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Zatgcznik 3A

1. Imig i Nazwisko

Magdalena Beata Bodnar

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej

2008 — uzyskanie dyplomu magistra analityki medycznej

Katedra i Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej, Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum
w Bydgoszczy, Uniwersytet im. Mikotaja Kopernika w Toruniu

Praca magisterska pt. Bialko CRP jako marker aktywnosci choroby u pacjentow
z reumatoidalnym zapaleniem stawéw”, promotor pracy: dr n. med. Magdalena Kuligowska-Prusiniska,

Dyplom nr 1700/117999/2008, wydany przez Uniwersytet im. Mikolaja Kopernika w Toruniu

2008 — uzyskanic Prawa Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego (PZWL
nr 09324)

2011 — uzyskanie dyplomu doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej

Katedra i Zaklad Patomorfologii Klinicznej, Wydzial Lekarski, Collegium Medicum w Bydgoszezy,
Uniwersytet im. Mikotaja Kopernika w Toruniu

Rozprawa doktorska pt. ,,Ocena ekspresji wybranych czynnikow procesu nowotworowego
w modelu raka plaskonablonkowego krtani”, promotor rozprawy: Prof. dr hab. n. med. Andrzej
Marszalek, Dyplom nr 3660, wydany przez Uniwersytet im. Mikolaja Kopernika w Toruniu

2017 — uzyskanie dyplomu ukoriczenia Podyplomowych Studiéw z Biologii Molekularnej Wydzial
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie (ocena koficowa - bardzo
dobry)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

od 03.11.2008 do 31.10.2012 - asystent w Katedrze i Zakladzie Patomorfologii Klinicznej, Wydziat
Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy, Uniwersytet Mikolaja

Kopernika w Toruniu

od 1.11.2012 do nadal - adiunkt w Katedrze i Zakladzie Patomorfologii Klinicznej, Wydziat
Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja

Kopernika w Toruniu

Dodatkowo:

od 27.012009 do 31.08.2014 — wolontariusz na stanowisku mlodszy asystent, w Zakladzie
Patomorfologii  Klinicznej, Szpitala Uniwersyteckiego nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza

w Bydgoszczy
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od 03.11.2014 do 01.09.2016 — mlodszy asystent (umowa o prac¢ na czas zastepstwa)
w Zakladzie Patomorfologii Klinicznej, Szpitala Uniwersyteckiego nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza

w Bydgoszczy

od 16.11.2015 do nadal — specjalista inzynieryjno-techniczny w Katedrze i Klinice Otolaryngologii
i Onkologii Laryngologicznej, Wydzial Lekarski I, Uniwersytet ~ Medyczny

w Poznaniu

4. Wskazanie osiggni¢cia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy 2z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz. U. nr 45, poz. 595 ze zm.)
a/ tytul osiggnigcia naukowego:
Monografia:

 Zastosowanie wybranych markeréw bialkowych do oceny zdolnoSci do tworzenia przerzuiow
w  rakach plaskonablonkowych krtani” Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, 2019 (ISBN 978-83-7597-366-2)

Recenzenci wydawniczy:
Prof. dr hab. n. med. Tomasz Grzybowski

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Szyfter

b) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy i osiggnietych wynikow wraz

z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Rak plaskonablonkowy krtani (ang. Laryngeal Squamous Cell Carcinoma, 1L.SCC) jest jednym
z najczgsciej wystepujacych nowotwordw obszaru glowy i szyi [1]. Nowotwory obszaru glowy i szyi
(ang. Head and Neck Cancer, HNC), zwlaszcza raki ptaskonablonkowe krtani pozostajg jednym
z najwiekszych wyzwan wspolczesnej onkologii, wynikajgcych z wysokiej chemioopornosci komorek
nowotworowych na zastosowane leczenie [2, 3, 4]. Pacjenci, u kiérych zdiagnozowano raki
plaskonablonkowe obszaru glowy i szyi (ang. Head and Neck Squamous Cell Carcinoma, HNSCC)
w zaawansowanych stadiach, charakteryzuja si¢ wysoka $miertelnoscia uwarunkowang rozwojem
przerzutdw i rozwojem trudnych operacyjnie i opornych na leczenic nawrotow choroby [1, 2, 3].
Nowotwory obszaru glowy i szyi stanowig heterogenng pod wzgledem histologicznym, uwarunkowan
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molekularnych, biologicznych, a takze postgpowania klinicznego grupg nowotworéw [5, 6].
Niezmiennie LSCC nalezy do nowotworéw o statym wskazniku zachorowalnosci oraz $miertelnosci,
wynikajacych  z mato charakterystycznych objawow  klinicznych, wysokiego potencjatu
metastatycznego oraz poznego rozpoznania w zaawansowanym stadium rozwoju choroby [7, 8].
Ponadto pigcioletnie odsetki przezy¢ w tej grupie chorych wynoszg niezmiennie ok. 50% [7, 8].

W etiologii rakéw plaskonablonkowych obszaru glowy i szyi wyznaczono dwa wzory profili
kancerogenezy [9, 10]. Pierwszy tzw. klasyczny, uwarunkowany kancerogennym i mutagennym
efektem  dzialania czynnikéw chemicznych oraz zwigzanych z nimi zaburzen na podlozu
molekularnym (zarowno genetycznych jak i epigenetycznych) [9, 11]. Drugi model tzw. alternatywny,
indukowany infekcjg wirusem HPV model drogi kancerogenezy. Cho¢ tzw. alternatywna teoria
nowotworzenia, uwarunkowana infekcjg wirusem HPV weigz nie jest do konca zdefiniowana
i wyjasniona, zwlaszcza w przypadku rakéw krtani, stanowi istotny element w diagnostyce roznicowe;
tych nowotwordw [9, 10]. Rdznicowanie i wyszezegblnienie HPV-zaleznych nowotworéw obszaru
glowy i szyi jest istotnym etapem diagnostycznym, ktory warunkuje prognostyczne oraz kliniczne
implikacje [9]. Cechami charakterystycznymi rakow na podiozu zakazenia wirusem HPYV,
w porédwnaniu z tzw. klasycznymi HNSCC, jest ich nizszy stopien dojrzalosci histologicznej, szybszy
przebieg kliniczny, ale przede wszystkim wigksza wrazliwosé na radio- i chemioterapie, a takze lepsze
dhugoterminowe rokowanie [9, 10]. Na podstawie badain molekularnych w HNSCC ,The Cancer
Genome Atlas Network™ potwierdzono, catkowicie odmienny mechanizm szlakéw sygnalowych
i zaburzen molekularnych w grupach nowotworéw obszaru glowy i szyi HPV-zaleznych i HPV-
niezaleznych [9]. Wéroéd nowotworéw glowy i szyi, obszarami o najwyzszej czgstosci wystgpowania
zakazen wirusow HR HPV stanowig: ustna czeé¢ gardla (24,9%), a nastepnie w gardlo srodkowe
(21,4%) [12]. W krtani dane wahajg si¢ pomigdzy 1-75% przypadkow [12, 13, 14]. Dlatego w tej
lokalizacji bezpodredni wplyw infekeji wirusow HPV w etiopatogenez¢ zmian wcigz budzi
kontrowersje [12, 13]. Rozbieznosci w uzyskanych wynikach, dotyczacych zarowno czgstosci
wystepowania i znaczenia klinicznego infekcji HPV, warunkujg koniecznosé przeprowadzenia
dalszych badan nad rolg infekeji wiruséw HPV w tej lokalizacji, zwlaszcza mozliwych implikacji
klinicznych [15]. Liczne badania wykazaly, iz immunohistochemiczna ocena ekspresji biatka
supresorowego pléInkda jest wzglgdem technik z zakresu biologii molekularnej zastgpezym
markerem, bedacym wykladnikiem infekeji wysokoonkogennymi typami wirusow HPV [15]. Ponadto
wskazuje sig, iz do tej pory nie ma jednoznacznego markera/testu potwierdzajacego infekcje HPV
w materiale tkankowym, ktéry moglby by¢ wykorzystywany w  rutynowej diagnostyce
histopatologicznej. Ponadto najnowsze badania wskazujg na zmiany w poziomach ekspresji biatka
pl6inkda wsrod HPV-dodatnich, jak i HPV-ujemnych HNSCC [16]. Liczne zmiany meolekularne
wsrod pacjentow o tym samym statusie infekeji HPV sugeruja, ze roznic w ekspresji biatka p16Ink4a
nie mozna wylgcznie tlhumaczyc¢ infekcjg wirusami HPV, jednakze wzrost ekspresji plélnk4a

zwigzany jest z lepszym rokowaniem pacjentow z LSCC [15, 16, 17]. Dlatego tez ocena ekspresji
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biatka p16Ink4a moze wywieraé istotne implikacje kliniczne, a takze warunkowaé dobér adekwatnych
strategii terapeutycznych wsrod pacjentdw z LSCC,

Ponadto, zjawisko wewngtrznej heterogennosci  guza (Inira-Tumor Heterogeneity)
ma kluczowe znaczenie dla wszystkich proceséw towarzyszacych transformacji, ale zwlaszcza
progresji nowotworu, a takze wplywa na skutecznos¢ terapii przeciwnowotworowej [18].
Zrdznicowane profile ekspresji gendw a w konsekwencji ich produktow biatkowych, bedace cechami
charakterystycznymi m.in. jego stopnia zaawansowania mogg w istotny sposéb wplywal
na prawidlowg diagnostyke pacjentéw, ale takze warunkowaé dobor wiasciwej terapii
przeciwnowotworowej [19]. Podstawowym kierunkiem prowadzonych przeze mnie badar, stanowila
ocena wiasciwosci biologicznych komorek nowotworowych komorek oraz charakterystyka Sciezek
sygnatowych regulujgcych potencjal metastatyczny komorek nowotworowych. Prowadzone przeze
mnie badania mialy na celu poznanie mechanizméw molekularnych i biochemicznych, zwlaszcza ich
biatkowych produktow, kierujacych szlakami przekazywania sygnalow. Badania ukicrunkowane byly
na identyfikacji bialek uczestniczacych w tworzeniu przerzutow, ktore w przyszlosci mogg stac sig
podstawg do wyselekejonowania whasciwych strategii terapeutycznych [20-22]. Jednym z kluczowych
etapéw moich badan jest wyselekcjonowanie kluczowych biomarkeréw proteomicznych dla ryzyka
zloéliwej progresji u pacjentdw z LSCC, ktére nastgpnie mogg by¢ wykorzystywane w rutynowej
diagnostyce patomorfologicznej [23].

Na podstawie dotychczasowych badan wskazano, ze proces tworzenia przerzutow jest scisle
kontrolowany poptzez chemokiny i odpowiadajace im receptory oraz ekspresj¢ bialek szoku
cieplnego. Aktywacja szlakow sygnalowych przez czynnik wzrostowy pochodzenia stromalnego-1
(SDF1-L) a nastgpnie poprzez zaktywowane receptory CXCR, odgrywa znaczacg rolg w tworzeniu
przerzutow [24]. Blokowanie osi SDFI-L/CXCR na poziomie liganda badz receptora w scisle
okreslonych grupach pacjentéw, moze doprowadzi¢ do zahamowania migracji komorek
nowotworowych i tworzenia przerzutow, stanowigc istotne potencjalne cele terapeutyczne [25].
Ponadto ocena zmian w poziomach ekspresji bialek HSP wykazata, ze HSP mogg by¢ uzytecznymi
biomarkerami procesu progresji nowotworowej oraz w ocenie stopnia zroznicowania i agresywnosci
komérek nowotworowych [26, 27]. Wykazano role bialek szoku cieplnego w modulacji
mikrosrodowiska guza, wskazujac, iz zalezna od HSP modulacja aktywnosci metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomorkowej warunkuje szlaki przekazywania sygnaldw w mikrosrodowisku guza
oraz miedzy komoérkami nowotworowymi, a takze warunkuje zdolno§¢ do migracji komorek
nowotworowych [28, 29]. Jednakze w rakach plaskonablonkowych krtani ekspresja, rola
i mechanizmy sygnalowe pomigdzy szlakami chemokiny SDFI-L, bialkami szoku cieplnego
i czynnika transkrypcyjnego NF-kB nie zostaly wyjasnione. Dlatego gléwnym zlozeniem mojej pracy
byla ocena wzajemnych odzialywan tych bialek w szlakach sygnatowych jako potencjalnych
czynnikoéw warunkujacych progresje nowotworu. Ponadto celem ninigjszej pracy byla ocena Zmian

pozioméw ekspresji bialek w grupach LSCC podzielonych pod wzgledem statusu biatka pl6Inkda
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oraz okreslenic wspélnych zaleznodei w ekspresji oznaczanych bialek we wspélnych szlakach
sygnalizacyjnych odpowiedzialnych za proces tworzenia przerzutéw. Zrozumienie mechanizmow
szlakow przekazywania sygnalow za posrednictwem ligandu SDFI-L (SDF1-L/CXCR) oraz bialek
szoku cieplnego, jako gléwnych szlakéw warunkujacych tworzenie przerzutow, mogg sta¢ sig

podstawg do opracowania nowych spersonalizowanych strategii terapeutycznych w LSCC.

Cel naukowy pracy

|. Ktére z ocenianych bialek szlakéw zaangazowanych w proces progresji nowotworowej
(SDF1-L/CXCR, HSPs, NF-kB) uczestniczg w procesie tworzenia przerzutoéw w LSCC?

2. Jaka role odgrywaja wzajemne odzialywania bialek w szlakach sygnalowych w procesie
progresji LSCC?

3. Czy infekcja HR HPV stanowi czynnik etiologiczny w procesie transformacji NOWOtWOrowej
LSCC oraz czy ocena diagnostyczna poziomu ekspresji biatka pl6Inkda w LSCC moze byc¢
traktowana jako surogat infekeji HPV w LSCC?

Material i metody

Badania zostaly przeprowadzona na archiwalnym materiale tkankowym w postaci bloczkow
parafinowych uzyskanym od 359 pacjentéw, ktorym wykonano calkowity laryngektomie. Badania
zostaly przeprowadzone na bloczkach parafinowych w postaci mikromacierzy tkankowych (ang. zissue
microarray, TMA) zawicrajacych: pierwotne utkanie raka plaskonablonkowego krtani, prawidiows
blone $luzowa nagtosni oraz przerzuty raka plaskonablonkowego krtani w wezlach chionnych.

Z wyselekcjonowanego materiatu tkankowego pochodzacego odpowiednio: z wycinkow tkankowych
zawierajgcych reprezentatywne utkanie guza (min. 80% utkania guza), wycinkow tkankowych
zawierajgcych prawidlowg blong Sluzowg (granica cigeia; min. 3 em od utkania guza, stanowigey
material kontrolny), wycinkéw tkankowych zawierajgcych przerzuty SCC w wezlach chlonnych,
utworzono bloczki mikromacierzy tkankowych (ang. tissue microarray, TMA). Na bloczkach
parafinowych w postaci mikromacierzy tkankowych przeprowadzono reakcje immunohistochemiczne
majace na celu ocene lokalizacji i pozioméw ekspresji biatek: pl6Inkda, SDF1-L, CXCR4, CXCR7,
HSP27, HSP60, HSP70, HSP9OL, HSP90B, NF-kB. Nastepnie, sposréd przypadkoéw pl6Inkda(+)
przeprowadzono reakcje PCR, w celu oceny statusu DNA HPV.

Ocene powierzchni oraz intensywnosci dodatnio wyznakowanych komorek dla bialek SDFI-L,
CXCR4, CXCR7, HSPs, NF-kB przeprowadzono za pomocg zautomatyzowanych metod
morfometrycznych z wykorzystaniem narzedzia graficznego Imagel wersja 1.46a. Ekspresj¢ bialka
pl6lnkda okreslono za pomoca dwu-stopniowej skali) 0 — brak ckspresji, 1 — ekspresja dodatnia
(odezyn obejmujacy >70% komorek dodatnio wyznakowanych, ekspresja bialka jadrowo-

cytoplazmatyczna) [30]. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona z wykorzystaniem programu
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Statistica 13.0 (StatSoft). Ponadto przeprowadzono hierarchiczng analiz¢ skupien wykorzystujac

oprogramowanie R3.5.0 z pakietem EA-quintiles (www.r-project.org), kidra jest matematycznym

algorytmem umozliwiajgcym grupowanie obiektéw wg hierarchii klasyfikacji. Analiza polega na
przeprowadzeniu podzialow, rozpoczynajagc od analizy pojedynczego obiektu jako odregbnego
skupienia, tworzae tzw. macierz, w ktorej wszystkie analizowane obiekty nalezy do jednego skupienia.
Wyniki te zobrazowane sg w postaci macierzy, z wykorzystanie tzw. mapy ciepla (ang. heat map)

wraz z dendrogramem.

Omowienie uzyskanych wynikéw badan

W przeprowadzonym badaniu DNA HPV stwierdzono w 1,1% analizowanych przypadkow.
W 3 przypadkach stwierdzono DNA HPV16, a w 1 przypadku DNA HPV18. Analiza odczynow
immunohistochemicznych bialka pl6lnkd4a wykazala dodatnig, rozlana, cytoplazmatyczno-jadrowa
ekspresje biatka pl6Inkda w 20% przypadkow pierwotnego utkania LSCC, w 16% przypadkow
w prawidtowej blony $luzowej oraz w 7% przypadkow przerzutow w wezlach chionnych. Analiza
wykazala liczne korelacje ekspresji oznaczanych bialek (SDFI1-L/CXCR, HSPs, NF-kB) wzgledem
wzajemnych szlakéw sygnatowych, a takze wzgledem stopnia zajgeia wezlow chlonnych. W wyniku
przeprowadzonych analiz wyodrgbniono odmienne profile biatkowe wsréd pacjentow z LSCC pod
wzgledem statusu biatka pl6lnkda. Wykazano istownie wyzsze wartosci ekspresji biatka SDFI-L,
CXCR7 oraz CXCR4 w grupie pl6Inkda(-) co wskazuje na aktywacje¢ zarowno klasycznego jak
i alternatywnego szlaku dla liganda SDF1-L w grupie pl6Ink4a(-). Natomiast w grupie p16Inkda(+)
wykazano istotnie wyzsze wartosci ekspresji receptora SDF1-L i CXCR4, sugerujgc w tym przypadku
aktywacje jedynie klasycznego szlaku aktywacji liganda. Szczegélowa analiza zmian poziomow
ekspresji biatek szoku cieplnego i analiza skupien wyszczegolnita bialka HSP60, HSP70 oraz
HSP9OB, jako czynnikéw réznicujagcych w obu analizowanych grupach. Wykazano istotne
statystycznie réznice w ekspresji bialek HSP60, HSP70, HSP90B grupie p16Ink4a(-) pomigdzy grupa
pacjentow bez przerzutdw do weztow chlonnych i z przerzutami do weziéw chlonnych. Ponadto
w grupie pl6Ink4a(+) wykazano réznice istotne statystycznie w poziomach ekspresji bialka HSP27
i HSP90L. Stwierdzono istotny wazrost ekspresji czynnika transkrypeyjnego NF-xkB w grupie
pl6lnkda(-) w poréwnaniu z grupa pl6Inkda(+) sugerujac, iz do aktywacji czynnika transkrypcyjnego
NF-xB dochodzi w grupie pl6Ink4a(-).

Analiza skupieti wyodrebnita specyficzne profile biatkowe charakteryzujgce okreslone grupy badane.
Po raz pierwszy wykazano, ze zmiana profilu ekspresji receptorow CXCR4 i CXCR?7, oraz bialek
HSP70, HSP9OL i HSP90B roznicuje pacjentdw z LSCC pod wzglgdem obecnosci przerzutdéw
w wezlach chionnych pomiedzy grupami p16Ink4a(+) oraz pl6Inkda(-). Szczegélowa analiza skupien
w grupie pl6lnkda(+) CaNO wykazala istotny wzrost ekspresji receptora CXCR4, korelujacy
synergistyczny spadek ekspresji receptora CXCR7 i czynnika transkrypeyjnego NF-xB. Natomiast
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w grupie pl6lnk4a(-), stwierdzono istotny wazrost ekspresji receptora CXCR7, czynnika SDFI-L oraz
czynnika transkrypcyjnego NF-xB. Dalsza analiza profilow ckspresji bialek przedstawiona
na podstawie dendrogramu wyszczegolnila osobna grupg korelujacych ze soba bialek szoku cieplnego:
HSP90OL, HSP70 oraz HSP90B. Analiza skupien wykazala znaczacy stopief wspoldziatania tych
biatek w grupie pl6lnkda(-), jednoczesnie wskazujgc na grupe przypadkéw z zaawansowanym

stopniem zajecia weziow chlonnych.

Podsumowanie

Regulacja aktywnosei poszezegdlnych czynnikéw w szlakach sygnalowych jest bardzo zlozona
i opiera si¢ na skomplikowane] sieci =zaleznosci pomigdzy komoérkami guza, macierza
zewnatrzkomorkowa i towarzyszacymi im komérkami prawidtowymi, Wzajemne interakcje pomigdzy
szlakiem czynnika SDF1-L i jego specyficznymi receptorami (CXCR) oraz bialkami szoku cieplnego
i czynnikami transkrypcyjnymi, sa kluczowymi elementami w procesic tworzenia przerzutow w raku
plaskonablonkowym krtani. Znajomo$¢ zmian w poziomach ekspresji oraz wzajemne korelacje
w ekspresji oznaczanych parametréw mogg stanowi¢ podstawg do opracowywania nowych metod
diagnostycznych i strategii terapeutycznych, zwlaszcza wérod pacjentow z rozpoznaniem LSCC bez
przerzutow do weztoéw chlonnych (N0). W niniejszej pracy przebadano zmiany profili ekspresji biatek
w celu wyselekcjonowania potencjalnych markeréw uczestniczacych w  zdolnosci komorek
nowotworowych do tworzenia przerzutéw w LSCC. Analizy przeprowadzone w wyniku realizacji
ninigjszej pracy umozliwily przedstawienie zmodyfikowanego schematu klasyfikacji pacjentow
z LSCC oraz teoretycznego schematu oddzialywania bialek w szlaku progresji LSCC wobec statusu
biatka pl6lnk4a. Ponadto stworzenie hipotetycznego, na podstawie wlasciwosci i mechanizmow
biologicznych oznaczanych biafek, schematu potencjalnych celow terapeutycznych w rdznych etapach
progresji wérod pacjentow z LSCC. Schemat klasyfikacji LSCC powstal w oparciu o analizy
statystyczne przeprowadzone wzgledem statusu ekspresji biatka pl6lnk4a oraz wynikoéw analizy
skupien. W niniejszym schemacie klasyfikacji uwzglgdniono, iz nowotwory obszaru glowy i szyi dla
celow terapeutycznych, obecnie sa klasyfikowane pod wzglgdem obecnosci infekeji wirusami HPV,
ale takze uwzgledniajgc nadekspresje bialka pl6Inkda jako istotnego parametru rokowniczego.
Pacjenci HNSCC =z zakazeniem HPV i bez, klasyfikowani sa do grup charakteryzujacych
sic odmiennym profilem ekspresji zmian na podlozu molekularnym i biologicznym. Pomimo,
iz w przypadku LSCC, przypadki z zakazeniem HPV stanowig niewielki odsetek chorych (1-5%, dane
w oparciu o wyniki wlasne oraz dane pismiennictwa), ze wzgledu na implikacje kliniczne, wskazane
jest wyodrebnienie tej grupy pacjentow w procesie diagnostycznym [12, 13, 14]. Jednak istotnym
elementem, ktory moze wskaza¢ na nowe strategie diagnostyczne i klasyfikacj¢ pacjentow, jest status

ckspresji biatka pl6lnkda w LSCC. Poniewaz wskazano, iz wzrost ekspresji biatka pl6Inkda jest
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wyktadnikiem dobrego rokowania oraz lepszej odpowiedzi na leczenie, takze wérdd pacjentow HPV-
ujemnych [15, 16, 17]. Deregulacje zachodzace w szlakach sygnalowych i dokladna charakterystyka
sktadowych szlakoéw, w ktorych uczestniczy pl6lnk4a (pl6Inkda-cyklinaD1-CDK4-RB  oraz
pl6lnk4a-cyklinaD1-CDK6-RB) powinny stanowi¢ glowny punkt odniesienia dla Zzrozumienia
kluczowych mechanizméw molekularnych i etapéw progresji nowotworowej w LSCC. W wyniku
analizy badafi przeprowadzonych w niniejszym opracowaniu, udowodniono, 7e ekspresja biatka
pl6Inkda nie moze by¢ w prosty sposob traktowana jako badanie potwierdzajace zakazenie HPV, ale
moze stanowié istotny element réznicujgey pacjentéw z LSCC. W oparciu o przeprowadzone analizy
statystyczne oraz hierarchiczng analizg skupien, stwierdzono i opracowano odmienne profile ekspresji

biatek (szlaku SDF1-L/CXCR, HSP, NF-kB) uwzgledniajac status ekspresji p16Inkda w LSCC.

Pomimo, iz w komérkach nowotworowych bardzo czgsto stwierdza si¢ podwyzszong ekspresje
liganda SDF1-L, do nasilenia sygnalizacji szlakéw wewnatrzkomorkowych dochodzi w momencie
wigzania liganda z odpowiednim receptorem, stanowigcych kluczowy etap w mechanizmie tworzenia
przerzutow w LSCC. Wyniki niniejszej pracy wykazaly silny zwigzek mechanizmow klasycznego
i alternatywnego aktywacji szlaku SDFI-L/CXCR wzglgdem stopnia zajecia wezléw chionnych
w LSCC. Po raz pierwszy wykazano wyrazne réznice w ckspresji bialek w szlaku SDF1-L/CXCR
w grupie pl6Ink4a(-) oraz pl6Inkda(+). Wskazano, iz w grupie p16Ink4a(+) dochodzi do aktywacji
receptora CXCR4, zatem drogi klasycznej szlaku SDF1-L sugerujac sig, iz moze stanowi¢ istotny cel
terapeutyczny wérod pacjentéw z rozpoznaniem LSCC bez przerzutéw do weztow chtonnych.
Natomiast w przypadku pacjentéw plélnkda(-) tworzenie przerzutébw do wezlow chlonnych
uwarunkowane jest synergistycznym dzialaniem szlaku klasyeznego przez CXCR4 1 alternatywnego
przez CXCR7. Zidentyfikowanym nowym czynnikiem pod wzglgdem strategii terapeutycznych
w LSCC moze by¢ receptor CXCR?7, ktorego ekspresja i udzial w aktywacji SDF1-L, ujawnila sig
w grupie pacjentow pl6inkda(-). Potwierdza to teorig, ze komorki nowotworowe zdolne sa do
aktywacji alternatywnych mechanizmow aktywacji szlakéw przekazywania sygnatow, wzmagajac
swoj potencjal metastatyczny. W badaniach wykazano, ze CXCR7 stanowi negatywy parametr
rokowniczy, a takze moze stanowi¢ istotny dodatkowy cel terapeutyczny z zastosowaniem
specyficznych inhibitoréw tego receptora, we wezesnych, ale takze poznych etapach progresji
nowotworowej (wérdd pacjentdw z rozpoznaniem bez przerzutdw do wezldow chlonnych
i z przerzutami do weziow chlonnych) [31, 32, 33], co rowniez zostalo potwierdzone w niniejszej
pracy. Podkreslono takze, ze potencjalne zablokowanie $ciezki sygnalowej odbywa si¢ dopiero
w momencie addytywnego blokowania obu swoistych receptoréw, warunkujge uzyskanie
oczekiwanych efektdow w postaci znacznego ograniczenia wzrostu komorek nowotworowych [31, 32,
33). Uzyskane wyniki potwierdzily t¢ tezg, wskazujac iz w grupie LSCC pl6Ink4a(-) komorki

nowotworowe zdolne sg do aktywacji SDFI-L za pomocg obu szlakow sygnalizacyjnych CXCR4-
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CXCR7, ktére moga by¢ istotnym elementem w opracowaniu skuteczniejszych metod

terapeutycznych.

W badaniach wykazano, ze wieloczynnikowosé procesu nowotworzenia skiania do wykorzystania
strategii wykorzystania bialek szoku cieplnego, co w polgczeniu z podaniem cytostatykow i/lub
radioterapia moze si¢ przyczyni¢ do zmniejszenia dawek lekéw i promieniowania koniecznych
do wywolania $§mierci komdrkowej [34]. Strategia wplywu na komérki nowotworowe uwzgledniajgca
plejotropowa aktywnos$¢ bialek szoku cieplnego, wskazuje, iz mogg one stanowi¢ istotny parametr
prognostyczny, ale takze istotny cel terapeutyczny [34]. Ocena zmian w poziomach ekspresji biatek
HSP wykazala, ze HSP mogg by¢ uzytecznymi biomarkerami procesu progresji nowotworowej oraz
stopnia zroznicowania i agresywnosci komorek nowotworowych [34, 35]. W niniejszej pracy
wykazano, ze ekspresja bialek HSP60, HSP70, HSP90 roznicuje pacjentow w grupach pl6lnk4a(-)
oraz pl6lnkda(+) pod wzglegdem stopnia zajgcia wezlow chlonnych. Sugerujac, iz inhibitory tych
bialek mogg stanowi¢ istotne elementy w opracowaniu nowych strategii terapeutycznych. HSP
stanowig istotne czynniki wzmagajgce wrazliwo$é komorek nowotworowych na radioterapi¢ [36].
Badania na liniach komorkowych potwierdzaly, Ze ekspresja HSP90 byla istotnie wyzsza
w przypadkach pl6-ujemnym poréwnaniu z pl6-dodatnimi HNSCC, a zastosowanie ganetespib’u
zwickszalo cytotoksyczno$é i indukowalo apoptozg komorek nowotworowych p16-ujemnych bardzie;
niz pl6-dodatnich [35]. Ponadto w badaniach in vitro ganetespib w polgczeniu z cisplatyng
i radioterapig wzmagal efekt cytotoksyczny. Poniewaz ekspresja HSP90 jest wyzsza w komorkach
pl6-ujemnych, uzasadniona jest dalsza ocena aktywnosci klinicznej inhibitorow HSP90 w rakach
ptaskonablonkowych obszaru glowy i szyi. Najnowsze badania podkreslajg znaczenie ekspresji bialek
szoku cieplnego, zwlaszcza HSP90 w opracowaniu skutecznych terapii [37, 38]. Wskazujac, iz ocena
zmian poziomow ich ekspresji i znajomos¢ interakcji w szlakach przekazywania sygnaléw daje
mozliwos¢ regulacji ich funkcji poprzez zdolno$¢ do zahamowania aktywnosci [38]. Jednym
z gléwnych celow badan, jest poszukiwanie grupy bialek zwigzanych z procesem tworzenia
przerzutdw w LSCC, zwlaszcza ocena ich diagnostycznej warto$ci przy zastosowaniu rutynowych
procedur diagnostycznych. Kolejne badania podkreslaja takze wplyw ekspresji HSP na aktywacje
NF-kB, ktora jest niezbedna w leczeniu wielu choréb i konstrukeji efektywnych terapii
adiuwantowych [39, 40]. Wyniki niniejszych badari potwierdzity korelacj¢ biatek szoku cieplnego
z czynnikiem NF-kB na roznych etapach progresji LSCC (wsrdd pacjentéw z rozpoznaniem bez
przerzutow do wezldw chlonnych i z przerzutami do wezléw chlonnych). W wielu badaniach
wykazano zwigzek szlakow NF-kB i HSP z opornoscig na napromienianie, ponadto wykazano
wieksza wrazliwo$¢ na dzialanie radioterapii po zahamowaniu tych szlakéw [28, 40]. Analiza profilow
ekspresji biatek uzyskana w wyniku realizacji niniejszej, wyszczegdlnita osobng grupe korelujgcych
ze sobg bialek szoku cieplnego: HSP9OL, HSP70 oraz HSP90B oraz wykazala znaczacy stopien
wspdldziatania tych bialek w grupie pl6lnkda(-), jednocze$nie wskazujge na grupe przypadkow
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z zaawansowanym stopniem zajecia wezléw chlonnych. Wyniki te udowadniajg udziat tych biatek
w pozniejszych etapach progresji nowotworowej oraz wskazujag na potencjalne czynniki
w zahamowaniu progresji nowotworowej w LSCC. Kolejna analiza zmian profilu ekspresji biatek
wyszezegblnita grupe przerzutow w wezlach chlonnych (N+), gdzie stwierdzono wzrost ekspresji
biatek HSP60, SDF |-L oraz NF-kB, co sugeruje odmienny profil zmian molekularnych w przerzutach,
w poréwnaniu z pierwotnym utkaniem guza. Zatem potwierdzona wieloczynnikowos¢ procesu
nowotworzenia sklania do wykorzystania polgczonych elementéow w tworzeniu strategii
terapeutycznych. Wyniki niniejszych badan wskazujg na koniecznosé prowadzenia dalszych badan

obejmujacych swoim obszarem regulacje obu tych szlakéw pod katem skutecznych kierunku terapii.

Ocena poszcezegdlnych skladowych szlakow sygnatowych, écisle powigzanych z okreslonymi fazami
tworzenia przerzutow, moze dostarczyé pelniejszych informacji o mechanizmie nowotworzenia oraz
podwyzszy¢ wrazliwosci komorek nowotworowych na oddzialywanie stosowanych czynnikdw

terapeutycznych.

. Wyodrebnienie grup pacjentow pl6lnkda(-) oraz pl6lnkda(+) moze stanowi¢ jeden
z podstawowych etapow rutynowej diagnostyki wskazujac, iz wyselekcjonowane grupy pacjentow
LSCC plé6lnkda(-) oraz LSCC plé6lnk4a(+), charakteryzujg si¢ odmienng ekspresjg bialek
w analizowanych szlakach sygnalizacyjnych. Poziom ekspresji biatka pl6lnk4a moze by¢
rutynowo wykorzystywanym narzgdziem diagnostycznym réznicujagcym pacjentéw z LSCC.
Moze stanowic¢ podstawe do zmiany klinicznej interpretacji nadekspresji biatka p16Ink4a w LSCC
oraz analizujac biologiczne aspekty punktem wyjscia do nowej klasyfikacji pacjentow z LSCC

oraz wyboru odpowiedniej terapii.

2. Wazrost poziomow ekspresji oraz korelacje ekspresji bialek szlaku SDFI/CXCR4-CXCR7,
odgrywaja znaczaca rolg w procesie tworzenia przerzutow w  przypadku rakow
ptaskonabtonkowych krtani. Zmiany poziomow ekspresji receptorow chemokinowych CXCR4
oraz CXCR7, wykazuja znaczgcy stopien zréznicowania pomigdzy grupami LSCC pl6Inkda(-)
oraz LSCC pl6Ink4a(+). Istotny wzrost ekspresji receptorow chemokinowych CXCR4 i CXCR7
moga potwierdzaé¢ ich funkcje stymulujgce w progresji komorek nowotworowych w LSCC,
a hipotetyczne zastosowanie inhibitorow tych receptorow moze w znaczacy sposob zahamowac

progresje nowotworowa w LSCC.

3. Profil pacjentow LSCC plé6lnkda(-) jest scisle zwigzany =z aktywacja klasycznego
i alternatywnego szlaku sygnalizacji poprzez ligand SDF1-L. Tworzenie przerzutow u pacjentow
pl6lnkda(-) uwarunkowane jest synergistycznym dziataniem szlaku klasycznego przez receptor

CXCR4 i alternatywnego przez receptor CXCR7. Sugerujgc, iz komérki nowotworowe LSCC
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10.

wzmagaja swoj potencjal metastatyczny poprzez zdolnosé do aktywacji alternatywnych
mechanizméw aktywacji szlakow (np. poprzez wzrost ekspresji receptora CXCR7) przekazywania

sygnalow.

Ekspresja bialek HSP60, HSP70, HSP90 istotnie roznicuje pacjentéw w grupach LSCC
pl6Inkda(-) oraz pl6lnkda(+), wskazujac na ich udzial w procesie progresji nowotworowej
w LSCC. Wysokie poziomy HSP60, HSP9OL i HSP9OB wzglgdem stopnia zajecia wezidw
chlonnych, sugeruja, iz inhibitory tych bialek moga stanowi¢ istotne elementy w opracowaniu
nowych strategii terapeutycznych zwlaszeza w grupie LSCC pl6lnkda(-). Zatem znajomos¢
wzajemnych interakcji pomigdzy oznaczanymi biatkami szoku cieplnego daje mozliwos¢ kontroli
poziomdw ich ckspresji sugerujac, iz zmiany w poziomach ekspresji biatek HSP mogg by¢

uzytecznymi biomarkerami procesu progresji nowotworowej.

Izoformy bialka HSP90, odpowiednio HSP9OL i HSP90B, wykazuja znaczacy stopief
zroznicowania i wskazujg na ich udzial w procesie tworzenia przerzutdw wéréd pacjentéw LSCC

pl6Ink4a(-) oraz pl6Ink4da(+).

Korelacja ekspresji bialek szoku cieplnego HSP27, HSP60, HSP70 oraz czynnika NF-«xB
w istotny sposob charakteryzuja odmienny profil biatkowy dla przerzutéw SCC w wezlach

chlonnych.

Charakterystyka ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-kB na poziomie bialka wykazala,
ze immunohistochemiczna ocena ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-kB, moze byc
protcomicznym biomarkerem ryzyka rozwoju przerzutow w LSCC w grupie pl6lnk4a(-).
Wykazanie ekspresji czasteczek docelowych jako biomarkerow zwigzanych ze zdolnodcig
do tworzenia przerzutow przez komorki LSCC czyni je potencjalnie przydatnymi w selekcji

i monitorowaniu odpowiedzi na terapig.

Niski odsetek przypadkéw DNA HPV-dodatnich w LSCC (1,1%), potwierdza, iz w ctiologii raka

plaskonablonkowego krtani, pacjenci HPV-dodatni stanowig niewielki odsetek przypadkow.

Wysoki odsetek przypadkéw LSCC charakteryzujacych si¢ wzrostem ekspresji biatka pl6Ink4a,
tzw. pl6Inkda(+), w przypadkach HPV-ujemnych (19%), sugeruja, iz w przypadku LSCC wzrost
ekspresji bialka pl6Ink4a niec moze by¢ stosowany jako jednoznaczny marker infekcji wirusem
brodawczaka ludzkiego. Rola i udzial infekcji wirusow brodawczaka ludzkiego w krtani jest
bardziej ztozona niz w ustnej czeéci gardta, a ekspresja pl6Inkda moze w wigkszosci przypadkow

nie odzwierciedla¢ nowotwordow wywolywanych przez wirusa brodawezaka ludzkiego.

Wzrost ekspresji bialka pl6Inkda w LSCC moze przebiega¢ w oparciu o inny mechanizm niz
zwigzany z infekcjg wirusem HPV, wskazujgc na zréznicowane mechanizmy molekularne

zachodzgce w przebiegu LSCC.
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W odniesieniu do wlasciwosei biologicznych oznaczanych parametréw bialkowych, istotnym
wykladnikiem w doborze adjuwantowej terapii w LSCC moze stanowi¢ korelacja ckspresji biatek
szlaku SDF1-L/CXCR, biafek szoku cieplnego oraz czynnika NF-kB na roznych etapach progresji
LSCC (zwlaszcza wérod pacjentdw z rozpoznaniem bez przerzutow do weztéw chionnych
i z przerzutami do weztow chlonnych, oraz ekspresji tego biatka w SCC w weztach chlonnych).
Potwierdzone wysokie poziomy ekspresji tych bialek mogg sugerowaé zwigzek biatek tych
szlakow z opornodcig na napromienianie, a zahamowanie tych szlakéw moze doprowadzi¢

do zwiekszenia wrazliwosci na dzialanie radioterapii.
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5. Omoéwienie pozostalych osiggnicé naukowo — badawezych
5.1. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza

Jestem autorka/wspélautorka 180 prac naukowych o lacznej wartosci wspdlezynnika
Impact Factor 112.359 oraz liczbg punktéw MNiSW 1315.000. Zbiorczy wykaz publikacji, ocena
dorobku naukowego oraz analiza bibliometryczna publikacji znajdujg si¢ w zalaczniku nr 4 i 5

whniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.

W 2008 roku ukoniczylam studia na kierunku analityka medyczna na Wydziale Farmaceutycznym
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu. Prace magisterskg pt. Bialko CRP jako marker aktywnosci choroby u pacjentéw z
reumatoidalnym zapaleniem stawéw” wykonatam w Katedrze i Zakladzie Diagnostyki Laboratoryjne;
pod kierownictwem pani dr n. med. Magdaleny Kuligowskiej-Prusinskiej, ktérg obronitam w lipcu
2008 roku. Od listopada 2008 roku zostalam zatrudniona w Katedrze i Zakladzie Patomorfologii

Klinicznej CM UMK w Bydgoszczy na stanowisku asystenta.

Pierwszym kierunkiem prowadzonych przez mnie badan byla charakterystyka biologii nowotworzenia
w  roznych typach nowotwordw zlodliwych, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem  rakow
plaskonablonkowych krtani. SzczegOlna uwage zwrdcilam na oceng zmian i interakcji zachodzacych
pomiedzy nowotworem a podscieliskiem. Ponadto, zwrocitam szczegOlng uwage na interakcje
zachodzace pomigdzy komérkami nowotworowymi a otaczajacym je mikrosrodowiskiem, tzw. tumor
host-intereactions (interakcja guz-gospodarz). W swoich badaniach zwracatam szczegdlng uwage na
ocene poziom ekspresji oznaczanych parametrow biatkowych w podscielisku nowotworu, ktore w
$wietle najnowszych badan stanowi tzw. nisze umozliwiajacg progresj¢ nowotworows (Bodnar M. i
wsp. Przegl. Lek.: 2009: 66, s. 598- 602, Bodnar M. i wsp. Przegl. Lek. 2010: 67, s. 850-854.).
Jednym z gléwnych nurtéw moich zainteresowari stanowita ocena zmian poziomow ekspresji
metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomorkowej (ang. matrix metalloproteinases, MMPs), jako
istotnych czynnikéw zwigzanych z przebudowa podscieliska nowotworu. Podstawowym etapem tych
badan stanowila analiza szlakow sygnalizacyjnych warunkujacych stymulacj¢ lub zahamowanie
ekspresji metaloproteinaz, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem metaloproteinazy 2 (MMP2) oraz
metaloproteinazy 9 (MMP9). Na realizacje powyzszych badan otrzymatam grant promotorski pt.:
Szlaki ekspresji metaloproteinaz w procesie przebudowy podscieliska nowotworéw w. raku
plaskonablonkowym krtani. Nr projektu N N401 020640, Narodowe Centrum Nauki. W wyniku
realizacji tych badan wykazatam, iz enzymy proteolityczne (MMP2) oraz ich aktywatory i inhibitory
(MT1-MMP, MT2-MMP, TIMP3) charakteryzuja si¢ istotnym wzrostem ekspresji zardwno w

komérkach nowotworowych i w podscielisku nowotworu. Uzyskane przeze mnie wyniki badan,
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potwierdzily znaczenie tych enzymdw jako czynnikow, ktérych poziomy ekspresji w znaczgey sposob
réznicuja pacjentow z LSCC, wskazujac ich rolg jako potencjalnych czynnikéw prognostycznych w
LSCC. Ponadto zastosowane podczas realizacji niniejszych badan analizy statystyczne z
zastosowaniem drzew klasyfikacyjnych, umozliwily czytelne graficznie przedstawienie zaleznosci w
ekspresji oznaczanych bialek wérod pacjentéw chrakteryzujacych sie réznym stopniem zajecia
wezléw chlonnych. Wykazatam, iz na kazdym etapie tworzenia przerzutéw nastgpuje aktywacja
okre$lonych metaloproteinaz (MMP2, MMP9, MT-MMP1-2, TIMP1-3) wspomagajacych ten proces.
Uzyskane przeze mnie wyniki badan potwierdzily tzw. “mikrosrodowiskowy model inwazji
nowotworu” w LSCC. Ponadto zwrécitam szczegdlna uwage na plejotropowa aktywnos¢ tkankowych
inhibitoréw metaloproteinaz w LSCC, ktére w roznych warunkach wykazujg zdolnos¢ do aktywacji

lub zahamowania pozioméw ekspresji odpowiadajgcych im MMP.

Podsumowaniem tego okresu badan byla rozprawa doktorska zatytulowana ,.Ocena ekspresji
wybranych czynnikéw procesu nowotworowego w modelu raka plaskonablonkowego krtani”, ktorej
promotorem byl pan Prof. dr hab. n. med. Andrzej Marszatek, na podstawie ktorej uchwala Rady
Wydzialu Lekarskiego, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu, uzyskatam stopiefi doktora nauk medycznych w zakresie biologii
medycznej. Ponadto wyniki uzyskane w wyniku realizacji badan zostaty opublikowane w pracach
naukowych: Bodnar M. i wsp. Przegl. Lek. 2011: 68, s. 678-683; Bodnar M. i wsp. J. Oral Pathol.
Med. 2013: 42, s. 267-274; Bodnar M. wsp. J. Oral Pathol. Med. 2015: 44, s. 437-443; Burduk*P.
Bodnar*M. i wsp. Head Neck-J. Sci. Spec. 2015: 37, s. 418-422 oraz byly prezentowane podczas
licznych krajowych i zagranicznych konferencji, publikowane w materialach zjazdowych (wykaz w

zatgczniku nr 4).

Moje zainteresowanie rolg metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomorkowej objely takze inne
dziedziny m.in. z zakresu medycyny regeneracyjnej. W ramach wspolpracy z Katedrg Urologii,
Zakltadem Medycyny Regeneracyjnegj CM UMK wskazalismy na rolg metaloproteinaz (MMP2) w
transdyferencjacji mezenchymalnych komorek macierzystych szpiku kostnego w komérki podobne do
wysepek oraz ich role w przebudowie $ciany pecherza moczowego po wykonaniu rekonstrukcji.
Wyniki tych badan zostaly opublikowane w publikacjach: Pokrywczynska M., Jundzilt A., Bodnar
M., i wsp. Eur. Urol. Suppl. 2010: 9, s. 632; Pokryweczyfiska M., ..., Bodnar, M. i wsp. Arch.
Immunol. Ther. Exp. 2015: 63, s. 377-384) oraz przedstawione podczas licznych kongreséw

naukowych (szczegolowy wykaz w zalaczniku nr 4).

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych moje gléwne zainteresowania i tematyka badawcza
dotyczyly biologii nowotworzenia nowotwordw obszaru glowy i szyi, ale takze innych nowotworow

ztodliwych. Jednakze glowng uwage zwrécitam na  poszukiwanie swoistych markerow
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diagnostycznych, bgdacych wykladnikami procesu transformacji i progresji nowotworowej. Jednym z
etapdw badafi byla ocena nasilenia procesu neoangiogenezy poprzez oceng Sredniej gestosc
mikrounaczynienia wyrazong zmianami poziomow ekspresji biatka CD105 (MVD/CD105) w utkaniu
raka plaskonablonkowego krtani (SCC). W wyniki przeprowadzonych analiz wykazano, iz
glikoproteina CD105 moze stanowié istotny parametr begdacym wyktadnikiem nowo powstatych
naczyn w LSCC a ocena poziomow ekspresji CD105 moze stanowi¢ wazny element prognostyczny
podczas diagnostyki LSCC (Bodnar M. i wsp. Przegl. Lek. 2012: 69, 5. 726-730). Ponadto w wyniku
realizacji tego projektu kolejnym zagadnieniem, ktorc zostalo przeze mnic poruszone, byla
standaryzacja immunohistochemicznej oceny ekspresji oznaczanych bialek. Pomimo, iz w diagnostyce
patomorfologicznej rutynowo wykorzystywana jest skala wg Remmele-Stegner oraz jej modyfikacje,
posiada ona wicle ograniczen. Dlatego podczas realizacji kolejnych projektow badawczych z
zastosowaniem oznaczen immunohistochemicznych, wykorzystana zostala zautomatyzowana analiza
morfometryczna, ktora opierala si¢ na opracowaniu przez nasz zespdl badawezy autorskich
algorytméw wykorzystujac program graficzny (Imagel). Zastosowany sposob oceny ekspresji
oznaczanych bialek jest aktualnie rutynowo wykorzystywany podczas realizacji licznych projektow, a
wyniki badain immunohistochemicznych ocenionych morfometrycznie zostaly opublikowane w
licznych pracach naszego zespolu: (Bodnar M. i wsp. Przegl. Lek. 2012: 69, s. 726-730; Bodnar M. i
wsp. Adv. Med. Sci. 2014: 59, s. 206-212; Szylberg L., Bodnar M. i wsp. Arch. Immunol. Ther. Exp.
2018: 66, 6, s. 463-470; Bednarek K., ..., Bodnar M., i wsp. Tumor Biol. 2016: 37, s. 11115-11126)

oraz licznych doniesieniach zjazdowych (szczegélowy wykaz w zalgczniku nr 4).

Nastepnym etapem badai byla ocena poziomu ekspresji bialek uczestniczacych w  szlaku
sygnalizacyjnym PI3K/AKT/mTOR, szlaku posredniczacego w regulacji metabolizmu, wzrostu i
proliferacji komorek nowotworowych oraz regulacji angiogenezy. Kolejne uzyskane przeze mnie
wyniki badaf wykazaly réznicujace wartosci poziomdw ekspresji biatka p27 jako czynnika
roznicujacego i prognostycznego u pacjentow z rakiem plaskonablonkowym krtani. Na realizacje
powyzszych badan cyklicznie uzyskiwalam finansowanie jako Laureat Grantéw dla Miodych
Naukowecow Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy, UMK w Toruniu (MN-
7/WL/2011, MN-6/WL/2012, MN-2/WL/ 2013, MN-10/WL/2014). Ponadto za pracg pt.: ,,Ocena
gestosei mikrounaczynienia (MVD) w raku plaskonablonkowym krtani” Bodnar M. i wsp.
otrzymatam Pierwsza Nagrod¢ dla Mlodych Naukowcéw za najlepsza pracg podczas XIII
Ogolnopolskiej Konferencji Naukowo-Szkoleniowej TYTON A ZDROWIE "Palenic tytoniu w
kontekscie wspolistniejgeych uzaleznien" 7-9 listopada 2012 roku.

Istotng czesciag mojej aktywnosei naukowej byta od 2011 roku wspolpraca z Zespolem Naukowedw z
Zaktadu Genetyki Nowotwordw Instytutu Genetyki Czlowicka, Polskicj Akademii Nauk oraz Katedrg
i Klinika Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej, Wydziatu I Lekarskiego, UMP w Poznaniu.

W ramach niniejszej wspdlpracy prowadzone sa badania dotyczace identyfikacji zmian w obrgbie
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genomu i epigenomu, ktére warunkujg rozwdj nowotworow z wykorzystaniem technik z zakresu
biologii molekularnej i cytogenetyki, uzupetnionych o analizy funkcjonalne oraz oceng poziomu
ekspresji biatek. Ponadto w listopadzie 2013 roku odbylam staz naukowy w Zakladzie Genetyki
Nowotwordw, Instytutu  Genetyki Czlowieka Polskiej Akademii Nauk, prowadzac badania
molekularne dotyczace oceny biologii nowotworzenia w nowotworach obszaru glowy i szyi. Nalezy
takze nadmienié, iz od grudnia 2015 roku jestem zatrudniona na stanowisku specjalisty inzynieryjno-
technicznego w Katedrze i Klinice Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej, Wydziatu I
Lekarskicgo, UMP w Poznaniu, pod kierownictwem pani Profesor dr hab. Malgorzaty Wicrzbickic;.
Wspdlpraca z osrodkami naukowymi z Poznania zaowocowala szerokim zakresem prowadzonych
badan dotyczacych biologii nowotworzenia nowotwordw obszaru glowy i szyi oraz chloniakéw
Hodgkina, W ramach powyzszej wspélpracy na uwage zasluguja przeprowadzone badania
proteomiczne na liniach komorkowych raka plaskonablonkowego krtani, a nastgpnie na materiale
tkankowym LSCC, ktére mialy na celu oceng zmian ekspresji bialek w procesie progresji w LSCC,
Przeprowadzona analiza proteomiczna umozliwita identyfikacje 122 bialek, a sposrod nich siedmiu
bialek wykazujacych istotne réznice w LSCC, odpowiednio: annexyng [l (ANXA3), annexyng V
(ANXAS), calreticuling (CALR), bialko szoku cieplnego 60 (HSP60), bialko szoku cieplnego
(HSP70), PPAL (ang. inorganic pyrophosphatasel) i PDIA3 (ang. protein disulphide isomerase3). W
wyniku prowadzonych badan wykazaliSmy, iz ocena ckspresji PPA1 w procesic inwazji
nowotworowej, moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju terapii opartej na dzialaniu przeciwinwazyjnym.
Poziom biatka PPA1 wskazuje korelacje z wystepowaniem przerzutdow w raku ptaskonablonkowym
krtani. Uhonorowaniem tego projektu byla praca: Bodnar M, i wsp. Amino Acids 2016; 48: 146976,
a wyniki uzyskane w wyniku realizacji niniejszej pracy byly przedstawiane na krajowych i
miedzynarodowych kongresach naukowych (wykaz przedstawiony w zalaczniku nr 4). Ponadto praca
ta uzyskala wyroznienie za najlepszy plakat w sekeji Head and Neck Pathology i zakwalifikowana
do prezentacji ustnej, przez Komitet Organizacyjny 3 st Int. Congress of the International Academy of
Pathology oraz European Society of Pathology podczas 31st International Congress of the
International Academy of Pathology, European Society of Pathology; w Kolonii (Niemcy), Bodnar
M., i wsp. 25-29.09.2016 r. W wyniku realizacji kolejnych projektow badawczych wykazano w
wyniku analizy mikromacierzy genomowych wykazalismy nadekspresj¢ genow: CCNA2, CCNBI,
CCNB2 i CDKI w LSCC. A dalsze analizy wskazaty, iz nadekspresja CDK/ zardwno na poziomie
mRNA jak i biatka pojawia sie na bardzo wezesnym etapie kancerogenezy w LSCC (Bednarek K., ...,
Bodnar M. i wsp. Tumor Biol. 2016: 37, s. 11115-11126). Ponadto w kolejnych badaniach
zwrocilismy szczegdlng uwage na zaburzenia wystepujace w genie FAM1074 (3p14.3), wskazujae, ze
wspolistniejaca delecja w 3p i hipermetylacja regionu promotorowego FAMI074 jest jedng z
charakterystycznych cech w LSCC, co moze sugerowac, ze gen FAMI07A4 jest obiecujgcym genem
supresorowym zaangazowanym w rozwoj LSCC (Kiwerska K., ..., Bodnar M. i wsp. Sci. Rep. 2017:

7, s. 1-11). Ponadto praca ta zostala nominowana do Nagrody International Poster Prize,
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przyznana przez Komitet Organizacyjny 2nd International Symposium on Tumor-Host
Interaction in Head and Neck Cancer and 3rd International Symposium on HPV Infection in
Head and Neck Cancer, 25-27.01.2018 r. Kiwerska K., ..., Bodnar M., i wsp. 2018). Natomiast
najnowsze badania koncentruja si¢ nad molekularng oceng zmian w chloniaku Hodgkina. W wyniku
prowadzonych analiz wykazalismy, iz ekspresja ELF1 ulega deregulacji w cHL zaréwno na poziomie
genetycznym i epigenetycznym, a zatem moze stanowi¢ nowy czynnik transkrypcyjny, ktorego spadek
ckspresji przyczynia si¢ do utraty fenotypu komoérek B przez komorki HRS (Paczkowska J., Soloch
N., Bodnar M. i wsp. Br. J. Haematol. 2019, DOI: 10.1111/bjh.15757). Podsumowujae, w wyniku
powyzszej wspolpracy bylam i jestem wykonawca projektow NCN: pt: 1) ,Wyciszanie i analiza
funkcjonalna genu CDKI w  plaskonablonkowym raku kriani” 2014-2017, nr projektu
2013/11/N/NZ2/02483; 2) Analiza ekspresji genow i bialek potencjalnie zaangazowanych w tworzenie
przerzutéw do wezléw  chlonnych w  nowotworach  krtani. 2016-2019. Nr  projektu:  UMO-
2015/17/B/NZ5/00645. Jestem autorka raz wspotautorkg licznych publikacji naukowych: Hartmann
S., ..., Bodnar M. i wsp. J. Appl. Genet. 2012: 53, 5. 167-174; Bednarek K., ..., Bodnar M. i Wsp.
Tumor Biol. 2016: 37, s. 11115-11126; Kiwerska K., ..., Bodnar M. i wsp. Sci. Rep. 2017: 7, s. 1-11;
Byzia E., Soloch N., Bodnar M. i wsp. Mol. Carcinogen. 2018: 57, s. 878-885; Paczkowska J., Soloch
N., Bodnar M. i wsp. Br. J. Haematol. 2019, DOI: 10.1111/bjh.15757) oraz doniesiefi zjazdowych
prezentowanych podczas licznych kongreséw krajowych i zagranicznych (szezegolowy wykaz w

zafaczniku nr 4).

Kolejnym kierunkiem prowadzonych przeze mnie badan byla ocena mechanizmow molekularnych i
biochemicznych, zwlaszeza ich biatkowych produktéw, kierujgcych szlakami przekazywania
sygnalow biatek szoku cieplnego oraz szlaku liganda SDF1-L/CXCR oraz ezynnika transkrypeyjnego
NF-kB warunkujacych tworzenie przerzutdéw w LSCC. Ponadto zwrécitam szczegdlng uwage na
wzrost ekspresji bialka p16Inkda, w przypadkach pacjentow LSCC HPV(-). Udzial infekeji wirusow
HPV w LSCC weigz pozostaje niejednoznaczny, liczne badania wskazuja, iz odsetek przypadkow
LSCC HPV(+) waha si¢ od 1-75%, jednakze najistotniejsza kwestig jest pomimo zwigzku z bardziej
zaawansowanym stadium wezlowym, pacjenci HPV(+) charakteryzuja si¢ lepszym rokowaniem.
Ponadto wskazujac, iz wzrost ckspresji biatka pl6Inkda wsréd pacjentow HPV(-) (np. w SCC pluc
takze wiaze si¢ z lepszym rokowaniem pacjentow). Mozliwos¢ wyselekcjonowania czynnikéw
zaangazowanych w proces tworzenia przerzutdw, a takze ocena ckspresji biatka pl6Inkda byly
kontynuacjg moich rozwazan nad biologig i mechanizmem nowotworzenia w LSCC, ktore zostaty
szezegblowo opisane w monografii. Jednym z glownych celéw pracy byla analiza wynikow
umozliwiajaca roznicowanie pacjentéw z LSCC, a nastgpnic ocena szlakow sygnalizacyjnych, w
grupach LSCC sklasyfikowanych na podstawie roznic w poziomach ekspresji pl6Ink4a. Natomiast
zainteresowanie rolg, mechanizmem dzialania oraz zmianami w poziomach ckspresji pl6lnk4a w

innych niz LSCC nowotworach zostalo takze przedstawione w publikacjach:
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Zydron R., Marszalek A., Bodnar M. i wsp. Braz. J. Otorhinolaryngol. 2018: 84, s. 338-343; Zydron
R., Bodnar M., i wsp. Nowa Audiofonol. 2017: 6, s. 113.

Od poczatku mojej pracy w celu doskonalenia warsztatu naukowego, technicznego i zawodowego
bratam udzial w licznych warsztatach, kursach szkoleniowych, majacych na celu rozwinigcie i
poszerzenie wiedzy z zakresu nowoczesnych technik histopatologicznych, zwlaszcza z zakresu
immunohistochemii, technik hybrydyzacji in situ oraz technik z zakresu biologii molekularne).
Ponadto w 2017 roku ukonczylam studia podyplomowe na kierunku Biologia Molekularna na
Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie.

Prowadzenie badan naukowych na materiale tkankowym utrwalonym w formalinie oraz
zatopionym w bloczki parafinowe, wymaga niezwykle restrykcyjnych procedur diagnostycznych, aby
zachowaé niezmieniona immunoreaktywnosé oraz strukturg kwasow nukleinowych. Jednym z etapéw
mojej pracy zarowno naukowej, jak i zawodowej, jako diagnosty laboratoryjnego, bylo opracowanie
autorskich procedur standaryzacji zabezpieczenia materialu cytologicznego do postaci bloczkow
parafinowych (tzw. cell-block’i). Znaczna utrata diagnostycznego materialu cytologicznego podczas
jego przygotowania i opracowania, a takze konieczno$¢ wykonania dodatkowych oznaczen z zakresu
immunohistochemii  lub  biologii molekularnej, sklonita mnie do poszukiwania technik
umozliwiajacych zabezpieczenie tego typu materialu, a takze podobnic jak w przypadku materiatu
histologicznego utworzenie tzw. ‘banku informacji o pacjencie” jakim jest material zabezpieczony w
postaci bloczka parafinowego. Jednoczesnie procedura tworzenia bloczkow parafinowych z materiatu
cytologicznego (cell-block) musiala byé w taki sposdb wystandaryzowana, aby moc w dalszej
kolejnodci przeprowadzié oznaczenia IHC lub np. FISH. Majgc na celu odpowiednie zabezpieczenie i
stabilizacj¢ (zachowanie immunoreaktywnosci komdrek) badanego materialu opracowalam
autorskie procedury diagnostyczne zabezpieczenia i opracowania materialu cytologicznego.
Pierwsza wystandaryzowang procedurg, bylo opracowanie procedury przygotowania bloczkéw
parafinowych zawierajgeych material cytologiczny w albuminie surowicy bydlgcej (tzw. cell-
block BSA). A nastgpnie opracowanie nowej techniki cell-blockéw w postaci enkapsulatow w
alginianie. W wyniku licznych prac wykazalam, Ze procedura enkapsulacji alginianem, umozliwila i)
zabezpieczenie materialu cytologicznego w postaci bloczka parafinowego; ii) jednorodne
rownomierne rozproszenie materialu cytologicznego na cafej powierzchni tzw. kulek alginianowych,
dzieki czemu, kazdy seryjny skrawek zawieral reprezentatywne komorki; iii) zastosowanie formaliny
umozliwito wykorzystanie rutynowo stosowanych przeciwcial przy oznaczeniach IHC, a takze sond
molekularnych przy rekacjach FISH. Technika enkapsulacji alginianem, jest aktualnie rutynowo
stosowana technika w Zakladzie Patomorfologii do zabezpieczenia materialu cytologicznego po
wykonaniu biopsji aspiracyjnej cienkoiglowej lub zabezpieczenia materiatu cytologii ztuszczeniowe;
(mocz, ptyn mézgowo rdzeniowy, BAL). Autorska technika zabezpieczenia materialu cytologicznego

zostata wykorzystana w dwoch pracach magisterskich pt.: ,, Mozliwosé rozszerzenia panelu badan
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materialu cylologicznego” oraz ,, Mozliwosci zwigkszenia efektywnosci  uzyskiwania materialu
diagnostycznego aspiracyjnej biopsji cienkoiglowej”, ktérych bylam pomocniczym opickunem
naukowym. Ponadto techniki te byly rutynowo wykorzystywane podczas realizacji licznych prac

naukowych z wykorzystaniem linii komorkowych (szczegbtowy wykaz w zalaczniku nr 4)

Technika enkapsulacji alginianem zostata takze wykorzystana podczas zabezpieczenia i oceny profilu
immunorcaktywnosei komérek nowej linii komaérkowej carcinoma mucocepidermale, na podstawie,
ktorej wraz z zespolem naukowcOw otrzymalam patent nr PL 229 507 Bl11 pt.: Nowa linia
komdorkowa carcinoma mucoepidermale udzielony przez Urzad Patentowy Rzeczypospolitej
Polskiej. Przedmiotem wynalazku byla nowa wyizolowana linia komorkowa pochodzaca z komorek
guza $linianki z rozpoznaniem histopatologicznym raka S§luzowo-naskorkowego, ktéra moze byé
wykorzystywana do badan in vitro m.in. do przeprowadzania wyciszania lub indukcji ekspresji genow,
analiz funkcjonalnych okreslajacych zywotnosé zmodyfikowanych komorek, analiz cytotoksycznosci

nanokompleksow polaczonych z przeciwcialem do okreslonych bialek.

POZOSTALE BADANIA [ WSPOLPRACA Z JEDNOSTKAMI NAUKOWYMI

Od poczatku mojej pracy naukowej prowadzitam liczne badania z Jednostkami Naukowymi CM
UMK. Jednym z zagadnien w przebiegu mojej pracy naukowej, podczas ktorego zwréciliSmy po raz
kolejny szczegdlng uwage na role mikrosrodowiska, byta ocena ekspresji biatek szlakow odpowiedzi
immunologicznej w tkankach poplodéw pochodzacych z cigz blizniaczych. W ramach realizacji tego
projektu uczestniczylam w realizacji grantu dla mlodych naukoweow MN3/WL/2013 CM UMK, w
wyniku realizacji ktdrego zwrociliSmy uwagg na rolg szlakow sygnalizacyjnych czynnikéw MyD88 i
NOD2, wskazujgc na zroznicowane poziomy ekspresji bialek TLR-2, NOD2 i NF-xB warunkujacych
rozwdéj réznic pomiedzy bliznigtami. Wyniki niniejszych badai zostaly opublikowane w publikacjach
naukowych z moim wspolautorstwem (Szylberg L., Bodnar M. i wsp. Perinatol. Neonatol. Ginekol.
2013: 6, s. 125-130; Szylberg L., Bodnar M. i wsp. Arch. Immunol. Ther. Exp. 2018: 66, s. 463-470)
oraz doniesieniach zjazdowych (szczegdlowy wykaz w zalgczniku nr 4). Ponadto wyniki niniejszej
pracy zostaly przeze mnie zaprezentowane podczas VI Kongresu Polskiego Towarzystwa
Medycyny Perinatalnej, 26-28 wrzesnia 2013 roku w Poznaniu, podczas ktorego praca pt.: Analiza
réznic immunologicznych w poplodach cigz blizniaczych” Bodnar M, Szylberg L. i wsp. otrzymata

Pierwsza Nagrode Dla Mlodych Naukowcow.

Poszukiwanie markerow bialkowych, ocena ich lokalizacji oraz poziomoéw ekspresji, ktore w
przysziosci mogg stanowi¢ nowe markery diagnostyczne, stanowilo i nadal stanowi jeden z
podstawowych nurtéw moich zainteresowail. Prowadzone przez mnie w zespole naukowym Katedry i

Zakladu Patomorfologii Klinicznej badania dotyczyly m.in. poszukiwania wczesnych markerow
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zawalu miesnia sercowego. W wyniku wielu analiz wyselekcjonowano dwa biatka h-FABP oraz
MYBPC3, jako markeréw umozliwiajacych wykrycic wezesnej fazy zawalu migsnia sercowego w
autopsyjnym materiale tkankowym. Nasz zespol naukowy za powyzsza pracg otrzymal WyréZnienie
za Najlepszg Prace W Sesji Plakatowej praca pt.: "h-FABP i MYBPC3 jako markery zawalu migsnia
sercowego w badaniu autopsyjnym - doniesienie wsigpne" Szylberg L., Bodnar M i wsp. 2012,
przyznang przez Komitet Naukowy podczas XLVI Sympozjum Polskiego Towarzystwa
Histochemikéw i Cytochemikéw (Il Konferencja poswigcona  Digitalizacji ~ Obrazéw

Mikroskopowych w Medycynie) w Poznaniu 24-26.05.2012r.

Warto réwniez podkreslié liczng wspélprace z Jednostkami CM UMK, w ramach ktorej prowadzitam
liczne badania zaréwno naukowe, jak rowniez laczytam doswiadezenie zawodowe jako diagnosty
laboratoryjnego, podczas ktdrych poszukiwalam markeréw bialkowych, ktére w rutynowy sposob
moglyby by¢ wykorzystywane w diagnostyce patomorfologicznej. W ramach wspolpracy z Oddzialem
Klinicznym Chirurgii Ogolnej i Onkologicznej Dzieci i Mlodziezy prowadzitam badania nad nowymi
algorytmami  diagnostycznymi, zwlaszcza panelami immunohistochemicznymi  dotyczacymi
mozliwodci rozszerzenia morfologicznych badan diagnostycznych u dzieci z podejrzeniem choroby
Hirschsprunga: Szylberg L., Galazka P., Bodnar M., i wsp. Pol. J. Pathol. 2016: 67, s. 71-72. Z
Katedrg i Zakladem Immunologii CM UMK badania dotyczyly oceny czynnikéw warunkujacych
odpowiedz immunologiczng w blonie §luzowej zoladka u dzieci z zakazeniem Helicobacter pylori
(Michatkiewicz J., ..., Bodnar M. i wsp. Mediat. Inflamm. 2015: 2015, s. 1-7.). W ramach
wspolpracy z Katedra i Klinikg Chirurgii, Traumatologii i Urologii Dziecigcej Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu wykazalismy udziat bialka FoxP3 w procesie
transformacji nowotworowej w nowotworéw tarczycy u dzieci (Szylberg L., Bodnar M. i wsp. Fetal
Pediatr Pathol. 2014: 33, s. 84-91). W wyniku wspolpracy Katedra i Zakladem Biochemii Klinicznej
CM UMK prowadzitam badania dotyczgce regulacji epigenetycznej w nowotworzeniu rakow jelita
grubego, zwlaszcza zmian w poziomach ekspresji TET, AID oraz TDG (Dziaman T., ..., Bodnar M, i
wsp, Clin. Epigenet. 2018: 10, s. 1-11). We wspolpracy z Katedrg Chirurgii Ogolnej, Chirurgii
Watroby i Chirurgii Transplantacyjnegj CM UMK prowadzilam badania dotyczace aktywnosci
metaloproteinaz oraz roli apoptozy w etiopatogenezie przepuklin pachwinowych u otylych pacjentow
(Szczesny W., Bodnar M. i wsp. J. Surg. Res. 2013: 180, s. 260-265). Ponadto w wyniku wspotpracy
z Katedra i Klinika Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej CM UMK uczestniczylam w
badaniach opisu przypadkéw dotyczacych oceny diagnostycznej i postepowaniem w rzadkich
zmianach: histiocytoid eccrine sweat gland carcinoma of eyelids (gruczolaku potowym ekrynowym
histioidnym) (Seredyka-Burduk, Burduk P., Bodnar M., i wsp. Braz. J. Otorhinolaryngol 2018: 84, s.
665-668) oraz diagnostyki roznicowej gruczolaka wielopostaciowego (pleomorphic adenoma) w jamie
nosowej (Wierzchowska M., Bodnar M., i wsp. Wideochirurgia Tech. Matoinwazyjne 2015: 10, 332-
336. We wspdlpracy z Katedra i Klinikg Poloznictwa, Chorob Kobiecych i Ginekologii Onkologicznej
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CM UMK prowadzitam badania dotyczace oceny biologii i zmian molekularnych m.in. w rakach
szyjki macicy, endometrium oraz jajnika. W wyniku realizacji ninicjszej wspolpracy powstaly
publikacje naukowe: Maciejewska J., Walentowicz M., Bodnar M i wsp. Przegl. Lek. 2010: 67, s.
847-849; Jablonowska D., Marszalek A, Bodnar M. Przegl. Lek.: 2012: 69, s. 740-743; Sadtecki P.,
Bodnar M i wsp. BioMed Res. Int. 2014: 2014, s. 1-11; Walentowicz-Sadtecka M., Sadtecki P.,
Bodnar M. i wsp. PLoS ONE, 2014: 9, s. e84629; Sadlecki P., Walentowicz P., Bodnar M., i wsp.
Tumor Biol. 2017; 39, s. 1-8.

Dodatkowo w 2009 roku rozpoczelam wspolprace z Katedrg i Klinika Urologii, Zakladem
Inzynierii Tkankowej oraz Zakladem Medycyny Regeneracyjnej Bank Komérek i Tkanek CM
UMK, ktéra kontynuowana jest do dzisiaj i zostala udokumentowana licznymi publikacjami i
doniesieniami zjazdowymi (szczegdltowy wykaz w zalgezniku nr 4). Ponadto wyniki badan w ramach
powyzszej wspolpracy naukowej zostaly licznie nagradzane na kongresach naukowych, zaréwno
krajowych i miedzynarodowych. Uzyskalismy Pierwsza Nagrod¢ W Kategorii Karl Storz Tissue
Engineering of the Urinary Bladder: za pracg pt.. "Trophic effect of mesenchymal stem cells in
reconstruction of the rat bladder wall" przyznang przez komitet naukowy podczas EAU 4th North
Fastern European Meeting - NEEM, 10-11 wrzesien 2010 Riga, Latvia. Ponadio otrzymalismy
Wyréznienie za Najlepsza Prace w Sesji Nauk Podstawowych i Inzynierii Tkankowej Tissue
Engineering of the Urinary Bladder: za prace pt: "Trophic effect of mesenchymal stem cells in
reconstruction of the rat bladder wall”. 2011, przyznana podczas 26th Annual EAU Congressl 8-
22.03.2011 w Wiedniu. W wyniku badain prowadzonych w ramach wspotpracy realizowalam takze
liczne projektu badawcze: Poznanie procesu gojenia pgcherza moczowego drogq do jego regeneracyi,
NCN, 2012/07/D/NZ1/00854; Rola komorek macierzystych tkanki tluszczowej w  regeneracji

rekonstruowanej $ciany pecherza moczowego swini. MNiSW Juventus Plus IV.

Jednym z glownych obszarow moich badan prowadzonych w ramach wspélpracy z Katedrg i
Klinika Urologii, Zakladem Inzynierii Tkankowej oraz Zakladem Medycyny Regeneracyjnej
Bank Komérek i Tkanek CM UMK byla ocena morfologii i immunofenotypu wyizolowanych
komérek macierzystych, pod wzgledem ich przydatnoéci w regeneracji tkanek i narzadow.
Szezegdlnym wyzwaniem dla technik z zakresu inzynierii tkankowej i medycyny regeneracyjnej jest
uzyskanie wiasciwych, zdolnych do réznicowania komorek macierzystych oraz ich wiasciwa
charakterystyka. Glownym zagadnieniem prowadzonych przeze mnie badaf bylo pordwnanie i ocena
potencjalu wyizolowanych mezenchymalnych komérek macierzystych m.in. ze szpiku kostnego, z
plynu owodniowego, tkanki tlhiszczowej, a takze z lozyska czy miazgi zgbowej. A takze m.in. ocena
morfologiczna po réznicowaniu komérek macierzystych w komarki produkujgce insuling oraz ocena
wplywu diety na czynnos¢ izolowanych wysp trzustkowych (Pokrywezynska M., ..., Bodnar M. i
wsp. Arch Immunol Ther Ex, 2013, 61, s. 149-58; Pokrywczyfiska M., ..., Bodnar M. i wsp. Arch
Immunol Ther Exp, 2015, 63, s. 377-384, Pokrywczyniska M., ..., Bodnar M. i wsp. Pancreas, 2014:
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43, s. 801-808). Ponadto przeprowadzalam analiz¢ przydatnosci nowych biomaterialow (sztucznych:
poli-laktydo-ko-kaprolaktonu (PLCL); pod$luzowki jelita cienkiego, kompozytu biomateriatu
naturalnego i sztucznego) stuzacych do regeneracji rekonstruowanej $ciany pecherza moczowego.
Gléownym celem tych badan byla ocena regeneracji migsni gladkich, ale takze ocena gestosei
mikrounaczynienia, ocena intensywnosci stanu zapalnego poprzez oceng biatkowym markerow.
Ponadto prowadzone przeze mnie analizy mialy na celu analize¢ ekspresji bialek w pecherzach
gojacych si¢ poprzez regeneracj¢ i naprawg, ktore byly rekonstruowane przy pomocy matryc
pokrytych komérkami macierzystymi lub samymi matrycami. Sposrod licznych publikacji mozna
wymieni¢ m.in.: Pokrywczyfiska M., ..., Bodnar M. i wsp. PLoS ONE: 2014: 9, s. ¢105295;
Pokrywezyfiska M., ..., Bodnar M. i wsp. Biol. Proced. Online, 2016: 18, s. 1-15; Pokrywczynska
M., ..., Bodnar M. i wsp. Cell Transplant. 2017: 26, s. 1780-1791. Szczeg6towy wykaz publikacji i
doniesien konferencyjnych znajduje si¢ w zalaczniku nr 4. Kolejne badania obejmowaly szerokie
zastosowanie komarek macierzystych oraz biomaterialéw w ocenie rekonstrukeji powtok brzusznych i
wykorzystaniu komérek macierzystych do stymulacji procesu gojenia ran (Nowacki M., ..., Bodnar
M. i wsp. BioMed Res. Int. 2015: 2015, s. 1-8.). Natomiast najnowsze badania dotyczyly
wykorzystania ich w medycynie estetycznej i chirurgii plastycznej, jako nowych wypetniaczy
zbogaconych w komérki macierzyste (Nowacki M., ..., Bodnar M. i wsp. Aesthet. Surg. J. 2014: 34,
s. 1261-1269; Kozlowska J., ..., Bodnar M. i wsp. Mater, Lett. 2018: 221, s. 74-76). Uczestniczylam
takze w ocenie optymalizacji metody izolacji i hodowli komoérek macierzystych izolowanych z
mieszkéw wlosowych szezura oraz ocenie ich potencjalnego zastosowania w rekonstrukeji pgcherza
moczowego poprzez oceng ich cech morfologicznych (Drewa T., ..., Bodmar M. i wsp. Int. J. Urol.

2013: 20, s, 537-542).

Innymi realizowanymi przeze mnie badaniami byla ocena obecnosci komérek macierzystych w
jajowodzie kurzym, ktére realizowalam we wspolpracy z Katedrg Biochemii i Biotechnologii Zwierzat
Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszezy w ramach grantu Narodowego Centrum
Nauki (nr projektu 2011.03/N/N29/03814), ktérego uczestniczyltam w  badaniach. Natomiast
wspolpraca ta, zostala udokumentowana publikacjami i doniesieniami zjazdowymi (Stadnicka K, ...,
Bodnar M., i wsp. Folia Biol, 2014, 62: 5. 179-185; Stadnicka K, Bodnar M., i wsp. Folia Biol, 2016,
64: 37-46).

Moje najnowsze badania dotycza oceny biologii nowotworzenia na poziomie molekularnym i
markeréw proteomicznych w nowotworach §linianek. Nowotwory §linianek stanowia niezmiernie
heterogenna grupe nowotworéw. Moje badania dotyczyly oceny mutacji w genie BRAF, poniewaz
zwrdcitam uwagg, iz w literaturze dostepnych jest niewiele doniesiefi dotyczacych tego zagadnienia w
nowotworach §linianek (Bodnar M i wsp. J. Oral Pathol. Med. 2017: 46, 340-345). Kolejne badania

beda dotyczyly oceny mechanizmu procesu przejscia epitelialno-mezenchymalnego, w celu doboru
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odpowiedniego postgpowania terapeutycznego z uwzglednicniem mozliwie jak najszerzej

przeprowadzanej diagnostyki i dobranie celowanych/spersonalizowanych strategii terapeutycznych.

Podsumowaniem mojej pracy naukowej bylo otrzymanie nagrody zespolowej II’ Rektora UMK
w Toruniu za osiggnigcia uzyskane w dziedzinie naukowo-badawezej w 2015 roku
oraz Indywidualnego Stypendium Naukowego przyznanego przez JM Rektora CM UMK za

wybitne osiggniecia naukowo-badawcze dla Mlodego Naukowea w 2018,

PODSUMOWANIE
; ; punktacja
Liczba prac Punktacja IF KBN/MNiSW

Prace oryginalne:
Publikacje z IF 48 112,359 1199
Publikacje bez IF 13 - 80
Prace pogladowe 1 - 6
Patent 1 - 30
razem ' 62 112,359 13158
Komunikaty naukowe: 118 Fes

na zjazdach ogdlnokrajowych 68 \

na zjazdach 50

miedzynarodowych

WoS Scopus Google Scholar

Lliczba cytowarn 292 343 498
Indeks Hirscha 9 11 13

5.2. Dzialalno$é dydaktyezno- wychowaweza i organizacyjna

1) Rozpoczynajae prace jako asystent w Katedrze i Zakiadzie Patomorfologii Klinicznej CM UMK
od podstaw opracowalam i przygotowalam autorski program éwiczei laboratoryjnych z zakresu
patomorfologii i cytologii dla studentow II, [II roku analityki medycznej, studentow II, III, IV roku
kierunku lekarskiego, stuchaczy podyplomowych studidow z zakresu analityki medycznej oraz
studentéw interdyscyplinarnych studiéw kierunku inzynieria biomedyczna (studia interdyscyplinarne,
Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy oraz Collegium Medicum UMK
w Bydgoszczy) z zakresu Elementow diagnostyki laboratoryjnej.

Opracowane przeze mnie tematy ¢wiczen obejmowaly najnowsza wiedze i umiejgtnosei
z zakresu przygotowania i opracowania materiatu histopatologicznego do badan; histochemicznych
metod barwien: badan immunohistochemicznych; metod fluorescencyjnych stosowanych podezas

rutynowej diagnostyki materiatu histologicznego; metod z zakresu biologii molekularnej stosowanych
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w zakladach patomorfologii, ktére obejmowaly techniki hybrydyzacji in situ (fluorescencyjnej oraz
z wykorzystaniem chromogenéw), NGS, PCR, RT-PCR, WB. Ponadto w zakresie cytologii klinicznej
tematyka zaje¢ dotyczyla nowoczesnych technik przygotowania i opracowania materiatu
cytologicznego do badan cytopatologicznych, ze szczegélnym uwzglednieniem zabezpieczenia
materiatu (tworzenie tzw. cell-block’6w) do badan z zakresu technik specjalnych (IHC, FISH).
Wprowadzitam zagadnienia dotyczace cytologii na podlozu ptynnym (LBC) z zakresu przygotowania
i opracowania materialu cytologicznego. Ponadto dysponujac bibliotekg preparatow LBC
i konwencjonalnych rozmazéw cytologii ginekologicznej i nieginekologicznej przedstawiam

studentom prace cytomorfologow klinicznych w zaktadach patomorfologii.

2) W 2015 od podstaw stworzylam autorski program oraz autorski sylabus ogdlnouczelnianych
wykladow fakultatywnych pt.. Nowoczesne technologie wykorzysiania materialu tkankowego,

ktorych bytam osobg odpowiedzialng za realizacje przedmiotu.

3) Od podstaw przygotowalam i opracowalam tematy éwiczen laboratoryjnych dla studentow 11,
I, IV roku kierunku lekarskiego studiéw anglojezycznych, organizowanych przez Centrum

Ksztalcenia w Jezyku Angielskim Collegium Medicum UMK.

4) Opracowatam i przygotowatam autorskie wyklady dla studentow I, TIT roku kierunku analityka

medyczna oraz 11 i Il roku kierunku lekarskiego.

5) Od 2008 roku jestem odpowiedzialna za organizacj¢ oraz przygotowanie zaje¢ dla kierunku
analityka medyczna z zakresu Patomorfologii oraz Cytologii Klinicznej. Opracowalam
i przygotowalam wewng¢trzne programy nauczania Patomorfologii, Cytologii Klinicznej oraz
wewnetrzne Regulaminy Dydaktyczne Studiow, sylabusy, karty umiej¢tnosci ksztalcenia studentow,
regulaminy zaje¢ dla studentéw z zakresu Patomorfologii, Cytologii dla kierunku analityka medyczna
oraz kierunku lekarskiego (studia polsko i angielskojezyczne). Przygotowatam Karty Umiejgtnoscei
praktycznych na wszystkich przedmiotach prowadzonych na kierunku lekarskim w Katedrze
i Zakladzie Patomorfologii Kliniczneg CM UMK. Ponadto jestem osobg odpowiedzialng

za planowanie i rozliczanie godzin dydaktycznych w uniwersyteckim systemie UFI.

6) Od 2014 roku jestem opickunem naukowym Studenckiego Kola Naukowego w Katedrze
i Zakladzie Patomorfologii Klinicznej CM MK (studentow analityki medycznej oraz
biotechnologii). W ramach dzialalnosci kota studenckiego, wyniki uzyskane w ramach prowadzonych
w 2015 roku badan zostaly wygloszone na konferencjach naukowych dla studentéw i miodych
naukowcéw (I Ogodlnopolska Konferencja Studentow Medycyny Laboratoryjnej i Miodych
Diagnostow Wschodzaca Diagnostyka® Bialystok, 18.04.2015; [II Konferencja LTSAM.
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I Ogélnopolskie Symulacje Diagnostyczne. Lublin, 30-31.05.2015.). Ponadto na 1I Ogdlnopolskiej
Konferencji Studentéw Medycyny Laboratoryjnej i Mlodych Diagnostow "Wschodzaca Diagnostyka"
w Biatystoku, studentka Adrianna Czyznikiewicz zdobyla I miejsce wsrdd najlepszych prac
studenckich, za prace pt.: Ocena ekspres;ji biatlek Hsp27 i Hsp70 w raku ptaskonablonkowym krtani”,
ktorej bylam promotorem. Ponadto bylam opiekunem realizowanego grantu studenckiego

pt: ,,Wykrywanie rakowych komorek macierzystych (CSC) w raku pecherza moczowego™.

7) W ramach wspolpracy z zagranicg, w latach 2011 — 2015, bylam opiekunem naukowym gosci
z zagranicy: lek med. Tatiana Tadeushevena Shtabinskaya, dr Andrei Vasilievich Shulha z Akademii
Medycznej w Grodnie, Zakladu Anatomii Patologicznej. W ramach tej wspoipracy bytam opiekunem
naukowym badan prowadzonych przez lek med. Tatiana Tadeushevena Shtabinskaya, dr Andrei
Vasilievich Shulha. Ponadto wyniki badan uzyskane w ramach prowadzonych projektéw naukowych
staly si¢ podstawg rozprawy doktorskiej lek med. Tatiana Tadeushevena Shtabinskaya oraz byly
publikowane w czasopismach naukowych.

Ponadto w 2015 roku zostalam zaproszona do Akademii Medycznej w Grodnie, w celu
przeprowadzenia  szkolenia ~ z  zakresu = nowoczesnych  technik  histopatologicznych,
immunohistochemicznych oraz zaprezentowania wynikéw badan naukowych podczas konferencji
pt.:;" Hereditary Disorders Of The Connective Tissue" w Educational Institution Grodno State Medical

University" 21-24.10.2015, Grodno, Bialorus

8) Jestem opiekunem pomocniczym dwoch rozpraw doktorskich:

1. lek. Natalia Skoczylas-Makowska, 2015-aktualnie, Rozprawa doktorska pt: Ekspresja i rola
wybranych bialek szoku cieplnego w raku plaskonablonkowym krtani-badania morfologiczne.
Katedra i Zaklad Patomorfologii Klinicznej, Collegium Medicum w Bydgoszczy, UMK
w Toruniu, promotor pomocniczy

2. lek. Ewelina Bartkowiak, 2019 — aktualnie, Rozprawa doktorska pt.: ,A4naliza kliniczna
i molekularna guzow zlosliwych duzych gruczolow slinowych na przestrzeni 22lat w materiale
Kliniki Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu”
Katedra 1 Klinika Otolaryngologii i  Onkologii  Laryngologicznej,  Uniwersytet

im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, promotor pomocniczy

9) Od 2017 jestem czlonkiem Zespolu Redakeyjnego Otorhinolaryngology - Head and Neck
Surgery, The Journals Frontiers in Surgery. Ponadto jestem czynnym recenzentem w pigciu
miedzynarodowych czasopismach naukowych (Journal of Oral Pathology & Medicine; Cancer
Medicine; Cancer Immunology; Frontiers in Cell and Developmental Biology, Clinical

Otolaryngology).
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Zatgcznik 3A

10) Od 2008 roku jestem cztonkiem: Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej, Oddziat

Bydgoszcz oraz Krajowej lzby Diagnostow Laboratoryjnych.

SzezegOtowy wykaz opublikowanych prac  naukowych oraz informacja o osiggnigciach
dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki znajduje si¢ w zatgczniku nr 4 do wniosku

o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.
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