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|. Przebieg pracy zawodowej i naukowej

Dr Klaudia Skrzypek w trakcie studiéw magisterskich realizowata program
podwojnych studiéw magisterskich. Mianowicie, w latach 2003-2008 odbyta studia
magisterskie z biotechnologii (specjalizacja biotechnologia medyczna) na Wydziale
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellohskiego (UJ) w Krakowie a
nastepnie w latach 2006-2008 - studia magisterskie z nauk o organizmach zywych
(specijalizacja: techniki bioprzemystowe) na Uniwersytecie w Orleanie, we Franciji.

Dnia 20.06.2008r. uzyskata tytut magistra biotechnologii (specjalizacja

biotechnologia medyczna) na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
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Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie oraz magistra nauk o organizmach zywych
(specjalizacja: techniki bioprzemystowe) na Uniwersytecie w Orleanie, we Francji na
podstawie pracy magisterskiej: ,Otrzymanie i charakterystyka stabilnej linii myszy
transgenicznych z nadekspresjg oksygenazy hemowej-1 w skérze”, ktorej
promotorami byli: prof. dr hab. Alicja J6zkowicz oraz Dr Yann Herault. Na uwage
zastuguje innowacyjny charakter studiow magisterskich dajgcy podwaliny przysztej
miedzynarodowej dziatalnosci naukowej Habilitantki.

Podobnie, studia doktoranckie Kandydatka realizowata rowniez w ramach
prestizowego programu podwaojnych studiow doktoranckich w latach 2008-2013 na
Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ w Krakowie oraz na Uniwersytecie
w Orleanie we Francji. W dniu 08.01.2013 na podstawie pracy doktorskiej: ,,Rola
mikroRNA w niedrobnokomoérkowym raku ptuca: wptyw oksygenazy hemowej-
1” (Promotorzy: Prof. dr hab. J6zef Dulak oraz Prof. Claudine Kieda)
Kandydakta uzyskata stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii
(dyplom uzyskany na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ w
Krakowie) oraz w zakresie biologii komérkowej i molekularnej (dyplom
uzyskany na Uniwersytecie w Orleanie we Francji). Nalezy podkresli¢, ze praca
doktorska Kandydatki zastata wyrézniona.

Tym samym jest spetniony podstawowy warunek ubiegania sie

Kandydatki o stopien doktora habilitowanego.

Od 18.03.2013r. sprawuje stanowisko adiunkta (stanowisko badawcze) w
Zaktadzie Transplantologii, Katedry Immunologii Klinicznej i Transplantologii,

Instytutu Pediatrii, Wydziatu Lekarskiego, UJ Collegium Medicum w Krakowie

Il. Istotne szkolenia i kierowanie projektami badawczymi oraz udziat w

projektach

Dr Klaudia Skrzypek juz od chwili rozpoczecia studidw magisterskich aktywnie
angazowata sie w realizacje projektow naukowych. Mianowicie w latach 2004-2012 w
Zaktadzie Biotechnologii Medycznej, Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii,
UJ — wspotrealizowata rozne projekty badawcze pod opiekg prof. dr hab. Alicji

Jézkowicz i podczas studiow doktoranckich - pod opiekg prof. dr hab. J6zefa Dulaka.



Od czerwca 2010 do listopada 2011 w Centrum Biofizyki Molekularnej, UPR CNRS
4301 Orlean Francja, laboratorium prof. Claudine Kandydatka realizowata projekt
badawczy w ramach miedzyuczelnianej umowy o podwdjnych studiach doktoranckich
miedzy UJ a Uniwersytetem w Orleanie pt. ,Rola mikroRNA w
niedrobnokomoérkowym raku ptuca: wptyw oksygenazy hemowej-17, ktdorego wyniki
staly sie nastepnie podstawg jej pracy doktorskie;j.

W latach 2007 oraz 2008 wspotuczestniczyta w realizacji projektu ,,Otrzymanie
i charakterystyka stabilnej linii myszy transgenicznych z nadekspresjg oksygenazy
hemowej-1 w skorze” ramach wymiany z programu Socrates-Erasmus (marzec-
sierpien 2007) lub w ramach umowy o podwdjnych studiach magisterskich: Instytut
Transgenezy, IEM, UMR 6218, CNRS, Orlean, Francja — laboratorium Dr Yann
Herault.

W 03-04. 2014r. odbyta dwumiesieczny staz badawczy w Klinice
Uniwersyteckiej we Freiburgu w Niemczech,w Instytucie Terapii Komorkowej i
Genowej oraz Centrum Chronicznego Niedoboru Odpornosci w grupie prof. Toni

Cathomen pod opieka dr Claudio Mussolino.

Warto podkresli¢, ze Habilitantka byta kierownikiem:

e projektu 2015/17/D/INZ5/02202 otrzymanego z Narodowego Centrum Nauki
(NCN) w ramach konkursu SONATA od 17.03.2016 do 16.03.2020
zatytutowanego ,Wptyw SNAIL na transkryptom mikroRNA w miesaku
prazkowanokomorkowym: znaczenie dla przerzutowania nowotworow
pochodzenia mezenchymalnego” z dofinansowaniem w kwocie 893 600 zt.
Samodzielnie zaplanowata projekt, ktory zakonczyt sie opublikowaniem 4
prac oryginalnych i 2 przeglagdowych.

e projektow celowych i statutowych przyznawanych przez UJ Collegium
Medicum. Pierwszy z nich to projekt celowy dla mtodych naukowcoéw w latach
2015-2017 o numerze K/DSC/003116 i tytule ,Edytowanie genomu z
wykorzystaniem nukleaz CRISPR/Cas9 w komdrkach nowotworowych i w
indukowanych pluripotencjalnych komérkach macierzystych” (kwoty
dofinansowania: 2015 - 20 000 zt; 2016 - 14 000; 2017 - 15 000 zt). Kolejny
byt projekt celowy w 2018 roku K/DSC/005268 na kwote 15 000 zt, ktory stat
sie nastepnie projektem statutowym w latach 2019 i 2020 o nr



N41/DBS/000214 na kwote 12 160,00 zt: "Czynniki miogenne jako
potencjalne cele terapeutyczne w leczeniu miesaka

prazkowanokomorkowego".

Kandydatka byta rowniez gtéwnym wykonawca kilku innych projektow
badawczych:

e projekt NCN OPUS 2013/09/B/NZ5/00769 w latach 2013-2017 ,Rola czynnika
transkrypcyjnego SNAIL1 w patogenezie nowotworéw nie-epitelialnych”
przyznany prof. dr hab. Marcinowi Majce na kwote 1 227 560 zt.

e Projekt w ramach konkursu "Nowe Horyzonty w Onkologii" w latach 2013-
2015 o numerze Z/DAR/00002 ,Ustalenie korelacji miedzy profilem ekspresji
MiRNA a przebiegiem klinicznym u chorych z rakiem jelita grubego i rakiem
piersi oraz okreslenie lekowrazliwosci przy wykorzystaniu indukowanych
komorek pluripotencjalnych” na kwote 430 000 zt przyznany prof. dr hab.

Marcinowi Majce jako kierownikowi.

Dr Skrzypek uczestniczyta w pracach doswiadczalnych w ramach projektu
NCN OPUS prof. dr hab. Marcina Majki o numerze 2015/17/B/NZ5/00294
,Okreslenie patomechanizmow rozwoju idiopatycznej formy choroby Parkinsona z
wykorzystaniem technologii indukowanych komaérek pluripotencjalnych” (kwota 1 515
600 PLN, 2016-2020). Aktualnie uczestniczy w badaniach w ramach projektu NCN
OPUS prof. dr hab. Marcina Majki o numerze 2018/29/B/NZ5/00915 ,Znaczenie
czynnikéw transkrypcyjnych zwigzanych z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym i
miogenezg w rozwoju miesaka prgzkowanokomoérkowego” (kwota 2 550 200 PLN,
2019-2023).

Z kolei wczesniej podczas realizowania pracy doktorskiej bytam gtéwnym
wykonawcg miedzynarodowego projektu naukowego przyznanego przez MNiSW,
realizowanego w latach 2008-2012: ,Wptyw niedoboru i nadekspresji oksygenazy
hemowej-1 na tranksryptom mRNA oraz microRNA w keratynocytach i raku ptuca:
znaczenie dla angiogenezy i wzrostu nowotworu.” Nr projektu: 347/N-INCA/2008. Byt
to projekt polsko-francuski, ktérego znaczgca czesc prac Kandydatki byta
realizowana we Francji w ramach projektu o nazwie CNRS-INCA-MSHE Polish-
French conv. 2009-2011.



Byta réwniez wspotwykonawcg miedzynarodowego projektu naukowego
przyznanego przez MNiSW 311/N-COST/2008: ,Rola oksygenazy hemowej-1 w pro-
angiogennej aktywnosci fosforylazy tymidynowej: znaczenie dla

przeciwnowotworowej terapii anty-angiogennej” 2008-2012.

lll. Wykazanie osiggniecia naukowego bedacego podstawg ubiegania sie o
nadanie stopnia doktora habilitowanego, o ktérym mowa w art. 219 ust. 1. pkt.
2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2021 r. poz. 478 zm.)

Tytut osiagniecia: ,,Wptyw czynnika transkrypcyjnego SNAIL i regulowanych
przez niego mikroRNA na wzrost i progresje miesaka

prazkowanokomoérkowego”

Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego s3 cyklem powigzanych
tematycznie artykutow naukowych: 3 prac oryginalnych oraz 1 pracy poglagdowe;j.
Wszystkie pozycje zostaty opublikowane w czasopismach zawierajgcych sie w
kwartylu Q1. Suma wspotczynnika IF prac wchodzgcych w osiggniecie naukowe

wynosi 28,123.

Na cykl publikacji sktadajg sie prace:

1. Skrzypek Klaudia, Kusienicka Anna, Trzyna Elzbieta, Szewczyk Barbara, Ulman
Aleksandra, Konieczny Pawel, Adamus Tomasz, Badyra Bogna, Kortylewski
Marcin, Majka Marcin. SNAIL is a key regulator of alveolar rhabdomyosarcoma
tumor growth and differentiation through repression of MYF5 and MYOD function.
Cell Death Dis. 2018 May 29;9(6):643. doi: 10.1038/s41419-018-0693-8.

Praca oryginalna; IF = 5,959; MEIN (wedtug poprzedniej skali punktacji) = 35;
kwartyl Q1

2. Skrzypek Klaudia, Kot Marta, Konieczny Pawet, Nieszporek Artur, Kusienicka
Anna, Lasota Matgorzata, Bobela Wojciech, Jankowska Urszula, Kedracka-Krok
Sylwia, Majka Marcin. SNAIL Promotes Metastatic Behavior of
Rhabdomyosarcoma by Increasing EZRIN and AKT Expression and Regulating



MicroRNA Networks. Cancers (Basel). 2020 Jul 11;12(7):1870. doi:
10.3390/cancers12071870.
Praca oryginalna; IF = 6,639; MEIN = 140; kwartyl Q1

3. Skrzypek Klaudia, Nieszporek Artur, Badyra Bogna, Lasota Matgorzata, Majka
Marcin. Enhancement of myogenic differentiation and inhibition of
rhabdomyosarcoma progression by miR-28-3p and miR-193a-5p regulated by
SNAIL. Mol Ther Nucleic Acids. 2021 Apr 20;24:888-904. doi:
10.1016/j.omtn.2021.04.013.

Praca oryginalna; IF = 8,886; MEIN = 140; kwartyl Q1

4. Skrzypek Klaudia, Majka Marcin. Interplay among SNAIL Transcription Factor,
MicroRNAs, Long Non-Coding RNAs, and Circular RNAs in the Regulation of
Tumor Growth and Metastasis. Cancers (Basel). 2020 Jan 14;12(1):209. doi:
10.3390/cancers12010209.

Praca przeglagdowa; IF = 6,639; MEIN = 140; kwartyl Q1

Jednym z osiggnie¢ naukowych Kandydatki jest wykazanie nowego
niekanonicznego mechanizmu dziatania czynnika transkrypcyjnego SNAIL (SNAI1) i
regulowanych przez niego mikroRNA w rozwoju i progresji miesaka
prazkowanokomoérkowego. Powyzsze mechanizmy dziatania zostaty przeze nig
opisane po raz pierwszy na swiecie i mogg mie¢ znaczenie dla pozostatych typow
nowotworéw pochodzenia mezenchymalnego lub innych biologicznych proceséw
réznicowania. Odkrycie zostato przedstawione w trzech pracach oryginalnych
opublikowanych w czasopismach: Cell Death and Disease w 2018 roku, Cancers w
2020 roku oraz Molecular Therapy - Nucleic Acids w 2021 roku.

Miesak prgzkowanokomorkowy (RMS) jest jednym z najczestszych
nowotworéw mezenchymalnych tkanek migkkich u dzieci i mtodziezy. Pochodzenie
RMS jest zwigzane z defektem réznicowania miogennego wczesnych progenitorow
miesniowych lub komdrek macierzystych. Przerzutowanie RMS jest gtdwng
przyczyng $miertelnosci. Catkowity wskaznik przezycia po 3 latach wynosi tylko
25%—-30% u pacjentéw z guzami o wysokim stopniu ztosliwosci z przerzutami.
Dlatego tez badania naukowe nad zrozumieniem mechanizméw rozwoju tego

nowotworu, procesu inwazji i przerzutowania, ktére sg niezbedne do opracowania



nowych strategii leczniczych wydtuzajgcych catkowite przezycie tych pacjentow sg
niezwykle wazne.

W prowadzonych badaniach Kandydatka pochylita na okreslaniu roli i
mechanizmu dziatania czynnika transkrypcyjnego SNAIL we wzroscie i progres;ji
RMS. W opublikowanych pracach oryginalnych opisatam role biatka SNAIL w
regulacji, rozwoju i réznicowaniu RMS ze szczegdlnym uwzglednieniem wptywu
niekodujgcych RNA, takich jak mikroRNA.

W zrealizowanych przez siebie badaniach Kandydatka wykorzystata
nowoczesny warsztat laboratoryjny. Sposob uzasadnienia poszczegdlnych etapow
badania, szczegdtowe opisy ich przeprowadzenia w warunkach in vitro i in vivo, jak
réwniez wywazony sposob wnioskowania wskazujg na olbrzymig wiedze z zakresu
biologii molekularnej, biotechnologii oraz na duze doswiadczenie, peten

profesjonalizm, dojrzatos¢ i samodzielnos¢ naukowg Kandydatki.

W pracy oryginalnej: “SNAIL is a key regulator of alveolar rhabdomyosarcoma
tumor growth and differentiation through repression of MYF5 and MYOD
function” Kandydatka wykazata, ze ekspresja czynnika transkrypcyjnego SNAIL jest
podwyzszona w podtypie ARMS charakteryzujgcym sie wysokg agresywnoscia.
Ponadto u pacjentéw z RMS poziom SNAIL wzrastat wraz z wyzszym stopniem
zaawansowania choroby oraz stwierdzono wystepowata ujemng korelacje miedzy
poziomami czynnika transkrypcyjnego SNAIL a miogennego czynnika
transkrypcyjnego MYF5. Natomiast roznicowanie ludzkich komoérek ARMS in vitro
zmniejszato ilos¢ biatka SNAIL, za$ obnizenie poziomu SNAIL w komérkach ARMS
zahamowato ich proliferacje i zwiekszyto odsetek komorek w fazie cyklu GO/G1, jak
réwniez zaindukowato réznicowanie in vitro, ktére charakteryzowato sie zmianami w
morfologii komorek i zwiekszonym poziomem ekspresji réznych czynnikéw
miogennych i ciezkiego tancucha miozyny. Co najwazniejsze, komorki z obnizonym
poziomem biatka SNAIL po podaniu podskérnym w ogodle nie tworzyty guzow u
myszy NOD-SCID z uposledzonym uktadem odpornoéci. Co ciekawe, cze$ciowe
przywrocenie biatka SNAIL w tych komérkach spowodowato odwracanie sig fenotypu
komorek, jak rowniez doprowadzito do wzrostu niewielkich guzéw u myszy. Proba
podawania siRNA przeciwko SNAIL do rosngcych guzéw RMS u myszy
spowodowata pojawienie sie zroznicowanej morfologii nowotworu w obszarach ze

zmniejszonym poziomem biatka SNAIL. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze w badaniach in



vitro zidentyfikowata mechanizm dziatania odpowiedzialny za obserwowane efekty.
Obnizenie poziomu SNAIL zaindukowato ré6znicowanie miogenne oraz indukowanie
fuzji w wielojgdrowe struktury z ekspresjg ciezkiego tancucha miozyny. Wykazany
nowy mechanizm dziatania czynnika transkrypcyjnego SNAIL obejmowat jego
wigzanie sie z promotorem genu MYF5. W ten sposob hamowana byta ekspresja
tego czynnika miogennego. Ponadto SNAIL wypierat czynnik miogenny MYOD z
sekwencji E-box, ktére wystepujg w genach ulegajacych ekspresji podczas
réznicowania i sg wzbogacone w centralne nukleotydy G/C. Obnizenie poziomu
SNAIL za pomocg shRNA, siRNA, jak rowniez za posrednictwem miR-30a umozliwito
ponowng ekspresje czynnika miogennego MYF5. Doprowadzito to do indukcji
réznicowania miogennego komorek ARMS.

Obnizenie poziomu SNAIL w komérkach ARMS zwigkszato poziom mikroRNA
specyficznych dla komorek miesniowych. Co wazne, miR-206 okazat sie by¢
mediatorem dziatania czynnika transkrypcyjnego SNAIL na poziom ciezkiego
tancucha miozyny. Transfekcja prekursorami miR-206 zwiekszyta jego poziom,
podczas gdy inhibitor miR-206 wywart odwrotne dziatanie w komérkach ARMS.
Kandydatka udokumentowata tez, ze biatko SNAIL wywiera wptyw na roznicowanie
miogenne nie tylko komérek nowotworowych ARMS, ale rowniez prawidtowych
ludzkich mioblastow. Obnizenie poziomu SNAIL w mioblastach zwiekszyto ekspresje
czynnikdbw miogennych i ciezkiego tancucha miozyny, jak réwniez zwigkszyto fuzje

mioblastéw w miotuby.

Z kolei w pracy oryginalnej : “SNAIL Promotes Metastatic Behavior of
Rhabdomyosarcoma by Increasing EZRIN and AKT Expression and Regulating
MicroRNA Networks” dr Skrzypek wykazata, ze czynnik transkrypcyjny SNAIL
reguluje nie tylko proliferacje, roznicowanie i tworzenie guzéw u myszy in vivo, ale
réwniez wptywa na wiasciwosci przerzutowe komorek nowotworowych zaréwno w
modelu in vitro oraz in vivo. Obnizenie poziomu biatka SNAIL spowodowato
zmniejszenie pojawiania sie komérek RMS w ptucach myszy NOD-SCID. Proces ten
moze byc¢ regulowany przez SDF-1 produkowany w ptucach myszy.

Dane uzyskane in vitro wykazaty wazng role biatka SNAIL w regulowaniu
wiasciwosci przerzutowych komérek RMS poprzez wptyw na ich ruchliwosc i
wiasciwoséci adhezyjne. Co ciekawe, w guzach RMS u pacjentow wystepowata

pozytywna korelacja miedzy ekspresjg receptora MET i czynnika SNAIL, oraz jej brak
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pomiedzy SNAIL a CXCR4. Czynnik SNAIL wptywat rowniez na poziom receptorow
adhezyjnych, ktére moga by¢ odpowiedzialne za lokalizowanie sie komorek w
narzgdach myszy w eksperymentach in vivo. Obnizenie poziomu SNAIL catkowicie
zmniejszyto ekspresje CD49b oraz znacznie zmniejszyto poziom receptorow z
rodziny ICAM, tj. CD54 (ICAM-1) i CD102 (ICAM-2). Ponadto, gdy komorki RMS z
wyciszonym SNAIL traktowano czynnikiem SDF-1, ich adhezja do aktywowanych
komorek srodbtonka byta zmniejszona.

Komorki z obnizonym poziomem SNAIL wykazywaty réwniez reorganizacje
cytoszkieletu aktynowego, co moze mie¢ znaczenie w adhezji komérek i zdolnosci do
migracji. Dr Skrzypek wykazata, ze SNAIL moze sie wigza¢ bezposrednio z
promotorem genu EZRYNY i w ten sposob aktywuje jego ekspresje. Co istotne, w
guzach RMS u pacjentéw wystepowata pozytywna korelacja miedzy poziomami
czynnika SNAIL i EZRYNY.

Zmniejszenie poziomu SNAIL i EZRYNY zahamowato migracje i chemotaksje
komorek, jednakze wptyw EZRYNY byt mniejszy niz ten wywierany przez SNAIL.
Kolejnym efektem byto zmniejszenie adhezji komérek RMS do komorek srodbtonka.
Mechanizm dziatania opierat sie na zahamowaniu aktywaciji biatek RHO i kinazy
ROCK-II. GTPazy z rodziny RHO.

SNAIL okazat sie by¢ réwniez regulatorem $ciezki sygnalizacyjnej kinazy AKT
bedacej gtdwnym przekaznikiem sygnatu w szlaku 3-kinazy fosfatydyloinozytolu
(PI3K), odgrywajgcego istotng role w regulacji proceséw zwigzanych z progresjg
komorek nowotworowych.

Habilitantka wykazata, ze SNAIL podlega regulacji przez HGF i SDF-1, ktére
sg czynnikami wptywajgcymi na zdolnos¢ do przerzutowania komaérek
nowotworowych.

Uzyskane przeze Kandydatke wyniki pokazujg, ze poziom biatka SNAIL jest
regulowany przez indukcje fosforylacji GSK3p za posrednictwem Sciezki
sygnalizacyjnej kinazy PI3K-AKT, zas czynnik SNAIL jest waznym regulatorem
poziomu AKT i EZRYNY.

Badania Kandydatki sugeruja, ze szlak sygnalizacyjny AKT moze by¢ istotnym
mediatorem czynnika transkrypcyjnego SNAIL w jego wptywie na zdolnosci
migracyjne komorek.

Wazng obserwacjg byto, ze Sciezka sygnalizacyjna SNAIL-mikroRNA wptywa

na procesy zwigzane z reorganizacjg cytoszkieletu aktynowego. miR-28-3p okazat



sie by¢ kluczowym mikroRNA wptywajgcym na ruchliwos¢, chemotaksje i adhezje
komorek, a takze poziom EZRYNY. Zatem te dane zasugerowaty, ze EZRYNA moze

by¢ regulowana posrednio lub bezposrednio przez wigzanie SNAIL z jej promotorem.

W trzeciej pracy oryginalnej: “Enhancement of myogenic differentiation and
inhibition of rhabdomyosarcoma progression by miR-28-3p and miR-193a-5p
regulated by SNAIL” Kandydatka skoncentrowala sie na dwéch mikroRNA,
najbardziej regulowanych przez czynnik SNAIL w komdrkach RMS: miR-28-3p oraz
mMiR-193a-5p. Komérki RMS z obnizonym poziomem SNAIL wykazywaty zwiekszony
poziom ekspresji tych mikroRNA. Ich poziom nie byt regulowany bezposrednio przez
wigzanie sie SNAIL z promotorami genéw, tylko za posrednictwem innych czynnikow.
W kolejnym etapie okreslitam wptyw mikroRNA na rozwoj RMS. Przeprowadzone
badania wykazaty, ze mikroRNA zalezne od SNAIL: miR-28-3p i miR-193a-5p sg
kluczowymi regulatorami wzrostu, réznicowania i progresji RMS. Ponadto
zaindukowalty réznicowanie miogenne zaréwno komoérek RMS, jak i ludzkich
mioblastéw Co ciekawe, w podtypie ARMS miR-28-3p i miR-193a-5p mogty byc¢
réwniez waznymi regulatorami zarowno wczesnych, jak i p6znych czynnikow
regulujgcych réznicowanie miogenne. W przypadku prawidtowego réznicowania
ludzkich mioblastow miR-28-3p podnosit poziom pdznych czynnikéw, natomiast miR-
193a-5p zwiekszat ekspresje zaréwno wczesnych, jak i péznych czynnikow. Obydwa
mikroRNA zwigkszyty fuzje komorek w wielojgdrowe miotubule z ciezkim farncuchem
miozyny. Uzyskane wyniki sugerujg, ze obydwa badanie mikroRNA mogg regulowac
nie tylko patologiczne r6znicowanie miogenne nowotworéw, ale réwniez prawidtowe
ludzkich mioblastéw.

Co wiecej, miR-28-3p i miR-193a-5p hamowaty migracje komérek RMS,
chemotaksje i inwazje w kierunku SDF-1 i HGF oraz adhezje do komérek srédbtonka.
Ponadto wptywaty na zwiekszenie zdolnosci proangiogennych komoérek
nowotworowych.

Jednoczesna zwigkszona ekspresja obydwu mikroRNA znaczgco zmniejszyta
tempo wzrostu guzoéw rosngcych po podaniu podskérnym do myszy NOD-SCID. Po
podaniu dozylnym zahamowata lokalizowanie sie komdérek miesaka
prazkowanokomoérkowego w mysich organach. Po podaniu podskérnym w
powstatych guzach ponownie zaobserwowatam zwiekszong ilo$¢ struktur widknistych

i nieprawidtowych duzych naczyn krwionosnych. Jednoczesna zwiekszona ekspresja
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obydwu mikroRNA podniosta rowniez poziom wielu czynnikow regulujgcych
réznicowanie miogenne.

W omawianej pracy Kandydatka zidentyfikowata nowe mikroRNA zalezne od
czynnika transkrypcyjnego SNAIL, ktore w przysztosci mogtyby stac sie nowymi

celami terapeutycznymi w miesaku prgzkowanokomaérkowym.

W pracy przegladowej o tytule: “Interplay among SNAIL Transcription Factor,
MicroRNAs, Long Non-Coding RNAs, and Circular RNAs in the Regulation of
Tumor Growth and Metastasis” dr K. Skrzypek opisata w sposob przystepny i
kompleksowy mozliwe interakcje miedzy biatkiem SNAIL a niekodujgcymi RNA. P
Korzystajgc ze swej bogatej wiedzy uzyskanej wskutek przeprowadzonych prze
siebie innowacyjnych badan laboratoryjnych po raz pierwszy na swiecie omowita
rézne typy regulacji pomiedzy czynnikiem transkrypcyjnym SNAIL a niekodujgcymi
RNA, ze szczegbdlnym uwzglednieniem petli sprzezenia zwrotnego i roli
kompetycyjnego RNA. Jest to bardzo wartosciowa lektura dla naukowcow

zajmujgcych sie badaniami zarowno przedklinicznymi, jak i klinicznymi.

Podsumowujgc cykl prac Kandydatki bedgcych podstawg do ubiegania sie o
stopien dr hab., do najwazniejszych osiggnie¢ poznawczych przedstawionego cyklu

prac naleza:

1. Odkrycie roli biatka SNAIL jako kluczowego czynnika regulatorowego
réznicowania miogennego zarowno patologicznego nowotworu RMS, jak réwniez
prawidtowego ludzkich mioblastéw.

2. Wykazanie nowego mechanizmu dziatania czynnika transkrypcyjnego SNAIL
w regulowaniu wzrostu guzéw i réznicowania komoérek nowotworowych RMS
poprzez wptyw na poziom ekspresji czynnikow miogennych.

3. Wykazanie zdolnosci czynnika transkrypcyjnego SNAIL do regulowania progres;ji
nowotworu RMS poprzez wptyw na poziom EZRYNY, kinazy AKT i mikroRNA.

4. Odkrycie nowych mikroRNA zaleznych od czynnika transkrypcyjnego SNAIL,
ktore w przysztosci mogg miec¢ znaczenie jako potencjalne cele terapeutyczne w
leczeniu nowotworu RMS.

5. Wykazanie nowej roli mikroRNA zaleznych od czynnika transkrypcyjnego SNAIL:

miR-28-3p i miR-193a-5p w réznicowaniu i progresji nowotworu RMS.
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Nie ma jakichkolwiek watpliwosci, ze przedstawiony cykl publikacji
dokumentuje wybitny wktad Habilitantki w rozwéj medycyny, w tym - onkologii
a wyniki Jej badan moga stac sie w przysziosci podstawg do opracowania

skutecznych metod leczenia chorych na migsaki i inne nowotwory.

IV. Pozostate osiggniecia naukowe

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora habilitantka opublikowata prace

dotyczace kilku nurtéw badawczych.

Wyniki badan Kandydatki i wsp. dotyczgcych gojenia ran u myszy
transgenicznych wskazujg, ze wzrost poziomu HO-1 znaczgco przyspiesza tempo
gojenia sie ran. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w pracy PLoS One. 2009 Jun
4,4(6):€5803.

W artykule opublikowanym w Free Radic Biol Med. 2011 Nov 1;51(9):1717-26
Habilitantka i wsp. wykazali, ze HO-1 moze chroni¢ zdrowe tkanki przed indukowang
chemicznie kancerogenezg w kierunku raka ptaskonabtonkowego u myszy i w juz
rosngcych guzach moze przyspieszac ich transformacje w kierunku bardziej
ztosliwych form.

Dr Skrzypek wykazata, ze komorki srodbtonka izolowane z zyt pepowinowych
posiadajgce allel z krotszg wersjg promotora charakteryzowaty sie lepszym statusem
oksydacyjnym. Ponadto udokumentowano, ze polimorfizm promotora HO-1 znaczgco
wptywa na cytoprotekcyjne, proangiogenne i antyzapalne funkcje biatka HO-1, co
moze mie¢ duze znaczenie w rozwoju chorob uktadu krgzenia (Arterioscler Thromb
Vasc Biol. 2010 Aug;30(8):1634-41).

Habilitantka i wsp. wykazali, ze HO-1 hamuje réznicowanie mioblastéw
poprzez wptyw na ekspresje mikroRNA regulujgcych procesy miogenezy, co moze
mie¢ istotne znaczenie w rozwoju nowotworéw wywodzgcych sie z komorek
pochodzenia miesniowego, co zostato opublikowane w piS§mie Antioxid Redox Signal.
2012 Jan 15;16(2):113-27.

W tym nurcie tematycznym znajdujg sie réwniez 2 prace przegladowe, gdzie
dr Skrzypek jest wspotautorem opublikowany w prestizowych pismach

miedzynarodowych: Analytical and Bioanalytical Chemistry i Vascular Pharmacology
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Wykrycie, ze antyzapalne wtasciwosci penoksyfiliny w komorkach monocytéw i
srodbtonka biegng przez szlaki niezalezne od HO-1 zostato opisane w pracy
oryginalnej: Modulation of inflammatory response by pentoxifylline is independent of

heme oxygenase-1 pathway. J Physiol Pharmacol. 2009 Jun;60(2):3-12.

Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Podobnie, jak przez uzyskaniem stopnia doktora, Kandydatka realizowata badania w

kilku nurtach tematycznych.
1. Mechanizmy regulujgce wzrost i progresje roznych typow nowotwordw

Badania Kandydatki dostarczyty informaciji, ze zwiekszona ilos¢ HO-1 w
NDRP hamuje wzrost nowotworu, jego unaczynienie i utlenowanie oraz
réwnoczesnie hamuje przerzutowanie do oddalonych tkanek, zas zwiekszony poziom
wybranego mikroRNA wywiera odwrotne efekty biologiczne. Wyniki tych badan moga
stac¢ sie w przysztosci przestankg do opracowania nowych, skuteczniejszych lekéw
przeciwnowotworowych i ukierunkowanych terapii antynowotworowych.
Opublikowane zostaty one w pismie Antioxid Redox Signal. 2013 Sep 1;19(7):644-
60.

W pracy opublikowanej w Free Radic Biol Med. 2015 Dec;89:147-57
Habilitantka i wsp. wykazali przeciwnowotworowy wptyw gtéwnego regulatora
komérkowych odpowiedzi antyoksydacyjnych, czynnika transkrypcyjnego Nrf2 oraz
HO-1 na rozwdj raka sluzowo-naskdérkowego ptuca.

Dr Skrzypek i wsp. Wykazali rbwniez, ze zwiekszona ekspresja IL-1B i IL-6
wraz z proangiogennym wptywem komorek nowotworowych z ekspresjg fosforylazy
tymidynowej na srédbtonek moze przyczyniac sie do wzrostu guza, co sugeruje, ze
fosforylaza tymidynowa moze by¢ celem terapii antyangiogennej w NDRP (PL0S
One. 2014 May 12;9(5):e97070).

W kolejnej publikacji (J Clin Med. 2021 May 15;10(10):2144) Kandydatka z
wspotpracownikami wykazata, ze lokalizacja jgdrowa CD133 w guzie moze by¢
zwigzana z mniej korzystnym rokowaniem u pacjentek z rakiem endometrium.

Dr Skrzypek jest rowniez wspotautorem pracy przeglgdowej, w ktorej

omowiono tematyke réznych sciezek sygnatowych miedzy mikroRNA i biatkami w
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regulacji przejscia epitelialno-mezenchymalnego prowadzgcego do przerzutowania
réznych typéw nowotworéw (Acta Biochim Pol. 2019 Dec 28;66(4):509-520).

2. Mechanizméw regulujgcych wzrost i progresje miesaka

prazkowanokomorkowego

Wyniki badan nad wptywem receptora MET i wybranych czynnikéw
miogennych, na wzrost i progresje tego typu nowotworu zostaty opublikowane w
pracach: Oncotarget. 2015 Oct 13;6(31):31378-98

Habilitantka wykazata w nich, ze aktywacja sygnalizacji MET moze
powodowac defekty réznicowania miogennego prowadzgce do rozwoju i progres;ji
RMS , Zze aktywacja sygnalizacji MET moze powodowac defekty réznicowania
miogennego prowadzgce do rozwoju i progresji RMS.

Ponadto dziatanie sciezki sygnatowej receptora MET w rozwoju miesaka
prazkowanokomorkowego byto przedmiotem pracy przeglagdowej, w ktorej
Habilitantka jestem réwnorzednym pierwszym autorem (Curr Drug Targets.
2017;18(1):98-107).

W kolejnej pracy (Cells. 2021 Jul 23;10(8):1870) Kandydatka opisata wyniki
badan sugerujgce, ze linie komoérek nowotworowych o tym samym profilu STR moga
wytwarzac subklony, ktore roznig sie wieloma cechami i wskazujg na kluczowa role
biatek PAX7 i ID w rozwoju RMS.

3. Ro&znicowanie indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych w

komaorki miesniowe i neurony

Wyniki poréwnania trzech réznych protokotéw réznicowania indukowanych
pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPS) w komaorki miesniowe zawarte
zostaty w pracy:Myogenic Differentiation of iPS Cells Shows Different Efficiency in
Simultaneous Comparison of Protocols. Ulman A, Kot M, Skrzypek K, Szewczyk B,
Majka M. Cells. 2021 Jul 2;10(7):1671.

W innej pracy (Int J Mol Sci. 2020 Aug 9;21(16):5705) dr. Skrzypejk i wsp.
wykazali, ze pochodzenie komodrek iPS moze znaczgco wptywaé na zdolnos¢
réznicowania komérek iPS w potworniakach, a takze na r6znicowanie 2D w neurony

dopaminergiczne i wczesne etapy tworzenia organoidow 3D srédmozgowia.
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W opracowanym modelu organoidow 3D do badania idiopatycznej formy
choroby Parkinsona Kandydatka i wsp. wykazali bardzo duzy potencjat zastosowania
trojwymiarowych organoidow ludzkich w badaniu choroby neurodegeneracyjnej i
modelowaniu interakcji komorkowych w obrebie ludzkiego mézgu (Int J Mol Sci. 2020
Jan 21;21(3):694).

4. Angiogeneza

W publikacji (Cardiovasc Diabetol. 2014 Nov 1; 13:150) , Habilitantka i wsp.
wykazali, ze aktywacja PPARYy przez rozyglitazon poprawia potencjat angiogenny
ECs pobranych od myszy cukrzycowych. Jednakze zmniejszona ekspresja PPARy w

cukrzycy nie zaburza angiogenezy.

Reasumujac Habilitantka posiada istotny dorobek publikacyjny (poza cyklem
prac stanowigcych osiggniecie naukowe bedace podstawa ubiegania sie o
stopien dr. hab.), w licznych pracach jest gtbwnym autorem (pierwszym lub
ostatnim). O skali i wartosci dorobku naukowego dr Klaudii Skrzypek swiadcza

réowniez wykazy parametryczne:

Suma Impact Factor dla wszystkich publikacji: 126,91
Liczba cytowan (dot. wszystkich publikacji): 710
Liczba cytowan bez autocytowan (dot. wszystkich publikacji): 660

Wspétczynnik Hirscha (dot. wszystkich publikacji): 15

V. Naukowa aktywnos¢ miedzynarodowa i krajowa z innymi jednostkami

badawczymi

Habilitantka prowadzi wspotprace naukowg wieloosrodkowg z licznymi
jednostkami w kraju i zagranicg, ktéra daje mozliwos¢ szlifowania warsztatu
laboratoryjnego oraz obfituje w ciekawe projekty badawcze i niezwykle wartoSciowe
publikacje.

W 2014r. odbyta staz w instytucie: University Medical Center Freiburg,
Institute for Cell and Gene Therapy & Center for Chronic Immunodeficiency, we

Freiburgu w Niemczech w grupie badawczej prof. Toni Cathomen oraz dr Claudio
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Mussolino w ramach programu KNOW (Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy)
Zaznajomita sie tam z metodami hodowli indukowanych pluripotencjalnych komoérek
macierzystych oraz technologii edytowania genomu z wykorzystaniem nukleaz
CRISPR/Cas9 oraz TALEN, ktére mozna zaprojektowaé w ten sposob, aby
rozpoznaty specyficzng sekwencje interesujgcego genu i przeciety DNA

w okreslonym miejscu. Pozwala to na wzgledne ,wytgczenie” dowolnego genu
zamiane zmutowanego genu na prawidiowy. Staz pozwolit na rozwiniecie wspotpracy
badawczej z dr Claudio Mussolino i prof. Toni Cathomen, w ramach ktérej
Habilitantka pracuje aktualnie nad modyfikowaniem komérek macierzystych i
nowotworowych z wykorzystaniem nukleaz jako modelu do badan funkcji genéw w
regulacji procesu uposledzonego réznicowania w kierunku miesni i w onkologii.
Warto podkreslic, ze efektem tej wspotpracy jest wspdlna, bardzo ciekawa publikacja:
Ulman A, Skrzypek K, et al. Genome Editing of the SNAI1 Gene in
Rhabdomyosarcoma: A Novel Model for Studies of Its Role. Cells. 2020 Apr
28;9(5):1095.

Kandydatka wspétpracuje réwniez z prof. Marcinem Kortylewskim, Department
of Onco-Immunology, Beckman Research Institute at City of Hope National Medical
Center, Duarte, USA. Efektem tej wspotpracy jest publikacja: Skrzypek K et al.
SNAIL is a key regulator of alveolar rhabdomyosarcoma tumor growth and
differentiation through repression of MYF5 and MYOD function. Cell Death Dis. 2018
May 29;9(6):643.

Dr Skrzypek wspoétpracuje naukowo takze z polskimi grupami badawczymi.
We wspotpracy z dr hab. Sylwig Kedrackg-Krok, prof. UJ z Zaktadu Biochemii
Fizycznej Wydziatu Biochemii Biofizyki i Biotechnologii UJ oraz dr Urszulg
Jankowskg z Laboratorium Proteomiki i Spektrometrii Mas z Matopolskiego Centrum
Biotechnologii w Krakowie dokonaty analizy proteomu w komérkach nowotworowych
miesaka prgzkowanokomorkowego metodg spektrometrii mas, czego efektem jest
publikacja: Skrzypek K i wsp. SNAIL Promotes Metastatic Behavior of
Rhabdomyosarcoma by Increasing EZRIN and AKT Expression and Regulating
MicroRNA Networks. Cancers (Basel). 2020 Jul 11;12(7):1870.

Kolejng wspdtpracg bardzo wazng z punktu widzenia tgczenia réznych
dyscyplin naukowych jest wspotpraca z grupg bioinformatyczng z Matopolskiego
Centrum Biotechnologii. Wspotpraca bioinformatyczna umozliwita analizy danych

szerokopanelowych z mikromacierzy lub sekwencjonowania transkryptomu. Efektem
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dotychczasowej wspétpracy jest artykut naukowy: Chlebanowska P, Sutkowski M,
Skrzypek K, Tejchman A, Muszyriska A, Noroozi R, Majka M. Origin of the Induced
Pluripotent Stem Cells Affects Their Differentiation into Dopaminergic Neurons. Int J
Mol Sci. 2020 Aug 9;21(16):5705.

Warto dodac, ze dr Skrzypek podjeta naukowg wspotprace miedzynarodowg
juz podczas studiow doktoranckich i magisterskich. Podczas przygotowywania pracy
doktorskiej przez 1,5 roku pracowata w grupie kierowanej przez prof. Claudine Kieda
w Centrum Biofizyki Molekularnej, UPR CNRS 4301 (Narodowe Centrum Badan
Naukowych) w Orleanie we Francji, zas podczas studiow magisterskich odbyta 8-mio
miesieczny staz u prof. Yann Herault w Instytucie Transgenezy, IEM CNRS w
Orleanie we Francji. Na uwage zastuguje wspotpraca Habilitantki z tym Instytutem,
ktéra pozwolita uzyskac i scharakteryzowac unikatowe, pierwsze w Polsce myszy
transgeniczne z nadekspresjg HO-1 w skorze, stanowigce unikalny model do badan
in Vivo procesu gojenia ran czy tez nowotworzenia. O wysokiej wadze tego
osiggniecia moze swiadczy¢ fakt, iz zostaty one zdeponowane w europejskiej bazie

EMMA i sg dostepne dla Srodowiska naukowego na catym Swiecie.

Dydaktyka

Habilitantka, pomimo braku obowigzku dydaktycznego, realizuje sie takze w
tym zakresie. Byta m.in. promotorem pomocniczym w 1 przewodzie doktorskim,
recenzentem 1 pracy magisterskiej, sprawowata opieke w laboratorium nad
studentami Wydziatu Biochemii Biofizyki i Biotechnologii UJ, ktérzy wykonywali
eksperymenty do pracy magisterskiej w Zaktadzie Transplantologii UJ Collegium
Medicum w Krakowie. Zakonczyto sie to obrong 3 prac magisterskich. Ponadto
prowadzita zajecia w ramach kursu "Podstawy medycyny regeneracyjnej" w roku
akademickim 2014/2015 dla studentow medycyny Il roku Wydziatu Lekarskiego
Collegium Medicum UJ w Krakowie. Prowadzita zajecia tematyczne: ,Zrédta i
mozliwosci pozyskiwania komorek somatycznych macierzystych” oraz ,Sposoby
izolacji i hodowli komérek macierzystych” oraz zajecia eksperymentalne podczas
warsztatow organizowanych przez Zaktad Transplantologii UJ Collegium Medicum w
ramach Szkoty Letniej Komérek Macierzystych w latach 2014-2019. Prowadzita
zajecia praktyczne i przygotowata rozdziat w skrypcie o tematyce ,|zolacja

chemotaktyczna komdrek macierzystych”.
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Dziatalnos$¢ organizacyjna

Dr Skrzypek bardzo aktywnie udziela sie w organizowaniu konferenciji i
warsztatow naukowych:

e Byta gtdbwnym organizatorem miedzynarodowych warsztatow "Modeling and
targeting cancer" w dniu 28.10.2016 w Krakowie. Na organizacje wydarzenia
otrzymata dofinansowanie w ramach KNOW na Wydziale Lekarskim UJ
Collegium Medicum. Spotkanie umozliwito nawigzane wspétpracy, w ramach
ktorej ztozono wniosek o miedzynarodowy projekt COST ACTION STATNET
(OC-2016-2-21379): ,Supporting young reserchers to target hiper-activated
STAT-transcription factors in neoplasia”.

e wspotorganizowata miedzynarodowg konferencje “New frontiers in
regeneration therapies: from Advanced Therapy Medicinal Products (ATMP)
through imaging to clinical outcomes” w Krakowie w 2018r.

e Wspotorganizowata warsztaty ,At the crossroads of stem cell biology and
omics technology” w 2014r. w Krakowie na UJ Collegium Medicum
realizowanych w ramach projektu OMICRON.

e Wielokrotnie wspotorganizowata i prowadzita zajecia w ramach Szkoty Letniej
Komoérek Macierzystych w Krakowie

Na profesjonalizm dr K. Skrzypek i uznanie jej - jako eksperta wskazuje fakt, ze
zostata wybrana na czionka Komisji ds. Bezpieczenstwa Biologicznego dziatajgcej
przy Katedrze Immunologii Klinicznej i Transplantologii, Instytutu Pediatrii, Wydziatu
Lekarskiego UJ CM od 2017 roku. Komisja ocenia stan badan i bezpieczenstwa
(przestrzegania procedur) zamknietego uzycia GMM i GMO w dziatajgcych w obrebie
jednostki Zaktadach Inzynierii Genetycznej (ZIG). Habilitantka nalezy rowniez do
miedzynarodowego towarzystwa naukowego ,EMT International Association
TEMTIA” oraz jest czionkiem 2 towarzystw krajowych: Polskiego Towarzystwa

Biochemicznego oraz Polskiego Towarzystwa Biologii Komorki.

Rola edytora i recenzenta w miedzynarodowych czasopismach naukowych

Dorobek Kandydatki jest szeroko rozpoznawalny na arenie miedzynarodowe;j,

bowiem w roku 2020 zostata zaproszona do sprawowania funkcji edytora
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tematycznego (ang. guest topic editor) w czasopismie Biomolecules (aktualny IF =
4.879; Q2). Jest tez wspotedytorem w numerze specjalnym "MicroRNAs - Small
Molecules with Great Potential in Tumorigenesis".

Byta recenzentem prac w renomowanych, miedzynarodowych czasopismach
naukowych: Cancers (aktualny IF =6.639; Q1), International Journal of Molecular
Sciences (aktualny IF =5.923; Q1), Biomolecules (aktualny IF = 4.879; Q2), Acta
Biochimica Polonica (IF = 2.149; Q4), Medical Sciences (brak IF, czasopismo

obecne w bazie PubMed).

Zaproszone wyklady i prezentacje ustne oraz popularyzacja nauki

Dr Skrzypek aktywnie uczestniczy w popularyzacji nauki. Bardzo waznym
elementem tego kierunku jej dziatan jest to, ze byta zaproszonym wyktadowca na
spotkaniach, ktére miaty na celu zachecenie mtodych ludzi do pracy naukowej i
kariery naukowej, jak réwniez popularyzacje nauki. Wprowadzata mtodych
naukowcow w tajniki trudnego technologicznie, ale jakze obiecujgcego swiata biologii
molekularnej i perspektyw wptywu tej dziedziny na rozwdj onkologii. Jednym z nich
byt wyktad popularnonaukowy o tytule ,Nowe oblicze swiata RNA: mikroRNA w walce
z nowotworami” w ramach spotkania: ,Meet Biotech Boost Biotech” w dniu
16.11.2017 roku w Krakowie (Pauza in Garden), organizowanego przez Boost
Biotech Polska. Prowadzita rowniez wykfady na zaproszenie i prezentacje na

konferencjach naukowych.

Nagrody i wyréznienia

Dr Skrzypek jest beneficjentkg trzyletniego stypendium z Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mtodych naukowcéw od grudnia 2014,
stypendium naukowego matopolskiej fundacji stypendialnej Sapere Auso oraz
programu START 2014 dla wybitnych mtodych naukowcow przyznawanego przez
Fundacje na rzecz Nauki Polskiej a takze licznych nagréd za prezentacje w formie

plakatéw naukowych na konferencjach miedzynarodowych

Po analizie dorobku naukowego, badawczego, dydaktycznego, i
organizacyjnego jestem w peini przekonana, ze dr Klaudia Skrzypek spetnia
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wszelkie kryteria wymagane ustawa z dnia 20 lipca 2018r ,,Prawo o szkolnictwie

wyzszym i nauce” do uzyskania tytulu doktora habilitowanego.

Dlatego tez wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie o nadanie Kandydatce stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie

nauki medyczne.

Biatystok, dn. 14.01.2023 prof. dr hab. Ewa Sierko
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