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Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca 1 roku
ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

Tytul magistra biologii — Wydziat Biologii, Geografii i Oceanologii,
Uniwersytet Gdanski, czerwiec 2002 .

Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii - Wydzial
Biologii, Geografii i Oceanologii, Uniwersytet Gdanski, lipiec 2007 r.
Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Mechanizm jednokierunkowej i
dwukierunkowej inicjacji replikacji DNA w rejonie orid”.

. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2007-2009 asystent, Uniwersytet  Gdanski, = Wydzial
Biologii, Katedra Biologii Molekularne;j
2009-2010 adiunkt, Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii,

Katedra Biologii Molekularne;
2010- chwila obecna  adiunkt, Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii,
Laboratorium Mikroskopii Elektronowe;]

03.2011 — chwila obecnakierownik Laboratorium Mikroskopii
Elektronowej, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Gdanski

Wskazanie osiggni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

tytut osiggniecia naukowego
Uzycie metod mikroskopii elektronowe; w analizie biomarkeréw
lizosomalnych chorob spichrzeniowych z grupy mukopolisacharydoz

b) (autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)
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Neurology, 71:110-120 (IF 2011 = 11,089, MNiSW = 50)
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hair morphology as a biomarker in gene expression-targeted isoflavone
therapy for Sanfilippo disease. Gene, 504: 292-295 (IF 2011 = 2,341,
MNiSW = 25)

[4] Kloska A., Narajczyk M., Jakobkiewicz-Banecka J., Grynkiewicz G.,
Szeja W., Gabig-Ciminska M., Wegrzyn G. (2012) Synthetic genistein
derivatives as modulators of glycosaminoglycan storage. Journal of
Translational Medicine, 10: 153 (IF 2011 = 3,47, MNiSW = 35)

[5] Narajczyk M., Moskot M., Konieczna A. (2012) Quantitative
estimation of lysosomal storage in mucopolysaccharidoses by electron
microscopy studies. Acta Biochimica Polonica, 59: 693-696 (IF 2011 =
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omowienie celu naukowego ww. prac 1 osiggnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Celem naukowym powyzszych prac byto oszacowanie skuteczno$ci
metod mikroskopii elektronowej w analizie biomarkeréow w chorobach
spichrzeniowych, zwlaszcza w mukopolisacharydozach. Lizosomalne
choroby spichrzeniowe to grupa genetycznie uwarunkowanych choréb
metabolicznych. Mutacja jednego z genow kodujacych kwasng hydrolaze
powoduje defekt genetyczny, ktory objawia si¢ zahamowaniem rozkladu
zwigzkéw organicznych, a w rezultacie ich kumulacja w komorce,
prowadzaca do jej dysfunkcji. Pomimo duzej réznorodnosci w obrgbie
tychze chorob, mozna wyr6zni¢ cechy wspolne. Sg nimi wielonarzadowe
zmiany patologiczne, postepujacy 1 ciezki przebieg choroby, a takze
przedwczesna Smierc.

Mukopolisacharydozy (MPS)  stanowig grupe lizosomalnych

chordb spichrzeniowych. Wrodzone defekty metabolizmu
glikozoaminoglikanéw  (GAG)  powoduja  nagromadzenie  si¢
niezdegradowanych specyficznych zwigzkow organicznych.

Glikozoaminoglikany sg zwigzkami wystepujacymi w wielu tkankach
organizmu ssaczego. Obecne sg w przestrzeni pozakomdrkowej oraz w
potaczeniu z btonami komorkowymi, uczestnicza w rozwoju tozyska,
biorg udziat w szlakach sygnatowych komorki, ograniczajac zdolnosé
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wigzania si¢ fibroblastowego czynnika wzrostu do receptoréw. Wiekszos¢
GAG wystepuje w postaci peptydoglikandéw, kowalencyjnie zwigzanych z
odpowiednim biatkiem. Degradacja glikozoaminoglikanow odbywa si¢ w
lizosomach przy udziale kilkunastu enzymoéw. Zaburzenie rozkladu
GAG, ktére spowodowane jest brakiem lub obnizeniem aktywnos$ci
jednego z enzymow, skutkuje nagromadzeniem si¢ tego zwigzku w
lizosomach jak 1 przestrzeni miedzykomoérkowej. Nastgpstwem tego
procesu s3 zaburzenia w strukturze 1 funkcjonowaniu komorki
prowadzace do jej zniszczenia, a w konsekwencji do charakterystycznych
objawow klinicznych obejmujacych wszystkie uktady 1 narzady
organizmu.

Wyrdznia si¢ jedenascie typodw i1 podtypow mukopolisacharydoz, w
zalezno$ci od brakujacego enzymu w komorkach chorego. Ze wzgledu na
uposledzenie funkcji praktycznie wszystkich narzadow 1 postepujacy
charakter choroby, §redni czas zycia wynosi kilkanascie lat. Ponadto w
wiekszosci przypadkéw diagnoza stawiana jest dopiero w wieku kilku lat,
gdyz mukopolisacharydozy ujawniajg si¢ klinicznie nieco pdzniej niz
wiekszos¢ chordb o podtozu genetycznym.

W zwigzku z rozwojem nauki i1 technologii mozliwe stato si¢
wprowadzenie enzymatycznej terapii zastepczej dla MPS typu [, typu 11 1
VI. Leczenie to polega na dozylnym podawaniu pacjentowi
rekombinowanego enzymu ludzkiego, ktéry transportowany jest do
wnetrza komorek 1 lokalizowany w lizosomach. Takie uzupetnienie braku
lub niedoboru enzymu pozwala na degradacj¢ zakumulowanych
glikozoaminoglikanéw, a w rezultacie poprawe kliniczng pacjentow.
Niestety ze wzgledu na barier¢ krew-mozg terapia ta jest nieefektywna w
mukopolisacharydozach z zajetym centralnym ukladem nerwowym,
migdzy innymi dla MPS typu I (zespot Hurler) oraz typu III (zespot
Sanfilippo). Potencjalnym sposobem leczenia tego typu schorzen jest
terapia oparta na redukcji syntezy substratu. Zwigzkiem, ktéry moze
zosta¢ wykorzystany podczas takiej terapii jest genisteina (4°,5,7-
trihydroksy-3-fenylochromen-4-on) — zwigzek z grupy izoflawonow.
Genisteina moze posrednio regulowa¢ ekspresje gendw dzialajac jako
inhibitor aktywnosci kinazy tyrozynowej receptora EGF. Wczesniej
wykazano, ze dodanie genisteiny do hodowli fibroblastow obniza
efektywno$¢ produkcji GAG. Dodatkowo stwierdzono iz ten izoflawon
posrednio hamuje syntez¢ GAG dzigki blokowaniu fosforylacji EGFR, co
powoduje obnizenie wydajnosci ekspresji genéw kodujacych niektore
enzymy szlaku biosyntezy GAG. Ponadto dodanie genisteiny do hodowli
fibroblastow pobranych od oséb chorych na MPS powodowato zanikanie
nieprawidlowych struktur wewngtrzkomorkowych. Co wigcej ten
izoflawon moze przekracza¢ barier¢ krew-mdzg, a jego stosowanie jest
bezpieczne dla organizmu. Ze wzgledu na wysokie koszty
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enzymatycznej terapii zastepczej oraz wcigz ograniczonego dostepu
tejze terapii dla wszystkich typéw mukopolisacharydoz niezwykle
istotne jest poszukiwanie innych metod leczenia MPS. Nalezy przy
tym stwierdzi¢, zZe ze wzgledu na ro6znorodnoS¢ objawow
chorobowych oraz zrdéznicowany przebieg danego typu MPS u
réoznych pacjentow, precyzyjne okreSlenie skutecznosSci testowanej
metody terapeutycznej jest w przypadku tych chordob niezwykle
trudne. Z drugiej strony, oszacowanie skuteczno$ci danej metody
leczenia poprzez zastosowanie analizy odpowiednich biomarkerow
jest bardzo wazne, szczegdlnie bioragc pod uwage niewielka liczbe
pacjentow mogacych uczestniczy¢ w badaniach.

W zwigzku z doniesieniami o pozytywnym dziataniu genisteiny
na organizm chorych na MPS, wraz z naukowcami z Holandii bratam
udziat w probie klinicznej, badajacej wptyw genisteiny na pacjentéow
z zespotem Sanfilippo (praca 2). Préba kliniczna z podwdjnie $lepa
proba, kontrolg placebo oraz zamiang okresu podawania leku i
placebo obejmowata 30 pacjentéw, podzielonych na dwie 15
osobowe grupy, ktéorym podawano doustnie przez okres 6 miesiecy
zamiennie placebo albo genisteine w stezeniu 10 mg/kg masy
ciata/dzien. W trakcie trwania badania przeprowadzitam analize
struktury wtosow z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej w trzech odstepach czasowych: przed rozpoczeciem
podawania genisteiny, po 6 miesigcach badania oraz po 13
miesigcach od rozpoczecia testu (po 6 miesigcach badania
nastepowal miesieczny okres, w ktorym pacjenci nie otrzymywali ani
genisteiny ani placebo). W trakcie przeprowadzania analizy
mikroskopowej préby byly zakodowane, co pozwolito mi na
zachowanie obiektywnoSci w trakcie wykonywania pomiardw.
Pomimo przebadania znacznej ilo$ci wtosow, analiza statystyczna nie
wykazata znaczacej réznicy pomiedzy proba kontrolng a poddawang
leczeniu genisteing. Mozliwe jest jednak, Ze czas przyjmowania
genisteiny byt zbyt krétki lub tez dawka 10 mg/kg masy ciata/dzien
byta zbyt niska aby mozna bylo zaobserwowal znaczace efekty
terapeutyczne.

W trakcie trwania préby klinicznej w Holandii nawigzatam
wspotprace z dr Verg Malinovg z Uniwersytetu Karola w Pradze
(Republika Czeska). W ramach tej wspdéipracy wykonywatam analize
pobranych od pacjentéw z mukopolisacharydozg typu Il (zespot
Sanfilippo) wloséw z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej (praca 1). Pacjenci dr V. Malinowej przyjmowali na
poczatku genisteine w stezeniu 5 mg/ kg masy ciata/ dzien, jednakze
majagc na uwadze informacje uzyskane w trakcie badania u
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pacjentow z Holandii, podniesliSmy stezenie genisteiny do 15 mg/ kg
masy ciata/ dzien. Préoby pobierane byty w catkowitym okresie od 16
do 22 miesiecy (u réznych pacjentow) w czasowych odstepach od 3
do 6 miesiecy. Zaobserwowatam znaczaca poprawe morfologii
wtosow obserwowanych w mikroskopie elektronowym po
podwyzszeniu stezenia genisteiny. JednoczeSnie nalezy zaznaczy¢, ze
przebadana grupa to zaledwie 6 pacjentéw i nalezatoby
przeprowadzic¢ probe z wiekszg liczba pacjentow.

W zwigzku z wyzej wymienionymi sugestiami wykonatam
analize mikroskopowa wlosow pobranych od 35 pacjentow, ktorzy
przyjmowali genisteine w stezeniu 5 oraz 15 mg/ kg masy ciata/
dzien przez okres 12 miesiecy (praca 3). Dzieki badaniom =z
wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej wykazatam,
ze u 26 sposrod 35 pacjentéw nastgpita poprawa morfologii wtoséw.
U 8 pacjentéw nie zauwazytam poprawy morfologii wtosa, a jedynie u
1 pacjenta stan ten sie pogorszyl (zaobserwowatam pojawienie sie
niewielkich bruzd w strukturze wtosa). Poprawa morfologii wiosow
nastgpita u wszystkich pacjentéw przyjmujacych wyzsze stezenie
genisteiny. Badania te dowodza o skutecznoSci zastosowania analizy
mikroskopowej struktury wtoséw jako biomarkera w trakcie leczenia
pacjentow z mukopolisacharydozg typu IIl. Podkresli¢ nalezy fakt iz
jest to metoda catkowicie nieinwazyjna.

Niezwykle zainteresowata mnie mozliwos$¢ potaczenia dwoch
mozliwosci  leczenia  mukopolisacharydoz, a  mianowicie
enzymatycznej terapii zastepczej oraz terapii redukcji substratu.
Potagczenie obu tych terapii umozliwitoby zmniejszenie kosztow
leczenia pacjentéw, a takze z racji witasciwosci genisteiny,
zmniejszenie neurodegeneracji. Ze wzgledu na wczesny etap
doswiadczenn,  zdecydowatam  sie  przeprowadzi¢  analize
mikroskopowa z wykorzystaniem linii komérkowych wyhodowanych
z fibroblastow pobranych od pacjentéw z mukopolisacharydoza typu
[ (praca 5). Do moich badan zastosowatam linie komdrkowa pacjenta
z MPS I z uwagi na dostepno$¢ i stosowanie w tej chorobie
enzymatycznej terapii zastepczej - enzymu a-L-iduronidazy.
Zatozytam obnizenie stezenia enzymu do 50% (w stosunku do
aktualnie stosowanej dawki w terapii) oraz dodanie genisteiny w
stezeniu 30 uM. Jako kontrole zastosowatam hodowane jedynie w
pozywce (DMEM) fibroblasty ludzkie (HDFa) oraz komorki MPS L.
Dzieki technikom transmisyjnej mikroskopii elektronowej, w
komorkach poddanych 1gczonemu dziataniu genisteiny i enzymu
zaobserwowatam prawie czterokrotnie mniejsze ilosci
glikozoaminoglikanow w stosunku do kontrolnych komoérek MPS
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typu I, oraz jedynie dwukrotnie wieksze ilosci GAG w stosunku do
komérek MPS typu 1 traktowanych stezeniem enzymu
odpowiadajgacymi  aktualnie stosowanej w terapii dawce.
Eksperymenty te wykazaly, ze zastosowanie obu terapii jednoczeSnie
wydaje sie by¢ kolejnym krokiem w mozliwosciach leczenia MPS.
Ponadto doswiadczenia mikroskopii elektronowej dowodza
stusznos$ci stosowania tych metod na roéwni z badaniami
biochemicznymi w oszacowaniu zmian w komorce pacjenta.

Z uwagi na mozliwoSci terapeutyczne genisteiny zaciekawita
mnie ewentualno$¢ zastosowania syntetycznych pochodnych tego
izoflawonu (praca 4). Przeprowadzitam analize mikroskopowa
komorek pobranych od pacjentow z MPS typu I, podtyp A oraz B,
traktowanych siedmioma pochodnymi. W ultrastrukturze komérek
zauwazytam znaczace obnizenie ilosci glikozoaminoglikanéw w
stosunku do zastosowanej kontroli. Badanie mikroskopowe pokazato
zmiany w morfologii komoérek, obnizenie iloSci pojedynczych
lamellarnych struktur lizosomalnych, jak réwniez wielu struktur
otoczonych wspoélng btona. Przeprowadzona analiza statystyczna
wykazata istotne réznice w przypadku wiekszosci uzytych
pochodnych. Doswiadczenia te pokazuja mozliwosci zamiany
genisteiny na inny syntetyczny izoflawon.

Podsumowujgc, moje osiggniecie naukowe, przedstawione w
postepowaniu habilitacyjnym, polega w gléwnej mierze na
stwierdzeniu, ze:

* analiza wtosow z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej moze by¢ wykorzystywana jako nieinwazyjna metoda
monitorowania skutecznoSci terapii w leczeniu MPS;

* analiza ultrastruktury komorek z wykorzystaniem transmisyjnej
mikroskopii elektronowej moze by¢ stosowana jako biomarker na
réwni z badaniami biochemicznymi w przypadku MPS;

* obnizenie ilosci GAG w komorkach traktowanych enzymem oraz
genisteing sugeruje mozliwos¢ potaczenia obu terapii w leczeniu
MPS;

* obnizenie ilosci GAG w komorkach traktowanych syntetycznymi
pochodnymi genisteiny umozliwia ich dalsze zastosowanie w leczeniu
MPS.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnig¢¢ naukowo-badawczych

Studia magisterskie rozpoczetam w Instytucie Biologii na Wydziale
Biologii, Geografii 1 Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego w 1997 roku.
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Badania stanowigce moja pracge magisterska wykonywatam w Katedrze
Biologii Molekularnej pod kierunkiem dr Sylwii Baranskiej 1 prof. dr hab.
Grzegorza Wegrzyna. Wowczas to zainteresowatam si¢ replikacjag DNA,
a zwlaszcza kierunkowoscia tego procesu. Do moich badan
wykorzystatam naturalny plazmid pIGRK-1 wyizolowany z klinicznego
szczepu Klebsiella pneumoniae. Eksperymenty umozliwiajagce poznanie
kierunku replikacji DNA, ktore zastosowatam to dwukierunkowa
elektroforeza agarozowa DNA oraz techniki mikroskopii elektronowe;.
Dzigki tym badaniom wyznaczylam drugie miejsce startu replikacji DNA
(tzw. miejsce origin) plazmidu pIGRK-1 oraz okreslitam kierunek ruchu
widelek replikacyjnych. Wyniki tych badan stanowily podstawe mojej
pracy magisterskiej, ktorag obronitam w czerwcu 2002 roku.

Po ukonczeniu studiow, w latach 2002-2007 bytam sluchaczem
Srodowiskowego Studium Doktoranckiego z Biologii i Oceanologii
Uniwersytetu Gdanskiego. Nadal kontynuowatam prace zwigzane z
replikacja DNA oraz jej kierunkowoscig. Powszechnie uznawany model
przej$cia od replikacji 6 do replikacji ¢ zaktada, ze replikacja ¢ jest
poprzedzona jedng runda jednokierunkowej replikacji 0 zainicjowanej w
orit. Dlatego tez moje zainteresowania skupily si¢ na czynnikach, ktore
mogly potencjalnie uczestniczy¢ w regulacji zmiany typu replikacji DNA
podczas rozwoju litycznego bakteriofaga A. Efektem tych badan bytly
prace z punktu ITA-1,2 (zatacznik 3).

Dzi¢ki metodom dwukierunkowej elektroforezy agarozowej DNA
oraz przesunig¢cia gestosciowego wykazatam, ze proteaza ClpPX nie ma
wplywu na zmian¢ modelu replikacji, jak byto wczesniej zakladane przez
zespot prof. Macieja Zylicza. Wyniki te potwierdzilam réwniez
wykorzystujac techniki mikroskopii elektronowej (praca I1A-1).

Pokazatam takze, ze bakteryjne biatko SeqA ma wplyw na zmiane
modelu replikacji (praca IIA-2). Ponadto wykazatam, ze biatko to bierze
udzial w regulacji replikacji DNA plazmidéw pochodzacych od faga A
poprzez kontrole stabilnosci dziedziczonego kompleksu replikacyjnego.
Badania te wykonywatam uzywajac szczepow ArelA 1 prowadzac
hodowle w warunkach gtodu aminokwasowego. Dzigki eksperymentom
okreslajacym stabilno$¢ biatka AO wykazatam réwniez, ze biatko SeqA
ma wpltyw na formowanie w komodrkach E. coli stabilnego kompleksu
replikacyjnego faga A.

Powyzsze wyniki weszly w sktad mojej pracy doktorskiej, ktorg
wykonywatam pod opiekg prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna. Prace pt.
»Mechanizm jednokierunkowej 1 dwukierunkowej inicjacji replikacji
DNA w rejonie orik” obronitam w lipcu 2007 roku. Ze wzgledu na moje
zainteresowania 1 znajomosci technik mikroskopii elektronowej w maju
2007 roku zostatam zatrudniona w Pracowni Mikroskopii Elektronowe;j
Katedry Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego.
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Po obronie pracy doktorskiej moje zainteresowania naukowe
skupity si¢ wokot lizosomalnych choréb spichrzeniowych, a zwtaszcza
mukopolisacharydoz (MPS). Oprocz prac wymienionych w pierwszej
czes$ci autoreferatu zajetam sie rowniez analizg ultrastruktury komoérek
fibroblastow pobranych od pacjentow z MPS typu III traktowanych
flawonoidami (genisteing, daidzeing, kempferolem i innymi) (prace I1A-
3,7). Dzigki badaniom mikroskopii elektronowej zobrazowalam 1
potwierdzitam wyniki otrzymane w trakcie badan biochemicznych.
Zaobserwowalam znaczacy spadek ilosci glikozoaminoglikanow (GAG)
w komorkach traktowanych genisteing w stosunku do do$wiadczen
kontrolnych. Ponadto analiza mikroskopowa potwierdzita, ze genisteina
hamuje syntez¢ GAG dzigki blokowaniu fosforylacji EGFR (praca I1A-3).
Dane te stanowity podstawe do moich dalszych badan z wykorzystaniem
genisteiny jako potencjalnego leku w MPS.

W kolejnych badaniach przeprowadzilam analize mikroskopowg
komorek traktowanych innymi flawonoidami: naringening, daidzeing,
kempferolem, apigening (praca IIA-7). W ultrastrukturze badanych
komoérek zaobserwowatam znaczace zmiany morfologiczne, zwlaszcza w
przypadku  komodrek traktowanych daidzeing 1  kempferolem.
Doswiadczenia te moga zosta¢ wykorzystane do dalszych
eksperymentow, a badane flawonoidy stanowi¢ kolejny czynnik leczniczy
w terapii redukcji substratu.

Analogiczne dos$wiadczenia przeprowadzitam podczas badan,
ktorych wyniki zostaly opublikowane w pracy z punktu IIA-10, gdzie
analizowalam komoérki MPS typu I oraz typu III, ktore byty inkubowane
jednoczesnie z dwoma specyficznymi siRNA w celu inhibicji ekspresji
genow  odpowiedzialnych  za  synteze  glikozoaminoglikandw.
Zastosowanie takiej procedury byto zaproponowane jako jedna z
potencjalnych mozliwosci terapeutycznych. Jednakze chociaz badanie
mikroskopowe wykazato zmniejszenie ilosci glikozoaminoglikanow w
komoérkach, nie byty to zmiany statystycznie istotne.

Bratam takze udziat we wspodlredagowaniu prac dotyczacych
potencjalnych mozliwosci leczenia MPS w oparciu o terapi¢ redukcji
substratu z wykorzystaniem genisteiny (prace IIA-5,6,8). Dodatkowo
wcigz zajmuje si¢ badaniem morfologii bakteriofagow izolowanych z
roznych $rodowisk. Analiza budowy badanych bakteriofagdw zostata
przedstawiona w pracach I1A-4.9.

Ze wzgledu na znajomo$¢ licznych technik mikroskopii
elektronowej zaréwno transmisyjnej jak i1 skaningowej dwa lata temu
zostala mi powierzona funkcja kierownika Laboratorium Mikroskopii
Elektronowej, samodzielnej jednostki Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego. W najblizszej przysztosci zamierzam zbada¢ wplyw laczone;j
terapii enzymatycznej oraz redukcji substratu na kumulacje
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glikozoaminoglikandw w komérkach pobranych od pacjentow z MPS
typu VI z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowe;.
Planuje rowniez kontynuowaé badania analizy morfologii wloséw
pozyskanych od pacjentdéw przyjmujacych genisteing.
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