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Wskazanie osiaggnigcia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytlu w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze
zm.):

Prace stanowiace osiagniecie naukowe pod tytulem: "Wplyw insulinopodobnego

czynnika wzrostu (IGF-1) na przebieg zakazen wirusem brodawczaka u czlowieka"

Durzynska J, Pacholska-Bogalska J, Kaczmarek M, Han¢ T, Durda M. Skrzypczak M,
Gozdzicka-Jézefiak A. HPV genotypes in the oral cavity/oropharynx of children and
adolescents: cross-sectional survey in Poland. Eur J Pediatr. 2011 Jun;170(6):757-61. IF
=1.98, MNiSW 30 pkt.

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na zorganizowaniu calej pracy doswiadczalnej
(zakup odczynnikéw i materialow), przeprowadzeniu czesci oznaczen PCR w kierunku obecnosci
DNA wirusa brodawczaka ludzkiego, zebraniu i opracowaniu wynikow oraz przygotowaniu

manuskryptu. Swéj udziat oceniam na 50 %.

Durzynska J, Philippou A, Brisson BK, Nguyen-McCarty M, Barton ER. The pro-forms
of insulin-like growth factor I (IGF-I) are predominant in skeletal muscle and alter IGF-I
receptor activation. Endocrinology. 2013 Mar;154(3):1215-24. IF = 4,7; MNiSW = 35
pkt

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na przeprowadzeniu wigkszej czesci doswiadczen
(ekspresja izoform IGF, KIRA assays, Western blotting, ocena ilosciowa IGF), zebraniu i
opracowaniu wynikéw oraz partycypowatam w pisaniu manuskryptu. Swdj udzial oceniam na 50

%.

Durzynska J, Wardzinski A, Koczorowska M, Gozdzicka-Jozefiak A, Barton ER.
Human Eb peptide: not just a by-product of pre-pro-IGF1b processing? Horm Metab Res.
2013 Jun;45(6):415-22. IF = 2.15; MNiSW = 20 pkt

M¢6j wklad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji pracy oraz
zorganizowaniu czesci do$wiadczalnej (zakup odczynnikow i materiatléw), przeprowadzeniu
wigkszej czgsci eksperymentow, zebraniu i opracowaniu wynikéw oraz przygotowaniu

manuskryptu. Swoj udziat procentowy oceniam na 65 %.



4. Durzynska J, Barton E. IGF expression in HPV-related and HPV-unrelated human
cancer cells. Oncol Rep. 2014 Sep:;32(3):893-900. IF =2,2; MNiSW = 20 pkt
Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na zorganizowaniu cafej pracy doswiadczalnej,
przeprowadzeniu  wszystkich eksperymentow, zebraniu i opracowaniu  wynikow  oraz

przygotowaniu manuskryptu. Swoj udziat procentowy oceniam na 90%.

5. Durzynska J. IGF axis and other factors in HPV-related and HPV-unrelated
carcinogenesis (Review), Oncol Rep. 2014 Dec, 32(6):2295-2306. IF = 2.2, MNiSW 20
pkt.

Swoj wkiad w powstanie tej publikacji oceniam na 100%.

Sumaryezny impact factor powyzszych prac: 13.25 oraz 125 pkt MNiSW.
a) omowienie celu naukowego/artystycznego w/w prac i osiggnietych wynikow.

Jednotematyczny cykl prac zatytulowany "Wplyw insulinopodobnego czynnika
wzrostu (IGF-1) na przebieg zakazen wirusem brodawczaka u czlowieka" obejmuje
badania epidemiologiczne zakazen wirusami brodawczaka u ludzi. jak réowniez badania
czynnikéw komoérkowych wspéldziatajacych w zakazeniach HPV (ang. Human Papilloma
Virus).

Wirusy te podzielono na dwie grupy: wirusy niskiego (np. HPV-6, HPV-11) i
wysokiego ryzyka (np. HPV-16 oraz HPV-18) w zaleznosci od ich potencjalu onkogennego;
zakazaja one glownie komorki nablonkowe i blon sluzowych. Wsrod wirusow PV
wyrdzniamy ponad 100 typéw powodujacych zakazania u ludzi (Bernard. 2005). Wirusy HPV
majg genom zbudowany z dsDNA o dlugosci okolo 8 kpz, w ktorym znajduja sie trzy
regiony: region kontrolny LCR (ang. non-coding long control region), region kodujacy
wezesny (E) oraz kodujacy pozny (L). Genom wirusowy zawiera sze$é genow wezesnych
(E1, E2, E4, E5, E6, E7) oraz dwa pézne (L1 and L2). Transkrypcja genow wezesnych i
poznych znajduje si¢ pod kontrola promotorow i czynnikéw transkrypcyjnych, ktorych
elementy wiazace znajduja sie w regionie LCR. Wirusowe bialka powstaja w wyniku
translacji policistronowego mRNA z nachodzacymi na siebie ramkami odezytu (Jo and Kim,
2005). O wlasciwosciach onkogennych wiruséw HPV decyduja przede wszystkim dwa
glowne onkogeny HPV EG6 i E7, ktérych nadekspresja rozpoczyna 1 nastepnie podtrzymuje

proces transformacji nowotworowej bedacy zjawiskiem wieloetapowym i wieloczynnikowym
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(Berrett, 1993; Durzynska, 2014). Nalezy zatem pamigtaé, ze w procesie rozwoju
nowotworow zaleznych od HPV majg tez znaczenie czynniki wzrostowe ze szczegdlng rolg
sktadnikow osi somatotropowej, ktore w niektérych przypadkach niezaleznie od zakazen
wirusami onkogennymi mogg by¢ zaangazowane w transformacje¢ nowotworowg komorek i
rozwoj raka (Pollak, 2008). Na proces nowotworzenia ma réwniez wplyw szereg innych
czynnikéw takich jak hormony plciowe i ich receptory, zmiany w DNA mitochondrialnym,
dzialanie kwasow retinowego oraz foliowego, czynniki behawioralne takie jak dieta,
spozywanie alkoholu i palenie papieroséw, ilogé partnerow seksualnych, wielordédztwo i wiele
innych (Gariglio er al., 2009). O$ somatotropowa, ktorej jednym z gtéwnych skladnikéw jest
insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF-1), reguluje m.in. wzrost komérek. tkanek i catych
organizméw. IGF-1 produkowany jest glownie w watrobie oraz w mniejszym stopniu w
innych tkankach np. miesniach (Pollak er al., 2004, Barton 2006). IGF-1 dziata na komorki za
posrednictwem swoistego receptora IGF-1R. Skladniki osi somatotropowej oraz onkogeny
wirusa HPV staly si¢ dogodnym celem terapii przeciwnowotworowej polegajacej m.in. na
obnizeniu ekspresji receptora dla IGF-1 (IGF-1R). interferencji RNA oraz zastosowaniu
szczepionek skierowanych przeciw HPV. Wszystkie te zagadnienia omdwilam w artykule
przegladowym zatytulowanym IGF axis and other factors in HPV-related and HPV-
unrelated carcinogenesis (Review)” (Durzynska, 2014), w ktérym podsumowatam dzisiejszy
stan wiedzy na temat terapii przeciwnowotworowych i podkreslitam. ze mimo wielkiego
postepu w badaniach raka szyjki macicy i innych nowotwordw zaleznych od HPV potrzebne
sa dodatkowe analizy umozliwiajace komercjalizacje wyzej wspomnianych terapii i ich
szerokg dostepnos¢ dla pacjentow.

Biorac pod uwage czgsto$¢ wystepowania zakazen HPV i ich wspotdziatanie w
rozwoju raka szyjki macicy i innych nowotworéw np. glowy i szyi (zur Hausen, 2009)
opracowanie skutecznych szczepionek profilaktycznych skierowanych przeciw HPV (np.
Gardasil) stalo si¢ szczegélnie istotne podczas wdrazania wielu programow profilaktycznych
na swiecie (Brotherton er al., 2011). Szczepionki te zalecane sg dziewczetom w okresie
dojrzewania, a w niektérych krajach rozwinigtych réwniez chlopcom (Reiter er al. 2013). W
Unii Europejskiej Polska jest w grupie krajow, gdzie niewiele wiadomo na temat nosicielstwa
tych wirusow wséréd dzieci i mlodziezy, ktére tym szczepieniom powinny podlegaé. Z tego
wzgledu w ramach projektu Adopolnor wspotfinansowanego ze srodkéw EEA Grants i
Norway Grants wraz kilkoma zespolami badawczymi z poznanskich uniwersytetow

(szczegély dostepne na stronie http://www.adopolnor.pl/) przeprowadzilisSmy szeroko
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zakrojone badania epidemiologiczne wsréd dzieci i miodziezy z Wielkopolski (4150 o0s6b) w
wieku od 10-18 lat w kierunku obecnosci wiruséw brodawczaka. Materialem do badan byl
catkowity DNA wyizolowany z komorek nablonkowych jamy ustnej, ktére pobrano w
wymazach. W catkowitym DNA identyﬁkowano DNA HPV stosujac metod¢ MY-PCR,
umozliwiajacg detekcje wielu typow wirusow HPV przy pomocy starterow zdegenerowanych,
(Qu et al, 1997) uzyskano  produkty amplifikacji, ktore nastepnie  poddano
sekwencjonowaniu. Poszukiwalismy réwniez roznych czynnikow sprzyjajacych zakazeniom
HPV takich jak status spoteczno-ekonomiczny, miejsce zamieszkania, wiek. pte¢, czynniki
ryzyka takie jak palenie tytoniu. zachowania seksualne czy tez spozywanie alkoholu.
Wykazalismy, ze w badanej grupie 45 0s6b bylto nosicielami wiruséw brodawczaka (okoto
1% wszystkich badanych). Zaobserwowano nieznaczna kumulacje zakazen HPV w kilku
szkotach regionu, natomiast inne wymienione wyzej zmienne pozostaly bez korelacji.
Wykryto cztery glowne typy HPV11 (38/45), HPV6 (3/45), HPV12 (3745), HPV57 (1/45).
WykazalisSmy w naszych badaniach. ze nosicielstwo laryngologicznych typéw wirusow HPV
Jest stosunkowo niskie wsrod miodziezy wielkopolskiej, a nieobecnos¢ wiruséw HPV
wysokiego ryzyka moze by¢ zwiazane z niskim wickiem badanej grupy, w ktorej w
wigkszosci przypadku nie doszto do inicjacji seksualnej. Nasze badania nad obecnoscig
wirusow HPV u ludzi byly Jednymi z najszerzej zakrojonych badan epidemiologicznych w
Polsce (Durzynska er al., 2011).

W réwnolegle prowadzonych badaniach nad czynnikami sprzyjajacymi zakazeniom
HPV swoja uwage skierowatam na IGF-1. Przestanka do podjecia tego typu badan byty
wyniki wezedniej prowadzonych w ZWM badan wskazujace na obecnosé IGF-1 w jadrze
komérek neoplastycznych i nowotworowych HPV pozytywnych (Jozefiak er al. 2008).
Wynik ten byl kontrowersyjny i dlatego podjetam probe wyjasnienia tego zjawiska w
dalszych badaniach. Gen IGF-1 zlokalizowany jest na 12 chromosomie i zbudowany jest z
szesciu egzonow, ktorych alternatywne skiadanie prowadzi do powstania 2 klas produktow w
zaleznosci od dzialajacego promotora (P1 lub P2). W tych dwdch klasach produktéw znajduja
si¢ nastgpnie trzy typy izoform (A, B oraz C)(Barton, 2006). Zatem oprocz dojrzalej formy
IGF-1 w organizmie czlowieka wystepuja réwniez liczne jego izoformy bedace produktem
alternatywnego skfadania transkryptow: pre-pro-IGF-1A, pre-pro-IGF-1B i pre-pro-IGF-1C
(Rycina 1).



A) DNA : IGF-1 STRUCTURE

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6

B) ALTERNATIVE SPLICING E Domain
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IGF-1Ea
@ mRNA

Signal peptide: 48 2a Ea-Peptide: 35 aa
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C @ &l sl G :o-rcotice: 77 22
Signal peptide: 32 aa

Mature peptide: 70 a.a

IGF-1 Ec
mRNA

Ec-Peptide: 40 aa

Synthetic Peptide

Rycina 1. Struktura genu IGF-1 i produkty alternatywnego skladania transkryptow
IGF-1 (Vassilakos et al. 2014).

Gen IGF-1 zbudowany jest z szesciu egzonow. Egzony 1 oraz 2 koduja peptyd sygnatowy
odpowiedzialny ze wydzielania pre-pro-IGF-1 poza komoérke. Egzon 3 oraz 4 koduja dojrzata forme
IGF-1, natomiast fragmenty egzondw 4, 5 oraz 6-ego kodujg C-koncowe peptydy E (Ea, Eb oraz Ec).
Aby mogt powsta¢ dojrzaty IGF-1 peptydy E musza zostaé¢ proteolitycznie odciete z pro-form IGF-1.

Przedrostek pre- oznacza obecnos¢ sekwencji sygnatowej, umozliwiajacej sekrecje
biatka z komorki, a przedrostek pro- oznacza obecno$é E peptydu. Pro-IGF-1A, pro-IGF-1B
oraz pro-IGF-1C, zbudowane sa zatem z czgsci dojrzatej IGF-1 oraz C-koncowego
rozszerzenia (E peptydu), ktory po odcigeiu proteolitycznym moze tez dziataé niezaleznie od
IGF-1 (Barton 2006) (Rycina 1). Kilka fizjologicznych funkcji przypisano juz E-peptydom
powstatym na skutek obrobki pre-pro-formy IGF-1 (Brisson and Barton, 2012; Kandalla e al,
2011; Matheny er al., 2010), jednakze pelny zakres ich aktywnosci biologicznej nie jest
jeszeze w pelni poznany. W krwiobiegu dojrzaly IGF-1 zwiazany jest z biatkami wigzacymi
IGF-1 (IGF-BPs) i po uwolnieniu z kompleksu IGF:IGF-BP aktywuje receptor (IGF-1R)
znajdujacy si¢ na powierzchni komorki docelowej, ktory dalej przekazuje sygnat szlakami
wewnatrzkomoérkowymi, co prowadzi do ekspresji genéw regulujacych m.in. proliferacje
komorkowa i apoptoze. Jedynie forma IGF-1B, wystepujaca tylko u ludzi (Wallis, 2009),
zawiera sygnal lokalizacji jadrowej (NLS). Z tego wzgledu postanowitam zbadaé ja
szczegotowiej pod katem bioaktywnosci, wewnatrzkomérkowego transportu i docelowej
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lokalizacji w komorkach nowotworowych HeLa transformowanych wirusem HPV-18 (cervix
adenocarcinoma - gruczolakorak) i U2-OS nietransformowanych HPV (linia komorkowa
osteosarcoma - kostniakomiesak). Sekwencje kodujaca domeng Eb (hEb), ktéra powstaje po
odcieciu dojrzatej formy IGF od pro-IGF-1b, poddalam ligacji z sekwencjami kodujacymi
biatka fluorescencyjne (GFP oraz RFP) w wektorach ekspresyjnych. Transfekowalam tymi
konstruktami genetycznymi dwa wyzej wymienione typy komorek i wykazalam obecnos¢
ludzkiego peptydu Eb w ich jadrach komoérkowych. Na tym etapie badan trudno okresli¢, czy
obecno$¢ wirusa HPV moze wzmacnia¢ kierowanie biatka IGF-1B do jadra komorkowego.
Wiadomo natomiast, ze zmutowanie sygnatu NLS poprzez mutagenez¢ ukierunkowana. ktora
przeprowadzitam nie znosi catkowicie lokalizacji jadrowej peptydu hEb. Musza zatem istniec
jeszeze inne mechanizmy, podobnie jak w przypadku peptydu C pochodzacego z pro-insuliny,
ktory kierowany jest do jadra komorkowego, cho¢ nie ma NLS. Test BrdU ELISA wykazal,
7e indeks proliferacji komorek zawierajacych ludzki peptyd Eb wzrést o 28%. Dla
poréwnania ten sam test wykonany na komoérkach HeLa traktowanych zewnatrzkomorkowo
syntetycznym peptydem Eb wykazal wzrost indeksu proliferacyjnego (od 41 do 58%
odpowiednio dla stezen 10 — 100 nM). Dodatkowo przeprowadzitam test migracji, w ktorym
badano stabilne linie komorkowe U2-OS syntezujace biatko fuzyjne zbudowane z peptydu Eb
oraz bialka RFP lub produkujace samo biatko RFP, ktore stosowatam jako kontrolg ujemna.
Réwniez w tym przypadku zaobserwowatam wzrost indeksu migracji o 38.3% w poréwnaniu
z kontrola (tylko ekspresja bialka fluorescencji). Wzrost indeksu proliferacji 1 wzrost
mobilnosci komoérek syntezujacych Eb sugeruja, ze ludzki peptyd Eb moze pelni¢ dodatkowe
funkcje w komorkach, a nie jest tylko produktem ubocznym obrébki biatka pre-pro-IGF1b 1

posiada zatem immanentng aktywnos¢ biologiczna (Durzynska et a/., Horm Met Res, 2013).

W kolejnym cyklu badan, stanowigcym kontynuacje tematu, przeanalizowatam
ekspresje izoform IGF-1 na poziomie transkryptu i biatka w komorkach nowotworowych
HeLa (zaleznych od HPV) oraz U2-OS, HepG2 and K562 (niezaleznych od HPV).
Przeprowadzitam ilosciowy PCR ze starterami specyficznie rozpoznajacymi réozne warianty
splicingowe IGF-1 oraz immunoblotting frakcji jadrowych i cytoplazmatycznych z
przeciwciatami skierowanymi przeciw E peptydom: Eb oraz Ea. Catkowity wzgledny poziom
transkryptow dla IGF-1 w badanych liniach komérkowych roznil si¢ istotnie miedzy soba 1
byl okoto 80 razy wyzszy w komérkach K562 (130.2 + 31.2) niz w komorkach U2-OS (1.7 £

1.1), co wykazano po przeprowadzeniu reakcji qPCR z B-aktyng jako genem referencyjnym.
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Zaobserwowano ponadto, ze wzgledna ilos¢ kopii transkryptéw dla IGF-1B byla najwyzsza w
komorkach HepG2 (69.9 + 28.6) oraz K562 cells (28.3 + 6.7). Ponadto w komdrkach HepG2
syntezowane bylo wigcej transkryptow [GF-1B niz IGF-14 (18.02 = 6.8). Wsrdd badanych
linii komoérkowych najwyzszy poziom peptydu ludzkiego Eb zaobserwowano w jadrowych
frakcjach komorek K562 oraz HepG2, co wykazano poprzez western blotting. We frakcjach
cytoplazamatycznych nie wykryto obecnosci peptydu hEb, natomiast biatko pro-IGF-1A bylo
obecne tylko w cytoplazmie. W komorkach Hela 1 K562 zaobserwowano istotne réznice
pomigdzy poziomem transkryptu dla IGF-1A oraz produktem biatkowym. W niniejszym
cyklu badan po raz pierwszy wykazaliSmy obecnos¢ pelnej dlugosci ludzkiego peptydu Eb
(~9kD) w jadrach komorek nowotworowych bez uzycia znacznikoéw fluorescencyjnych
dysponujac swoistym przeciwcialem poliklonalnym wyprodukowanym specjalnie do
realizacji celow niniejszych badan. Poniewaz wzglednie niski poziom transkryptu dla IGF-1A
oraz wysoki poziom biatka pro-IGF-1A jest mozliwym scenariuszem, ktory zaobserowano w
komorkach HelLa, wysnulismy hipoteze, ze transkrypty te mogg ulegaé¢ obrobcee translacyjnej
z wyzsza wydajnoscig 1 ze produkt biatkowy (pro-forma IGF-1) moze by¢ stabilizowany w
sposob posredni lub bezposredni przez onkogeny E6 lub/i E7 wirusa HPV-18 w komorkach
HelLa. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w Oncology Reports (Durzynska & Barton,
2014). Na pytanie czy onkoproteiny wirusa HPV moga stabilizowac biatko pro-IGF-1A i
sprawia¢, ze komorki Hela tak szybko si¢ dziela staram si¢ znalez¢ odpowiedZ podczas
aktualnie prowadzonych prac badawczych polegajacych na wyciszeniu genow E6/E7 poprzez
zastosowanie siRNA/shRNA oraz na wprowadzeniu lentiwirusa zawierajacego geny HPV16-
E6/E7 do komorek pierwotnych i pomiarze ekspresji roznych form IGF-1 oraz pozostatych
elementow osi somatotropowej w ramach grantu NCN, ktorego jestem kierownikiem (nr N

N401 555400, lata 2011-2016).

Mimo wielu przeprowadzonych badan nad pro-formami IGF, pelne spectrum ich
aktywnosci nie jest w petni poznane. Z doswiadczen przeze mnie przeprowadzonych w
Filadelfii w laboratorium prof. Elisabeth Barton na Uniwersytecie Pensylwania wynika, ze
pro-forma IGF-1A wystepuje w wiekszym stezeniu w komorkach migsniowych u myszy niz
forma dojrzata IGF. Wykazalam réwniez, ze pro-IGF-1A ma wigkszy potencjat aktywowania
receptora IGF-R niz dojrzaty IGF-1, natomiast glikozylacja pro-IGF-1A istotnie obniza
aktywacje receptora IGF-1R. W celu wykazania tej zroznicowanej aktywnosci wykorzystatam

odpowiednie konstrukty genetyczne i transfekcje przejsciowa komorek 3T3, w ktorych
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wyprodukowatam rézne formy IGF-1A. Z kazda z syntezowanych form [GF-1 (dojrzata, pro-
formg IGF-1A oraz pro-forma glikozylowana IGF-1A) obecna w komorkowym medium
hodowlanym przeprowadzono test aktywacji receptora IGF-R zlokalizowanego w genetycznie
modyfikowanych komoérkach 3T3 (komorki P6) (Pietrzkowski er al., 1992), ktére zawieraja
znaczne ilosci ludzkiej wersji tego receptora na swojej powierzchni (KIRA assay — kinase
receptor activation assay). Wyniki tych badan zostaly opublikowane na tamach prestizowego
czasopisma Amerykanskiego Towarzystwa Endokrynologicznego (Durzynska ef al., 2013).
Nalezy zauwazy¢, ze mysi pro-IGF-1A jest tozsamy z ludzkim pro-IGF-1A (w
przeciwienstwie do ludzkiej formy pro-IGF-1B, ktéra u myszy nie wystepuje); roznia sie one
tylko 4 aminokwasami w obrebie E peptydu. Do wykrycia ludzkiego pro-IGF-1A mozna
uzywac tego samego przeciwciala, ktore zaprojektowano do detekeji mysiego przeciwciala
skierowanego przeciw pro-IGF-1A (Durzynska & Barton; 2014). Wydaje sie bardzo
prawdopodobne, ze w lokalnych tkankach i krwiobiegu znajduje sie wiecej form IGF, w tym
pro-IGF-1A. Przez dhugi czas nie istniala metoda immuno-detekcji umozliwiajaca
rozroznienie wielu form biatka IGF, mierzono zatem catkowite jego stezenie w testach
ELISA postugujac si¢ przeciwcialem rozpoznajacym tylko dojrzata czes¢ IGF-1. W
kontekscie procesdw wzrostowych, regeneracyjnych, jak réwniez rozwoju nowotworow (w
tym rowniez spowodowanych zakazeniami HPV) bardzo wazne jest rozroznienie, ktora forma
IGF wykazuje wigksza aktywnos¢ i na jakim etapie Sciezki sygnalizacyjnej i w jakim stezeniu
ona wystepuje. Poza wszelka watpliwos¢ wiadomo dzis, ze IGF-1R moze by¢ kierowany do
jadra, gdzie jego obecnos¢ prognozuje gorsze rokowania w rozwoju niektorych typow raka
nerki. Wykazano, ze obie jego podjednostki o i B moga si¢ tam znajdowaé (Aleksic er al.,
2010). Do jadra komoérkowego kierowana jest rowniez izoforma IGF-1B (Tan er al., 2002,
Jozefiak et al., 2008, Durzynska et al., 2013, Durzynska & Barton, 2014). Doktadne poznanie
sposobu dzialania izoformy IGF-1B w jadrze komoérkowym (jaderku) wymaga dalszych
badan. Pro-IGF-1A moze silniej stymulowa¢ komorki zakazone HPV do wzrostu dzialajac
poprzez receptor IGF-1R, a pro-IGF-1B (lub tylko odciety proteolitycznie peptyd Eb) moze
sprawowac swoja aktywnos¢ biologiczng wewnatrz komorek nabtonkowych. Forma IGF-1A
wydaje si¢ rowniez ciekawym kandydatem jako $rodek terapeutyczny dla osob z
uposledzonym funkcjonowaniem migsni, gdyz efektywniej moze pobudzaé receptor IGF-1R
niz dojrzaly IGF-1. Zaobserwowalismy podczas wstegpnych badan w Filadelfii, ze mysie
migsnie motoryczne, do ktorych wprowadzilismy zrekombinowanego adenowirusa z
sekwencjg pro-IGF-1A uzyskuja wigksza mase niz te, w ktorych syntezowany jest dojrzaly
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IGF w podobnych stezeniach nano-molowych (dane niecopublikowane). Badania te sa dalej

prowadzone w laboratorium amerykanskim.

Jako glowna wartos¢ mojego osiagnigcia naukowego chcialabym wskazaé¢ uzyskanie
i udostgpnienie danych epidemiologicznych dotyczacych nosicielstwa laryngologicznych
typow HPV wsrod reprezentatywnej grupy dzieci i mlodziezy Wielkopolski. Dane te
moga znalez¢ zastosowanie w regionalnych programach szczepien przeciw wirusowi
brodawczaka ludzkiego. Z kolei moje badania nad rolg IGF-1 w zakazeniach HPV
wykazaly, ze IGF-1 jest jednym z czynnikéw sprzyjajacych w procesie zakazenia
wirusami brodawczaka, szczegélnie w péznych etapach transformacji neoplastycznej i
nowotworowej. Nie tylko dojrzala forma bialka IGF-1 posiada aktywnos$¢ w procesach
komoérkowych. Produkty alternatywnego skladania pre-mRNA-IGF-1 mogg réwniez
pelni¢ szereg dodatkowych funkeji. Wykazalam, ze obecno$¢ onkoprotein wirusowych
E6 i E7 moze mie¢ wplyw na stezenie izoformy IGF-1A, ktora najefektywniej aktywuje
receptor IGF-1R. Izoforma ta najsilniej indukuje procesy proliferacyjne/wzrostowe
komoérek nowotworowych zaleznych od HPV. Potwierdzilam, ze forma pro-IGF-1B oraz
peptyd Eb wykazuja jadrowa lokalizacje i aktywnos$¢ biologiczng w komorkach

nowotworowych zaleznych i niezaleznych od HPV.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych (artystycznych)
A. Dane bibliometryczne

Jestem autorem lub wspotautorem 28 publikacji naukowych w tym 16 oryginalnych prac
tworczych, natomiast pozostate prace to prace przegladowe oraz rozdziaty w monografiach
lub podrecznikach. Laczna punktacja MNiSW wszystkich prac wynosi 385 pkt (razem z
rozdziatami w podrecznikach wskazanymi w czgsei dydaktycznej). Jestem réwniez autorem
lub wspélautorem 18 doniesien prezentowanych na konferencjach krajowych i
miedzynarodowych,

Sumaryczny wspotezynnik oddziatywania ..impact factor” moich publikacji naukowych z

listy Journal Citation Reports (JCR) wynosi okolo 32 punkty.

Liczba cytowan wg Web of Science — 56, Scopus — 64, Google Scholar — 90.

Indeks Hirscha opublikowanych prac wedlug Web of Science — 4, Scopus — 5, Google
Scholar 6.
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B. Tematyka pozostalych prac badawczych

- opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora:

Na poczatku drogi naukowej, na dos¢ wczesnym etapie studiow uniwersyteckich,
zainteresowatam si¢ polimorfizmem enzymow detoksykujacych drugiej fazy metabolizmu i
skorelowanym z nim poziomem adduktow DNA u dzieci z silnie zanieczyszczonego Gornego
Slaska. Temat ten jako pozniejsza prace magisterskq realizowalam w Instytucie Genetyki
Czlowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu pod kierunkiem profesora Krzysztofa
Szyftera poza moja macierzysta uczelnia UAM (lata 1997-2000). Badania te byly nastepnie
kontynuowane przez wiele lat przez wielkopolsko-$laskg grupe badawcza, a wyniki niedawno
zostaly opublikowane w prestizowym czasopismie Mutagenesis (Mielzynska-Svach et al.,
2013). Opiekunem mojej pracy magisterskiej ze strony macierzystego UAM byla prof. Anna
Gozdzika-Jozefiak z Zaktadu Wirusologii Molekularnej, ktéra ze wzgledu na mojg bardzo
dobra znajomos¢ jezyka francuskiego zaproponowata polsko-francuski projekt pracy
doktorskiej. We Francji z afiliacjq Uniwersytetu w Nantes pod kierunkiem prof. Tomasza
Haertle pracowatam nad receptorami typu olfaktorycznego (olfactory-like receptors - OLRs),
ulegajacymi ekspresji w jezyku. Stosujac startery zdegenerowane poddatam amplifikacji
ludzki ¢DNA 1 uzyskane produkty PCR wklonowatam do odpowiednich wektorow.
Sekwencjonowanie insertdéw potwierdzitlo wystepowanie kilku OLRs w nablonku jezyka
opisanych wezesnie] w literaturze (Gaudin ef al., 2001) oraz kilku innych, ktorych ekspresja
wczesnie] nie zostala opisana w tej lokalizacji. Dodatkowo scharakteryzowatam polimorfizm
pojedynczych nukleotydéw dla tych receptorow (Durzynski et a/., BBRC, 2005). Nastepnie
postanowitam sprawdzié, czy typy ,,laryngologiczne™ HPV, do ktérych naleza m.in. HPV-6 1
HPV-11, moga oddzialywa¢ z tymi receptorami jako potencjalnymi czynnikami
komoérkowymi sprzyjajacymi zakazeniom wirusem brodawczaka ludzkiego. Wirusy te
wykazujg szczegolny tropizm do komoérek nabtonkowych gérnych drog oddechowych i jamy
ustnej, dlatego w ramach polskiej czesci projektu doktorskiego pod kierunkiem prof. dr hab.
Anny Gozdzickiej-Jozefiak poszukiwatam ko-receptoréw dla wirusa HPV-11. W tym celu
wyprodukowalam czastki wirusopodobne (virus-like particles — VLPs) zbudowane z
gléwnego bialka kapsydu wirusa HPVI11 w komorkach owadzich uzywajac systemu
bakulowirusowego oraz poddatam ekspresji w komoérkach ludzkich HEK293 receptory typu
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olfaktorycznego (m.in. wczesniej scharakteryzowany we francuskim laboratorium JCGS).
Stosujac podwojne znakowanie immunochemiczne receptora oraz czastek wirusopodobnych
HPV11-L1 wykazatam ich kolokalizacje technikami mikroskopii fluorescencyjnej. Wynik ten
sugerowal, ze receptory typu olfaktorycznego wystepujace w nabtonku jezyka moga stanowic
swoiste ko-receptory lub receptory drugorzedowe dla ,,laryngologicznego™ wirusa HPV-11
obok opisanych juz wczesniej integryn i siarczanu heparyny (Durzynski et al., ] Med Virol,
2007; Abban & Meneses, 2010).

Polsko-francuskie badania podstawowe wymagaly rowniez wspotpracy z poznanskimi
laryngologami. Z dr hab. Jarostawem Szydlowskim z Instytutu Pediatrii Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu prowadzitam badania przesiewowe w kierunku obecnosci wirusow
HPV u pacjentéw ze schorzeniami laryngologicznymi. DNA wyizolowany z fragmentow
tkanek stanowiacych material resztkowy po mikrochirurgicznym usunieciu brodawczakéw z
krtani postuzyl jako matryca w reakcji MY-PCR (Tucker ef al., 1993; Qu et al., 1997).
Wykazalismy obecnos¢ sekwencji DNA wirusow HPV typu 6 /lub 11 w 98%-100%
badanych przypadkéw. W zadnej sposrdd badanych préb nie stwierdziliSmy wystgpowania
materialu genetycznego wirusOw o wysokim potencjale onkogennym (Szydlowski er al.,
2004).

Jako uzupelnienie wspdtpracy prowadzonej z dr hab. Szydlowskim podjelismy rowniez
wspolprace z prof. dr hab. Bogdanem Rydzewskim z Oddziatu Otolaryngologicznego Szpitala
im. F. Raszei w Poznaniu i przeprowadziliSmy identyfikacje ludzkich wiruséw brodawczaka
w stanach zapalnych i nowotworach uszu. Przewlekly stan zapalny ucha, podtrzymywany
przez infekcj¢ wirusowa, moze doprowadzi¢ do nieodwracalnych zmian w obrebie nabtonka i
zapoczatkowaé kancerogeneze, co zostalo juz wykazane wcezesniej (Jin ef al., 1997). Z
powyzszych powoddéw nasze badania objety chorych z populacji polskiej, u ktorych
stwierdzono kliniczne objawy przewlektego ziarninowego lub perlakowego zapalenia ucha
srodkowego oraz chorych z nowotworami ztosliwymi ucha srodkowego i/lub przewodu
stuchowego zewngtrznego, W badanych przypadkach (53 pacjentéw) stwierdzono obecnosc
sekwencji HPV w 26 przypadkach (49,0%). DNA wiruséw onkogennych HPV typu 16 lub 18
zawierato 12 prob (22,4%), natomiast 14 (25,9%) typu 6 lub 11. Wyniki badan potwierdzity
wystepowanie wirusow brodawczaka ludzkiego typu 16 lub 18 o wysokim potencjale
onkogennym we wszystkich skrawkach pooperacyjnych z rozpoznaniem nowotworu
ztosliwego (tj. w 6 przypadkach-100%). Wedlug danych literaturowych wirusy opryszezki
(HSV, herpes simplex virus) i cytomegalii (CMV, cytomegalovirus) wykryto w niewielkim
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odsetku badanych prob (3,8%). Uznalismy, ze wirusy te prawdopodobnie nie odgrywaja
waznej roli w etiopatogenezie przewleklego zapalenia ani tez nowotworéw ucha $rodkowego
I nie analizowali$my ich obecnosci w poszczegdlnych podgrupach chorych (Rydzewski e al..
2007). Z kolei badania w kierunku obecnosci wiruséw z grupy herpes (opryszezki i
cytomegalii) prowadzilismy w ramach grantu ADOPOLNOR w tej samej grupie dzieci i
miodziezy opisanej juz wezesniej. W tym celu opracowalam metode detekeji PCR-multiplex
umozliwiajacg jednoczesne oznaczenie DNA wirusow HSV-1, HSV-2 oraz CMV. W badanej
grupie wykryliSmy obecnos¢ wirusa CMV u 34 0s6b (0.82 %), HSV-1 u 9 0sob (0.21%) oraz
HSV-2 u 36 0s6b (0,87%). Lacznie nosicielstwo wirusow HPV, CMV, HSV-1 oraz HSV-2 w
badanej grupie wynosito 3% (Durzynska ef al., ] Med. Virol 2011; Durzynska et al., 2011, w
“Health and well-being in adolescence”, Wydawnictwo Bogucki Cze$¢ I, pod redakcja Marii
Kaczmarek 2011).

Po doktoracie zainteresowalam si¢ rowniez innymi aspektami biologii wirusow HPV,
mianowicie odpowiedzia immunologiczna u 0s6b z nawracajaca brodawczakowatoscia drog
oddechowych (RRP). W ramach projektu badawczego MNiSW, ktérego bytam kierownikiem
w latach 2006-2008 i kontynuacji badan prowadzonych z dr hab. Jarostawem Szydtowskim
poszukiwalam korelacji miedzy poziomem przeciwcial surowiczych przeciw HPV, a iloscia
przebytych interwencji chirurgicznych u pacjentow z RRP. Stosujac zrekombinowane gtéwne
biatko kapsydu wirusa HPVI11-L1, ktére wyprodukowalam w komoérkach E. coli,
przeprowadzitam seri¢ testow immunoenzymatycznych ELISA potwierdzajacych, ze im
wigksza ilos¢ operacji i wyzsza czgstotliwo$é uwalniania wirusa do krwiobiegu, tym wyzszy
poziom przeciwcial skierowanych przeciw wirusowi HPV11-L1. Tym samym opracowalam
test immunoenzymatyczny umozliwiajacy tatwa detekcje surowiczych przeciwcial anty
HPVI1-L1 (Durzynska et al., Viral Immunology, 2010). Test ten ma wazne znaczenie dla
monitorowania zakazen HPV w trakcie leczenia, jak réwniez moze by¢ stosowany przy
sprawdzaniu skutecznosci szczepien przeciw HPV (weryfikacja poziomu przeciwcial).

Wsréd pierwszych zagadnien, wokol ktorych ogniskowaly sie moje zainteresowania w
ramach prowadzonych badan osi somatotropowej, nalezy wymieni¢ zmienno$é regionu
promotorowego genu /GF-1 w kontekscie réznych wad rozwojowych i wybranych choréb
oraz poszukiwanie przyczyn zaburzen wzrastania, ktére sa uwarunkowane wieloczynnikowo i
czgsto o nieznanym do konca podlozu. Istniejq jednak takie sytuacje, kiedy niedobory IGF-1,
cho¢ prowadza do zaburzen wzrastania u ludzi, stanowig doskonalg obrone przed rozwojem
nowotworu. Niedobdér wzrostu jest jednym z najczestszych powodéw wizyt dzieci w
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poradniach endokrynologicznych. Jednym z czynnikéw bioracych udziat w przekazie sygnatu
wzrostowego, ktory niekiedy odpowiada za etiologi¢ niedoboru wzrostu, jest insulinopodobny
czynnik wzrostu i jego receptor. Celem naszych badan byla analiza sekwencji kodujacych
domeng zewnatrzkomoérkowa (wiazanie liganda) i wewnatrzkomoérkowa receptora (aktywnosé
kinazy) dla IGF-I (IGF-1R) w genomie dzieci z niedoborami wzrostu z prawidtowym lub
nieznacznie obnizonym poziomem surowiczego IGF-I. Materiatem badawczym byl DNA
izolowany z komoérek krwi obwodowej 50 dzieci niskorostych. Fragmenty genu kodujacego
receptor IGF-I powielone w reakcji PCR analizowano stosujac technike PCR, SSCP i
sekwencjonowanie. W badanej sekwencji nie stwierdzono zmian. W analizowanej grupie
dzieci mozna wykluczy¢ mutacje receptora IGF-1 jako przyczyne niskorostosci.
Wykazalismy, ze nalezy kontynuowa¢ badania w celu okreslenia przyczyn zaburzen
wzrastania w biatkach osi somatropowej i/lub szlaku sygnatlowego (Kedzia et al., Pediatric
Endocrinology, Diabetes and Matabolism, 2013). Bralam rowniez udzial w wprowadzaniu
terapeutycznego programu zdrowotnego leczenia dzieci z cigzkim pierwotnym niedoborem
IGF-1 (w Polsce od 2009 r.). Programem tym objgto trzech pierwszych polskich pacjentow
zakwalifikowanych do leczenia rhIGF-1 (ang. recombinant human insulin-like growth factor
1). Zastosowanie rekombinowanego ludzkiego IGF-1 w leczeniu niskorostosci powodowanej
pierwotnym niedoborem IGF-1 wplywa znaczaco na poprawe tempa wzrastania. W czasie 2-
letniej obserwacji nie odnotowano powaznych skutkéw ubocznych terapii (Petriczko ef al.,
Pediatric Endocrinology, Diabetes and Matabolism, 2011).

Gen IGF-1 ma dwa promotory Pl oraz P2 (na Rycinie 1 zaznaczone sa pustymi
strzatkami nad egzonem 1 oraz 2). Gléwny region regulatorowy zaczyna si¢ 1630 par zasad
przed miejscem startu transkrypcji i sigga do regionu 5’UTR w egzonie 1. Polimorfizmy
zlokalizowane w tej czgsci genu maja istotny wplyw na poziom ekspresji IGF-1 i ich
wystgpowanie moze korelowa¢ z ré6znymi chorobami naczyniowo-sercowymi, cukrzyca typu
2-ego oraz pewnymi typami raka. W innych badaniach prowadzonych z grupg kardiologow
zaobserwowalismy istotny wzrost stgzenia surowiczego IGF-1 u pacjentéw z tréjnaczyniowa
choroba wiencowa i wysokie wartosci z skali Gensiniego w poréwnaniu z osobami bez
zwezen w tetnicach wiencowych i z wynikiem zero w skali Gensiniego. Lacznie badaniu
poddano 101 pacjentow, ktérzy zglosili si¢ na rutynows angiografie wieficowa. Stosujac
wyze]j opisane metody PCR oraz SSCP znalezlismy pig¢ réznych polimorfizméw w rejonie
regulatorowym promotora P1 genu /GF-1(RS35767, RS5742612, RS228837, RS11829693,
RS17879774), jednak nie zaobserwowalismy zadnych statystycznie istotnych zaleznosci
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migdzy polimorfizmem pojedynczych nukleotydow (SNP) i arterioskleroza wiencowa oraz
wysokim  stgzeniem obwodowego IGF-1. Nie znalezlismy rowniez takich zaleznosci w
odniesieniu do sekwencji genu dla receptora IGF-1, ktory zostal przebadany w taki sam
sposob jak u dzieci niskorostych. Wynika z tego. ze efekt podwyzszonego surowiczego IGF-1
u pacjentdw z problemami wiencowymi byl niezalezny od polimorfizméw promotora P1 genu
IGF-1 oraz sekwencji kodujacych receptor IGF-1R (Burchardt er al., Protein Journal, 2010).
Z kolei w ramach projektu ADOPOLNOR wybralismy 84 osoby z wadami rozwojowymi
(naczyniowo-sercowymi, wrodzonymi wadami serca, chorobami przewleklymi i uktadu
moczowego, z cukrzyca, zaburzeniami tarczycy) i poréwnalismy z grupa 100 os6b, u ktérych
tych wad nie stwierdzono. Podobnie jak w wyzej opisanych badaniach wyizolowano DNA z
komorek nablonkowych jamy ustnej i metoda PCR, SSCP przeanalizowano region promotora
P1 dla genu /GF-1 oraz specjalnie zaprojektowang metoda PCR zbadano ilos¢ powtérzen CA.
W regionie zlokalizowanym -476 oraz -148 bp nie zaobserwowano zadnych statystycznie
istotnych réznic sekwencji migdzy grupami badanymi a grupa kontrolna. Natomiast
stwierdzono istotnie statystyczna roznicg dla czgstosci wystepowania polimorfizmu -383 C/T
migdzy badanymi grupami a grupa kontrolng (p<0.001). Wykazano, ze w obrebie tego
polimorfizmu znajduje si¢ miejsce wigzania czynnika transkrypcyjnego Spl i zmiana
cytozyny w tyming znosi to wiazanie (Li et al., 2004). Zmiana C/T wplywa zatem na
tkankowo-specyficzng zmiang poziomu ekspresji IGF-1, co z kolei moze mie¢ wplyw na
sprawnos¢ funkcjonowania osi somatotropowej u 0sob z okreslong wada rozwojowa.
Zaobserwowano rowniez statystycznie istotng réznicg miedzy grupa kontrolna oraz grupa z
wrodzonymi wadami serca w zakresie czestotliwosci wystepowania powtorzen (CA)yg oraz
(CA)y; (Pacholska-Bogalska et al., w ,,Health and well-being in adolescence”. Wydawnictwo
Bogucki Czes¢ I, pod redakcjg Marii Kaczmarek 2011). Spostrzezenia poczynione w ramach
badan ADOPOLNOR nad polimorfizmem regionu promotorowego genu IGF-1 w réznych
wadach rozwojowych, w tym wadach serca otwieraja przestrzen do dalszych badan
klinicznych na wigkszej grupie oséb/pacjentow, gdyz w badaniach dzieci wielkopolskich
niektore z wezesniej wymienionych kategorii schorzen byly bardzo nieliczne reprezentowane

(np. wrodzone wady serca n=5, zaburzenia uktadu moczowego n=3).
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Lista publikacji poza gléwnym osiagni¢ciem naukowym:

o

. Mielzynska-Svach D, Blaszczyk E. Butkiewicz D. Durzyiska J, Rydzanicz M.

Mutagenesis. Influence of genetic polymorphisms on biomarkers of exposure and effects in
children living in Upper Silesia. 2013 Sep:28(5):591-9. IF = 3.5; MNiSW = 35 pkt

Wykonatam pomiar adduktow DNA w analizowanej grupie oraz pomagatam w redagowaniu czesci
manuskryptu. Swoj udzial oceniam na 20 %.

. Durzynski L, Gaudin JC, Myga M, Szydlowski J, Gozdzicka-Jozefiak A, Haertlé T.

Olfactory-like receptor cDNAs are present in human lingual ¢cDNA libraries. Biochem
Biophys Res Commun. 2005 Jul 22;333(1):264-72. IF = 2.65 (2008), MNiSW = 20 pkt

Wykonatam wigksza cze$¢ pracy doswiadczalnej, zebratam i opracowatam wyniki, napisatam

manuskrypt. Swoj udzial oceniam na 65 %.

. Durzynska J, Pacholska-Bogalska J, Kaczmarek M, Hané T, Durda M, Skrzypczak M.

Gozdzicka-Jozefiak A. Multiplex PCR for identification of herpes virus infections in
adolescents. ] Med Virol. 2011 Feb;83(2):267-71. IF = 2.8 (w 2011 r), MNiSW = 20 pkt

Wykonalam wigksza cze$¢ pracy doswiadczalnej, zebralam i opracowatam wyniki, napisatam

manuskrypt. Swoj udziat oceniam na 60 %.

. Durzynska J, Blazejewska P, Szydlowski J, Gozdzicka-Jézefiak A. Detection of anti-

HPVII-L1 antibodies in immune sera from patients suffering from recurrent respiratory
papillomatosis using ELISA. Viral Immunol 2010 Aug;23(4):415-23. IF 1.6, MNiSW = 15
pkt

Wykonatam wigksza czg$¢ pracy doswiadczalnej, zebratam i opracowatam wyniki, napisatam

manuskrypt. Swoj udziat oceniam na 70 %.

. Burchardt P, Gozdzicka-Jozefiak A, Zurawski J, Nowak W, Durzynska J., Link R,
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arteriesclerosis?: Molecular and clinical analysis. Protein J. 2010 Nov;29(8):538-44. IF =
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Diabetes Metab. 2011;17(4):233-8. MNiSW = 7 pkt

Wykonatam czg$¢ pracy doswiadczalnej. Swoj udzial oceniam na 10 %.
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10. Szydlowski J, Durzynski L., Myga M, Grzegorowski M, Gozdzicka-Jozefiak A. Human

11.

papillomavirus DNA presence of the upper respiratory tract mucosa of healthy children.
Otolaryngol Pol. 2004;58(1):211-5. MNiSW = 7 pkt.
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herpesviruses type 1 (HSV1) and type 2 (HSV II), cytomegalovirus (CMV) and human
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