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4.3 Omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

A. Wstep

W organizmach wielokomérkowych, kontakty miedzy komoérkowe, w ktorych posrednicza
klasyczne kadheryny, odgrywajg zasadniczg role w wielu podstawowych procesach, takich jak
morfogeneza, utrzymywanie integralnosci tkanki, gojenie ran i polaryzacja komérek (1).
Klasyczna kadheryna, jakg jest transbtonowe biatko E-kadheryna, wykorzystuje swojg
zewnatrzkomoérkowg domene do wigzania wapnia i oddziatuje z E-kadheryng na sgsiedniej
komorce, tworzgc w ten sposdb potgczenia miedzykomdrkowe. Aby utworzy¢ silne potgczenia
miedzykomorkowe, E-kadheryna wykorzystuje swojg domene cytoplazmatyczng do wigzania
katenin i cytoszkieletu aktynowego. Potgczenia komdrkowe dzieki wigzaniu do sieci aktynowo-
miozynowej zapewniajg mozliwos¢ przebudowy odziatywan miedzykomdrkowych,
zwiekszajgc ich elastycznos¢ i dynamike podczas naprawy ran w dorostych tkankach jak i w
czasie rozwoju embrionalnego (2-4). Tworzenie nowych potgczen miedzykomérkowych i
dynamika aktyny w tym procesie jest zwigzana z poczatkowymi etapami fgczenia membran i
ich zamykaniu w warstwy nabtonkowe. Dysregulacja potgczen, w ktdrych posredniczy
kadheryna-katenina, moze prowadzi¢ do powaznych zaburzen rozwojowych powodujgcych
degeneracje tkanki, lub w innych przypadkach moze przyczynia¢ sie do powstawania
nowotwordw i przerzutéw (2-4).

W przeciwienstwie do B-kateniny, ktéra ma dobrze udokumentowang podwdjng role w
adhezji komérkowej i transdukcji sygnatu, a-katenina czesto byta uwazana za nieregulacyjne
miedzykomodrkowe biatko adhezyjne. Ostatnio jednak cze$¢ mojej pracy wykazata, ze a-
katenina petni istotng role nie tylko w fgczeniu E-kadheryny - B-kateniny do kompleksu
aktynowego cytoszkieletu (5), ale réwniez w koordynowaniu dynamiki aktyny w czasie
tworzenia nowych potaczenn miedzykomérkowych i odwrotnie koreluje z proliferacjg (6).
Pokazatam réwniez, ze inne biatka z rodziny a-katenin, takie jak katulina, moga bra¢ udziat w
procesie progresji nowotwordow (7). Wraz ze wzrostem liczby nowych biatek oddziatujgcych z
a-katening, potaczenia te implikujg jeszcze bardziej ztozone funkcje regulacyjne dla tego
biatka.

o-katenina tgczy kompleksy E-kadheryny i B-kateniny z cytoszkieletem aktynowym (8-9) i

rézni sie znacznie zarowno sekwencjg jak i organizacjg strukturalng od innych katenin jak B-
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katenina, plakoglobina czy p120, ktére nalezg do rodziny biatek Armadillo. a-katenina jest
konserwatywna w catym krélestwie eukariotycznym, gdzie funkcjonuje szeroko w
potgczeniach miedzykomdrkowych podczas rozwoju i réznicowania. U Drosophila
melanogaster pofaczenia miedzykomdrkowe zostajg zaktécone, gdy a-katenina zawiera
mutacje w miejscu wigzania dla Armadillo, homologu B-kateniny u Drosophila (10). Potgczenia
miedzykomodrkowe sg réwniez obecne u nicieni, Caenorhabitis elegans, ktére ekpresjonuja
homologi HMR-1 (kadheryny) HMP-1 (a-kateniny) i HMP-2 (B-kateniny) (11). U myszy istniejg
trzy a-kateniny i jedno biatko pokrewne, ktére wykazujg znaczne podobienstwo sekwencji
aminokwaséw. aE-katenina jest najbardziej rozpowszechniona w tkankach nabtonkowych
(12); aN-katenina jest ograniczona do tkanek nerwowych (13,14); aT-katenina jest obecna
przede wszystkim w tkance serca 15; a-katulina, biatko z rodziny a-katenin, o mniej znanej
funkcji (16,17). Dalszym pokrewnym biatkiem jest vinculina, ktéra petni funkcje w
odziatywaniach komérki poprzez integryny (18).

Zmutowanie u myszy genu aE-kateniny przy pomocy systemu gene-trap, powoduje
Smiertelny fenotyp embrionalny, podobny do mysiego mutanta E-kadheryny (19). Aby zbada¢é
znaczenie funkcjonalne aE-kateniny w innych tkankach nabtonkowych, Vasioukhin et al. (20)
skonstruowali myszy z indukowalng mutacjg w aE-kateninie. Usuniecie genu aE-kateniny w
skdrze myszy w czasie rozwoju embrionalnego (dzien 15) spowodowato uposledzenie rozwoju
mieszkéw wtosowych oraz dramatyczny fenotyp skérny. Pomimo, ze kompleksy E-kadheryny
i B-kateniny byty nadal zlokalizowane pomiedzy sgsiednimi komdrkami to struktura epidermy
byta zaburzona. Najbardziej intrygujgca byta zwiekszona proliferacja naskdrka i obecnos$é
wielojgdrowych komdrek, ktérym towarzyszyty wgtebienia w czes¢ dermalng skéry
przypominajgce przedrakowe zmiany znane jako rak ptaskonabtonkowy in situ.

Badania keratynocytéw, wyizolowanych ze skdry myszy, w ktérych gen aE-kateniny zostat
warunkowo inaktywowany pozwolity odkry¢ funkcje aE-kateniny w tworzeniu promieniowych
przewoddéw aktyny, ktdre sg konieczne do stabilizowania nowych punktéw oddziatywan
miedzykomorkowych i tworzenia szczelnej warstwy epitelialnej (20, 21). Podczas
poczatkowych etapéw formowania warstwy nabtonka, liniowe promieniowe kable aktynowe
z sgsiadujgcych komorek taczg sie do nowo powstajgcych potgczern miedzykomérkowych.

Proces ten wymaga aE-kateniny i polimeryzacji aktyny.
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Biatka faczagce a-katenine =z aktyng podczas tworzenia nowych potaczen
miedzykomérkowych.

Interakcje a-kateniny z innymi biatkami, ktére wigzg aktyne bezposrednio lub posrednio,
jak Ena / VASP czy afadyna (1) sg wystarczajgce do wyjasnienia procesu dodawania nowych
podjednostek aktyny do wczesniej istniejgcych witdkien aktyny, jednak nie jest to
wystarczajgce do wyttumaczenia procesu polimeryzacji aktyny de novo podczas tworzenia
potagczen miedzykomérkowych. Dlatego tez kiedy dotgczytam do laboratorium E. Fuchs
podczas mojego stazu podoktorskiego, rozpoczetam prace nad przygotowaniem badan
przesiewowych za pomocg metody yeast two hybrid (YTH), aby scharakteryzowaé nowe biatka
wigzace aE-katenine. W trakcie tych badan zidentyfikowatam i scharakteryzowatam formine-
1 jako nowe biatko oddziatujgce z aE-katening (5). Formina 1 (Fmn1), biatko z rodziny formin
byto dobrym kandydatem do generowania promieniowych kabli aktynowych, ktére tgczg sie
w nowo powstajacych potgczeniach miedzykomérkowych. Uzywajgc metody YTH oraz analiz
in vitro, pokazatam region w segmencie aminoterminalnym kilku izoform Fmn1l, ktéry
specyficznie oddziatuje z tzw. domeng wigzacg vinculiny (aminokwasy ~ 300-500) a-kateniny.
Konserwatywne domeny homologii w forminie (FH) w karboksy koricowej czesci Fmnl
zawierajg miejsca dla nukleacji polimeryzacji aktyny (praca poglagdowa 22). Stosujgc test
nukleacji de novo, wykazatam, ze segment karboksylowy Fmnl moze rzeczywiscie
zapoczatkowaé polimeryzacje nierozgatezionych wtékien aktyny in vitro oraz w
transfekowanych komadrkach w sposdb zalezny od a-kateniny, aby promowa¢é polimeryzacje
linearnej aktyny (5). Aby zbada¢, czy oddziatywanie forminy-1 i a-kateniny jest istotne
fizjologicznie, uzytam mikroskopii immunofluorescencyjnej uzywajac skrawkow skdry z myszy
kontrolnych oraz pozbawionych a-kateniny. Barwienie przeciwciatem na formine-1 wykazato,
ze formina-1 byfa zlokalizowana w cytoplazmie i w potgczeniach miedzykomdrkowych myszy
kontrolnych natomiast lokalizacja forminy-1 w pofaczeniach miedzykomdérkowych myszy z
usunietg a-katening byta zaktdcona. W hodowanych keratynocytach z myszy kontrolnych
formina-1 réwniez lokalizowata do nowo powstajacych potgczen miedzykomédrkowych, co
korelowato z lokalizacjg a-kateniny. Przeciwciato na formine-1 réwniez lokalizowato w obrebie
widkien F-aktyny promieniujgcej z nowo powstajgcych potaczen miedzykomorkowych. W
podzniejszych stadiach, przeciwciato na formine-1 lokalizowato wzdtuz granic miedzy
komérkami, typowo dla liniowych wzoréw barwienia przeciwciat przeciwko klasycznym

biatkom potaczen miedzykomdrkowych. W przypadku braku a-kateniny, keratynocyty
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wykazywaty niewiele potgczen komorkowych i radialnych kabli aktyny. W celu dalszego
sprawdzenia, czy zdolnos$¢ a-kateniny do rekrutacji forminy-1 jest kluczowa do aranzowania
dynamiki aktyny podczas tworzenia potgczen miedzykomdrkowych, przeprowadzitam
eksperyment ratunkowy. W tescie tym bezposrednia rekrutacja C-kornicowej domeny forminy-
1 (polimeryzujgcej aktyne de nowo) do kompleksow E-kadheryna-B-katenina powinno
ratowac¢ tworzenie potaczen miedzykomdrkowych w keratynocytach pozbawionych a-
kateniny. Aby przetestowac¢ te mozliwos¢, skonstruowatam plazmid fuzyjny, w ktérym
domena FH1-FH2 forminy byfa potgczona z domeng wigzgcqy B-katenine i GFP do znakowania
(GFP-B-cat-BD-FH1-FH2). W tym eksperymencie wygenerowatam trzy dodatkowe biatka
znakowane GFP jako kontrole: petnej dtugosci a-katenine, FH1-FH2 i B-cat-BD (FH1).
Przeprowadzajgc ten eksperyment bytam w stanie udowodni¢, ze dostarczenie domeny
forminy, ktéra polimeryzuje aktyne do kompleksu E-kadheryny jest kluczowe w procesie
tworzenia nowych potaczen miedzykomérkowych. Chociaz Fmn1 jest dobrym kandydatem do
rozpoczecia tworzenia liniowych kabli aktyny w miejscach nowo powstajgcych potaczen
miedzykomodrkowych, pozostaje jeszcze ustali¢, czy te lub jakiekolwiek inne forminy w ich
stanie naturalnym sg w rzeczywistosci funkcjonalne w tych miejscach, a jesli tak, to jak sq one

regulowane w celu kontrolowania polimeryzacji aktyny.

a-katenina i rozwdéj nowotworéow

Chociaz mutacje w aE-kateninie wigzano z nowotworami pochodzenia epitelialnego (23-
27) zwykle zaktadano, ze zaktdcenia w potagczeniach miedzykomérkowych sg koricowym, a nie
wczesnym etapem kancerogenezy, i ze sg poprzedzone mutacjami w genach regulujgcych cykl
komédrkowy, ktére prowadzg do niekontrolowanego wzrostu (1). Jednakze, jak wykazano w
poprzednich badaniach w laboratorium E. Fuchs przez V. Vasioukhina u myszy pozbawionych
aE-kateniny, nabtonek skéry réwnomiernie wykazywat zwiekszong proliferacje wkrétce po
ablacji genu aE-kateniny (20). Co ciekawe, te perturbacje zdawaty sie wystepowac niezaleznie
od wplywu na potaczenia miedzykomédrkows, a takze niezaleznie od transkrypcji genéw
zaleznych od czynnikéw B-katenina i Lefl / Tcf w $ciezce Wnt.

Doktadny mechanizm pozostawat niewyjasniony, ale wstepne badania sugerowaty, ze gdy
aE-katenina jest nieobecna, kompleksy E-kadheryna-B-katenina mogg oddziatywaé w nowy

sposob z komponentami réznych szlakdw transdukcji sygnatu. Kiedy przejetam ten projekt,
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chciatam odpowiedzie¢ na pytanie, w jaki sposdb utrata a-kateniny wywotuje fenotyp
zwiekszonej proliferacji?

W tym celu uzytam wczesniej wygenerowane myszy K14-Cre / a-katenin fl / fl, ktére
wykazywaty ilosciowg utrate a-kateniny w skérze i nabtonku jamy ustnej, ale niestety umieraty
wkrotce po urodzeniu (20). Aby doktadniej zbadac konsekwencje ablacji a-kateniny w skoérze,
musiatam ustawic¢ system przeszczepu skéry z myszy (E18.5) kontrolnych i z usunieta a-
katening na grzbiety myszy z deficytem immunologicznym (Nude). W ciggu 4-6 tygodni
przeszczepy z myszy kontrolnych rozwinety sie prawidtowo. W przeciwieAstwie do
przeszczepdw z myszy z usunieta a-katening, ktore nie miaty wtoséw i wykazywaty guzowate
zmiany (28). Zaburzenia morfologiczne i biochemiczne przypominaty te z dobrze
zréznicowanych nowotworéw ptaskonabtonkowych (SCC) stopnia | u ludzi. Do 70 dni
przeszczepy kontrolne pozostaty niezmienione, ale przeszczepy z myszy z usunieta a-katening
przypominaty SCC klasy Il cztowieka z wieloma nietypowymi komdrkami (28). Aby zrozumieg,
w jaki sposdb utrata a-kateniny prowadzi do takich globalnych efektéw, najpierw zbadatam
wzory ekspresji mRNA w naskorku myszy kontrolnych i z usunietg a-katening. Analiza
poréwnawcza ujawnita wyroézniajagce cechy, ktére charakteryzujg wczesne konsekwencje
ablacji a-kateniny. Zmienione pod wzgledem ekspresji geny w skérze bez a-kateniny
obejmowaty geny odpowiedzialne za przezywalnos$é i wzrost komérek oraz geny zwigzane z
sygnalizacjg poprzez insuline. Podwyzszona ekspresja represoréw transkrypcyjnych Snail,
Twist i SIP byta zgodna z obnizeniem ekspresji E-kadheryny na krawedziach rosngcych mas
komérek nabtonkowych, oraz w komodrkach wykazujagcych morfologie zblizong do
mezenchymalnej. Najbardziej intrygujagcym wynikiem, ktéry uzyskatam za pomocg analizy
porownawczej macierzy byta zmiana ekspresji duzej liczby gendw zwigzanych ze $ciezka
sygnatowg NFkB, ktére ulegty podwyzszeniu w poczatkowej fazie po ablacji a-kateniny. Aby
zweryfikowac aktywacje szlaku NFkB przeprowadzitam analize anty-fosfo-p65, zaréwno
metoda western blot, jak i poprzez barwienie prébek skéry. Zweryfikowatam, ze zwiekszona
ekspresja gendw zwigzanych z NFkB nie pochodzita od komérek odpornosciowych obecnych
w skorze lecz bezposrednio z komédrek naskdrka myszy z usunietg a-kateniny przeprowadzajac
RT-PCR z izolowanych przez sortowanie komdrek naskdrka E18.5. Poprzez analizy in vitro
wykazatam, ze aktywacja $ciezki NFkB byta spowodowana ablacjg a-kateniny. Chociaz komorki
bez a-kateniny w hodowli wykazywaty podwyzszong aktywacje NFkB, réznice w RT-PCR byty

zawsze wyrazniejsze in vivo, co sugeruje, ze komorki odpornosciowe mogg zaostrza¢ tg
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odpowiedz. W celu potwierdzenia efektu zewnetrznego wykorzystatam system reporterowy z
NFkB i lucyferaza, ktéry byt wrazliwy na TNFa, wydzielane przez aktywowane komorki
odpornosciowe. Receptory interleukiny w komdrkach bez a-kateniny byty aktywowane,
sadzac na podstawie fosforylacji ich dalszego efektora, STAT3. W koncu wykorzystatam
deksametazon (Dex) do oceny stopnia, w jakim aktywacja NFkB, w komodrkach naskérka i
komadrkach odpornosciowych, przyczynita sie do postepujacej dysplazji przeszczepionej skéry
z myszy bez a-kateniny wyznakowanych specyficznie poprzez epidermalng ekspresje K14-GFP-
aktyny. Chociaz Dex nie ogranicza sie do represji NFkB, nie miato to oczywistego wptywu na
przeszczepy kontrolne. Przeciwnie, w ciggu 30 dni od traktowania Dex, wiekszo$¢ komodrek
GFP + w 4 z 5 traktowanych przeszczepéw ulegta degeneracji i zostata zastgpiona przez
otaczajgcg kontrolng epiderme z myszy Nude. Te badania sugerujg, ze komorki naskdrka bez
a-kateniny mogg by¢ bardziej wrazliwe na apoptoze niz ich kontrolne odpowiedniki, ale ze ta
czutos$¢ jest maskowana przez aktywacje Sciezki NFkB (28). Aby sprawdzié¢ znaczenie tych
odkryé w ludzkim raku ptaskonabtonkowym, przeanalizowatam 40 SCC z ludzkiej skéry pod
katem zmian a-kateniny, aktywacji NFkB i stanu zapalnego. Sposréd nich 33 wykazywato
zmniejszone lub niewykrywalne miedzykomdrkowe barwienie dla a-kateniny, a wiekszos¢ z
nich takze wykazywata redukcje E-kadheryny i B-kateniny. Podobnie jak w przypadku
przeszczepdw skory myszy, nawet dobrze zrdinicowane ludzkie SCC czesto wykazywaty
zmniejszong i czesto brak ekspresji a-kateniny. Tylko 2 z 40 ludzkich SCC wykazywato ekspresje
jadrowej B-kateniny. 33 préobki wykazywaty obecno$é aktywnej Sciezki NFkB. Towarzyszyty
temu stany zapalne i fosforylowane STAT3, ktdre wczesniej wigzaty sie ze zwiekszong
proliferacjg i chorobami skéry. Odkrycia te sugerujg, ze zmniejszenie a-kateniny w
potaczeniach miedzykomadrkowych koreluje z aktywacjag NFkB co jest obserwowane w wielu
nowotworach co sprawia, ze opisane przez nas mechanizmy moga wykracza¢ poza nowotwory
typu SCC w skdrze. Te cechy sg réwniez charakterystyczne dla gojenia sie ran, gdzie normalne
komorki naskérka musza przejsciowo zmniejsza¢ poziom oddziatywan miedzykomorkowych,
zwieksza¢ migracje, aktywowaé¢ odpowiedZz zapalng i przemodelowa¢ macierz
pozakomédrkowa. Jedli tymczasowa modyfikacja, obnizenie poziomu lub sekwestracja a-
kateniny jest naturalng reakcjg na uraz, moze to wyjasnié¢, dlaczego chroniczne rany,

powodujg, ze pacjenci sg podatni na raka.
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Rola interakcji miedzy oddziatywaniami miedzykomdérkowymi a integrynami w homeostazie
epidermy

Rozwéj tkanki i jej pdiniejsza homeostaza zostajg osiggniete gdy komdrki moga
prawidtowo integrowac réznorodne sygnaty srodowiskowe z sgsiednich komdrek, macierzy
pozakomédrkowej i czynnikdw wzrostu (6). Potwierdza to fakt, ze w wielu réznych organizmach
i tkankach zaburzenie oddziatywan miedzykomdrkowych prowadzi do zmiany migracji
komarek, proliferacji i przezywalnosci (29). Zaburzenia te sg rowniez charakterystyczne przy
nieprawidtowym wzroscie tkanki, w tym zmianach nowotworowych o ztym rokowaniu (30).
Pokazaliémy wczesniej, ze niedobdr a-kateniny w czasie rozwoju embrionalnego skory
wywotuje zmiany w morfologii tkanki, organizacji cytoszkieletu i stabej odpornosci
mechanicznej skory, ktérym towarzyszg zwiekszona apoptoza w warstwie ponadpodstawne;j,
natomiast zmniejszona apoptoza i zwiekszona proliferacja w warstwie podstawne;j (20, 21 28,
31). Pytanie, ktore wytonito sie w trakcie naszych badan brzmiato, jaki jest mechanizm, ktéry
lezy u podstaw paradoksalnych powigzan miedzy utratg a-kateniny, wzmocniong apoptozg,
zwiekszong proliferacjg i migracja oraz zwiekszong podatnoscig na rozwdj nowotworow.

Aby zbadaé konsekwencje usuniecia a-kateniny w skérze uzywaliSmy poprzednio prébki
skory, gdzie a-katenina zostata usunieta specyficznie tylko w epidermie w dniu rozwoju
embrionalnego E15.5. W tym dniu epiderma ma juz kilka warstw i ustalita oddziatywania
miedzykomorkowe oraz miedzy komdrkami a macierzg pozakomaorkowa. Jak ocenilismy w tym
systemie, oddziatywania komodrka-komodrka i organizacja cytoszkieletu wydawaty sie
pozostawac¢ w duzej czesci w nienaruszonym stanie z E-kadheryng nadal zlokalizowang na
granicach sgsiadujgcych komodrek (20, 28, 31). W celu ulepszenia systemu i zbadania fenotypu
przed ustaleniem kilkuwarstwowe] epidermy uzyto homozygotyczne zarodki w dniu rozwoju
E9.5 myszy a-katenina flox (Ctnnalfl / fl), ktére transdukowano w macicy lentiwirusem
kodujgcym rekombinaze Cre, dzieki czemu usuwano a-katenine kiedy epiderma jest nadal
jednowarstwowa (31). Technika ta pozwolita zaobserwowac uderzajgce réznice (6). W
kontrolnym naskérku, zaréwno komoérki w warstwie podstawnej, jak i ponadpodstawnej,
wykazywaty kolokalizacje E-kadheryny i F-aktyny. Natomiast w epidermie w knockoutach a-
kateniny, E-kadheryna wykazywata znacznie mniej ciggte i nieregularne rozmieszczenie w
miejscach kontaktu miedzykomérkowego (6). Ponadto komodrki apoptotyczne, oznaczone
przez barwienie na aktywng kaspaze-3, obserwowano gtéwnie w warstwie ponadpodstawne;j

skdry z niedoborem a-kateniny. Odkrycia te sugerowaty, ze utrata a-kateniny w warstwie
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ponadpodstawnej, w ktérej komorki oddziatujg tylko przez potaczenia typu komadrka-komaorka
powoduje apoptoze, podczas gdy utrata a-kateniny w warstwie podstawowej, w ktorej
komorki sg potaczone z macierzg zewnatrzkomdrkowg poprzez integryny pozwala na ich
przezycie (6). Aby zrozumieé, dlaczego komdrki w warstwie podstawnej majg zwiekszong
przezywalnos¢ mimo utraty a-kateniny, skupilismy sie na moich wczesniejszych obserwacjach,
ze oddziatywania z macierzg zewnatrzkomodrkowa (focal adhesion — FA) sg w tym przypadku
zwiekszone. Aby potwierdzi¢ te hipoteze, najpierw wykonatam analize immunoblot na lizatach
biatkowych z epidermy E15.5. Przeciwciata przeciwko aktywnym formom (fosforylowana
tyrozyna) dwdéch kluczowych sktadnikow FA, Fak (Y397) i Paxillin (Y31), wykazaty zwiekszong
aktywacje (odpowiednio 170% i 195%) w knockoutach a-kateniny wzgledem kontrolnej
epidermy. Wykonatam takze badanie ilosci aktywnej formy GTPazy Rac, aby wykazaé, ze Racl-
GTP jest rowniez podwyzszony (6). Analiza in vitro potwierdzita rowniez poglad, ze przy braku
a-kateniny, FA i dynamika cytoszkieletu sg podwyzszone specyficznie w komadrkach warstwy
podstawnej, co skutkuje roéwniez zwiekszong migracja tych komdrek. Poniewaz
zaobserwowalismy wczesniej wzrost fosforylacji Pak, jak réwniez wzrost fosforylacji Mek w
epidermie knockoutéw a-kateniny, sprawdzilismy, czy s$ciezka poprzez aktywowang
(fosforylowang) Paxiline moze rekrutowac i aktywowac Pak, znany efektor Racl. Dodatkowe
badania w hodowli sugerowaty, ze aktywowany Pak moze fosforylowaé kinaze kinazy MAP,
Mek (32), prowadzgc do mozliwej zbieznosci pomiedzy aktywowang sygnalizacjg FA, Racl i
MAPK. Znaczenie sygnalizacji Pak potwierdzono réwniez za pomocg inhibitora 2,2'-
dihydroksy-1,1'-dwaftyldylodisulfidu (IPA-3) (33). Aby bezposrednio ocenié fizjologiczng role
kluczowych biatek FA w kontekscie kontroli i epidermy pozbawionej a-kateniny, uzyto shRNA
Pak1 i Pak2 sklonowanych do wektora LV-Cre. W celu usuniecia Fak, wirus LV-Cre wstrzyknieto
do macicy myszy z zarodkami a-katenina fl / fl; Fak fl / fl; RosaYfp. Pozwolito to na odniesienie
sie do roli biatek sygnatowych zwigzanych z FA w epidermie pozbawionej a-kateniny.
Obnizenie ekspresji Pak2 i Fak przywrdécito do normalnego poziomu migracje komaérek
pozbawionych a-kateniny nie wptywajac negatywnie na komorki kontrolne. Te interakcje
genetyczne sugerowaty, ze zwiekszona sygnalizacja przez o$ Fak i Pak moze odpowiadac za
zwiekszong migracje komédrek bez a-kateniny. W celu sprawdzenia, czy zwiekszona
proliferacja w nieobecnosci a-kateniny zalezy od sygnalizowania przez biatka FA, badano ilo$é
komodrek mitotycznych (fosfohiston H3-dodatnich) w kontroli i epidermie pozbawionej a-

kateniny oraz z obnizong ekspresjg Fak, Pak1 lub Pak2. Obnizenie ekspresji Fak, Pakl lub Pak2
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w epidermie kontrolnej nie miato wptywu na proliferacje. W przeciwienstwie do tego, ich
ablacja w epidermie pozbawionej a-kateniny znacznie zmniejszyta proliferacje (6). Wyniki te
wskazujg na zwiekszone powigzanie sygnalizacji FA oraz MAPK, gdy a-katenina jest nieobecna.
Wyniki te zostaty rodwniez potwierdzone in vivo (6). Wyniki te rzucity nowe s$wiatto na
mechanizmy lezgce u podstaw paradoksalnych powigzan miedzy utratg a-kateniny i
wzmocnhiong apoptoza, zwiekszong proliferacjg i migracja oraz zwiekszong podatnoscig na

progresje nowotworéw.

a-katulina odgrywa wazing role w inwazji i metastazie raka ptaskonabtonkowego

Rak ptaskonabtonkowy obejmuje najczestszy typ nowotwordw nabtonka ludzkiego. Jeden
z podtypdéw raka ptaskonabtonkowego, rak ptaskonabtonkowy gtowy i szyi (HNSCC) jest
szczegblnie agresywnym rakiem ze ztym rokowaniem z powodu pdinego rozpoznania i
przerzutéw do weztdw chtonnych. Zredukowana ilos¢ E-kadheryny i a-kateniny sg czesto
markerami prognostycznymi zwigzanymi ze ztg prognoza kliniczng (34, 35). W moich
poprzednich badaniach wykazatam, Ze warunkowa utrata o-kateniny z potgczen
miedzykomorkowych w epidermie doprowadzita do powstania fenotypu podobnego do SCC,
ktéoremu towarzyszyta zwiekszona proliferacja i migracja komoérek (28). Kiedy wykonatam
analize mikromacierzy poréwnujgc keratynocyty mysie bez a-kateniny, ktére nie zdotaty
utworzyé potgczen miedzykomorkowych z keratynocytami kontrolnymi, zaobserwowatam
zwiekszong ekspresje nowego homologu a-kateniny, zwanego a-katulina. Biatko to nie zostato
do tej pory doktadnie scharakteryzowane, ale, co ciekawe, wykazano, ze oddziatuje
bezposrednio z Lbc-Rho GEF i wzmacnia sygnalizacje GTPazy Rho, dziatajac jako szkielet dla
kompleksu sygnatowego GTPazy Rho (36-38). Wiesner i wsp., 2008 (39) opisali interakcje a-
katuliny z IKK-b, podjednostka inhibitora kinazy NFk-B i Lbc w celu pobudzenia migracji
komédrek nowotworowych i zwiekszenia odpornosci na apoptoze. Ponadto okazato sie, ze a-
katulina oddziatuje z dystrofing w kompleksie dystrofilan-dystrofina-utrofina, gdzie
dystroglikan posredniczy w adhezji komérkowej ECM poprzez jego zakotwiczenie w
cytoszkielecie aktynowym i jego interakcjach z réznymi biatkami pozakomdrkowymi, w tym
lamining (40-43). Poniewaz a-katulina stuzy jako rusztowanie do sygnalizacji Rho i wykazuje
strukturalne podobienstwo do vinkuliny i a-kateniny, szczegdlnie w regionie N-koncowym,
ktéry zawiera miejsca wigzania dla B-kateniny, taliny, a-aktyniny i cytoszkieletu aktynowego

(1, 7), sugeruje to, ze a-katulina moze dziata¢ jako biatko tgcznikowe cytoszkieletu w celu

11



Postepowanie habilitacyjne — dr Agnieszka Kobielak Zatgcznik nr 2

modulowania migracji komorek. Zdecydowatam sie skupi¢ na scharakteryzowaniu a-katuliny i
jej roli w progresji nowotwordw, poniewaz jej wzmocniona ekspresja korelowata z utratg z
potgczen miedzykomérkowych, o-kateniny i E-kadheryny. Wiekszos¢ eksperymentéow
opublikowanych w pracy pochodzacej z tych badan zostata wykonana przeze mnie wraz z
nowg doktorantkg w mojej grupie, ktéra miata niewielkie doswiadczenie w pracy z myszami i
probkami ludzkich guzéw. Poczatkowo potwierdzilismy za pomocg RT-PCR, ie w
keratynocytach o zwiekszonej migracji pozbawionych a-kateniny, nastepuje zwiekszenie
ekspresji a-katuliny. Poniewaz utrata a-kateniny z potgczen miedzykomoérkowych w ludzkich
nowotworach koreluje z przejsSciem ze stanu epitelialnego do mezenchymalnego (epithelial
mesenchymal transition, EMT) i zwiekszong inwazyjnoscig, chcielismy sprawdzi¢, czy dane
uzyskane in vitro korelujg z danymi in vivo. W tym celu opracowalismy model przerzutéw
(xenograft), w ktérym komérki USC-HN1, wysoce przerzutowe ludzkie komérki SCC (7), zostaty
wyznakowane przy uzyciu green fluorescent protein - GFP. Nastepnie wysortowalismy czyste
populacje komodrek z guza pierwotnego oraz komorki inwazyjne z naczyn limfatycznych. Przy
uzyciu RT-PCR wykazalismy zwiekszong ekspresje a-katuliny w komdrkach inwazyjnych (7).
PotwierdziliSmy réwniez, ze zwiekszona ekspresja a-katuliny koreluje z EMT w ludzkich liniach
SCC, poprzez indukowanie ludzkich linii komdrkowych jak SCC-15, ktére wykazujg morfologie
epitelialng czynnikami wzrostu, TGF-f3, EGF i Wnt3a w celu przejscia przez proces EMT. Aby
skorelowa¢ zmiany w ekspresji a-kateniny i a-katuliny in vivo, skorzystalismy z naszego modelu
przerzutowego xenograft. Analiza tych nowotworéw wykazata brak ekspresji a-katuliny w
centrum guza, ktére jest bogate w potgczenia miedzykomdrkowe i wykazuje wysokga ekspresje
a-kateniny. Natomiast inwazyjny front nowotworu byt wzbogacony w strumienie komérek
przerzutowych z wysokg ekspresjg a-katuliny i obnizong ekspresjg a-kateniny. Aby
potwierdzi¢, ze obserwacje dokonane w modelu mysim korelujg z ludzkimi SCC,
wykorzystalismy ludzkie prébki nowotworowe. W zestawie tkankowym sktadajgcym sie z 6
probek prawidtowe]j ludzkiej btony sluzowej jamy ustnej i 20 réznych ludzkich HNSCC, a-
katulina wykazata niski poziom ekspresji w prawidtowym nabtonku btony $luzowej i chociaz
ekspresja a-katuliny réznita sie nieco poziomem i wzorem w ocenie ztosliwosci SCC, w 18 na
20 przypadkdéw, byta zlokalizowana gtownie na froncie inwazyjnym guza (7). Zastosowalismy
rowniez opublikowany wczesniej mysi model SCC indukowany przez 4-nitrochinolino-tlenek
(4NQO) (44) na wygenerowane] przeze mnie transgeniczne;j linii reporterowej a-katuliny z B-

galaktozydazg, w ktdorej gen reporterowy p-galaktozydazy znajduje sie pod kontrolg
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endogennego promotora a-katuliny. Myszom podawano 4NQO z wodg, zwigzek tgczacy sie z
DNA, ktory stuzy jako surogat ekspozycji na tyton, do indukowania SCC jamy ustnej.
Nowotwory, ktére rozwinety sie przy uzyciu tego systemu wykazaty silng ekspresje
endogennej a-katuliny w komdrkach inwazyjnych. Podsumowujgc, dane te potwierdzity, ze a-
katulina jest specyficznie ekspresjonowana tylko w komédrkach nowotworowych, ktére
utracity potaczenia miedzykomérkowe i stajg sie migracyjne w celu zaatakowania otaczajgcej
je tkanki. Nastepnie skoncentrowalismy sie na funkcji a-katuliny i usuwajac ten gen
wykazaliémy, ze odgrywa on wazng role w migracji i inwazji komérek nowotworowych in vitro.
Poniewaz pokazalismy, ze komdrki hSCC z usunietg a-katuling majg obnizong migracje i
inwazje in vitro; chcieliSmy réwniez sprawdzi¢, czy nasze obserwacje byly istotne in vivo.
WykorzystaliSmy lentiwirusowe konstrukty shRNA, ktére zawieraty takze reporter turboGFP
(stabilne linie GNS / G85) lub reporter turboRFP (indukowalne linie stabilne TNS / T84) do
wizualizacji komoérek transdukowanych dwoma niezaleznymi shRNA na a-katuline. Komoérki
kontrolne oraz z obnizong ekspresjg a-katuliny zostaty wstrzykniete pod skére w okolice szyi
myszy o obnizonej odpornosci. Guzy utworzone po 5-9 tygodniach zostaty zebrane do analizy.
Nowotwory powstate z kontrolnych komérek i z obnizong ekspresjg a-katuliny byty podobne
pod wzgledem wielkosci, ale zaobserwowalismy dramatyczng rdéznice w ilosci nowych
przerzutéw w ptucach. Dane te korelowaty z naszymi danymi in vitro, gdzie ablacja a-katuliny
w ludzkich komérkach nowotworowych powodowata zmniejszenie migracji i inwazji (7).

Aby lepiej zrozumie¢, w jaki sposéb ablacja a-katuliny w nowotworach prowadzi do
zmniejszonej zdolnosci do tworzenia przerzutéw, przeanalizowaliémy przesortowane czyste
populacje nowotworowych komaérek kontrolnych i z obnizong ekspresjg a-katuliny za pomocg
mikromacierzy. Nowotwory z niedoborem a-katuliny, ktére nie byly zdolne do tworzenia
przerzutéw wykazaty spadek ekspresji integryn, w szczegdlnosci ITGA2, ITGA6 i ITGB1, a
ponadto zmniejszenie liczby gendw zaangazowanych w sygnalizacje integryn, w tym ASAP1,
BCAR1, PTK2, PIK3CA, PARVA, ACTR2, CTTN i LAMBL1. Co ciekawe, wiele gendw, ktére wykazato
obnizong ekspresje w nowotworach z niedoborem a-katuliny, byta powigzana ze szlakiem
sygnatowym Met / HGF. Do tych gendw nalezg: MET, ELF1, ETS1, KRAS, MAP3K7, PIK3CA,
PTGS2, PTK2 i PTPN11. Uprzednio pokazano, ze przekazywanie sygnatu HGF / Met przyczynia
sie do onkogenezy i progresji w kilku ludzkich typach nowotwordw, a ponadto sprzyja
agresywnej inwazyjnosci komodrkowej, ktéra jest silnie zwigzana z przerzutami

nowotworowymi (7, 45). Nasze wyniki wskazujg, ze a-katulina przyczynia sie do inwazyjnego
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zachowania przerzutowych komérek nowotworowych i moze by¢ stosowana jako marker

prognostyczny i przyszty cel terapeutyczny dla pacjentéw z rakiem.

Podsumowanie

Za najwazniejsze osiggniecia przedstawionych prac uwazam:

1. Odkrytam, Zze formina-1 oddziatuje z o-katening i lokalizuje sie w potfgczeniach
miedzykomodrkowych, gdzie zapoczatkowuje de novo polimeryzacje nierozgatezionych

filamentow aktyny, pozwalajac na tworzenie nowych pofaczen.

2. Pokazatam, ze zaktdcenie oddziatywania oa-kateniny i forminy-1 blokuje tworzenie

promieniowych kabli aktynowych i zaburza oddziatywania miedzykomérkowe.

3. Wykazatam, ze biatko fuzyjne domeny wigzacej B-katenine z a-kateniny z domenami
polimeryzacji aktyny forminy-1 odtwarza tworzenie potgczen miedzykomodrkowych i

zwigzanych z nimi kabli aktynowych w keratynocytach pozbawionych a-kateniny.

4. Pokazatam, ze usuniecie pojedynczego biatka, a-kateniny z epidermy w czasie rozwoju
powoduje przeksztatcenie sie epidermy w tkanke o zwiekszonej proliferacji i inwazji ze

wzmozonym stanem zapalnym.

5. Ujawnitam poprzez profilowanie transkrypcyjne i analizy biochemiczne, ze ablacji a-
kateniny towarzyszy aktywacja NFkB i jego prozapalnych gendw docelowych, wraz z genami

zaangazowanymi w proliferacje, gojenie sie ran, angiogeneze i przerzuty.

6. Pokazatam rowniez, ze redukcja a-kateniny, aktywacja NFkB i zapalenie sg czestymi cechami

ludzkiego raka ptaskonabtonkowego skory.

7. Wykazatam, ze ablacji a-kateniny w skérze towarzyszy zwiekszona aktywacja dwéch

kluczowych sktadnikéw potaczen z macierzg zewnatrzkomérkowg, a mianowicie kinazy Fak i

Paxiliny, a takze zwiekszonej aktywacji Racl, co skutkuje zwiekszong przezywalnoscig i
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motoryka komodrek pozbawionych a- kateniny, a ktére utrzymujg przyczepnosé¢ do macierzy

zewnatrzkomoérkowej poprzez integryny.

8. Odkrytam, ze homolog a-kateniny, a-katulina ma podwyzszong ekspresje po usunieciu a-
kateniny i utracie potgczen miedzykomdrkowych i jest zlokalizowana w komdrkach
inwazyjnych na froncie nowotworu oraz w strumieniach komérek inwazyjnych zaréwno w

ztosliwych ludzkich HNSCC jak i w mysim modelu SCC.

9. Pokazatam, ze usuniecie a-katuliny w liniach komérkowych hHNSCC dramatycznie zmniejsza

potencjat migracyjny i inwazyjny tych komodrek in vitro i potencjat przerzutowy in vivo.

10. Wykazatam, ze nowotwory z niedoborem a-katuliny nie s3 w stanie zaatakowac
otaczajacych tkanek a profilowanie transkrypcyjne tych nowotworéw ujawnito, ze ablacji a-
katuliny towarzyszg zmiany w genach biorgcych udziat w migracji i inwazji komorek. Ponadto
podwyzszenie ekspresji a-katuliny koreluje z przejsciem komdrek nowotworowych z
morfologii epitelialnej do mezenchymalnej, a takze zwiekszeniem ekspresji markeréw EMT

vimentyny i Snail.

W trakcie mojej pracy gtdwnie jako postdoc pokazatam, ze a-katenina petni waing role nie
tylko w taczeniu kompleksu E-kadheryna-B-katenina z cytoszkieletem aktynowym, ale takze
w koordynowaniu dynamiki aktyny a jej ekspresja odwrotnie koreluje potaczenia
miedzykomdrkowe z proliferacjg. Pokazatam réwniez, ze inne biatka z tej rodziny, jak a-
katulina, moga by¢ zaangaiowane w proces progresji guza. Wraz ze wzrostem liczby
partneréw oddziatujacych z a-katening nowe potaczenia implikujg jeszcze bardziej ztozone
funkcje regulacyjne dla tego biatka. Odkrycia te dajg nowy wglad w to, w jaki sposéb a-
katenina organizuje dynamike aktyny podczas tworzenia potaczen miedzykomérkowych i
jak jej utrata wptywa na homeostaze epidermy. Wykazatam réwniez, ze po utracie a-
kateniny co powoduje rozerwanie potgczen miedzykomorkowych nastepuje zwiekszona
ekspresja innego biatka z tej rodziny, a-katuliny co przyczynia sie do zachowan inwazyjnych
komoérek przerzutowych i moze by¢ stosowane jako marker prognostyczny i przyszty cel

terapeutyczny u pacjentéw z nowotworem ptaskonabtonkowym.
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5.3 Krotkie streszczenie osiggnie¢ naukowych niebedacych podstawa wniosku o wszczecie

postepowania habilitacyjnego

1. Podstawy molekularne niedorozwoju zebdéw, nie syndromowe i zwigzane 1z
anhydrotyczng dysplazjg ektodermalna.

Podczas moich studiéw magisterskich i doktoranckich skupitam sie na badaniu
molekularnych podstaw rozwoju przydatkéw skérnych, takich jak zeby, wtosy i gruczoty
potowe. Oligodoncja, rzadkie owtosienie i niedobdr ekrynowych gruczotéw potowych to cechy
charakterystyczne dla fenotypu pacjentéw z anhydrotyczng dysplazjg ektodermalng (EDA).
Zespot ten jest spowodowany przez mutacje w genach EDA lub DL, kodujgcych ligandy TNF i
receptory TNF, zaangazowane w komunikacje miedzy komodrkami podczas rozwoju
embrionalnego. Badatam zardowno regiony kodujace, jak i niekodujgce genu EDA i DL u
pacjentéw wykazujgcych kliniczne objawy dysplazji ektodermalnej. Udato mi sie
scharakteryzowa¢ nowe mutacje, ktére korelujg z objawami EDA (prace nr 10, 11, 13, 15-21).
Skoncentrowatam sie takze na badaniu dwdch genéw MSX1 i PAX9, ktére kodujg czynniki
transkrypcyjne i byly zwigzane z selektywng agenezjg zebdw. Analize mutacyjng tych dwodch
gendw przeprowadzono u 25 o0sdb z rodzinng lub sporadyczng postacig trwatej agenezji
zebdéw. Analiza konformacji jednoniciowego DNA nie ujawnita mutacji w catej sekwencji
kodujacej genu MSX1. Natomiast w genie PAX9 wykryto nowa, heterozygotyczng
transformacje G151A w sekwencji kodujgcej sparowang domene biatka PAX9 u pacjenta z
niedorozwojem trzecich zebdéw trzonowych, drugiego przedtrzonowca i siekaczy. Ponadto w
naszej grupie pacjentow z niedoborem réznych zebdw u 20% pacjentdéw i ich krewnych analiza

sekwencji wykazata przejscie C -> T w sekwencji kodujgcej genu PAX9 (prace nr 8, 9, 14) . Na
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podstawie tych wynikdéw, stwierdzilismy, ze mutacje w genie PAX9 moga by¢ odpowiedzialne

za sporadyczng forme agenezji zebdéw.

2. Charakterystyka normalnych i nowotworowych komérek macierzystych z nabtonka jamy
ustnej oraz metastaza.

Od momentu rozpoczecia mojego niezaleznego programu badawczego w 2007 roku w Norris
Cancer Center ustanowitam program badawczy koncentrujgcy sie na biologii normalnych i
nowotworowych komdrek macierzystych z nabtonka jamy ustnej i przerzutach raka jamy

ustne;j.

A. Model myszy z rakiem gltowy i szyi

Wspdtpracowatam z dr. Masoodem z University of Southern California, aby opracowa¢ model
ortotopowy raka ptaskonabtonkowego gtowy i szyi (HNSCC). Model ten wykorzystano do
przeprowadzenia przy uzyciu mikromacierzy analizy poréwnawczej ekspresji gendw miedzy
populacjami linii komérkowych HNSCC pochodzacych sprzed i po seryjnej transplantacji oraz
przerzutami in vivo u myszy (praca nr 7). Za pomocg tego systemu zidentyfikowalismy
nadekspresje gendw zwigzanych z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym i tworzeniem sie
komdrek macierzystych raka. Mojg rola w projekcie byta pomoc w analizie

immunofluorescencyjnej prébek nowotwordw.

B. Charakterystyka wolno dzielgcych sie komdrek macierzystych jamy ustnej.

W moim nowo powstatym laboratorium skupitam sie na izolacji i charakteryzowaniu dorostych
komadrek macierzystych (SC) z jamy ustnej, ktére sg wazne dla utrzymania homeostazy tkanek.
Istnienie dorostych komdrek macierzystych w jamie ustnej byto w duzej mierze niezbadane.
Okazato sie, ze niektére tkanki nabtonka zawierajg komérki macierzyste (SC), ktdre sg
stosunkowo wolno dzielgcymi sie komdrkami, z ktérych kazda dzieli sie rzadko i powoduje
powstanie kolejnej wolno dzielgcej sie komérki potomnej i szybko proliferujacej, przejsciowej
komorki potomnej. W tym przypadku zastosowaliémy metode wykrywania komérek wolno
dzielacych sie aby wyizolowaé i scharakteryzowaé komérki macierzyste nabtonka jezyka i
gruczotéw slinowych. W przypadku mniejszych gruczotéw $linowych ta strategia pozwolita
nam zidentyfikowaé komérki macierzyste, ktére preferencyjnie lokalizujg sie w podstawne;j

warstwie dolnego kanatu wydzielniczego oraz w mniejszym stopniu w czesci wydzielnicze;j.
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Powtdérne wszczepienie wyizolowanych z gruczotéw slinowych komodrek macierzystych
dowiodto ich potencjat do réznicowania w dwie linie potomne, pozytywne na keratyne 5
(marker w warstwie podstawnej) i na keratyne 8 (marker w warstwie luminalnej). Analiza
transkrypcyjna wykazata aktywacje gendw zaleznych od TGFB1 w komdrkach macierzystych a
gendw zwigzanych z sygnalizacja przez BMP w komodrkach potomnych, bardziej
zréznicowanych. DostarczyliSmy réwniez dowody, ze komaérki macierzyste z matych gruczotéow
Slinowych sg wrazliwe na tyton wywotujgcy nowotwory. Nasze badania pokazaty po raz
pierwszy istnienie komorek macierzystych w matych gruczotfach slinowych i podkreslajg role

szlaku TGFB w ich utrzymaniu (praca nr 5).

C. Lgr5 wyznakowuje populacje komoérek macierzystych zrebu jezyka o cechach
charakterystycznych dla grzebienia nerwowego

Chociaz skora i btony sluzowe jamy ustnej majg podobny charakter, btona §luzowa jamy ustnej
wykazuje szybsze gojenie sie ran i brak blizn a takze bardziej agresywny postep nowotwordéw
nabtonka. Wiemy, ze zragb tkanki w jamie ustnej czesciowo pochodzi z grzebienia nerwowego,
jednak nie wiemy w jaki sposéb to specyficzne srodowisko wptywa na gojenie sie ran i
zwiekszong agresywnos¢ nowotwordw jamy ustnej. W tym projekcie odkryliSmy, ze komérki
pozytywne na Lgr5 stanowig komodrki macierzyste zrebu jezyka i sluzéwki jamy ustne;j.
Pokazali$my, ze komoérki te to komérki macierzyste, ktére wykazujg wtasciwosci zarodkowych
komédrek macierzystych grzebienia nerwowego (NCSC), w tym wzrost klonalny i rdznicowanie
multipotencjalne do linii miesni gtadkich, neuronalnych i osteogennych. Po wyznakowaniu
komorki te utrzymujg sie przez ponad rok w jezyku i btonie sluzowej policzka i dajg poczatek
innym komorkom potomnym. W doswiadczeniach in vivo wykazaliémy, ze komorki te
uczestniczg w gojeniu sie ran. Nasze badania podkreslajg obecnosé aktywnie odnawiajgcych
sie komédrek macierzystych w zrebie tkanki jamy ustnej, ktére moga tworzy¢ unikalng nisze dla

macierzystych komarek epitelialnych (praca nr 3)

D. Mysi model znakowania naczyn limfatycznych
Bratam réwniez udziat w projekcie grupy Dr. Hong, aby opracowac i scharakteryzowac linie
myszy reporterowych dla naczyn limfatycznych, aby znaczgco poprawié obrazowanie naczyn

limfatycznych. Moja rola w projekcie polegata na pomocy w pozyskiwaniu embrionalnych
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komérek macierzystych z tej linii reporterowej, ktdra nastepnie zostata zréznicowana w

naczynia limfatyczne (praca nr 2)

E. Kras i GRP78 w raku trzustki

Dostarczytam onkogennego modelu myszy Kras i uczestniczytam w interpretacji danych dla
projektu grupy Dr. Lee. Badania te pozwolity ustali¢ kluczowaq role biatka GRP78 w rozwoju
raka trzustki wywotanej przez Kras oraz wykazac uprzednio niezidentyfikowany wymaog GRP78
w trans-réznicowaniu komoérek wydzielniczych do komoérek przewoddw wydzielniczych,
procesu uwazanego za prekursor neoplazji trzustki. Wykazano réwniez, ze proliferacja i
podwyzszenie szlakdw sygnatowych EGFR i szlakdw onkogennych obserwowanych u myszy
PKC zostaty rowniez zahamowane przez usuniecie kopii GRP78. Badania te wskazujg na GRP78

jako cel terapeutyczny w zwalczaniu nowotwordw trzustki ze zmutowanym KRAS (praca nr 1).

5.4 Kierowanie i udziat w projektach naukowych

Charakter Tytut projektu Nr Zrodta Wysokosé Miejsce Lata
udziatu w projektu finansowania | finansowania | realizacji
projekcie

Rola katuliny w regulaciji
oddziatywan miedzy
komorka a macierzg
zewnatrzkomorkowg w
procesie

inwazji i metastazy w
nowotworach
ptaskonabtonkowych
gtowy i szyi. 2017/25/B/
Kierownik grantu NZ5/0159
Role of catulin in the 7
regulation of cell-
extracellular matrix
interactions in tumor
invasion and metastasis of
head and neck squamous
cell carcinoma.

OPUS,
Narodowe 1974 000,00
Centrum PLN

Nauki

CeNT,
Uniwersytet
Warszawski

2018-
2021

Badanie heterogennosci i
plastycznosci
macierzystych komérek
rakowych i ich roli w
progresji nowotworow
gtowy i szyi.

OPUS,
Narodowe 1525 600 .
Uniwersytet
909 Centrum PLN Warszawski
Understanding cancer Nauki
stem cell heterogeneity
and plasticity and its role
in the progression of oral

cancer.

2014/13/

B/NZ3/00 2016-

Kierownik grantu 2019

Characterization of
biomarkers of invasion in Kure It
Kierownik grantu Head and Neck Foundation 75,000 USD
Squamous Cell USA
Carcinoma.

University of
Southern 2014-
California, Los 2015
Angeles
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Isolation and R21 US National University of
Kierownik grantu | Characterization of the DE021522 | Institutes of | 250 000 USD | Southem 2011-
normal and cancer stem California, Los | 2013
-01 Health
cells of the tongue. Angeles
L ; Margaret Early University of
Kierownik grantu Ehcilai;acfnlf:r?w%r;g fczll?w Medical 75 000 USD Southern 2010-
9 yelng sq Research California, Los | 2011
carcinoma cells.
Trust Angeles
Characterization of
epithelial and stromal University of
. . compartments during STOP Southern 2009-
Kierownik grantu different stages of oral CANCER 150 000 USD California, Los | 2010
cavity squamous cell Angeles
cancer progression.
Isolation and
characterization of normal . .
and cancer oral epithelium ) University of
Kierownik grantu stem cells as a target for Wright . 100 000 USD Soqthem 2008-
Lo Foundation California, Los 2009
future oral epithelium
. Angeles
squamous cell carcinoma
treatment.

5.5 Udziat i w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

Bytam wspoétautorem doniesien zjazdowych na nastepujgcych konferencjach:

Oral presentations:

1. A. Kobielak, 2017, “Invasion and cancer cell plasticity.” Summer School SMM, CeNT,
Warsaw, Poland

2. A. Kobielak, 2016, “Epitelialne komdrki macierzyste i ich nisza - rola w homeostazie i
nowotworzeniu.” Department of Biology, University of Warsaw, Warsaw, Poland

3. A. Kobielak, 2016, “Oral cavity stem cells - their role in normal homeostasis and tumor
progression.” Department of Biochemistry, Nencki Institute of Experimental Biology,
Warsaw, Poland,

4. A. Kobielak, 2015, “Genetic alteration and cancer initiating potential of invasive cells
from head and neck squamous cell carcinoma.” Factor meeting, Norris Cancer center,
USC, Los Angeles, USA

5. A. Kobielak, 2014, “Oral epithelial stem cells in tissue maintenance, regeneration and
cancer.” Holland Regenerative Medicine Program, University of Nebraska Medical
Center, Nebraska, USA

6. K.Boddupally, A. Kobielak, 2012, “Identification and Characterization of Normal Tissue
Stem Cells and Cancer Stem Cells in the Oral Cavity.” 5th Annual USC Stem Cell and

Developmental Biology Retreat, Irvine, USA

28



Postepowanie habilitacyjne — dr Agnieszka Kobielak Zatgcznik nr 2

7.

10.

11.

12.

13.

A. Kobielak, 2010, “Switch between a-catenin family members during mouse
development and tumor invasion, NIH, NIDCR Bethesda, USA

C. Cao, A. Kobielak, 2010, “Catulin, an a-catenin family member, is required for cell
migration during normal development and tumor progression, 3rd Annual Conference
for Stem Cell and Developmental Biology, Lake Arrowhead, USA

A. Kobielak, 2007, “Cross-Talk Between Cancer Cells and Microenvironment During
Tumor Metastasis.” 3rd International Head and Neck Cancer Symposium, Los Angeles,
USA

A. Kobielak, 2006, “Links between a-catenin, NF-kB and Squamous Cell Carcinoma in
skin, Tri-Institutional Seminar series, Rockefeller University, New York, USA
Alpha-catenin: at the junction of intercellular adhesion and actin dynamics. A.
Kobielak, Institute of Cell Biology ETH, Zurich, Switzerland 2006

A. Kobielak, 2005, “Alpha-catenin: at the junction of intercellular adhesion and actin
dynamics.” International Annual Symposium, Warsaw, Poland, IIMCB within the
,Centre of Excellence in Molecular Bio-Medicine” project

A. Kobielak, 2005, “Alpha-catenin: at the junction of intercellular adhesion and actin
dynamics.” Symposium “Molecular Cell and Developmental Biology” Max Plank

Institute, Dresden, Germany

Poster Presentation:

1. Hongjun Zhang, Keerthi Boddupally, Eve Kandyba, Krzysztof Kobielak, Yibu Chen,
Sutao Zu, Rashi Krishnan, Uttam Sinha and Agnieszka Kobielak Identification of
slow cycling stem cells of minor salivary glands: role in gland regeneration and
tumor formation. AHNS, New York, 2014

2. Christine Cao, Yibu Chen, Uttam Sinha and Agnieszka Kobielak Characterization of
highly plastic cancer initiating cells of oral squamous cell carcinoma by self-renewal
gene tracking strategy. AHNS, New York, 2014

3. Christine Cao, Yibu Chen, Uttam Sinha and Agnieszka Kobielak Molecular
characterization and cancer initiating potential of small population of invasive oral

squamous cell carcinoma cells. AHNS, New York, 2014
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4.

10.

11.

12.

Kandyba E, Hazan V, Kobielak A, Butler S, Kobielak K. Postnatal hair follicle
differentiation but not stem cell quiescence can be maintained by Smad8 alone
after Smadl and Smad5 ablation. International Investigative Dermatology 2013
(D), Edinburgh, UK 2013. Printed in The Journal of Investigative Dermatology
Vol.1, Suppl.1 Abstract 1443, S245

Kandyba E, Hazan V, Kobielak A, Butler S, Kobielak K. Postnatal hair follicle
differentiation but not stem cell quiescence can be maintained by Smad8 alone
after Smad1l and Smad5 ablation. 16th Annual Pathology Conference, Pathology
Department, the University of Southern California, Long Beach, California USA
2013

Boddupally K., Kobielak A., Stroma of Oral Epithelium Contains Lgr5 Positive Neural
Crest Stem Cells. Developmental Biology Retreat, Palm Beach, CA 2013

Zhang H., Boddupally K., Kobielak K., Chen Y., Zu S., Krishnan R., Sinha U., and
Kobielak A., Identification of Slow Cycling Stem Cells in Minor Salivary Glands: Role
in Gland Regeneration and Tumor Formation 6th Annual USC Stem Cell and
Developmental Biology Retreat

Cao C.,, Chen Y., Masood R., Sinha U., Kobielak A. New role for a-catenin family
member a-catulin in squamous cell carcinoma invasion and metastasis, AACR
Special Conference on Tumor Invasion and Metastasis, San Diego CA, 2013
Christine Cao, Yibu Chen, Rizwan Masood, Uttam K. Sinha and Agnieszka Kobielak.
a-catulin — new marker of invasion in squamous cell carcinoma. The 61th annual
Montagna Symposium on the Biology of the Skin, Oregon, USA, 2012

Christine Cao and Agnieszka Kobielak. Role of a-catulin in actomyosin dynamics
during early mouse development, The 61th annual Montagna Symposium on the
Biology of the Skin, Oregon, USA, 2012

Christine Cao, Yibu Chen, Rizwan Masood, Uttam K. Sinha and Agnieszka Kobielak.
a-catulin marks the invasion front of squamous cell carcinoma and is important for
tumor cell metastasis. 5th Annual USC Stem Cell and Developmental Biology
Retreat, Irvine CA 2012

Christine Cao and Agnieszka Kobielak. Role of a-catulin in actomyosin dynamics
during early mouse development, 5th Annual USC Stem Cell and Developmental

Biology Retreat, Irvine CA 2012
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Christine Cao and Agnieszka Kobielak. Catulin plays important role in cell migration
during early mouse development. Annual Retreat Department of Biochemistry and
Molecular Biology, Lake Arrowhead, CA 2012

Christine Cao, Yi-Bu Chen, Hongjun Zhang and Agnieszka Kobielak. Catulin marks
the invasive front of squamous cell carcinoma and is important for tumor cell
metastasis, Annual Retreat Department of Biochemistry and Molecular Biology,
Lake Arrowhead, CA 2012

Hongjun Zhang and Agnieszka Kobielak. Tumor suppressor function of the stem cell
niche in squamous cell carcinoma development. Annual Retreat Department of
Biochemistry and Molecular Biology, Lake Arrowhead, CA 2012

Keerthi Boddupally, Hongjun Zhang and Agnieszka Kobielak. Characterization of
the label retaining cells in oral cavity epithelium. Annual Retreat Department of
Biochemistry and Molecular Biology, Lake Arrowhead, CA 2012

Christine Cao, Yi-Bu Chen, Hongjun Zhang and Agnieszka Kobielak. The Role of
alpha-Catenin Homologue Catulin During Development and Tumor Progression,
Annual Retreat Department of Biochemistry and Molecular Biology, Lake
Arrowhead, CA 2011

Yucheng Xu, Tong Xu, Christine Cao, Agnieszka Kobielak, Amir Goldkorn. Microfilter
capture of live circulating tumor cells from the blood of mice bearing tumor
xenografts: A new model for the study of cancer dissemination, 102nd Annual
Meeting AACR, Orlando, FL

Zhang H., Cao C., Chen Y., Masood R., Sinha U., Kobielak A. Squamous cell
carcinoma of the skin originates from hair follicle stem cells and contains drug
resistant cancer initiating cells. 3rd Annual Conference for Stem Cell and
Developmental Biology, Lake Arrowhead, California USA 2010,

The Role of a-Catenin Homologue Catulin During Development and Tumor
Progression. Christine Cao, Yi-Bu Chen, Hongjun Zhang, Rizwan Masood, Uttam
Sinha and Agnieszka Kobielak. 5th International Head and Neck Symposium 2010,
Los Angeles, CA

Isolation and characterization of the normal and cancer stem cells of the tongue.

Hongjun Zhang, Christine Cao, Yi-Bu Chen, Rizwan Masood, Uttam Sinha and
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22.

23.

24,

25.

26.

27,

28.

29,

30.

Agnieszka Kobielak. 5th International Head and Neck Symposium 2010, Los
Angeles, CA

The Role of a-Catenin Homologue a- Catulin During Mouse Development.
Christine Cao, Yi-Bu Chen, Hongjun Zhang and Agnieszka Kobielak. AACR 101st
Annual Meeting 2010, Washington, DC

Microarray analysis of alpha-catenin deficient skin keratinocytes. Annual Meeting
of Cell Biology, Michigan, USA 2001

The influence of the transcription factor LEF-1 on the expression of the EDA gene.
FEBS, 18th International Congress of Biochemistry and Molecular Biology,
Birmingham, UK 2000

The role of the MSX1 gene in the formation of tooth buds. FEBS, 18th International
Congress of Biochemistry and Molecular Biology, Birmingham, UK 2000

Expression of a Novel Transcript Isoform of the EDA Gene in Human Umbilical Cord.
31th Annual Meeting of the European Society of Human Genetics, Geneva,
Switzerland 1999, European Journal of Human Genetics 7, 104

Mutation in the 3'NCF might results decreased stability of mRNA coding for human
homeodomain protein MSX1. 31th Annual Meeting of the European Society of
Human Genetics, Geneva, Switzerland 1999, European Journal of Human Genetics
7,104

Demonstration of a novel transcript isoform of the EDA gene in human umbilical
cord. FEBS 26th Meeting of the Federation of European Biochemical Societies Nice,
France 1999, Biochimie (supplement) 6:334

The influence of mutation in the 3’'UTR of the MSX1 gene on selective tooth
agenesis. FEBS 26th Meeting of the Federation of European Biochemical Societies
Nice, France 1999, Biochimie (supplement) 6:168

Mutation in the regulatory region of the EDA gene coincides with the symptoms of
anhidrotic ectodermal dysplasia. 30th Annual Meeting of the European Society of

Human Genetics, Lisboa, Portugal 1998, European Journal of Human Genetics 6,
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