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Wykaz stosowanych skrótów 
 

ER – receptor dla estrogenu (ang. Estrogen Receptor)  

PR – receptor dla progesterone (ang. Progesterone Receptor) 

TNBC – potrójnie ujemny nowotwór piersi (ang. Triple Negative Breast Carcinoma) 

CTNNAL1 – gen kodujący alfa katulinę (ang. Alpha-catenin-like 1, alpha-catulin gene)  

CD146 – cząsteczka adhezyjna komórek czerniaka (ang. MCAM, melanoma cell 

adhesion molecule) 

HNSCC – nowotwory głowy i szyi wywodzące się z tkanki nabłonkowej (ang. Head and 

Neck Squamous Cell Carcinoma) 

EMT – przejście epitelialno-mezenchymalne (ang. Epithelial-to-Mesenchymal 

Transition) 

MET – przejście mezenchymalno-epitelialne (ang. Mesenchymal-to-Epithelial 

Transition) 

VM – mimikra naczyniopodobna (ang. Vascular Mimicry) 

CSC – nowotworowe komórki macierzyste (ang. Cancer Stem Cells) 

BCSC – komórki macierzyste nowotworu piersi (ang. Breast Cancer Stem Cells) 

Her2 – receptor ludzkiego naskórkowego czynnika wzrostu 2 (ang. Human Epidermal 

Growth Factor Receptor 2) 

IKK-β – ang. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta 

SNAIL1/2 – ang. Zinc finger protein SNAI1/2 

ZEB1/2 – ang. Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1/2 

TGF-β – transformujący czynnik wzrostu beta (ang. Transforming Growth Factor beta) 

VEGF-1 – czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth 

Factor) 

ECM – macierz pozakomórkowa (ang. Extracellular Matrix) 
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HGF – czynnik wzrostu hepatocytów (ang. Hepatocyte Growth Factor) 

RNAseq – sekwencjonowanie RNA nowej generacji (ang. Next Generation RNA 

sequencing) 

α-SMA – białko aktyny (ang. Alpha Smooth Muscle Actin) 
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Streszczenie w języku polskim 
 

Rak piersi jest obecnie najczęściej diagnozowanym nowotworem u kobiet na 

świecie. Spośród różnych podtypów to potrójnie negatywny nowotwór piersi ma najniższą 

średnią przeżywalność z powodu bardzo często występujących przerzutów i braku 

dostępnej terapii celowanej. EMT jest procesem odgrywającym kluczową rolę podczas 

rozwoju zarodkowego, jednakże rola tego procesu została również potwierdzona w 

progresji nowotworowej i procesie przerzutowania. Obecnie trwa dyskusja nad nie 

binarnością tego zjawiska, wydaje się, że komórki mogą występować nie tylko w formie 

epitelialnej lub mezenchymalnej, a w wielu stanach pośrednich charakteryzujących się 

cechami macierzystych komórek nowotworowych. W przypadku raka piersi utrata adhezji 

międzykomórkowej jest kluczowa dla rozpoczęcia procesu przerzutowania. W trakcie 

trwania EMT komórki obniżają ekspresję apikalnych oraz bazopodstawnych, epitelialno 

specyficznych białek, co skutkuje wzrostem ekspresji białek typowo mezenchymalnych. 

Taka tranzycja skutkuje zwiększoną ruchliwością komórek. Zaobserwowane zostało, że 

obniżenie ekspresji białka epitelialnego α-kateniny korelowało ze wzrostem ekspresji 

białka α-katuliny i przejściem epitelialno mezenchymalnym. Ponadto ekspresja α-katuliny 

była zwiększona w komórkach na froncie inwazyjnym nowotworu płaskonabłonkowego 

głowy i szyi. Jednakże funkcja α-katuliny w progresji nowotworów piersi nie była do tej 

pory badana. 

W niniejszej pracy doktorskiej na początek skupiłem się na przeglądzie 

literaturowym na temat słabo poznanego białka α-katuliny. Jest to białko należące do super 

rodziny białek winkuliny. W pracy tej wykazałem wysoką homologię sekwencji jak i 

struktury pomiędzy α-katuliną, α-kateniną i winkuliną. Opisałem ponadto bardzo 

ograniczoną, ale jednocześnie znaczącą listę białek, które wchodzą w interakcje z α-

katuliną jak Lbc Rho GEF, dystrobrewina, IKK-β czy kinaza NEK. α-katulina pełni istotną 

funkcję w stanach zapalnych, odporności na apoptozę, starzeniu komórkowym a także w 

reorganizacji cytoszkieletu komórkowego, progresji nowotworów i EMT. Dodatkowo α-

katulina odgrywa kluczową rolę w trakcie rozwoju embrionalnego, ponieważ jest 

niezbędna dla prawidłowej neurulacji. W pracach naukowych udowodniono podwyższony 

poziom ekspresji α-katuliny w raku piersi, płuc czy prostaty. Pomimo licznych doniesień 
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opisujących udział α-katuliny w migracji i inwazji komórek nowotworowych, mechanizm 

molekularny prowadzący do takiego fenotypu jest nadal bardzo słabo poznany.  

W mojej drugiej oryginalnej publikacji wykazałem, że ekspresja α-katuliny 

zachodzi w ludzkich tkankach nowotworu piersi i poziom tej ekspresji koreluje z 

zaawansowaniem choroby nowotworowej. Ponadto kiedy wyciszyłem ekspresję α-katuliny 

w komórkach nowotworowych zaobserwowałem spadek potencjału inwazyjności komórek 

w modelu trójwymiarowym. Następnie rozwinąłem nowy system reporterowy katuliny w 

celu śledzenia i możliwości izolacji najbardziej inwazyjnych komórek raka piersi, a 

następnie możliwości poddania ich analizie sekwencjonowania RNA. Wysoka ekspresja α-

katuliny koreluje z ekspresją genów zaangażowanych w migrację komórkową, a także 

może być odpowiedzialna za modulację właściwości adhezyjnych komórek 

nowotworowych i ich interakcję z naczyniami krwionośnymi. Barwienia 

immunohistochemiczne guzów ksenograficznych potwierdziły wyniki otrzymane przez 

sekwencjonowanie RNA. Dzięki temu wykazałem, że system reporterowy katuliny 

oznacza nie tylko inwazyjne komórki nowotworowe, ale także rzadką populację wysoce 

plastycznych komórek nowotworowych, które eksprymują endotelialne markery takie jak 

MCAM i uczestniczą w mimikrze naczyniowej. Udział inwazyjnych nowotworowych 

komórek o podwyższonej ekspresji katuliny, w tworzeniu struktur przypominających 

naczynia krwionośne umożliwiadostawę substancji organicznych do wnętrza guza i 

prawdopodobnie poprzez ułatwianie wnikania komórek nowotworowych do krwioobiegu 

może początkować proces przerzutowania. Ponadto wykazałem, że wyciszenie ekspresji α-

katuliny w komórkach nowotworowych wpływało na ich zmniejszony potencjał 

inwazyjności i zmniejszoną macierzystość nowotworową poprzez deregulację ekspresji 

markera macierzystości komórek raka piersi – CD44.  

Wykorzystując system reporterowy katuliny udało mi się wyizolować i 

scharakteryzować plastyczne, wysoce inwazyjne komórki nowotworowe biorące udział w 

mimikrze naczyniopodobnej i przerzutowaniu. α-katulina odgrywa kluczową rolę w 

interakcji komórek nowotworowych i mikrośrodowiska, modulując właściwości adhezyjne 

komórek. Zwiększona plastyczność komórek nowotworowych, wysoce eksprymujących α-

katulinę może być konieczna do tranzycji w struktury endotelialne, udział w tworzeniu 

mimikry naczyniopochodnej i finalnie w przerzutowaniu komórek nowotworowych. W 

mojej pracy doktorskiej wyraźnie wykazałem iż α-katulina jest kluczowa dla potencjału 
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nowotworzenia i inwazyjności komórek raka piersi. Jest ona markerem specyficznym 

charakteryzującym plastyczne komórki nowotworowe przechodzące przez stany pośrednie 

EMT.  Poznanie pełnej złożonej biologii białka α-katuliny może prowadzić do poznania 

nowych skutecznych celów terapeutycznych w różnych typach nowotworów.  
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Abstract 
Characterization of highly invasive breast cancer cells using novel catulin reporter 

system 

 

Breast cancer is currently the most widely diagnosed cancer in women worldwide. 

Triple negative breast cancer has the poorest survival ratedue to high metastatic potential 

and no targeted treatment is available at this time. EMT is a process playing a pivotal role 

during development, however it is also associated with cancer progression and metastasis. 

It has been implicated that this phenomenon is non-binary, meaning that there may be some 

interstates of cells between epithelial and mesenchymal features possessing cancer stem-

like properties. In breast cancer progression, loss of intracellular adhesion is crucial for 

metastatic disease. In the process of EMT, progressive downregulation of apical and 

basolateral, epithelial specific proteins is accompanied by re-expression of mesenchymal 

specific proteins. The switch results in  increased motility of the cells. It was observed that 

decrease in the expression of the epithelial protein α-catenin correlated with an increase in 

the expression of the α-catulin protein and EMT. In addition, the expression of α-catulin 

was increased in the cells at the invasive front of head and neck squamous cell carcinoma. 

However, the function of α-catulin in the progression of breast cancer has not been studied 

so far.In this dissertation, I first focused on reviewing the published data regarding poorly 

described protein α-catulin. It is a member of the vinculin superfamily proteins. I showed 

high homology in sequence between α-catulin, α-catenin and vinculin. I described the 

limited yet representative number of binding partners of α-catulin like Lbc Rho GEF, 

dystrobrevin, IKK-β, NEK kinase. α-catulin has been shown to be important in 

inflammation, apoptotic resistance, cytoskeletal reorganization, senescence resistance, 

cancer progression, and EMT. α-catulin plays a pivotal role during embryonic development 

as it is necessary for proper neurulation. In cancer progression α-catulin has been shown to 

be upregulated in highly invasive breast, lung, and prostate carcinoma. Despite multiple 

reports describing α-catulin as an important factor contributing to cancer cell migration and 

invasion, the exact molecular mechanism leading to this phenotype remains unclear.  

In my second publication, I showed that α-catulin is expressed in human breast 

cancer samples, and its expression correlates with the cancer progression. Moreover, when 

I knocked down α-catulin, invasive potential of cells in 3D model was highly decreased. 

Then I developed a novel reporter catulin system to track highly invasive breast cancer 
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cells, and I was able to isolate those cells from xenograft transplants and perform RNAseq 

analysis. Expression of catulin in the invasive cancer cells correlated with the expression 

of genes involved in migration, and also could be important in the modulation of adhesive 

properties of cancer cells and their interactions with the vasculature. Immunohistochemical 

staining of xenographic tumors confirmed the results obtained by RNA sequencing. Thus, 

I demonstrated that the catulin reporter system not only labels invasive tumor cells, but also 

a rare population of highly plastic tumor cells that express endothelial markers such as 

MCAM and participate in vascular mimicry.Participation of catulin expressing tumor cells 

in forming vascular structures enables a flow of nutrients to the tumor mass and may 

facilitate the entry of cancer cells into the vascular system leading to the metastatic spread. 

When simultaneously knocking down α-catulin I observed modulation of adhesive 

properties of tumor cells and a high decrease in the invasive and cancer stemness potential, 

what resulted in decreased breast cancer stemness marker – CD44. It means that by utilizing 

a novel catulin reporter system, I could isolate and characterize highly invasive breast 

cancer cells of high plasticity that participate in vascular mimicry and metastasis. 

 

Concluding, α-catulin may play a pivotal role in the interaction between cancer cells 

and the microenvironment, modulating the adhesive properties of cancer cells. Increased 

plasticity of cancer cells highly expressing α-catulin may be of high demand for the cells 

to change into endothelial like and participate in vascular mimicry and then in metastasis. 

In this dissertation, I clearly show that α-catulin is crucial in breast cancer tumorigenesis 

and the invasiveness process. It is clearly a specific marker of plastic cancer cells 

undergoing different intermediate EMT states. Deciphering the complex nature of α-catulin 

may lead to finding potentially novel therapeutic targets in various types of carcinomas.   
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Wstęp 
 

Nowotwory piersi – ich charakterystyka i klasyfikacja 

 

Rak piersi jest najczęściej występującym typem nowotworów u kobiet na świecie 

[1]. Jest odpowiedzialny za 23% przypadków spośród wszystkich typów nowotworów [2]. 

Typowymi objawami są wyczuwalne palpitacyjnie grudki guzowate w piersi, zmiana 

barwy skóry na piersi, wysięk sutkowy, zmiana kształtu całej piersi [3]. Głównymi 

czynnikami ryzyka zachorowania na tę chorobę są: czynniki genetyczne takie jak np. 

mutacje w genach BRCA1, BRCA2 i inne, płeć, wiek, brak karmienia piersią, czynniki 

hormonalne endogenne i egzogenne, otyłość i styl życia przede wszystkim nadmierne 

spożycie alkoholu i palenie papierosów [4]. Klasyfikacja nowotworów piersi jest bardzo 

złożona i składa się z oceny histopatologicznej, w której ocenia się czy dany nowotwór jest 

luminalny czy bazalny, naciekający czy nienaciekający, stopień zróżnicowania komórek 

nowotworowych względem komórek normalnych i klasyfikacji TNM, w której ocenia się 

wielkość guza, zajęcie okolicznych węzłów chłonnych i występowanie przerzutów [5]. 

Innym rodzajem klasyfikacji jest określenie statusu receptorowego komórek 

nowotworowych. Wyróżniamy nowotwory ER pozytywne i/lub PR pozytywne, Her2 

pozytywne i nowotwór potrójnie ujemny, gdzie komórki nie wykazują ekspresji żadnego z 

powyższych markerów. O ile w przypadku komórek ER/PR/Her2 pozytywnych istnieje 

szereg terapii celowanych wykorzystujących przeciwciała monoklonalne, to w przypadku 

nowotworu potrójnie ujemnego, który stanowi ok 20% wszystkich przypadków, nie ma 

dostępnej żadnej terapii, stąd przeżywalność z tym typem nowotworu jest najniższa [6]. 

Podtyp potrójnie ujemny według klasyfikacji molekularnej pokrywa się z typem bazalnym, 

jednakże komórki te są dużo mniej zróżnicowane, dużo bardziej agresywne i często mają 

mutację w genie BRCA1 [7]. O ile umiejscowienie guza pierwotnego bardzo ułatwia 

możliwość całkowitej eliminacji masy guza poprzez mastektomię, to zgony następują 

najczęściej na skutek częstych nawrotów choroby i bardzo wysokiej częstotliwości 

przerzutowania do kości, wątroby, płuc i mózgu [8]. Jedyną opcją leczenia potrójnie 

negatywnego raka piersi jest obecnie resekcja guza i ogólna chemioterapia, a częstotliwość 

występowania przerzutów jest nadal bardzo wysoka [9], dlatego ważne jest lepsze 

zrozumienie biologii potrójnie ujemnego nowotworu piersi, a także lepsze poznanie 

molekularnego podłoża procesu przerzutowania komórek nowotworowych. 
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Rola EMT w rozwoju, regeneracji i progresji nowotworów 

 

EMT jest procesem komórkowym, w którym dochodzi do zmiany fenotypu i 

zachowania komórek z epitelialnego na mezenchymalny. Tranzycja ta jest często 

odpowiedzią na sygnały pochodzące z mikrośrodowiska [10]. Komórki w stanie 

epitelialnym charakteryzują się stabilnymi połączeniami międzykomórkowymi, 

polaryzacją wierzchołkowo-podstawną i interakcjami z błoną podstawną. Podczas EMT 

dochodzi do deregulacji ekspresji różnych genów i modulacji post-translacyjnych, które 

prowadzą do obniżenia ekspresji markerów epitelialnych, co prowadzi do zwiększonej 

ekspresji genów charakterystycznych dla stanu mezenchymalnego [11]. Komórki te 

charakteryzuje tylno-przednia polaryzacja, morfologia podobna do fibroblastów i 

zwiększona ruchliwość komórkowa [12]. Po raz pierwszy EMT zostało opisane przez 

naukowców badających wczesną embriogenezę [13]. Już na bardzo wczesnym etapie 

rozwoju zarodkowego, bo już na etapie implementacji zarodka i tworzenia się łożyska 

można zaobserwować proces EMT. Komórki trofoektodermy, będące prekursorami 

cytotrofoblastu, poddawane są EMT w celu ułatwienia inwazji endometrium i późniejszego 

prawidłowego zakotwiczenia łożyska, umożliwiając jego funkcję w wymianie składników 

odżywczych i gazowych [14]. Komórki przechodzą EMT w celu przemieszczenia się i 

migracji w trakcie procesów tworzenia nowego organizmu. Docierając do miejsca 

docelowego przechodzą natomiast proces odwrotny MET gdzie z powrotem nabierają cech 

epitelialnych i są w stanie nawiązać interakcje z błoną podstawną [15]. To tylko jeden z 

przykładów udziału EMT w rozwoju zarodkowym. Późniejsza gastrulacja również 

związana z procesem EMT jest kontrolowana przez kanoniczną ścieżkę sygnałową Wnt 

[16]. EMT w rozwoju zarodkowym to jeden z trzech podtypów EMT. Innym typem EMT 

jest to związane z regeneracją, gojeniem ran i zwłóknieniem organów. Zdarzenia EMT typu 

drugiego występują jako część procesu związanego z naprawą, w którym komórki 

nabłonkowe różnicują się w nowe komórki podobne do fibroblastów w celu odbudowy 

tkanek po urazie i stanie zapalnym. Komórki te wykazują morfologię specyficzną dla 

nabłonka i markery molekularne, takie jak cytokeratyna i E-kadheryna, ale jednocześnie 

eksprymują białko supresorowe ferroptozy 1, markery mezenchymalne i α- SMA. EMT 

typu drugiego jest związane ze stanem zapalnym i kończy się po jego redukcji [17]. 

Zwłóknienie natomiast pojawia się w wielu organach jako patologiczny mechanizm 

naprawy na skutek chronicznego stanu zapalnego, gdzie EMT doprowadza do powstania 
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miofibroblastów z komórek nabłonkowych i ich nadmiernej akumulacji prowadząc do 

zaburzenia prawidłowego funkcjonowania wątroby, płuc czy nerek [18]. Trzecim typem 

EMT jest ten związany z progresją nowotworów. Epitelialne komórki nowotworowe tracą 

polaryzację i połączenia komórkowe, nabierając mezenchymalnych właściwości, ze 

zwiększoną ruchliwością i inwazyjnością [19]. Komórki w stanie epitelialnym eksprymują 

E-kadheryne, cytokeratyny, okludynę i klaudynę, przechodząc EMT ekspresja tych białek 

zanika, a pojawia się zwiększona ekspresja wimentyny, N-kadheryny czy fibronektyny. 

Wimentyna jest eksprymowana na wysokim poziomie w wielu nowotworach 

nabłonkowych, w tym raku piersi, raku prostaty, czerniaku i raku płuc, a jej ekspresja jest 

determinantem wzrostu guza, inwazji i złego rokowania [20]. Proces EMT jest 

kontrolowany przez kaskadę czynników transkrypcyjnych [21]. Najbardziej poznanymi 

regulatorami EMT są TWIST1, TWIST2, SNAIL1, SNAIL2, ZEB1, i ZEB2. Hamują one 

ekspresję E-kadheryny i promują w ten sposób przejście do stanu mezenchymalnego [22]. 

Ponadto ścieżka sygnałowa TGF-β/Smad również odgrywa kluczową rolę w indukcji 

EMT, zwłaszcza w nowotworach piersi. TGF-β oddziałuje także na inne ścieżki sygnałowe 

jak Notch, Wnt/β-katenina, NF–κB, i RTK w celu podtrzymania mezenchymalnego 

fenotypu agresywnych komórek raka piersi [23]. Istnieje coraz więcej dowodów na to, że 

tylko niewielka część komórek najbardziej agresywnych może przetrwać i tworzyć 

przerzuty. Ta subpopulacja komórek jest zdolna do wzrostu, inwazji i samo odnawiania 

się, a zatem wykazuje właściwości komórek macierzystych, stąd nazywane są one 

nowotworowymi komórkami macierzystymi (CSC) [24]. CSC są w stanie przetrwać nawet 

po usunięciu pierwotnego guza. Może to być spowodowane mutacjami i deregulacją 

szlaków epigenetycznych, które sprzyjają przeżyciu i mogą wynikać z oddziaływań 

mikrośrodowiska, które wymusza ich ewolucję genetyczną. Mikrośrodowisko guza może 

dostarczać sygnałów regulujących samoodnowę, EMT i procesy homeostatyczne takie jak 

stan zapalny, niedotlenienie i angiogeneza, które regulują wejście CSC w stan uśpienia, 

albo promowanie reaktywacji CSC, które inicjują przerzuty [25]. W przypadku 

nowotworów piersi BCSC do tej pory charakteryzowane były jako CD44+/CD24- i 

ALDH1 pozytywne [26]. Jednakże lepsze poznanie natury BCSC jak i natury procesu EMT 

doprowadziły do konkluzji, że jest to proces niebinarny i komórki mogą występować w 

wielu różnych formach hybrydowych EMT [27]. Ta plastyczność komórek 

nowotworowych jest procesem kluczowym w kontekście agresywności i przerzutowania 

nowotworów, stąd wymaga dokładniejszego zbadania i charakterystyki.  
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Unaczynienie nowotworów i mimikra naczyniopodobna 

 

Rozrastająca się masa guza pierwotnego doprowadza do stanu niedotlenienia i 

głodu komórek znajdujących się w jej wnętrzu. Limitowane unaczynienie wnętrza guza 

pierwotnego ogranicza dostęp zarówno składników odżywczych niezbędnych dla 

poprawnego metabolizmu komórek nowotworowych jak i tlenu. Dawniej uważano, że 

nowotwór pierwotny, aby przetrwać indukuje w mikrośrodowisku angiogenezę wtórną, 

gdzie nowe naczynia rozrastają się z już obecnych naczyń krwionośnych w samej masie 

guza lub w bliskim sąsiedztwie [28]. Próby leczenia nowotworów inhibitorami 

specyficznymi dla komórek śródbłonka naczyń okazały się jednak mieć ograniczone 

rezultaty. To skłoniło naukowców do myślenia, że musi istnieć inny mechanizm 

pozwalający guzom pierwotnym dostarczyć niezbędne składniki odżywcze. Już w 1999 

roku pokazano, że komórki nowotworowe same potrafią stworzyć struktury 

przypominające naczynia krwionośne, jednakże zupełnie przy braku udziału komórek 

endotelialnych [29]. Proces ten został nazwany mimikrą naczyniopodobną (VM), jest 

niezależny od angiogenezy i składa się z komórek nowotworowych i błony podstawnej 

[30]. Na podstawie badań nad rakiem piersi udowodniono, że struktury naczyniopodobne 

złożone wyłącznie z komórek nowotworowych są w stanie połączyć się z pobliskim 

endogennym unaczynieniem i tworząc mikrocyrkulację w skuteczny sposób zaopatrują guz 

pierwotny w niezbędne substancje odżywcze [31]. Wraz ze wzrastającą wiedzą na temat 

nowotworowych komórek macierzystych, koncept CSC i mimikry naczyniopodobnej 

zaczęły się ze sobą łączyć. Dobrym przykładem są badania nad nowotworami piersi, gdzie 

wykazano, że po wstrzyknięciu do myszy NOD.Scid komórek macierzystych ludzkiego 

raka piersi, unaczynienie wewnątrz guza było ludzkiego pochodzenia, co potwierdza udział 

komórek CSC w tworzeniu struktur naczyniopodobnych [32]. Również w badaniach nad 

glejakami wykazano, że komórki macierzyste glejaka, charakteryzujące się fenotypem 

CD133+, są w stanie różnicować do komórek endotelialnych [33]. Wiemy również, że 

ścieżka sygnałowa VEGF-1 jest zaangażowana i promuje proces mimikry 

naczyniopodobnej [34]. Jako, że teoria o powstawaniu CSC jest bardzo blisko powiązana 

z procesem EMT, jego udział również został potwierdzony w tworzeniu się struktur 

naczyniopodobnych w guzie nowotworowym. Komórki tworzące VM wysoce eksprymują 

ZEB1 co prowadzi do obniżonej ekspresji E-kadheryny i nadekspresji wimentyny w tych 

komórkach, a wyłączenie ekspresji Twist1 prowadzi do zahamowania procesu VM [35, 
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36]. Dlatego podsumowując, wiele badań potwierdza, że EMT jest niezbędne do indukcji 

komórek epitelialnych guza pierwotnego w kierunku komórek mezenchymalnych, a co za 

tym idzie niezróżnicowanych nowotworowych komórek macierzystych. EMT indukując 

proces tworzenia CSC jest włącznikiem procesu mimikry naczyniopodobnej. W procesie 

tym również ważny jest fakt występowania warunków beztlenowych wewnątrz guza i 

udział czynnika HIF-1a w procesie VM, a także regulacja CSC i EMT poprzez szlaki 

sygnałowe NF-κB, PI3K/Akt/mTOR, Notch, Wnt/β-katenina i Hedgehog [37]. Jako, że leki 

hamujące powstawanie nowych naczyń krwionośnych mają niewystarczające działanie to 

globalnie wykorzystanie wiedzy na temat EMT i CSC jest postulowane jako przyszłość 

terapii przeciwnowotworowych.  

 

Alfa-Katulina i uzasadnienie połączenia publikacji w jeden cykl 

 

Obniżony poziom ekspresji E-kadheryny i Alfa-Kateniny jest często obserwowany 

w litych guzach pierwotnych i w większości przypadków może być markerem ostrego 

przebiegu choroby nowotworowej z bardzo złym rokowaniem [38, 39]. W laboratorium 

wykonywania niniejszej pracy doktorskiej już wcześniej zaobserwowano, iż spadek 

ekspresji alfa-kateniny koreluje ze wzrost ekspresji nowego homologu alfa-kateniny – alfa-

katuliny [40]. Zauważono również, że ekspresja katuliny jest najwyższa na inwazyjnym 

froncie nowotworu w modelu HNSCC, a jej podwyższona ekspresja korelowała z 

przejściem komórek ze stanu epitelialnego do mezenchymalnego. Ponadto wyciszenie 

ekspresji katuliny w komórkach HNSCC drastycznie zmniejsza potencjał komórek do 

migracji i inwazji zarówno w modelu in vitro jak i in vivo [41]. Alfa katulina jest białkiem 

bardzo słabo poznanym. Wiemy, że odgrywa ona bardzo ważne funkcje w embriogenezie, 

homeostazie organizmu i przede wszystkim jest specyficznym markerem dla najbardziej 

inwazyjnych komórek nowotworowych. W związku z tym w niniejszej rozprawie 

doktorskiej w pierwszej kolejności skupiłem się na dokładnym przeglądzie literaturowym 

i głębokiej analizie i charakterystyce tego białka co zostało opisane w publikacji nr 1. 

Następnie w moich badaniach laboratoryjnych wykorzystałem fakt, iż podwyższony 

poziom ekspresji alfa katuliny jest specyficzny dla inwazyjnych komórek nowotworowych 

i wygenerowałem nowy system reporterowy wyznakowujący te najbardziej agresywne 

komórki w systemie ludzkiego, potrójnie ujemnego nowotworu piersi. Udało mi się 
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scharakteryzować transkryptom tych komórek, a także zaobserwować proces VM i określić 

udział katuliny w powstawaniu struktur naczyniopodobnych. Wyniki zostały szczegółowo 

zaprezentowane w publikacji nr 2.  
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Założenia i cele pracy 
 

Cel główny: 

Celem głównym badań w pracy doktorskiej była charakterystyka mało poznanego 

białka alfa-katuliny na podstawie wszystkich dostępnych publikacji, a następnie 

wykorzystanie ekspresji tego białka jako markera komórek inwazyjnych potrójnie 

ujemnego nowotworu piersi w celu wyizolowania tych komórek w systemie in vivo i 

analizy ich heterogenności, transkryptomu a także ich udziału w procesie mimikry 

naczyniopodobnej. 

 

Cele szczegółowe: 

 Analiza wszystkich dostępnych prac naukowych poprzez przeszukanie bazy 

danych Pubmed za pomocą słów kluczowych alpha-catulin, catulin, CTNNAL1, a 

następnie charakterystyka tego białka i opisanie właściwości strukturalnych, 

wszystkich białek wchodzących w interakcję z katuliną, udział katuliny w 

rozwoju zarodkowym, homeostazie organizmu, a także w procesach 

nowotworzenia. 

 Wygenerowanie nowego systemu reporterowego znakującego inwazyjne komórki 

ludzkich linii TNBC poprzez ekspresję GFP z promotora genu CTNNAL1. 

Następnie izolacja komórek najbardziej inwazyjnych i poddanie ich analizie 

sekwencjonowania RNA nowej generacji.  

 Jednoczesna analiza komórek ludzkich linii TNBC w systemie in vivo z 

wyłączonym genem CTNNAL1, ich izolacja i poddanie analizie 

sekwencjonowania RNA nowej generacji.  

 Zbadanie wpływu wyciszenia alfa-katuliny w komórkach linii TNBC w systemie 

3D na ich migrację, potencjał inwazyjności i potencjał macierzystości (CSC). 

 Określenie udziału najbardziej inwazyjnych komórek nowotworowych i alfa-

katuliny w tworzeniu struktur naczyniopodobnych. 
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Publikacja nr 1
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Publikacja nr 2



 

 

 

35 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

36 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

37 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

38 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

39 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

40 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

41 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

42 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

43 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

44 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

45 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

46 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

47 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

48 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

49 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

50 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

51 | S t r o n a  

 

 

 



 

 

 

52 | S t r o n a  

 

 

 

 

  



 

 

 

53 | S t r o n a  

 

 

 

Podsumowanie i wnioski 

 
W publikacji nr 1 udało mi się dokonać kompleksowego, szczegółowego opisu 

dotychczasowego stanu wiedzy na temat bardzo słabo poznanego białka alfa-katuliny. 

Najważniejsze wnioski płynące z tej publikacji: 

 Alfa-katulina i alfa-katenina należą do grupy białek wchodzących w składrodziny 

winkuliny. W przeciwieństwie do szerokiej wiedzy na temat alfa-kateniny, która jest 

niezbędna do adhezji komórkowej, oraz winkuliny istotnej dla adhezji komórek z ECM 

za pośrednictwem integryn i adhezji komórka-komórka, funkcja alfa-katuliny nadal 

nie jest dobrze poznana.  

 W publikacji pokazałem, że mimo wysokiej homologii sekwencji alfa-katuliny z alfa-

kateniną i winkuliną, lokalizacja komórkowa jest odmienna. Alfa-katulina znajduje się 

zarówno we frakcji błonowej i cytozolowej, a alfa-katenina znajdywana jest jedynie 

we frakcji błonowej komórki. 

 Jednym z lepiej opisanych białek wchodzących w interakcje z katuliną jest Lbc Rho 

GEF, jeden z czynników wymiany nukleotydów guaninowych. Alfa-katulina 

funkcjonuje jako rusztowanie dla białka Lbc Rho GEF, będąc regulatorem aktywnego 

RhoA co skutkuje regulacją cytoszkieletu aktynowego. 

 Alfa-katulina odgrywa kluczową rolę w trakcie embriogenezy na etapie neurulacji. 

Działając jako rusztowanie dla RhoA w wierzchołkowych częściach komórki 

prowadzi do prawidłowej przestrzennej aktywacji miozyny wpływając na dynamikę 

aktynowo-miozynową i stabilność połączeń międzykomórkowych co gwarantuje 

poprawne wygięcie płytki nerwowej w trakcie neurulacji.  

 Interakcje alfa-katuliny z dystrobrewiną, wchodzącą w skład kompleksu dystrofiny, są 

kluczowe dla poprawnego łączenia się neurotransmiterów w miotubach w płytce 

ruchowej, odgrywając kluczową rolę w neurosekrecji, pobudzenia neuronów i mięśni. 

Najwięcej uwagi poświęca się udziałowi alfa-katuliny w procesie nowotworzenia. 

Jako, że katulina jest cytoszkieletowym łącznikiem, może ona wpływać na migrację 

komórek nowotworowych. W różnych modelach nowotworowych wykazano wysoki 

poziom ekspresji katuliny, zwłaszcza w najbardziej inwazyjnych komórkach, w których 

aktywując różne ścieżki sygnałowe może promować inwazyjność nowotworów. 
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Pomimo powyższych doniesień na temat alfa-katuliny, nadal istnieje wielka 

potrzeba lepszego poznania biologii tego białka. Wiemy, że alfa-katulina jest 

zaangażowana w progresję nowotworów, lecz dokładny mechanizm molekularny jest nadal 

nieznany. Kluczowe będzie również zbadanie dokładnego wpływu alfa-katuliny na 

przestrzenną dystrybucję białka RhoA w trakcie migracji komórkowej. Znalezienie 

wszelkich potencjalnych białek wiążących się z katuliną powinno dać znacznie więcej 

odpowiedzi.  

W publikacji nr 2 wykorzystałem fakt występowania podwyższonej ekspresji alfa-

katuliny w najbardziej inwazyjnych komórkach nowotworowych i generując nowy system 

reporterowy promotora katuliny zademonstrowałem heterogenność inwazyjnych komórek 

nowotworowych, częściową ich plastyczność i uczestnictwo w mimikrze 

naczyniopodobnej. Najważniejsze wnioski płynące z tej publikacji: 

 Wykazałem różnicę w poziomach ekspresji alfa-katuliny w różnych liniach 

komórkowych TNBC, gdzie dwie linie komórkowe mające najbardziej agresywny 

fenotyp (MDA-MB-231 i HCC1806) okazały się mieć dużo wyższy poziom 

ekspresji CTNNAL1 w porównaniu do nieinwazyjnej linii MCF-7. 

 Wykazałem, że w ludzkich tkankach z nowotworów piersi wzrastający poziom alfa-

katuliny koreluje ze wzrastającym stopniem zaawansowania choroby 

nowotworowej. 

 W modelu sferoidowym 3D wyciszenie alfa-katuliny w liniach komórkowych 

MDA-MB-231 i HCC1806 prowadzi do znaczącego spadku potencjału 

inwazyjności i migracji. 

 Scharakteryzowałem nowy system reporterowi, wktórym ekspresja GFP zachodzi 

bezpośrednio z promotora alfa-katuliny. Okazało się, że w liniach komórkowych 

TNBC ok. 40% komórek eksprymuje wysoko alfa katulinę. Ponadto w modelu 3D 

komórki najwyżej eksprymujące katulinę lokalizują się na brzegu inwazyjnym 

sfery a ekspresja GFP pokrywa się z ekspresją markera EMT wimentyny. 

 Analiza RNAseq komórek najbardziej inwazyjnych (GFP+) porównanych do 

komórek negatywnych (GFP-) pokazała 1856 genów o podwyższonej ekspresji i 

1617 o obniżonej ekspresji. Najbardziej zróżnicowanymi genami były te należące 

do kategorii ruchliwości komórkowej, inwazyjności, migracji komórek śródbłonka 

naczyń, z dużą ilością genów zaangażowanych w proces tworzenia naczyń 
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krwionośnych. W kategorii regulatorów transkrypcyjnych o najwyższej ekspresji 

były VEGF, HGF i Myc.  

 Porównując listę genów o podwyższonej ekspresji z genami o obniżonej ekspresji 

z grupy komórek z wyciszoną katuliną otrzymałem swoistą listę genów zależnych 

od alfa-katuliny, gdzie pojawiły się geny specyficzne dla angiogenezy - PECAM1, 

ESM1, CD146, CDH5, ENG, ICAM4, PTN, FGF1, ANKRD1, GATA2, KDR, NOS3, 

SERPINE1, TIE1. Świadczy to o korelacji ekspresji alfa-katuliny z genami 

odpowiedzialnymi za migrację komórkową, a także możliwą modulację potencjału 

adhezyjnego komórek nowotworowych i ich interakcję z unaczynieniem.  

 W liście genów o podwyższonej ekspresji w moich wynikach wyjątkowo ciekawym 

wydał się CD146 (MCAM), który znany jest jako marker śródbłonka, ale także jako 

receptor promujący angiogenezę śródnowotworową i migrację komórkową [42]. 

Barwienia immunohistochemiczne wykazały, że plastyczne komórki inwazyjne, 

wysoce eksprymujące alfa-katulinę również eksprymują MCAM tworząc 

jednocześnie struktury naczyniopodobne (proces mimikry naczyniopodobnej).  

 Wiedząc, że poziom ekspresji alfa-katuliny wpływa na plastyczność i inwazyjność 

komórek nowotworowych, sprawdziłem czy w przypadku braku ekspresji katuliny 

zmienia się profil markerów CSC. Zauważyłem spadek poziomu ekspresji markera 

macierzystości CD44 specyficznego dla komórek raka piersi w przypadku 

wyciszenia genu alfa-katuliny. Ponadto komórki z wyciszoną katuliną nie były w 

stanie odtwarzać sfer z kolejnymi pasażami. Oznacza to, iż katulina jest 

zaangażowana w funkcje adhezyjne komórek nowotworowych wpływając tym 

samym na ich potencjał macierzystości.  

Podsumowując, alfa-katulina jest bardzo istotnym białkiem w procesie 

nowotworzenia. Poziom jej ekspresji wpływa na właściwości adhezyjne i migracyjne 

komórek nowotworowych. Zwiększona plastyczność komórek raka piersi może prowadzić 

do zwiększonej macierzystości i możliwości przeprowadzenia procesu mimikry 

naczyniopodobnej, która pomaga komórkom guza pierwotnego przejść EMT i osiągając 

dystalne organy zapoczątkować przerzutowanie. Alfa-katulina mogłaby wydawać się 

świetnym celem terapii przeciwnowotworowej, jednakże jej ważne funkcje w trakcie 

rozwoju zarodkowego, homeostazie organizmu i szeregu procesów fizjologicznych 

wykluczają ją jako bezpośredni target terapeutyczny 
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Dlatego kluczowym będzie lepsze poznanie jej biologii i białek oddziaływujących  a także 

jej udziału w procesie tworzenia struktur naczyniopodobnych i procesie przerzutowania, 

co może potencjalnie doprowadzić do scharakteryzowania  nowych celów dla celowanej 

terapii przeciwnowotworowej.  
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