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Wprowadzenie

Nowotwory ztos§liwe sa istotnym problemem zdrowotnym, w Polsce w roku 2015
zachorowato 63 281 oséb. Jest to choroba o wyniszczajacym przebiegu i obarczona jest
bardzo duza $miertelno$cig. Obecnie jest to druga w kolejnosci przyczyna zgonéw, w roku
2015 z jej powodu w Polsce zmarto 100 600 chorych. Nowotworem, ktéry charakteryzuje
si¢ stale wzrastajgcym trendem zachorowan jest rak nerki, co w liczbie ogodlnej
nowotworow zlosliwych stanowi 3,9% u mezczyzn i 2,4% u kobiet, z og6lng liczbg 5 077
nowych przypadkéw w roku 2015 [1].

Powszechnie wiadomo, ze mozliwo$¢ wyleczenia z nowotworu narzagdowego, w tym i
raka nerki, uzalezniona jest wylacznie od wczesnego wykrycia choroby i rozpoczegcia
leczenia na etapie regionalnego zaawansowania choroby. Uwaza si¢, ze w wielu typach
nowotworow ztosliwych rozwoj guza nastgpuje w wyniku sekwencji kolejnych mutacji w
kolejnos$ci: protoonkogenow, gendw supresorowych i1 genow mutatorowych. Identyfikacja
geno6w ktorych mutacja prowadzi do rozwoju raka, stuzy wytypowaniu grupy oséb z
ryzykiem choroby (u ktorych taka mutacja wystgpita), ktore nalezy objaé¢ zwiekszonym
nadzorem w zakresie badan profilaktycznych i wykrycia choroby we wczesnym etapie
rozwoju. W chwili obecnej nie ma pelnej wiedzy dotyczacej genéw ktérych mutacja
prowadzi do powstania choroby i do jej progresji, a ponadto kazdy typ nowotworu ma swdj
wlasny, specyficzny profil mutacji genowych.

W przypadku wykrycia nowotworu ztosliwego ocena kliniczna zaawansowania choroby
stuzy do przygotowania planu leczenia. W raku nerki, w okresie choroby ograniczonym
tylko do narzadu, leczenie chirurgiczne, usunigcie nerki lub usunigcie jej czesci, jest
zasadniczym leczeniem. W zakresie pooperacyjnej oceny histopatologicznej w raku nerki
stosuje si¢ klasyczne barwienie histologiczne, hematoksyling i eozyng, ktére stuzy do
rozpoznania morfologicznego typu nowotworu, okreslenia stopnia zlosliwosci biologicznej
(skala G, z uwzglednieniem klasyfikacji Fuhrman w raku jasnokomorkowym nerki) oraz
zdefiniowanie nowotworu wg skali TNM, w ktorej okreslany jest stopien nacieku raka w
obrebie narzadu (wielko$¢ guza - cecha T) oraz obecnos$¢ lub brak przerzutéw w weztach
chlonnych (cecha N). Te cechy w =zestawieniu z klinicznie stwierdzang obecnoscia
przerzutow odleglych (cecha M) stanowig o stopniu zaawansowania [2]. Obecnie w zakresie

oceny patomorfologiczne] uzywa si¢ takze barwien immunohistochemicznych (IHC)



wykrywajacych obecno$¢ okreslonych antygenow, w zakresie potwierdzenia typu
morfologicznego raka nerki.

Nowotwory nerki wywodzace si¢ z komorek nabtonkowych dzieli si¢ na typy wedlug
kryteriow zawartych w klasyfikacji WHO. Przez wiele lat wyrdzniano nastepujace
podstawowe rodzaje nowotworow nerki: rak jasnokomodrkowy mnerki (RIN), rak
brodawkowaty, rak chromofobowy, rak cewek zbiorczych, rak rdzeniasty, rak §luzowo-
cewkowy 1 wrzecionowatokomorkowy, gruczolak brodawczakowaty, onkocytoma 1 rak
niesklasyfikowany. W aktualizacji z roku 2016 wyrdzniono nowe typy nowotwordéw nerki
takie jak torbielowaty wielokomorowy nowotwoér nerki o matym potencjale ztosliwosci
(multilocular cystic renal neoplasm of low malignant potential), rak rodzinny zwigzany z
translokacjg MiT, rak cewkowo-torbielowaty, dziedziczny rak towarzyszacy mig$niakowi
gladkokomorkowemu, rak jasnokomoérkowy brodawkowaty, rak zwigzany z niedoborem
dehydrogenazy bursztynianowej i rak towarzyszacy nabytej torbielowatosci nerek [3]. Jak
dotad, mimo wielu badan nie udato si¢ ustali¢ molekularnych markerow, ktére mogty by
stosowane jako wskazowki prognostyczne i predykcyjne raka nerki [2]. Istnieje wigc pilna
potrzeba dalszych poszukiwan w celu wykrycia genéw oraz kodowanych przez nie biatek,
ktorych ekspresja moze stuzy¢ prognozowaniu przebiegu choroby, okresleniu potencjatu
przerzutowania lub ustaleniu ryzyka nawrotu choroby. Ustalenie markeréw molekularnych
okreslonych rodzajéw nowotworow stanowi podstawe ,,medycyny spersonalizowanej”,
ktory to termin oznacza indywidualnie okreslony profil leczenia systemowego i ponadto
odpowiedni dobor badan kontrolnych i1 przedziatéw czasowych pomiedzy tymi badaniami.
Na podstawie tej oceny molekularnej jest wdrazane bardziej lub mniej agresywne leczenie
adjuwantowe, np. w raku piersi, raku jelita grubego i czerniaku.

W grupie rakéw nerki, rak jasnokomoérkowy nerki (RJN) jest najczestszym typem
morfologicznym 1 stanowi okoto 65-70% przypadkow. Makroskopowo jest to zazwyczaj
dobrze odgraniczony, owalny guz o jasno lub ciemno zo6ttym kolorze z ogniskami martwicy
1 wldknienia. W obrazie mikroskopowym tkanke guza buduja owalne komorki o bardzo
jasnej cytoplazmie. Obraz jasnej cytoplazmy powstaje w efekcie wyptukania z niej
glikogenu 1 lipidow przez alkohol uzyty w technice histologicznej. Komorki zazwyczaj
tworzg struktury lite, pecherzykowe lub zrazikowe, a w utkaniu tego nowotworu widoczne
sa liczne naczynia wlosowate [4]. Stopien zto§liwos$ci biologicznej raka jasnokomoérkowego
jest oceniany wedtug klasyfikacji Fuhrman. W czterostopniowej skali (G1-G4) oceniane s3
takie cechy komorki nowotworowej jak wielko$¢ jadra od 10 do powyzej 20um, jego

polimorfizm 1 wystgpienie ptatowosci jadra, a takze obecnos¢ w nim jaderek, ich liczba i
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wielkos¢ [5]. RIN w poréwnaniu do innych typow raka nerki ma zdecydowanie zly
przebieg i niepomyS$lne rokowanie [6]. Rak ten nacieka rozlegle okoliczne do nerki
struktury, nacieka zyl¢ nerkowa i szerzac si¢ glownie droga krwiono$na, tworzy przerzuty
odlegte w ptucach, watrobie, kosciach, tkankach migkkich 1 mézgu [7].

Wiedza dotyczaca onkogenezy raka jasnokomodrkowego nerki nie jest jeszcze petna. Z tego
wzgledu postanowilem zaja¢ si¢ w swoich badaniach analizg ekspresji niektorych genow

supresorowych 1 onkogenow w materiale klinicznym RJN.
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Ryc. 1. Rola bialek PLAGLI1 i EP300 w aktywacji proaptotycznego biatka BAX [8,14-16].

Szczegotowy opis ponize;.

Na podstawie danych literaturowych zatozylem, ze gen PLAGLI (pleiomorphic
adenoma gene-like 1) (ZAC/LOT1) moze mie¢ zwiagzek z onkogeneza raka nerki. PLAGLI
koduje bialko nalezace do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych typu C2H2, ktoére za
pomoca 5,6 lub 7 palcéw cynkowych (zaleznie od izoformy) wigze si¢ bezposrednio z DNA,
regulujac jego aktywno$¢ transkrypcyjng [8]. PLAGL1 wigze si¢ z DNA w miejscach
wystepowania sekwencji nukleotydow GGGGGGCCCC [9]. Ponadto biatko PLAGL1 jako

czynnik transkrypcyjny moze bezposrednio aktywowac receptor jadrowy typu I, podobnie



jak to jest w mechanizmie dziatania hormonéw steroidowych [10]. Podczas rozwoju
embrionalnego cztowieka biatko PLAGL1 jest obecne w wielu narzadach [8]. Wykazano, ze
myszy z wyciszonym genem PLAGLI—/— wykazuja zahamowanie rozwoju embrionalnego 1
znieksztalcenia ciala wynikajace z zaburzen w procesie formowania kosci [11]. Uwaza si¢
7ze PLAGLI jako gen supresorowy odgrywa rolg¢ w regulacji wzrostu i réznicowania
komoérkowego poprzez wplyw na aktywacje transkrypcji gendw proapototycznych [12].

W mechanizmie dziatania PLAGL1 jest wazna jego interakcja z bialkami grupy
acetylotranferaz histonowych: CREB (cAMP response element — binding protein) lub EP300
(histone acetyltransferase E1A biding protein p300). Wiazac si¢ z nimi PLAGLI moze
wzmacnia¢ ich oddziatywanie jako koaktywatora receptora jadrowego lub moze wzmacniaé
ich aktywno$¢ enzymatyczng typu acetylotranferazy histonowej [10, 13]. Ustalono, ze
EP300 jako czynnik transkrypcyjny odgrywa takze istotng rol¢ w wielu procesach
komoérkowych, a takze w procesach karcynogenezy [14]. W warunkach stresu
komorkowego EP300 powoduje aktywacje genu 7P53. Co wigcej PLAGLI jest takze
koaktywatywatorem transkrypcji 7P53, a nastepnie, wigzac si¢ z biatkiem TP53 wzmacnia
jego proapoptotyczng aktywnos$¢ [15,16]. Wiadomo, ze TP53 jest zasadniczym genem
supresorowym, ktérego mutacje obecne sa w blisko potowie wszystkich nowotworow.
Spadek lub zanik ekspresji 7P53 powoduje brak kaspazo-zaleznej $ciezki apoptozy w
zmienionych nowotworowo komorkach, co prowadzi do wzrostu guza 1 progresji
nowotworu. W aktywacji apoptozy zasadnicze znaczenie ma biatko BAX, ktore obecnosc
powoduje uwolnienie cytochromu C z mitochondrium do cytoplazmy, co prowadzi do
efektorowej, koncowej fazy apoptozy w wyniku aktywacji kaspaz [17,18].

Wiyniki badan dotyczacych ekspresji genu PLAGLI w przebiegu wielu nowotworow
ztosliwych wskazujg na jego rolg jako genu supresorowego [19]. Spadek lub brak ekspresji
tego genu stwierdzono zaréwno w liniach komorkowych jak 1 w raku jajnika 1 raku piersi
[20-22], a takze w lagodnym nowotworze rdzenia nadnerczy, pheochromocytoma [23].
Spadek ekspresji genu PLAGLI moze nastgpowa¢ w wyniku utraty heterozygocznos$ci
(LOH), co stwierdzono w cze¢sci probek tkankowych raka jajnika oraz w czesci guzéw
pheochromocytoma [21, 24].

Dotychczasowe badania wskazujg na to, ze zmiany ekspresji PLAGLI moga mie¢ réozny
charakter, zaleznie od typu nowotworu. W grupie 51 chorych na raka ptaskonabtonkowego
glowy 1 szyi nie wykryto mutacji w genie PLAGLI [25], natomiast w raku
podstawnokomorkowym stwierdzano wyrazny spadek ekspresji genu PLAGL1 [26]. Z kolei

w raku S$linianek [27] oraz w raku zotadka [28] nie stwierdzano istotnych zmian w
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rearanzacjach genu PLAGLI zlokalizowanego na chromosomie 6 przy pomocy metody
FISH. Mechanizmy epigenetyczne moga wptywac na ekspresj¢ genu PLAGLI1, dlatego byty
one przedmiotem badan w liniach komorkowych oraz w pierwotnych guzach raka jajnika 1
raka piersi [29], gruczolakoraku zotadka [30], migsakach tkanek migkkich [31] oraz w
chioniaku rozlanym z duzych komérek B [32]. Wyniki tych badan wskazuja na
zréznicowane zmian w epigenetycznej kontroli genu PLAGLI w réznych nowotworach na
poziomie metylacji jego promotora oraz deacylacji histonéw [29-32]. Zastanawiajace jest to,
ze nie byla wykonana analiza ekspresji biatka PLAGL1 w r6znych rodzajach nowotworow,
przy pomocy metody immunohistochemicznej (IHC), ktéra jest tatwo dostgpna 1 uzyteczna
tak w badaniach diagnostycznych jak i w analizie czynnikoOw prognostycznych.

Na aktywno$¢ PLAGL1 wptywaja naskérkowy i transformujgcy czynnik wzrostu
(EGF 1 BTGF), ktére poprzez szlak komérkowy MEK-ERK moga znosi¢ dziatanie
PLAGLI jako czynnika supresorowego [33]. Szlak MEK-ERK odgrywa zasadniczg role w
procesach proliferacji komorek 1 ma istotne znaczenie we wzroscie grupy nowotworow
okreslanych jako KRAS-zaleznych [34]. Na mysim modelu gruczolakoraka trzustki
wykazano, ze przy wyhamowaniu szlaku MEK-ERK, wskutek zablokowania KRAS,
dochodzi do funkcjonalnego zastgpienia aktywnos$ci tego szlaku poprzez zwigkszong
ekspresje biatka YAP1 (Yes-associated protein 1) i czynnika transkrypcyjnego TEAD2, co
skutkuje aktywacja cyklu komérkowego i proliferacjg komorek [35].

Z tego wzgledu biatko YAP1 pehlnigce role onkogenu stalo sie¢ takze
przedmiotem moich badan w raku jasnokomorkowym nerki. W warunkach fizjologicznych
YAP1 jest biatkiem efektorowym szlaku Hippo, ktéry podczas rozwoju embrionalnego ma
fundamentalne znaczenie w regulacji wielkosci narzadow [36]. Biatko YAP1 jest
koaktywatorem transkrypcji szczegolnego typu, poniewaz mimo braku domeny wigzacej si¢
z DNA oddzialuje z czynnikiem transkrypcyjnym TEAD (TEADI1-4) i w ten sposob
uczestniczy w aktywacji promotoréw wielu gendéw [37]. Taki funkcjonalny kompleks
ztozony z YAP1 1 TEAD1-4 aktywuje ekspresje wielu gendw zwigzanych z proliferacja
komoérkowa (np. CTGF, Cyr61, Myc i Gli) [38, 39].

Gen YAPI jest zlokalizowany na 11922 chromosomie i ten /ocus jest amplifikowany w
przebiegu wielu nowotworow [39]. Wzrost ekspresji tak genu jak 1 biatka YAPI
zaobserwowano w niedrobnokomoérkowym raku pluca, raku piersi, raku jelita grubego i
pierwotnym raku watroby [40] w tym takze w przebiegu RIN [41]. Aktywnos$¢ YAPI jest
uzalezniona od translokacji tego biatka z cytoplazmy do miejsca efektorowego czyli jadra

komorki. Ten kluczowy moment dla transdukceji sygnatu $ciezki Hippo jest regulowany



przez kinazg¢ serynowo/threoninowg 1 (LATS1) [42], ktéra w warunkach fizjologicznych
fosforyluje YAPI, co prowadzi do zatrzymania YAP1 w cytoplazmie poprzez jego
zwigzanie z biatkiem 14-3-3 z nastepowa ubikwitynacja tego kompleksu i jego degradacja w
proteasomach [39].

Jak dotychczas rola genu i biatka PLAGL1 w raku nerki, a szczeg6lnie w raku
jasnokomorkowym nerki nie byla dotad przedmiotem badan. Stan taki stanowit punkt
wyjscia do okreslenia, czy w RIN dochodzi do zmian ekspresji PLAGL1 na poziomie
mRNA i biatka oraz czy ewentualne zmiany moga dostarczy¢ informacji o charakterze
diagnostycznym lub prognostycznym. Za wyborem badania PLAGL1 w raku nerki
przemawiato takze to, ze tak w okresie embrionalnym 1 po zakonczonym wzroscie
cztowieka w obrebie nerki utrzymuje si¢ bardzo wysoka ekspresja PLAGLI mRNA w
poréwnaniu do poziomu stwierdzanego w innych narzadach [9]. Ze wzgledu na mozliwos¢
istnienia powiazan migdzy szlakami wewnatrzkomérkowymi, w ktérych uczestnicza
PLAGL1 1 YAP1 oraz LATS1 postanowiono takze okresli¢ ewentualne znaczenie
prognostyczne ekspresji YAPI 1 LATS1 na poziomie biatka przy pomocy metody

immunohistochemiczne;j.
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OSIAGNIECIE NAUKOWE

W zbiorze czterech prac przedstawionych jako ,,osiagni¢cie naukowe” skupiono si¢ na
odpowiedzi na nast¢pujace problemy i zagadnienia:

- opisanie lokalizacji biatka PLAGL1 w niezmienionych makroskopowo strukturach
ludzkiej nerki uzyskanych w wyniku przeprowadzonej amputacji nerki u chorych na raka
tego narzadu.

- okreslenie ekspresji genu PLAGLI, EP300, TP53 oraz BAX na poziomie mRNA 1 biatka w
tkankach RIN i w odniesieniu do niezmienionej cze$ci nerki.

- okreslenie immunoreaktywnosci bialek LATS1 1 YAP1 w tkankach RIN i w niezmienionej
morfologicznie czesci nerki.

- ocena zaleznos$ci migdzy cechami kliniczno-patologicznymi chorych na RJN a poziomem
ekspresji badanych gendw 1 bialek.

- ocena zalezno$ci miedzy przebiegiem choroby a poziomem analizowanych czynnikow

molekularnych.

Wyniki badan przedstawionych w prezentowanym ,,0siggnieciu naukowym” wskazuja
na to, ze wzrost ekspresji PLAGL1 ma istotne znaczenie prognostyczne w raku
jasnokomorkowym nerki. Wykazano tez, ze cytoplazmatyczna ekspresja biatka YAPI

powiazana jest z gorszym rokowaniem chorych na raka jasnokomoérkowego nerki.

Ponizej przedstawiono szczegélowy opis czterech prac wchodzacych w cykl artykulow

stanowiacych ,,osiggniecie naukowe”.

Publikacje 1-3 stanowig realizacj¢ uzyskanego przeze mnie grantu Narodowego Centrum
Nauki (NN 402452 839) pt. ,Analiza ekspresji genu PLAGL1 jako markera
molekularnego raka nerki oraz regulatora ekspresji acetylotransferaz histonowych
(p300/CBP, PCAF) i biatek szlaku apoptozy (p53 oraz Bax)”. Badania przedstawione w
publikacji nr 4 zostaty wykonane w ramach grantu statutowego Uniwersytetu Warminsko-

Mazurskiego w Olsztynie.
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PUBLIKACJA 1

Godlewski J, Krazinski B.E, Kiezun J, Kwiatkowski P, Sulik M, Tenderenda M, Biernat W,
Kmiec Z. PLAGLI protein is differentially expressed in the nephron segments and
collecting ducts in human kidney. Folia Histochemica et Cytobiologica. 2015; 53(1): 96—
104.

IF: 1,060; Punktacja MNiSW: 15.

Cel naukowy pracy

Stwierdzenie lokalizacji biatka PLAGL1 w obrebie poszczegdlnych struktur
morfologicznie niezmienionej nerki cztowieka jako wstep do dalszych badan opartych na
poroéwnaniu ekspresji genu 1 biatka PLAGL1 w tkance guza RIN. Zestawienie uzyskanych
danych z wynikami in silico pozyskanymi z baz danych w celu okreslenia prawdopodobnej
roli PLAGLI1 w funkcji ludzkiej nerki.
Syntetyczne omowienie wynikow

Przy pomocy metody immunohistochemicznej przeprowadzono analiz¢ materiatu
tkankowego niezmienionej morfologicznie cze¢sci nerek, ktore jako material pooperacyjny
pochodzity od chorych leczonych z powodu raka jasnokomorkowego nerki. Materiat
pochodzit od grupy 39 chorych i byl pozyskany w ramach realizowanego projektu NCN
(NN 402 452 839) dotyczacego analizy ekspresji PLAGL1 w raku jasnokomérkowym nerki.
Analizowano immunoreaktywnos$¢ biatkka PLAGL1 w obrebie kigbuszkoéw nerkowych,
poszczegbdlnych czesci nefronu i w kanalikach zbiorczych. Wykazano silng reakcje
$wiadczacg o obecnosci PLAGL1 w obrgbie komorek nabtonkowych kanalikow kretych 11
rzedu 1 kanalikow zbiorczych (intensywno$¢ barwienia 45.4 + 3.9% 1 48.7 + 1.8%, $rednia
+ SD). Immunoreaktywno$¢ PLAGLI1 byta znaczaco silniejsza niz komorek nabtonkowych
kanalikow I rzedu 1 kigbuszka nerkowego (21.8 £3.1% 1 13.6 = 2.3%). W przeprowadzone]
analizie statystycznej nie znaleziono korelacji pomiedzy ekspresja w kierunku PLAGLI1, a
danymi demograficznymi. Zatozono, ze rdznice w ekspresji biatka PLAGL1 w obrgbie
kanalikow wynikaja z roznego dzialania tego biatka, w obrebie zrdéznicowanych
funkcjonalnie komorek nablonkowych poszczegdlnych kanalikow nerki. Jak wynika z
danych literaturowych dotychczas wyzsza ekspresje¢ PLAGLI mRNA stwierdzano w
narzadach, ktorych funkcja jest regulowana przez hormony steroidowe. Co wigcej, w danych
The Human Protein  Atlas  (http://www.proteinatlas.org/  ENSG00000151623-
NR3C2/tissue/kidney) prezentowane sg barwienia receptora mineralokortykoidéw (NR3C2)

w ktérych wykazano podobne, silniejsze wybarwienie kanalikow dalszych nerki, tak jak to
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otrzymaliSmy w wyniku naszych barwien. Powyzszy wynik sugeruje potencjalng role
PLAGL1 jako czynnika modyfikujacego dziatanie skladowych Na'/K'-ATPase i
aldosteronu w obrebie nerki.

W celu szerszej analizy przeprowadzono analiz¢ in silico dostgpnych baz danych
dotyczaca mozliwych funkcji biatka PLAGL1 w regulacji czynno$ci kanalikow nerki.
Przeszukano konserwatywng sekwencje nukleotydow odpowiednia miejscu wigzania
PLAGL1 i wytypowano wstepnie 1054 transkryptow nalezacych do 478 genow.
Przeanalizowano zwigzek pomig¢dzy genami docelowym PLAGLI1 a szlakami zwigzanymi z
fizjologia nerki: transport blonowy, procesy metaboliczne, szlaki sygnatowe i organogeneza
1 wytypowano 67 transkryptow 43 genow. Ustalono, ze najbardziej prawdopodobnym jest
regulacja przez PLAGL1 genow uczestniczacych w przemianie metabolicznej fosforanu
inozytolu, regulowanej hormonalnie reabsorbcji jonu wapnia i $ciezce sygnalowej jonow
wapnia.

Podsumowujac, w pracy nr 1 po raz pierwszy w pismiennictwie stwierdzono wigksza
immunoreaktywno$¢ PLAGL1 w obrgbie kanalikow kretych II rzedu 1 kanalikow
zbiorczych, co moze mie¢ zwiazek z regulacja przez ten czynnik transkrypcyjny procesow

fizjologicznych zachodzacych w obrebie tych struktur nerki.

PUBLIKACJA 2

Godlewski J, Krazinski BE, Kowalczyk AE, Kiewisz J, Kiezun J, Kwiatkowski P,
Sliwinska-Jewsiewicka A, Maslowski Z, Kmiec Z. PLAGLI (ZAC1/LOTI) Expression in
clear cell renal cell carcinoma: correlations with disease progression and unfavorable
prognosis. Anticancer Research. 2016; 36(2):617-24.

IF: 1,937; Punktacja MNiSW: 20.

Cel naukowy

Poroéwnanie ekspresji PLAGLI na poziomie genu i biatka w tkankach raka
jasnokomorkowego nerki z kontrolg, ktorg stanowil fragment niezmiennej morfologicznie
nerki. Odniesienie tego wyniku do danych kliniczno-patologicznych i przebiegu choroby

celem okreslenia roli PLAGLI jako markera molekularnego RJN.
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Syntetyczne omowienie uzyskanych wynikow

Badanie zostato przeprowadzone na materiale pooperacyjnym, ktory pochodzit z
wycietych nerek, w grupie 40 chorych operowanych z powodu RJN. Do badania wtaczono
sparowany material tkankowy: wylacznie rak jasnokomorkowy nerki 1 odpowiednio
fragment niezmieniony nerki, jako kontrola. Materiat pobierano w latach 2010-12, a w celu
okreslenia korelacji ekspresji genow i biatka PLAGLI1 do przezycia odleglego, grup¢ badang
objeto obserwacja trwajaca do roku 2015. Mediana obserwacji to 37.1 miesiecy, w jej
trakcie 37.5% chorych zmarlo. Materiat analizowano przy pomocy nast¢pujacych metod:
reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR), Western blot (WB) oraz barwieniem
immunohistochemicznym. Otrzymane wynik poddano analizie statystycznej z
uwzglednieniem danych kliniczno-patologicznych i catkowitego czasu przezycia chorych.

Ustalono, ze $rednia wzgledna ekspresja genu PLAGLI byla znaczaco wyzsza w
tkankach raka nerki w pordwnaniu do tkanek niezmienionych (1.67+0.20 vs.1.00+0.10,
p=0.0002). Nie stwierdzono korelacji pomigdzy tymi danymi a danymi kliniczno-
patomorfologicznymi.

W  przeprowadzonym barwieniu IHC poréwnano wybarwienie skrawkow raka
jasnokomorkowego nerki (RJN) z kanalikami blizszymi nefronu (miejsce pochodzenia tego
nowotworu). Srednia intensywno$¢ immunoreaktywnosci PLAGLI1 byta znaczaco silniejsza
w komorkach RJIN w porownaniu do komorek nabtonka kanalikéw blizszych (2.89+0.15 vs.
1.79+£0.18, p<0.0001). Natomiast analiza poziomu biatka PLAGL1 metoda WB w
sparowanych probkach tkankowych wykazata, ze $redni poziom biatka jest podobny w
poszczegbdlnych parach (p=0.4030). Giebsza analiza materiatu klinicznego pozwolila na
wykazanie, ze wystepuje korelacj¢ pomiedzy poziomem biatka PLAGL1 a obecnoscig
przerzutow odlegtych (p=0.0471). Stwierdzono prawie 3-krotnie wigkszy $redni poziom
PLAGL1 w guzach, ktore przerzutowaty do innych narzadow w poréwnaniu do grupy MO
(2.79£0.74 vs. 1.06+0.17, odpowiednio; p=0.0105). Poziom PLAGLI w homogenatach
tkankowych raka nerki korelowat z krétszym czasem przezycia chorych (p=0.0319).
Zaobserwowano takze, ze ryzyko zgonu w grupie chorych z wysokim poziomem biatka
PLAGL1 ocenianym metodg WB bylo 3 razy wyzsze (HR=3.58, p=0.0304) w poréwnaniu
do grupy z niskim poziomem tego biatka.

Podsumowujac, zestawienie roznych metod badawczych pozwolilo na stwierdzenie w
pracy nr 2, ze gen PLAGLI moze odgrywac role jako czynnik promujacy rozwoj RIN,
poniewaz wyzsza ekspresja PLAGL1 na poziomie biatka w tkankach RIN korelowata z

obecnoscig przerzutéw i krotszym czasem przezyciem chorych.
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PUBLIKACJA NR 3

Godlewski J, Krazinski BE, Kowalczyk AE, Kiewisz J, Kiezun J, Kwiatkowski P,
Sliwinska-Jewsiewicka A, Wierzbicki PW, Kmie¢ Z. Expression and prognostic
significance of EP300, TP 53 and BAX in clear cell renal cell carcinoma. Anticancer
Research. 2017; 37 (6): 2927-2937.

IF: 1,937; Punktacja MNiSW: 20.

Cel naukowy

Analiza poziomu ekspresji genow EP300 TP53 i BAX 1 kodowanych przez nie bialek w
celu ustalenia ich znaczenia w raku jasnokomérkowym nerki i zbadania korelacji tych
czynnikéw molekularnych z danymi kliniczno-patologicznymi i przezyciem chorych.
Syntetyczne omowienie wynikow

Badaniu poddano grupe 31 chorych (materiat tkankowy i1 dane kliniczne) z puli
analizowanych w poprzednio omowionej pracy dotyczacej ekspresji PLAGI w RIJIN.
Material analizowano na poziomie ekspresji genow przy pomocy reakcji qPCR 1 na
poziomie ekspresji bialek przy pomocy metody immunohistochemicznej. Material pobierano
w latach 2010-12, a mediana czasu obserwacji chorych wyniosta 37 miesigcy. Otrzymane
dane analizowano statystycznie poréwnujac sparowany materiatl tkankowy: wycinki raka
jasnokomorkowego nerki z fragmentem morfologicznie niezmienionej nerki, ponadto
odniesiono uzyskany wynik do danych kliniczno-patologicznych i1 catkowitego czasu
przezycia chorych.

Wykazano, ze $rednia ekspresja genu EP300 byla istotnie wyzsza w tkankach RIN w
odniesieniu do materiatu kontrolnego (1.61+0.18 vs. 1.00+0.12, p<0.0001), ponadto
wzgledny poziom EP300 mRNA byt wyzszy w 25/31 1 nizszy niz w materiale kontrolnym w
6/31 analizowanych probkach tkanki nowotworowej. Immunoreaktywnos$¢ biatka EP300
oceniana metoda Remmele i Sternberga byta podobna w tkance RJN 1 w komorkach
nabtonkowych kanalikow blizszych nerki niezmienionej (1.81+0.20 wvs. 1.32+0.20,
p=0.1073). Nie obserwowano zalezno$ci pomi¢dzy zmianami ekspresji EP300 a danymi
demograficznymi 1 klinicznymi chorych.

Srednia ekspresja genu TP53 na poziomie mRNA byta istotnie wyzsza w tkankach RIN
w odniesieniu do materiatu kontrolnego (1.91£0.15 vs. 1.00+0.07; p<0.0001), przy czym
podwyzszony poziom mRNA stwierdzono u 27/31 chorych. Sredni poziom
immunoreaktywnosci biatka TP53 wybarwionego metoda IHC byt znacznie wyzszy w

komorkach RIN niz w komorkach nabtonka kanalikéw blizszych (0.8140.22 vs. 0.03%0.03,
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p=0.0020). Zaobserwowano dodatnig korelacje pomiedzy wielkoscig guza pierwotnego
nerki (r=0.3807; p=0.0346) a intensywno$cia wybarwienia biatka TP53. Wyniki te
potwierdzity dotychczasowe obserwacje innych autoréw uzyskane przy pomocy techniki
qPCR lub immunohistochemicznej, gdzie w raku nerki byla analizowana wartos¢
prognostyczna TP53.

Ekspresja genu BAX na poziomie mRNA byta znamiennie wyzsza w tkance RIN niz w
sparowanych tkankach niezmienionej nerki (1.78+0.17 vs. 1.00+0.07, p<0.0001), przy czym
wzrost ekspresji wystapit u 26/31 chorych. Natomiast barwienie BAX metoda ITHC
wykazalo podobng intensywno$¢ reakcji barwnej w RIN i w nerce niezmienionej (2.45+0.13
vs. 2.2140.14, p=0.1210). Zaobserwowano jednak ujemng Kkorelacji pomiedzy
immunoreaktywnos$cig biatka BAX a wielko$cig guza pierwotnego (r=—0.3787; p=0.0356).
Ponadto stwierdzono obnizong immunoreaktywno$§¢ BAX u chorych z przerzutami (M1)
wzgledem chorych (MO0) z nowotworem ograniczonym do nerki (2.13£0.19 vs. 2.69+0.12,
p=0.0295).

Wyniki dotyczace ekspresji EP300, TP53 1 BAX odniesiono do wczesniej uzyskanych
danych z analiz ekspresji PLAGL1 w tej samej grupie chorych RJN. Zaobserwowano
korelacje miedzy wzgledng immunoreaktywno$cig biatka EP300 a immunoreaktywno$cia
biatka PLAGLI1 (r=0.5488; p=0.0014) oraz z ekspresja genu 7P53 (r=0.4097; p=0.0221) i
genu PLAGLI (r=0.3975; p=0.0268) na poziomie mRNA.

Analiza statystyczna nie wykazata korelacji pomigdzy ekspresjg gendw i biatek EP300,
TP53 1 BAX z czasem przezycia chorych. Wydaje si¢, ze analizowana grupa chorych byta
reprezentatywna, poniewaz zaobserwowano korelacje pomiedzy czasem przezycia chorych
na RJN, a powszechnie znanymi cechami tego nowotworu wplywajacymi na gorsze
przezycie chorych takimi jak wyzszy stopien Fuhrman (HR=3.76, p=0.0098) 1 obecnos¢
przerzutow odlegtych (HR=3.31, p=0.0331).

Podsumowujac, w pracy nr 3 po raz pierwszy wykazano wyzsza ekspresje EP300 tak na
poziomie genu jak i bialka w tkance RJN, co moze wskazywa¢ na rol¢ EP300 w rozwoju
tego nowotworu. Uzyskane dane potwierdzaja obserwacje innych autoroéw wskazujace na to,
ze biatka TP53 1 BAX, ktore odgrywaja istotng role w procesach apoptozy, moga nie mie¢

znaczenia w rozwoju i progresji RIN.
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Cel naukowy

Celem badan byto ustalenie lokalizacji i oznaczenie poziomu ekspresji biatek LATSI i
YAP1 w obrebie komoérki RIN i ustalenie korelacji w odniesieniu do danych klinicznych i
obserwacji przezycia chorych.

Syntetyczne omowienie wynikow

Analizie poddano sparowane probki tkanki raka jasnokomoérkowego nerki i fragmentow
nerki niezmienionej morfologicznie, pochodzace z materiatu pooperacyjnego wycietych
nerek w grupie 54 chorych. Zebrano dane kliniczne 1 patomorfologiczne, a czas obserwacji
odlegtej wynosit 41 miesiecy.

Wykonane barwienie immunohistochemiczne wykazato zrdéznicowang lokalizacje
biatka YAPI1 tkance raka 1 w nerce niezmienionej. W komorkach raka obecnos¢ YAP1
zaobserwowano gtownie w obrgbie jadra oraz, u czesci chorych, takze w cytoplazmie,
natomiast w komorkach nablonka kanalikéw blizszych biatko YAPI obecne bylo
wylacznie w obrebie cytoplazmy. W jadrze komérkowym u 65% chorych na RIN
zaobserwowang silng immunoekspresja YAP1, za§ u 35% pacjentow staba lub jej brak.
Zaskakujaca obserwacje stanowito wykazanie ,,niekanonicznej” obecnosci biatka YAP1 w
cytoplazmie komoérek nowotworowych (a takze w jadrze komorkowym) u 24% chorych na
RIN. Z kolei immunoreaktywno$¢ biatka LATSI w cytoplazmie komorek nablonka
kanalikow blizszych byta wyraznie wyzsza (p<0.001) niz w cytoplazmie komodrek RIN, w
ktérych byta znacznie zréznicowana, od stabej w 40.7% przypadkéw do umiarkowane;j 1
silnej w 59.3%. Wykazano ujemng korelacje miedzy immunoreaktywnos$cig biatka LATS1
a rozmiarem guza pierwotnego (r=-0,39, p=0,0035). Natomiast obecnos¢ YAPI1 nie
korelowata z danymi kliniczno-patologicznymi w badanej grupie chorych na RJN.
Zastanawiajace bylo to, ze w podgrupie chorych na RJN, w ktorej obserwowano
cytoplazmatyczng (i jadrowa) obecno$¢ YAP1 stwierdzono znaczaco krotsze przezycie
calkowite (mediana = 24.3 miesigcy) w porodwnaniu do grupy chorych z wytacznie

jadrowa lokalizacja YAPI (mediana nieoznaczalna). Analiza wieloczynnikowa metoda
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Coxa wykazata, ze obecnos¢ YAPl w cytoplazmie (HR = 4.53) 1 obnizona
immunoreaktywno$¢ LATS1 sa powigzane ze znaczaco gorszym rokowaniem, co moze
posiada¢ znaczenie prognostyczne w przebiegu raka jasnokomorkowego nerki.
Podsumowujac, w pracy nr 4 po raz pierwszy wykazano obecno$¢ biatka LATS1 w
komorkach RIN. Obnizona ekspresja LATSI1, a takze cytoplazmatyczna obecnos¢ biatka
YAP1 chorych na RIN korelowaly z gorszym rokowaniem. Obserwacje te wskazuja na
mozliwos¢ wykorzystanie immunohistochemicznej analizy ekspresji tych biatek w

komorkach raka jasnokomorkowego nerki w celu przewidywania przebiegu choroby.

PODSUMOWANIE

Wyniki badan przeprowadzonych w czterech omowionych pracach dostarczyty nowych
oryginalnych danych dotyczacych ekspresji genow i biatek PLAGL1, EP300, TP53 1 BAX
w przebiegu raka jasnokomoérkowego nerki. Na podstawie analizy danych klinicznych i1
okresu przezycia dowiedziono, ze podwyzszona ekspresja PLAGL1 moze mie¢ znaczenie
prognostyczne u chorych na raka jasnokomoérkowego nerki, poniewaz koreluje z obecno$cia
przerzutow odlegtych i krotszym czasem przezycia chorych. Analiza ekspresji genow i
biatek TP53 i BAX w raku jasnokomoérkowym nerki nie dostarczyla jednoznacznych
wynikow. Wydaje si¢ to wskazywac, ze aktywowanie §ciezki apoptozy nie jest zasadniczym
czynnikiem w rozwoju raka jasnokomoérkowego nerki. Zmniejszona ekspresja LATS1 w
obrebie cytoplazmy 1 zwigkszona ekspresja YAP1 w obrebie jadra komorek
nowotworowych wskazuje na to, ze zahamowanie szlaku Hippo (zniesienie kontroli
proliferacji) moze odgrywac istotng role w rozwoju raka jasnokomorkowego nerki. Ponadto,
wykazano ze obecnos¢ YAP1 w cytoplazmie 1 spadek immunoreaktywnosci LATS1 moga

mie¢ znaczenie prognostyczne.
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6. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

W 2002 roku rozpoczatem prace w nowo tworzonym Warminsko-Mazurskim Centrum
Onkologii (W-M CO) w Olsztynie. Pracujac na co dzien z chorymi, zainteresowalem si¢
mozliwosciami wczesnego wykrycia wzrostu nowotworu w obrebie Sciany przewodu
pokarmowego. W obszarze moich zainteresowan badawczych znalazt si¢ jelitowy uktad
nerwowy (ENS, enteric nervous system) i jego morfologiczne i czynnosciowe zmiany w
sgsiedztwie nacieku raka jelita grubego (RJG). Majac sprecyzowane cele naukowe w
poszukiwaniach warsztatu badawczego w roku 2004 nawigzatem wspotprace z prof. dr hab.
Ireneuszem Mirostawem Lakomym, kierownikiem Katedry Anatomii Zwierzat Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego (UW-M) w Olsztynie. Za pomoca
techniki barwien immunofluorescencyjnych analizowalem zmiany w obrgbie splotozwojow
potozonych w poblizu nacieku raka. Najwazniejszymi wnioskami tej pracy bylo to, ze
naciek raka dochodzac do splotozwojow, powoduje stopniowa dekompozycje 1 zanik catych
splotozwojoéw S$ciany jelita grubego. Analizujac obecno$¢ neuronéw z poszczegdlnymi
neuropeptydami zaobserwowatem, Ze stopniowy zanik skladowych unerwienia jelita
grubego przebiegal w sposob zrdznicowany. Stwierdzilem, ze w obrebie posluzoéwkowych 1
mig¢$nidwkowych splotozwojow znajdujacych sie¢ w poblizu raka, nastepuje istotnie
zmniejszenie liczby neurondw zawierajacych neuropeptydy NPY i CGRP, a liczba
neuronéw zawierajacych VIP, PACAP, SP i SOM utrzymuje si¢ niezmieniona w
porownaniu do odcinka kontrolnego (zdrowego) jelita. Ponadto stwierdzitem w obrebie
mig¢snidwkowych splotozwojow istotny wzrost liczby neurondéw zawierajacych galaning
(GAL). Efektem tych badan byla rozprawa doktorska p.t. ,.Jmmunohistochemiczna
charakterystyka neuronow zwojow srodsciennych jelita grubego u chorych na raka esicy i
odbytnicy” (promotor: prof. dr hab. .M. Lakomy), ktorg obronitem w 2007 roku na
Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej w Gdansku.  Wyniki badan zawartych w
rozprawie doktorskiej przedstawitem jako ustne doniesienia zjazdowe 1 nastgpnie
opublikowalem w formie cyklu pigciu artykuldw w anglojezycznych czasopismach
naukowych z tzw. listy filadelfijskiej o tacznym IF — 4,773 1 punktacji KBN/MNiSW 74
(zalacznik 3, wykaz publikacji pozycje 17, 20-23).

Cykl powyzszych publikacji nie zamknat moich poszukiwan badawczych w tym
obszarze, poniewaz kontynuowatem je od roku 2008 w nowo powstatej Katedrze Histologii
i Embriologii Cztowieka na Wydziale Nauk Medycznych UW-M w Olsztynie (kierownik:

prof. dr hab. Zbigniew Kmie¢). Przeniostem do zespotu wczesniejsze moje spostrzezenia
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dotyczace wzrostu obecnosci GAL w obrgbie neuronéw zanikowych splotozwojow ENS, a
takze wzrostu zawartosci GAL w tkankach raka, ktore stwierdzilem w materiale
pochodzacym od czesci chorych. Byt to punkt wyjscia do badan polegajacych na analizie
GAL jako substancji markerowej rozwoju RJG. Przy uzyciu metody immunoenzymatycznej
(ELISA) wykonano pomiar stezenia GAL w surowicy krwi chorych na RJG. Wynik tej
analizy wykazal ponad dwukrotnie wyzsze st¢zenie GAL w surowicy chorych niz w
surowicy 0sob zdrowych. Ponadto pomiar stezenia GAL w homogenatach poszczegdlnych
warstw $ciany jelita grubego pozwolit stwierdzi¢, ze najwyzsze st¢zenie GAL obserwowano
w homogenatach z tkanek nowotworu. Wiyniki te zostaly opublikowane (zatacznik 3,
wykaz publikacji pozycje 8).

Badania zwigzane z zmianami zanikowy w obrebie ENS na pograniczu nacieku raka jelita
grubego kontynuowatem we wspolpracy z zespolem Katedry Fizjologii Cztowieka WL
UWM, prof. M. Majewski, dr A. Koztowska i dr A. Oponowicz. Zrealizowali§my badanie
dotyczace stwierdzenia charakteru tych zmian, w ktorym zrdéznicowano apoptoze versus
zmiany zapalno-martwicze. Wykonane barwienia immunofluorescencyjne wykazaly duza
obecnos$¢ neurondw z kaspaza 8 co wskazywato na silng aktywacje zewnatrzpochodnego
szlaku apoptozy, w pordwnaniu do mniejszego odsetka perykarionow z kaspaza 3 —
wykonawczg, co moze S$wiadczy¢ o wyciszaniu zaktywowanego uprzednio procesu
apoptozy. Stwierdzono tez prawie wylaczng kolokalizacje GAL i kaspazy 3 w neuronach co
moze przemawia¢ za neuroprotekcyjng rolg GAL w hamowaniu kaskady apototyczne;j.
Wykluczono proces martwiczo-zapalny jako przyczyn¢ zaniku spolotozwojow poniewaz
wykonane barwienia immunohistochemiczne z markerami makrofagéw i1 granulocytow
obojetnochtonnych nie wykazaly gromadzenia si¢ tych komodrek wokot neurondéw
srodsciennych jelita. Wyniki powyzszych badan staty si¢ w 2016 r. podstawa rozprawy
doktorskiej lek. P. Kwiatkowskiego ,,Wystegpowanie i zawartos¢ galaniny w tkance guza,
Scianie jelita grubego i surowicy krwi chorych chorych na raka jelita grubego: badania
biochemiczne, morfologiczne i morfometryczne”. Promotorem pracy byl prof. dr hab. Z.
Kmie¢, a ja bytem promotorem pomocniczym.

Kontynuacje tych badan stanowila praca opublikowana w 2018 r. w ktorej przedstawiono
zmiany w ekspresji neuropeptydu CART w splotach mie$niowkowych (Auerbacha) w
poblizu nacieku raka jelita grubego (zatacznik 3, wykaz publikacji pozycja 1).

Powyzej przedstawiony problem badawczy dotyczacy zmian w ENS w poblizu nacieku RJG
uzupelnia analiza morfologiczna neuronéw wykonana przy uzyciu techniki mikroskopii

elektronowej we wspoélpracy z Katedra 1 Zakltadem Histologii Gdanskiego Uniwersytetu
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Medycznego. Obserwacja ultrastruktury neurondw s$rodsciennych pozwolita stwierdzi¢
pojedyncze perykariony z morfologicznymi cechami apoptozy (pozycja 5).

Moje prace dotyczace zmian w jelitowym ukladzie nerwowym w poblizu nacieku raka
jelia grubego byty cytowane w 39 pracach (wg bazy Web of Science Core Collection)
dotyczacych tej problematyki. Na poczatku roku 2018 wykonatem recenzje rozprawy
doktorskiej Suh Youn Ko, z Uniwersytetu Victoria w Melbourne, Australia zatytutowana
»Effect of Netrin-1 on the mature enteric nervous system and colorectal cancer”. W tej
pracy, w oparciu o szereg wykonanych badan doktorantka bronita cztery rozbudowane tezy
dotyczace interakcji pomigdzy neuronami jelitowego uktadu nerwowego a komoérkami raka
jelita grubego 1 roli netryny 1 w tych procesach. Promotor, profesor Kulmira Nurgali z
Enteric Neuropathy Laboratory, College of Health and Biomedicine, Melbourne, zaprosita
mnie do dalszej wspolpracy w zakresie tej tematyki badan.

Potencjat naukowy KHiEC stworzony przez prof. dr hab. Z. Kmiecia oparty o zespot
pracownikow 1 warsztat badawczy owocuje w postaci wykonanych i realizowanych badan w
ramach projektow NCN 1 statutowych UWM w Olsztynie. Wiodacym problemem
badawczym jest analiza ekspresji gendéw 1 biatlek w raku nerki i raku jelita grubego i
odniesienie tych danych molekularnych do danych klinicznych z przebiegiem choroby i
odlegta obserwacja wiacznie. W tych pracach bralem aktywny udziat, ktéry polegat na
pobieraniu i gromadzeniu pooperacyjnego materiatu tkankowego/ surowic chorych,
gromadzeniu danych klinicznych i danych follow-up, przygotowywaniu danych do analizy
statystycznej, analizie czgSci barwien immunohistochemicznych 1 wykonywaniu
dokumentacji zdjeciowej. Efektem tych badan sa publikacje w miedzynarodowych
czasopismach naukowych prace (zatacznik 3, wykaz publikacji pozycje 3,4,7,10,11, faczny
IF = 12,435 oraz 120 punktow MNiSW ).

Aktywnie wspotpracuje z zespolem Katedry Histologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego w zakresie prowadzonych w tamtym osrodku badan. Dotycza one zmian
ekspresji genow TLR-5 i FHIT w chorobach zapalen nieswoistych jelit a takze genow FHIT,
LATS1 i p73 w raku jelita grubego. Mo6j udzial w tych pracach polegal na gromadzeniu 1
dostarczeniu materiatu badawczego od chorych, a takze przeprowadzenia analizy danych
klinicznych. Ta wspotpraca zaowocowata czterema publikacjami (zalacznik 3, wykaz
publikacji pozycje 6,14,26-28).

Aspekty dotyczace wzrostu i1 przerzutowania komorek nowotworowych, a takze rola

profilowania genowego w raku jelita grubego byly tematem trzech prac pogladowych, ktore
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powstaly w latach 2008, 2009 i1 2012 (zatacznik 3, wykaz publikacji pozycje 18,33,34) a
ktérych bytym wspotautorem.

Opanowane przeze mnie wcze$niej techniki badawcze w zakresie immunodetekcji
neutopeptydow w komorkach nerwowych wykorzystatem w analizie pordéwnujace)
ultrastrustruktur¢ raka Merkla 1 z jego metachronicznym przerzutem. W pracy tej
wykazatem, ze komorki raka Merkla wykazywaly immunoreaktywno$¢ w kierunku szeregu
neuropeptydow: GAL, VIP, PACAP, NPY i CGRP. Ponadto zaobserwowalem zmiang
morfologii komoérek nowotworowych zawierajagcych te neuropeptydy, z duzych i
wielobiegunowych w guzie pierwotnym, na komorki mniejsze i owalne z wyraznym
zwigkszeniem ich liczby w guzie przerzutowym. Obserwacje te zostaty opublikowane w
2015 r. (zatacznik 3, wykaz publikacji pozycja 13 ).

Rownolegle z wyzej przedstawionymi badaniami naukowymi prowadzilem analizy
dotyczace chorych operowanych z powodu nowotwordw na oddziale chirurgii
onkologicznej Warminsko-Mazurskiego Centrum Onkologii (W-M CO). W 2008
opublikowalem uzyteczng analize¢ kliniczng, ktora dotyczyla wprowadzanej do praktyki
klinicznej procedury wezta wartownika w leczeniu raka piersi. Wynik tej pracy przekonywat
do rutynowego stosowania tej metody ze znamienng korzyscia dla operowanych kobiet.
Obecnie jest to rutynowo stosowana procedura ktéora umozliwita odejscie od
limfadenektomii pachowej, dotychczas wykonywanej w leczeniu raka piersi (zatacznik 3,
wykaz publikacji pozycja 35).

Ponadto w roku 2009 bylem wspdtautorem doniesienia naukowego przedstawiajgcego
nowa metod¢ nieanatomicznej resekcji czgsci watroby lub nerki sposobem Habiba. We
wstepnej analizie pokazaliSmy uzyteczno$¢ tej metody jako bezpiecznej dla osob
operowanych. Metoda ta z powodzeniem postlugujemy si¢ w leczeniu operacyjnym guzow
nowotworowych tych narzadéw migzszowych (zalacznik 3, wykaz publikacji pozycja 29).

Z wielu nowotworow ktore byly operowane w W-M CO szczegdlng moja uwage
zwrécil czerniak ze wzgledu na swoja swoisto$¢ biologiczng. Opublikowalem doniesienie
kazuistyczne pierwotnego czerniaka z lokalizacja w przetyku ktory byl operowany w
Oddziale chirurgii onkologicznej. Ponadto zebralem w materiale oddziatu przypadki
przerzutéw czerniaka do narzadéw przewodu pokarmowego i opublikowalem w nastepnej
pracy. Przedstawitem losy wybranych dwoéch chorych operowanych z powodu rozsianego
czerniaka (zalacznik 3, wykaz publikacji pozycje 30, 31). W roku 2017 pod moim
kierunkiem kolega z zespotu chirurgii onkologicznej lek. P. Stefaniak przeprowadzit analizg

mikroskopowa zyly odpiszczelowej, ktora w obrebie duzego przerzutu czerniaka ulegta
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przebudowie i uzyskata cechy morfologiczne charakteryzujace tetnice migsniowa (zatacznik
3, wykaz publikacji pozycja 2).

Ponadto bytem takze wspotautorem analizy epidemiologicznej chorych na czerniaka w
10-letnim  materiale oddzialu chirurgii  onkologicznej. Byla to pracochtonna
epidemiologiczna i kliniczna analiza, obejmujaca 251 chorych leczonych w szpitalu i w
ambulatorium. Na jej podstawie stwierdziliSmy, Ze najczestszg lokalizacja czerniaka byt
tutow, nastepnie kolejno: konczyna dolna, konczyna gérna i w najnizszym procencie gltowa
i szyja. Taka lokalizacja pierwotnego umiejscowienia choroby wskazuje, ze czynnik
promieniowania ultrafioletowego nie jest znaczacym w etiologii tej choroby w populacji
naszego regionu. UdokumentowaliSmy tez pdznag zglaszalno$¢ chorych do leczenia,
poniewaz az 34,7% chorych w momencie rozpoczgcia leczenia bylo w 1V° zaawansowania
choroby (zalacznik 3, wykaz publikacji pozycje 19).

Ponadto opublikowalem kilka doniesien klinicznych dotyczacych przypadkow
kazuistycznych. Duza 1ilo$¢ chorych leczonych na oddziale chirurgii onkologicznej
umozliwiata mi zetknigcie si¢ z ciekawym przebiegiem choroby lub z rzadkimi przypadkami
nowotworow. Taka publikacja  byla praca omawiajaca sposob operacji, wycigcia
zaawansowanego miejscowo raka okreznicy esowatej ktory stanowil zawarto§¢ worka
prawostronnej przepukliny pachwinowej. W pracy tej pokazatem wlasciwe zlozenie
kolejnych technik chirurgicznych w celu wykonania korzystnego dla chorego zabiegu przy
tak zaskakujacej $rdédoperacyjnie lokalizacji guza nowotworowego (zatgcznik 3, wykaz
publikacji pozycja 24). W nastepnej pracy przedstawitem pacjentke operowang z powodu
nasilonej kolki nerkowej u ktorej oprocz wycigcia guza moczowodu wykonalismy resekcje
wielonarzadowa w przebiegu zaawansowanego raka zotadka. Na podstawie przegladu
literaturowego sugerowalem, ze efektem operacji paliatywnych wykonywanych z powodu
ostrych wskazan chirurgicznych jest takze przedtuzenie zycia tych chorych, ztagodzenie
dolegliwosci 1 czasowa kontrole choroby (zalacznik 3, wykaz publikacji pozycja 16). W
oparciu o demonstracje preparatow histopatologicznych (barwienia HE oraz IHC)
wykonatem dwie prace, w pierwsze] pokazywatem mozliwo$¢ wystgpienia pierwotnego
kostniakomigsaka w obrgbie pecherza moczowego (zatacznik 3, wykaz publikacji pozycja
32), natomiast w drugiej pracy pokazatem rzadki, tagodny guz nerki — adenoma.
Prezentowalem ewaluacje oceny tego guza w oparciu o badanie radiologiczne, kliniczne 1

patomorfologiczne. (zatacznik 3, wykaz publikacji pozycja 12).
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Granty badawcze

W 2010 roku zostatem kierownikiem wlasnego projektu badawczego finansowanego w
ramach konkursu MNiSz/Narodowego Centrum Nauki (nr NN 402 452 839) pt. ,,Analiza
ckspresji genu PLAGL1 jako markera molekularnego raka nerki oraz regulatora ekspresji
acetylotransferaz histonowych (p300/CBP, PCAF) i biatek szlaku apoptozy (p53 oraz Bax)™.
Uzyskane $rodki finansowe umozliwily prowadzenie badan w zakresie analiz
molekularnych i immunohistochemicznych w raku jasnokomorkowym nerki. Badania w
ramach tego projektu prowadzone byty do 2014 roku, a ich wynik zostaly opublikowane w
trzech publikacjach wchodzacych w sklad przedstawionej rozprawy habilitacyjnej.

Bylem tez wykonawca czterech grantéw finansowanych przez Narodowego Centrum
Nauki: ,,Analiza ekspresji genu PLAGL 1 jako markera molekularnego raka jelita grubego
oraz regulatora ekspresji acetylotransferaz histonowych (p300/CBP, PCAF) i bialek szlaku
apoptozy (p53 oraz Bax)”. Nr 402 452 339, lata 2010-2014.
~Epigenetyczna regulacja ekspresji DDR1 i IKK beta w liniach komorkowych
raka nerki - rola mikro-RNA-199a-5p i mikro-RNA-199b-5p w patogenezie raka
jasnokomorkowego nerki”. Nr UMO-2012/05/B/NZ4/01832.
~Analiza niezaleznego od biatka p53 szlaku apoptotycznego w raku jelita grubego”. Nr
NN402 683940, lata 2011-2015.

»Analiza genu RASSF1A jako markera molekularnego raka nerki oraz regulatora apoptozy
FasL-RASSF1A-LATS1-YAP1-PUMA-BAX”. Nr IP2010 045970, lata 2010-2011.

Ponadto bytem kierownikiem projektéw statutowych finansowanych przez Uniwersytet
warminsko-Mazurski w Olsztynie .,,Ocena mechanizméw ultrastrukturalnych zaniku
neurondw zwoju Auerbacha w jelitowym ukladzie nerwowym w przebiegu raka jelita
grubego”, rok 2015 1 obecnie jestem w trakcie realizacji badania ,,Ocena poziomu ekspres;ji
POLDI1 jako jadrowego markera proliferacji komorkowej u pacjentéw z rakiem jelita
grubego” lata 2017-18.

ol vt 1R.06.299

miejscowosé, data podpi dydata

* w przypadiu, gdy osiggnieciem tym jest praca/ prace wspdine, nalezy proedstawié o$wiadczenia wszystkich jej wspdlauiordw.
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