab. Joanne
Boncele). Badania,w ktérychbralam udzial doprowadzily do wyjasnienia roliserpin PAI-1iPAI-
2 w aktywno$ci komorek $srodblonka oraz aktywnosci proteasomu, wielosktadnikowe go kompleksu
odpowiedzialnego za degradacje biatek enzymatycznych i regulatorowych.

Prace zwigzane opisang aktywnoscig

e  Przygodzka P., Ramstedt B., Engel T., Larsson G., Wilczynska M. Bomapin is a redox-sensitive nuclear serpin that
affects responsiveness of myeloid progenitor cells to growth environment. BMC Cell Biology, 11, 30 (2010); doi:
10.1186/1471-2121-11-30

e Boncela J., Przygodzka P., Papiewska-Pajak 1., Wyroba E., Osinska M., Cierniewski C.S. Plasminogen activator
inhibitor type 1 interacts with alpha3 subunit of proteasome and modulates its activity. Journal of Biological Chemistry,
Feb 25;286(8), 6820-6831 (2011); doi: 10.1074/jbc.M110.173781; PMID: 21135093
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e Boncela J., Przygodzka P., Papiewska-Pajagk 1., Wyroba E., Cierniewski C.S. Association of plasminogen activator
inhibitor type 2 (PAI-2) with proteasome within endothelial cells activated with inflammatory stimuli. Journal of
Biological Chemistry, Dec 16;286(50), 43164-43171 (2011); doi: 10.1074/jbc.M111.245647; PMID: 21976669

e Boncela J., Przygodzka P., Wyroba E., Papiewska-Pajak 1., Cierniewski C.S. Secretion of SerpinB2 from endothelial
cells activated with inflammatory stimuli. Experimental Cell Research, May 1;319(8), 1213-1219 (2013); doi:
10.1016/j.yexcr.2013.02.018

Badania procesu przejscia nablonkowo-mezenchymalnego (EMT)

Projekt, w ktorym podjeta zostata tematyka EMT, a ktérego efekty omowione zostaty przy okazji opisu
osiagnigcia, zapoczatkowat liczne badania. Scharakteryzowany model komorek HT29-Snail zostat
wykorzystany razem z analogicznym modelem komorek czerniaka z nadekspresja Snail do wykazania,
ze lumikan (maly proteoglikan) hamuje migracje komorek czerniaka z zaindukowanym procesem EMT
poprzez hamowanie ekspresji genu dla metaloproteinazy 14 (MMP-14). Badania EMT, z uwagi na
podobnienstwo gtownych regulatoréw procesu, rozszerzyly si¢ na analizy procesu przejscia
srodbtonkowo-mezenchymalnego (EndoMT) zaangazowanego w rozw0j nowotwordw i chorob
zwigzanych z zaburzeniami wldknienia (ang. fibrotic disorders). W jednej z prac opisano funkcje
czynnika MRTF (ang. myocardin-related transcription factor) w regulacji ekspresji Snail w komorkach

srodblonka a tym samym jego role w indukowaniu procesu EndMT.

Prace zwigzane z opisang aktywnoscig

e  Stasiak M., Boncela J., Perreau C., Karamanou K., Chatron-Colliet A., Proult I., Przygodzka P., Chakravarti S., Maquart
F.X., Kowalska M.A., Wegrowski Y., Brézillon S. Lumican Inhibits SNAIL-Induced Melanoma Cell Migration
Specifically by Blocking MMP-14  Activity. PLoS One, Mar 1;11(3):0150226  (2016); doi:
10.1371/journal.pone.0150226

e Sobierajska K., Ciszewski W. M., Macierzynska-Piotrowska E., Klopocka W., Przygodzka P., Karakula M., Pestka K.,
Wawro M.E. and Niewiarowska J. The New Model of Snail Expression Regulation: The Role of MRTFs in Fast and
Slow Endothelial-Mesenchymal Transition. International Journal of Molecular Sciences, 21, 5875 (2020);
doi:10.3390/ijms21165875
Badania wydzielania i sktadu pecherzykow zewngtrzkomorkowych uwalnianych przez komorki
nowotworowe
Zagadnienia zwigzane z wydzielaniem, sktadem i funkcja pecherzykdéw zewnatrzkomorkowych w
progresji nowotworowej to wciaz zywy temat w biologii nowotworéw. W ramach wspolpracy z
dr Izabelg Papiewska-Pajak bratam udziat w badaniach mikropgcherzykéw wydzielanych z komorek
RJG. Odkryto,ze mysie komorki MC3 8 z zaindukowanym procesem EMT wydzielaja mikropecherzyki
z podwyzszong zawartoscig glikoproteiny - glipikan-1, ktdra jest markerem RJG. Transport glipikanu-1
w pecherzykach moze utatwia¢ komorkom nowotworowym tworzenie nowych nisz nowotworowych w
organizmie. Potencjal mikropecherzyk 6w do modyfikacji mikrosrodowiska nowotworu,jak rowniez do
modulacji nowych nisz nowotworowych zainspirowal wykonanie pelnej analizy zawarto$ci mikroRNA
w pecherzykachwydzielanych zkomoérek HT29-Snail. Czg$¢tych wynikow zostalaomdowionaw opisie
osiggniecia. Pecherzyki uwolnione przez komorki we wezesnym etapie EMT roznity si¢ zawartoscig
mikroRNA, a ich badania in vivo w modelu mysim wkazaty, ze maja one potencjal pro-zapalny.

Prace zwigzane opisanqg aktywnoscig
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e  Papiewska-Pajak 1., Krzyzanowski D., Katela M., Rivet R., Michlewska S., Przygodzka P., Kowalska M.A. and
Brézillon S. Glypican-1 Level Is Elevated in Extracellular Vesicles Released from MC38 Colon Adenocarcinoma Cells
Overexpressing Snail. Cells, 9, 1585 (2020); doi:10.3390/cells9071585

e  Papiewska-Pajak 1., Przygodzka P., Krzyzanowski D., Soboska K., Szulc-Kielbik I., Stasikowska-Kanicka O., Boncela
J., Wagrowska-Danilewicz M. and Kowalska M.A. Snail Overexpression Alters the microRNA Content of Extracellular
Vesicles Released from HT29 Colorectal Cancer Cells and Activates Pro-Inflammatory State In Vivo. Cancers, 13, 172
(2021); https://doi.org/10.3390/cancers 13020172

Wykorzystanie techniki barwienia fluorescencyjnego i obrazowania konfokalnego w badaniach

interakcji miedzykomorkowych i biologii komorki.

Uczestnictwo w realizacji licznych projektéw badawczych pozwolito mi na rozwijanie warsztatu
badawczego i nawigzywanie wspotpracy, ktora poszerzata zakres moich zainteresowan. W ramach tej
wspolpracy m.in. planowatam dziatania, rejestrowatam i analizowatam wyniki z zakresu obrazowania
konfokalnego. Kazda z tych aktywnosci rozwijata moje umiejetnosci i wiedze. Za szczeg6lnie cenng
uwazam wspOtprace z prof. Przemystawem Lewkowiczem z Zakladu Immunogenetyki Katedry
Neurologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Nasza wspolpraca zaowocowala migdzy innymi
powstaniem czterech wysokopunktowanych publikacji. Zdj¢cie obrazujace neutrofile produkujace
interleuking 10 wykonane przeze mnie za pomoca mikroskopii konfokalnej w ramach jednej z prac
zostato docenione przez edytorow z Nature Publishing Group i znalazto si¢ na oktadce czasopisma.

Wybrane prace zwiqzane opisang aktywnoscig

e Kielbik M., Szulc 1., Brzezinska M., Bednarska K., Przygodzka P., Sulowska Z., Nowak M., Klink M. Nitric oxide
donors reduce the invasion ability of ovarian cancer cells in vitro. Anticancer Drugs, Nov; 25(10), 1141-1151 (2014);
doi: 10.1097/CAD.0000000000000149

e  Michalski M., St Swierzko A., Lukasiewicz J., Man-Kupisinska A., Karwaciak 1., Przygodzka P., Cedzynski M. Ficolin-
3 activity towards the opportunistic pathogen, Hafnia alvei. Immunobiology, Jan; 220(1), 117-123 (2015); doi:
10.1016/j.imbio.2014.08.012

e Lewkowicz N., Mycko M.P., Przygodzka P., Cwiklinska H., Cichalewska M., Matysiak M., Selmaj K., Lewkowicz P.
Induction of human IL-10-producing neutrophils by LPS-stimulated Treg cells and IL-10. Mucosal Immunology, Mar;
9(2), 364-378 (2015); doi: 10.1038/mi.2015.66

e Pigtek P., Domowicz M., Lewkowicz N., Przygodzka P., Matysiak M., Dzitko K., Lewkowicz P. C5a-Preactivated
Neutrophils Are Critical for Autoimmune-Induced Astrocyte Dysregulation in Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder
Frontiers in Immunology, July 23 (2018); doi.org/10.3389/fimmu.2018.01694

e Lewkowicz N.,Pigtek P., Namiecinska M., Domowicz M, Bonikowski R., Szemraj J., Przygodzka P., Stasiolek M. and
Lewkowicz P. Naturally Occurring Nervonic Acid Ester Improves Myelin Synthesis by Human Oligodendrocytes. Cells,
8, 786 (2019); doi:10.3390/cells8080786

e  Pigtek P., Namiecinska M., Domowicz M., Przygodzka P., Wieczorek M., Michlewska S., Lewkowicz N., Tarkowski
M. and Lewkowicz P. MS CD49d+CD154+ Lymphocytes Reprogram Oligodendrocytes into Immune Reactive Cells
Affecting CNS Regeneration. Cells, 8, 1508 (2019); doi:10.3390/cells8121508

5. Informacjao wykazywaniu si¢ istotng aktywnosciag naukowa albo artystyczng realizowang w wiecej
niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegolnosci zagraniczne;.

Po uzyskaniu stopnia doktora w 2005 r., rozpoczetam staz podoktorski w Katedrze Biochemii
Medycznej 1 Biofizyki Uniwersytetu w Umed w Szwecji w zespole prof. Tor Ny, gdzie pod
kierownictwem dr Matgorzaty Wilczynskiej rozwijatam swoj warsztat metodyczny, bratam udzial w

kursach i seminariach, a przede wszystkim uczestniczytam w projekcie finansowanym przez Cancer
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Research Found in Norrland, zatytulowanym: ,Fizjologiczna i patologiczna rola serpin
wewnatrzkomérkowych w procesach hematopoezy i rozwoju biataczek”. W laboratorium o uznanych
w $wiecie sukcesach dotyczacychbadanserpin, w szczegdlnosci PAI-11PAI-2, inhibitorow aktywatora
plazminogenu, zajmowatam si¢ badaniami bomapiny, innego biatka z rodziny serpin, w kontekscie
proceséw zwigzanych z rozwojem choroby nowotworowej. Bomapina to jadrowe biatko, ktore
produkowane jest w komorkach progenitorowych szpiku kostnego i komorkach biataczek, ale zanika
po calkowitym zréznicowaniu komorek do leukocytow. Wykazano ze, bomapina uwrazliwia komorki
progenitorowe na warunki srodowiska regulujac ich proliferacje i apoptoze, dwa procesy kluczowe dla
prawidtowej hematopoezy, ktorej zaktocenia prowadzg do zmian biataczkowych. Wyniki
zaprezentowano w formie dwoch plakatow na konferencji: Xith International Workshop on Molecular
and Cellular Biology of Plasminogen Activation, Satlsjobaden, Sztokholm, Sweden 2007 i
podsumowano w pracy oryginalnej Przygodzka P., Ramstedt B., Engel T, Larsson G., Wilczynska M.
Bomapin is a redox-sensitive nuclear serpin that affects responsiveness of myeloid progenitor cells to
growth environment. BMC Cell Biology 2010; 11: 30; doi: 10.1186/1471-2121-11-30. Praca w
mi¢dzynarodowym zespole naukowcdw, stosujacym szerokie spektrum metod badawczych pozwolita
mi nie tylko poszerzy¢ swoje kompetencje, ale rowniez nabra¢ samodzielnosci i pozna¢ rozne sposoby

rozwigzywania problemow naukowych.

6. Informacja o osiggni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke lub
sztuke.

a) Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna naukowego lub promotora
pomocniczego

W roku 2012 zostalam zaangazowana w realizacje projektu Maestro (NCN), ktory stal sie zrodlem
mojego zainteresowania neuromedyng U i zapoczatkowal seri¢ publikacji w tej tematyce oraz stal si¢
inspiracja do przygotowania wlasnego projektu badawczego. W 2016 roku otrzymalam pozytywna
decyzje NCN, w sprawie finansowania projektu Sonata Bis 6 zatytulowanego: ,,Neuromedyna U
jako nowy potencjalny regulator przerzutowania w raku jelita grubego i odbytnicy”. W ramach
projektu stworzytam zespot dzigki zatrudnieniu dwoéch stypendystek, ktére wykonywaty badania w
ramach prac doktorskich, w ktorych petnitam funkcj¢ promotora pomocniczego. Dr Kamila Soboska
obronita rozprawe doktorska z wyrdznieniem i 18 pazdziernika 2022 r. uzyskata stopien doktora nauk
medycznych. Mgr Ewelina Sochacka po zakonczeniu prac badawczych w projekcie zakwalifikowata si¢
do programu BioLAB (Fulbright Poland), ktéry obejmuje roczny staz zagraniczny w laboratorium
kierowanym przez prof. Saurabh Kulkarni (Department of Cell Biology, University of Virginia);
obecnie przygotowuje rozprawe doktorska.
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dr Kamila Soboska — stypendystka projektu Sonata Bis 6 (kierownik: dr P. Przygodzka), 2016-2022,
Kierunek: Stacjonarne Studia Doktoranckie Genetyki Molekularnej, Cytogenetyki i Biofizyki
Medycznegj. ,,Neuromedyna U (NMU) jako regulator aktywnosci komoérek mikrosrodowiska raka jelita
grubego.” - praca doktorska wykonana w Pracowni Sygnalizacji Komoérkowej Instytutu Biologii
Medycznej Polskiej Akademii Nauk w L.odzi.

Nadanie tytutu doktora nauk medycznych dn. 18-10-2022r.

Promotor: dr hab. Joanna Boncela, prof. IBM PAN

Promotor pomocniczy: dr Patrycja Przygodzka

mgr Ewelina Sochacka - stypendystka projektu Sonata Bis 6 (kierownik: dr P. Przygodzka) 2016-2022,
Kierunek: Stacjonarne Studia Doktoranckie Genetyki Molekularnej, Cytogenetyki i Biofizyki
Medycznej. ,,Rola neuromedyny U (NMU) w regulacji potencjatu migracyjnego komorek raka jelita
grubego” - praca doktorska wykonana w Pracowni Sygnalizacji Komorkowej Instytutu Biologii
Medycznej Polskiej Akademii Nauk w L.odzi.

Promotor: dr hab. Joanna Boncela, prof. IBM PAN

Promotor pomocniczy: dr Patrycja Przygodzka

b) Opieka naukowa podczas praktyk studenckich
Agata Jackiewicz  Wydzial PL: Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci Politechniki £.odzkiej

Rodzaj i rok studiéw: stacjoname, I rok stacjonarnych studiow mgr II stopnia
Kierunek studiéw: Biotechnologia, termin odbycia praktyki: 17.09.2012 —
28.09.2012

Agnieszka Godos ~ Wydzial PL: Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywno$ci Politechniki L.odzkiej
Rodzajirok studidow: stacjoname, I rok stacjonarnych studiow mgr II stopnia
Kierunek studiéw: Biotechnologia, termin odbycia praktyki: 17.09.2012 —
28.09.2012

Maciej Smolarz ~ Wydzial UMED: Wydziat Nauk Biomedycznych i Ksztatcenia
Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
Rodzajirok studiow: stacjoname, I rok stacjonarnych studiow II stopnia
Kierunek studiow: Biotechnologia, specjalno$¢é: Biotechnologia Medyczna,

termin odbycia praktyki: 01.07.2013 —31.07.2013
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Edyta Zub Wydziat PL: Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci
Rodzaj i rok studiow: stacjoname, I rok st. Mgr Kierunek studiow:
Biotechnologia
Specjalnosc¢: Mikrobiologia Techniczna, termin odbycia praktyki: 12.09.2016 —
23.09.2016

¢) Organizacja,,Dni Otwartych”
W latach 2010-2016 bralam czynny udziat w przygotowaniu Dni Otwartych w IBM PAN

organizowanych w ramach Festiwalu Nauki.

d) Przedstawiciel adiunktow i asystentéw w Radzie Naukowej Instytutu Biologii Medyczne PAN
W latach 2012-2015 oraz 2016-2019 uczestniczylam w obradach Rady Naukowej IBM PAN jako
przedstawiciel adiunktow i asystentow zatrudnionych w Instytucie. Podczas tych kadencji petnitam

funkcje Sekretarza Rady Naukowe;.

e) Aktywny udzial w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

Przed uzyskaniem stopnia doktora

1. JerczynskaH., Pawlowska Z., Szemraj J., Baranska P., Swiatkowska M., Ciemiewski C.S. Wplyw
peptydow natriuretycznych na ekspresje inhibitora aktywatora plazminogenu typu I (PAI-1) w
komorkach srodbtonka ludzkiego. Konferencja Acta Angiologica, 8, 53, 2002, Krakow 2002; plakat

2. Pawlowska Z., Jerczynska H., Szemraj J., Baranska P., Swiatkowska M., Cierniewski C.S.
Natriuretic peptides reduce plasminogen activator inhibitor-1 expression in endothelial cells by the
inhibition of its promoter activity. European Life Scientist Organisation (ELSO) Congress, Nicea
2002; plakat

3. Jerczynska H., Pawlowska Z., Szemraj J., Baranska P., Swiatkowska M., Cierniewski C.S.
Inhibition of PAI-1 promoter activity by C-type peptide in human endothelial cells. International
Symposium on Promotion of International Cooperation in Eastern and Southern Europe in the Field
of Medicinal Biotechnology, 58, Lodz 2002; plakat

4. Baranska P.,PawlowskaZ., Jerczynska H. Cierniewski C.S. The role of vascular endothelial growth
factor in an early phases of proangiogenic changes in human endothelial cells. XIXth Congress of
the International Society on Thrombosis and Haemostasis, Birmingham 2003; CD067, J. Thromb.
Haemost., suppl. 1 July 2003; plakat

5. Pawlowska Z., Jerczynska H., Baranska P., Swiatkowska M., Cierniewski C.S. Downregulation of
PAI-1 expression by natriuretic peptides is mediated by MAPK cascade in human endothelial cells.
XIXth Congress of the International Society on Thrombosis and Haemostasis, Birmingham 2003,
P1275,J. Thromb. Haemost., suppl. 1 July 2003; plakat

6. Baranska P., Jerczynska H., Koziolkiewicz W., Pawlowska Z., Cierniewski C.S. Induction of the
angiogenic phenotype in HUVECby VEGF. Acta Bioch. Pol., 50, 185, suppl. 1/2003; plakat

7. PawlowskaZ., BaranskaP., Jerczynska H., KoziolkiewiczW., Cierniewski C.S. Cellular machinery

for protein synthesis is highly upregulated in VEGF-activated human endothelial cells. IV
Interdisciplinary Euroconference on Angiogenesis. p51, Helsinki, Finland 2004; plakat
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10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Pawlowska Z., Baranska P., Jerczynska H., Koziolkiewicz W., Cierniewski C. S. Upregulation of
cellular machinery for protein synthesis upon activation of human endothelial cells by VEGF. 29th
Meeting of the Federation of the European Biochemical Societies, Warsaw, 2004, Europ. J.
Biochem. The FEBS Journal, 271, suppl. 1, 2004; plakat

JerczynskaH., Baranska P., PawlowskaZ., Walkowiak B. Growth of endothelial cells at surfaces
of selected biomaterials. 2nd Summer School: Biomedical applications of catbon surfaces. 10,2004,
21st - 25th of September 2004, Lodz / Wysowa; plakat

Pawlowska Z., Komorowski J., Jerczynska H., Siejka A., Baranska P., LawnickaH., Stepien H.
Thalidomide Affects Early Phases of VEGF Stimulated Angiogenesis in Human Endothelial Cells.
a/ The FEBS Journal, 272, suppl. 1, 043P, Budapest2005b/J. Thromb. Haemost., 3, suppl. 1, P0555,
Sydney 2005; plakat

Walkowiak B., Jerczynska H., Baranska P., Koziolkiewicz W., Pawlowska Z. Interaction of
endothelial cells with selected biomaterials causes changes in protein expression profile. The
FEBS Journal, 272, suppl. 1, Budapest 2005; plakat

Walkowiak B., Jerczynska H., Baranska P., Koziolkiewicz W., Pawlowska Z. Protein expression
profile of endothelial cells is changed by contact with selected biomaterials. Konferencja Biologi

Komorki, £6dz2005, Folia Histochemica et Cytobiologica, 43, suppl. 1, S5/2, 2005; plakat

Po uzyskaniu stopnia doktora

Przygodzka P., Olausson B., Tengel T., Larsson G., Wilczynska M. Bomapin Is a Redox-regulated
Serpin which Stabilizes Retinoblastoma Protein during Apoptosis and Increases Proliferation of
Leukemia Cells. XIth International Workshop on Molecular and Cellular Biology of Plasminogen
Activation, Satlsjobaden, Sztokholm, Sweden 2007; plakat

Olausson B., Przygodzka P., Dahl L., Carlsson L., Wilczynska M. The Serpinb8 Is Alternatively
Spliced to the Known Long Form and a Novel Short Form. XIth International Workshop on
Molecular and Cellular Biology of Plasminogen Activation, Satlsjobaden, Sztokholm, Sweden 2007
plakat

Przygodzka P., Boncela J., Cierniewski C.S. Nuclear matrix protein matrin 3 as a possible nuclear
processes regulator. 21st International Union of Biochemistry and Molecular Biology International
Congress and 12th Federation of National Societies of Biochemistry and Molecular Biology in the
Asian and Oceanian Region Congress of Biochemistry and Molecular Biology: “Biomolecules for
Quality of Life” Zjazd Miedzynarodowego Towarzystwa Biochemii i Biologii Molekulamej,
Szanghaj, Chiny 2009; plakat

BoncelaJ., Przygodzka P., Cierniewski C.S. Interaction of PAI-1 and proteasome in endothelial
cells. 21st International Union of Biochemistry and Molecular Biology International Congress and
12th Federation of National Societies of Biochemistry and Molecular Biology in the Asian and
Oceanian Region Congress of Biochemistry and Molecular Biology: “Biomolecules for Quality of
Life” Zjazd Migdzynarodowego Towarzystwa Biochemii i Biologii Molekularnej, Szanghaj, Chiny
2009; plakat

Boncela J., Papiewska-Pajak 1., Przygodzka P., Wyroba E., Cierniewski C.S. PAI-1 and PAI-2
inhibit proteasome activity favoring proapoptotic signaling in endothelial cells. XXIII International
Congress of the International Society of Thrombosis and Haemostasis, 23-28 lipca 2011, Kyoto,
Japonia; plakat
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Mena M.P., Papiewska-Pajak I., Kozaczuk A., Stasiak M, BoncelalJ., Przygodzka P., Cierniewski
C.S. Role of the Nuclear Factor of Activated T cells (NFAT) in Inducing a Pro-angiogenic Profile of
Integrin Expression in Endothelial Cells. 2nd Congress of Biochemistry and Cell Biology, 46th
Meeting of the Polish Biochemical Society and 11st Conference of the Polish Cell Biology Society;
5-9 wrzesnia 2011, Krakow, Acta Biochimica Polonica (2011), Vol. 58, supl. 2, p. 149; plakat

Przygodzka P., Boncela J., Wyroba E., Papiewska-Pajak I. and Cierniewski C.S. Secretion of PAI-
2 from endothelial cells activated with inflammatory stimuli. 22nd International Union of
Biochemistry and Molecular Biology & 37th FEBS Congress Seville, Spain September 4-9,2012
FEBS Letters Volume 279 Supplement 1 September 2012; plakat

Mena M.P., Kozaczuk A., Papiewska-Pajak 1., Przygodzka P., Stasiak M., Boncela J., Cierniewski
C.S. Nuclear Factor of Activated T cells (NFAT) as a Switch Inducing a Pro-angiogenic Integrin
Profile in Endothelial Cells. 47th Congress of the Polish Biochemical Society and Polish -German
Biochemical Societies Joint Meeting, 2012. 11-14 wrzesnia 2012, PoznanActa Biochimica Polonica
(2012), Vol.59 suppl. 3, p. 131; plakat

Przygodzka P., Boncela J., Papiewska- Pajak 1., Slapek M., Cierniewski C.S. VEGF and PAI-1 in
endothelial cells apoptosis: balance between survival and death signals. 38th FEBS Congress:

Mechanisms in Biology, Saint Petersburg, Russia, July6—11,2013 FEBS Journal, Volume 280, [ssue
Supplement s1:246; SW03.S13-119; plakat

Mena M.P., Papiewska-Pajak 1., Przygodzka P., Boncela J., Cierniewski C.S. Nuclear Factor of
Activated T cells (NFAT) as a key control of endothelial cell phenotype. 38th FEBS Congress:
Mechanisms in Biology, Saint Petersburg, Russia, July6—11,2013 FEBS Journal, Volume 280, Issue
Supplement s1:24; SW01.S1-70; plakat

Papiewska-Pajak I., Balcerczyk A., Slapek M., Boncela J., Przygodzka P., Bartosz G., Cierniewski
C.S. The influence of VEGF-D on redox homeostasis of human endothelial cells. 38th FEBS
Congress: Mechanisms in Biology, Saint Petersburg, Russia, July 6—11,2013 FEBS Journal Volume
280, Issue Supplement s1:246; SW03.S13-118; plakat

Stapek M., Papiewska-Pajak 1., Przygodzka P., Boncela J., Cierniewski C.S., KowalskaM.A.
Microvesicles secreted from the colorectalcancer cell line HT29 can transfer into cells constituting

metastatic niche. BIO 2014 Congress, Warsaw, Poland, September 9th - 12'h, Abstracts Supplement
1:55, P2.45; plakat

Klink M., Kietbik M., Szulc Kietbik I., Przygodzka P., Sulowska Z. Antitumoral activity of Nitric
oxide-releasing compounds. IV International workshop on Nitric oxide Institute of Biomedicine of
Sevilla (IBiS) Sevilla, Spain March 13-14, 2015; wyktad na zaproszenie (M Klink)

Przygodzka P., Papiewska-Pajak I., Kryczka J., Sobierajska K., Kowalska M.A., BoncelaJ. New
players in the early stages of colon cancer metastasis — transcriptional changes orchestrated by
SNAIL. The 6th EMBO Meeting 2015, 5-8 September, Birmingham, United Kingdom, A 208, p.92;
plakat

Papiewska-Pajak I., Przygodzka P., Boncela J., Kowalska M.A. Colorectal Cancer Cell Line HT29
Secrete Microvesicles that Can Be Incorporated into Cells Constituting Metastatic Niche.” The 42nd
Congress of the International Society of Oncology and Biomarkers ,,Oncology in the biomarker era:
Biology-Diagnostics-Therapy. ISOBM 2015, 3-7 October, Zakopane; Tumor Biology, volume 36,
Issue 1 Supplement, PP-49, plakat

Przygodzka P., Papiewska-Pajak 1., Kryczkal., Sobierajska K., Kowalska M.A., Boncela J. New

Players in the Early Stages of Colon Cancer Metastases - Transcriptional Changes Orchestrated by
SNAIL. The 42nd Congress of the International Society of Oncology and Biomarkers ,,Oncology in
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

the biomarker era: Biology-Diagnostics-Therapy” ISOBM 2015, 3-7 October, Zakopane; Tumor
Biology, volume 36, Issue 1 Supplement, PP-53; plakat

Piatek P., Domowicz M., Lewkowicz N., Przygodzka P., Matysiak M., Dzitko K., Selmaj K.W.,
Lewkowicz P. Anti-AQP4 autoantibody, C5a, neutrophils and glutamate - four necessary, related
components essential for neuromyelitis optica inflammation. Abstract: EP1456; 7th The European
Committee for Treatment and Research in Multiple Sclerosis (ECTRIMS) (joint with ACTRIMS)
Meeting 25 - 28 October 2017, Paris, France; plakat

Krzyminska A., BoncelaJ., Przygodzka P., Galdyszynska M., Ciosek J., Drobnik J. Induction of
expression changes of the integrin subunit alpha 2 (ITGA2) in human heart fibroblast cultures. Oral
presentation S1.8 (Drobnik J); 27th Congress of The Polish Physiological Society, Journal of
Physiology and Pharmacology 2017 Sept; vol. 68, suppl.1,p.33; plakat

Papiewska-Pajak I., Przygodzka P., Michlewska S., Krzyzanowski D., Boncela J., Kowalska M.A.
Extracellular vesicles secreted by colorectal cancer cell line HT29 overexpressing Snail can fuse with
and activate the cells constituting metastatic niche. BIO 2018 Congress Gdansk, Poland, September
2018 Acta Biochimica Polonica Vol 65 No S2 (2018): Supplement: Book of Abstracts Link:
https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.php/abp/issue/view/42 Congress BIO 2018 Session 17: Tumor
Microenvironment in Cancer Progression Page 105 O17.4; plakat

Przygodzka P., Papiewska-Pajak 1., Bogusz H., Boncela J., Kowalska M.A. Snail regulation of
microRNAs during epithelial-to-mesenchymal transition in HT29 colorectal cancer cells. BIO 2018
Congress Gdansk, Poland, September 2018 Acta Biochimica Polonica Vol 65 No S2 (2018):
Supplement: Book of Abstracts Link:

https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.php/abp/issue/view/42 Congress BIO 2018 Session 17: Tumor
Microenvironment in Cancer Progression Page 107 P17.3; plakat

Papiewska-Pajak I., Przygodzka P., Michlewska S., Krzyzanowski D., Boncela J., Kowalska M.A.
Snail modulates extracellular vesicles-mediated interleukin release by cells constituting
premetastatic niche in human colorectal cancer. ISEV2018, Hiszpania, Barcelona 02-06.05.2018 1.
(2018) ISEV2018 abstract book, Journal of Extracellular Vesicles Volume 7, 2018 - Issue supl:
ISEV 2018 abstract book Link:
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/20013078.2018.1461450 ISEV 2018 abstract book
Page 233 PS07.06; plakat

SochackaE., Soboska K., Przygodzka P. Charakterystyka linii komorkowych raka jelita grubego i
odbytnicy pod wzgledem ekspresji neuromedyny U. IV Ogolnopolska Konferencja Doktorantow
Nauk o Zyciu BIOOPEN LODZ,24 —25.05.2018 r. Poster P.98; plakat

Soboska K., Sochacka E., Przygodzka P., Boncela J. Neuromedin U as a potential colorectal cancer
microenvironment modulator. European Association for Cancer Research (EACR) 2nd joint EACR-
MRS Conference "Seed and Soil - mechanisms of metastasis" 07-09 October 2019 Berlin, Germany;
poster session, poster no. 104, Abstract book page 139; plakat

Sochacka E., Soboska K., Przygodzka P., Boncela J. Neuromedin U is implicated in colorectal
cancer cells invasiveness. European Association for Cancer Research (EACR)2ndjoint EACR-MRS
Conference "Seedand Soil - mechanisms of metastasis" 07-09 October 2019 Berlin, Germany; poster
session, poster no. 105, Abstract book page 140; plakat

Soboska K., Sochacka E., Pacholczyk M., Papiewska-Pajak I., Braun M., Kielbik M., Boncela J.,
Przygodzka P. Neuromedin U as a modulator of CRC microenvironment — induction of colorectal
cancer cells and macrophages motility. 1 8th Biennial Congress of the Metastasis Research Society,
November 15— 17,2021; poster no. 75; plakat
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38. Soboska K., Sochacka E., Pacholczyk M., Papiewska-Pajak I., Braun M., Kassassir H., Kielbik M,,
Boncela J., Przygodzka P. Modulation of colorectal cancer microenvironment by neuromedin U
secreted by cancer cells - the importance of functional tumour associated cells in cancer invasiveness
research. EACR conference Seed and Soil: In Vivo Models of Metastasis Virtual Event, Worldwide:
25 -26 January 2022 POSTER NO. 21; plakat

7. Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje, wazne z jego
punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

a) Nagrody

e Nagroda uznaniowa Dyrektora Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi dla Sekretarza Rady
Naukowej IBM PAN za wzorowe wywigzywanie si¢ z obowigzkow stuzbowych—2012r.

e Nagroda uznaniowa Dyrektora Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi za uzyskane
osiggnigcia 1°-2016,2017,2018,20201.12°-2019.

e Nagroda uznaniowa Dyrektora Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi za wspodtautorstwo
publikacji ukazujgcych si¢ w czasopismach wyréznionych przez JCR, lista A wydanych drukiem
w2016 roku—2017r.

e Nagroda Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za osiagni¢cia uzyskane w 2021 r. za wkiad
w cykl publikacji pt.: "Proces zapalny jako wspolny czynnik towarzyszacy chorobom
cywilizacyjnym (cukrzycy typu 2 oraz zaburzeniom depresyjnym) — aspekty epigenetyczne i

terapeutyczne"

b) Wyroé6znienia

Zdjecie obrazujace neutrofile produkujace interleukinge 10 wykonane przeze mnie za pomocg
mikroskopii konfokalnej w ramach mojej wspotpracy z Prof. Przemystawem Lewkowiczem (UMED,
1.6d7) zostato docenione przez edytoréw z Nature Publishing Group i znalazto si¢ na oktadce numeru

Mucosal Immunology vol. 9(2) w marcu 2016 r.

¢) Nawigzana wspolpraca z badaczami z Polski

W ramach mojej aktywnosci z zakresu obrazowania konfokalnego nawigzatam wspotprace z
prof. Przemystawem Lewkowiczem z Zaktadu Immunogenetyki Katedry Neurologii Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi. Nasza wspolpraca zaowocowata migdzy innymi powstaniem czterech
wysokopunktowanych publikacji.

Oprocz bardzo owocnej wspdlpracy w ramach zespotu projektowego (Sonata Bis 6), nawigzatam nowa,
cenng wspotprace, dzigki ktorej zakres badan dotyczacych neuromedyny U mogt zosta¢ zna cznie
poszerzony. Wsrod osob z ktorymi nawigzatam wspdlprace nalezy wymieni¢ dr Marcina Pacholczyka,
specjaliste w zakresie analizy baz danych (Instytut Automatyki, Wydziatu Automatyki, Elektroniki i
Informatyki Politechniki Slaskiej) i dr Marcina Brauna, specjaliste w zakresie przygotowania i analizy

preparatow immunohistochemicznych (Zaktad Patologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi).

-30 -



Autoreferat (zatacznik 4a) dr Patrycja Przygodzka

d) Nawigzana wspolpraca miedzynarodowa

W ramach stazu podoktorskiego, ktory odbywalam w Katedrze Biochemii Medycznej i Biofizyki
Uniwersytetu w Umea w Szwecji nawigzatam cenng wspotprace z prof. Torem Ny oraz jego zespotem
w zakresie biologii serpin, z prof. Richardem Lundmarkiem w zakresie barwienia fluorescencyjnego
komorek i obrazowania konfokalnego, z zespotem prof. Andrei’a Chabes’a w zakresie analiz
cytometrycznych. Po powrocie do Polski, wroku 201 1, przygotowatami zglositam w konkursie Pomost
(Fundacja na Rzecz Nauki Polskiej) projekt badawczy zatytutowany: ,,Rola matryny 3 w funkcji
neuronow ichorobie Alzhaimera”, w ktorym zaplanowana bytawspotpracaz prof. Ludmilla Morozova-
Roche z Uniwersytetu Ume4, niestety projekt nie uzyskat finansowania. Cze$¢ kontaktow utrzymuje do
dzis, a nawigzana wspolpraca stanowila wsparcie realizowanych juz w Polsce projektow zwigzanych z
badaniami serpin, m.in. otrzymali$my od prof. Malgorzaty Wilczynskiej wektory do kontrolowanej
nadekspresji genow kodujacych serpiny.

Pytania pojawiajace si¢ podczas badan nad neuromedyng U w ramach projektu wtasnego, Sonata Bis 6,
sprowokowaly moje poszukiwania specjalistycznego wsparcia od strony chemii peptydoéw. W sprawie
mojego projektu napisatam do prof. Stevena Balleta (Vrije Universiteit Brussel), ktory entuzjastycznie
odniodst si¢ do naszych obserwacji i zaoferowat przestanie agonistow receptorow dla NMU, ktore
umozliwity nam kontynuacje badan nad aktywacja receptorow na komoérkach RJG. Nawigzana w ten
sposOb wspolpraca zaowocowata wspdlng publikacja i wspolnym przygotowaniem jednego z zadan
badawczych w kolejnym projekcie dotyczagcym NMU (Opus 21), ktory uzyskat finansowanie i

rozpoczal si¢ we wrzesniu 2022 1.

e) Szkolenia i kursy

2003/12 "Flow cytometry methods - research and diagnostic” — Uniwersytet £.odzki

2007/11 "Molecular cloning” - Umeé University, 901 87 Umea, Sweden

2010/04 "Gene expression School" - Applied Biosystems, Warszawa

2011/10 "Self-presentation and public speaking" — Fundacja narzecz Nauki Polskiej, Warszawa
2014/10 “Project Management in a Nutshell” - Ster dla B+R, Warszawa

2020/05 “Prism Academy — GraphPad” — kurs on-line

2020/06 “EndNote Online Course - Become an Expert Today” — kurs on-line
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