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1. Informacje podstawowe o kandydacie:

Dr Natalia Lisiak (z domu Szymanowska) tytul magistra analityki medycznej uzyskata
na Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu - Wydzial
Farmaceutyczny, Oddzial Analityki Medycznej, w dniu 06 wrzesnia 2007 roku.
Prace magisterska pt.: ,,Detekcja i charakteryzacja chromosomalnych zlaman punktowych
wplywajacych na IGH locus w chioniaku Hodgkina za pomocg immunofluorescencji
i cytogenetyki interfazowej (technika FICTION)” zrealizowalta w Institut flir Humangenetik
Christian Albrechts Universitat w Kilonii oraz w Zakladzie Chemii Klinicznej, Katedry
Biochemii Farmaceutycznej. Promotor pracy byt prof. Reiner Siebert i prof. dr hab. Maria
Rybczynska.

W dniu 31 stycznia 2008 roku, uchwaly Krajowej Rady Diagnostéw Laboratoryjnych
w Warszawie (Uchwata Nr 14-P/11/2008), otrzymata Prawo wykonywania zawodu diagnosty
laboratoryjnego (Nr 11790).

2. Charakterystyka dorobku naukowego:

W swojej pracy badawczej dr Natalia Lisiak od samego poczatku byla zaangazowana
w badania dotyczace oceny aktywnosci biologicznej roznego rodzaju zwigzkéw pochodzenia
naturalnego, jak i syntetycznych. Jedng z grup zwigzkoéw, w badanie ktérych aktywnosci
zostata wlaczona, byly produkty oksydacji papaweryny. Badania te wykazaly aktywnosc¢
ligandu 1 i wigzanie do jednoniciowych kwadruplekséw guaniny (G4), bogatych w G 3'-
nawiaséw telomerowego DNA, i zostaly opublikowane w czasopismie Investigational of New
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Drugs w 2009. Z uwagi na zainteresowania badawcze, w szczegdlnodci ocene wlasciwosci
przeciwnowotworowych zwigzkéw pochodzenia naturalnego, zostala wiaczona w zadania
badawcze prowadzone we wspélpracy z Katedra i Zakladem Botaniki Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Celem tej wspoipracy byla ocena aktywnoéci biologicznej zapotyny,
zwigzku naturalnego wyizolowanego z pierwiosnka lekarskiego. W badaniach tych jako model
badawczy wykorzystano komorki raka szyjki macicy z konstytutywnie aktywnag PKCe.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze PKCe wzmacnia antyproliferacyjny efekt zapotyny,
a ponadto zwigzek aktywuje apoptozg. Wyniki otrzymane w toku realizacji tych badan zostaty
opublikowane w czasopismie European Journal of Pharmacology w 2012 roku. Jednoczasowo
Dr Natalia Lisiak, wykorzystujac wiedz¢ oraz swoje zainteresowania, wiaczata si¢ w badania
prowadzone w Zakladzie Chemii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, dotyczace
czgstosci wystgpowania polimorfizméw genu ABCBI w polskiej populacji pacjentek ze
zdiagnozowanym rakiem piersi. Wyniki tych badan zostaly opublikowane w czasopismie
Pharmacological Reports w 2012 roku. Dodatkowym obszarem zainteresowan naukowym
dr Lisiak bylo znaczenia telomerazy w chorobie nowotworowej. Badania mialy na celu analize
konsekwencji wyciszania gendéw kodujacych kluczowe podjednostki kompleksu telomerazy:
TERT, TERC i TP1 w ludzkich komorkach raka piersi in vitro. Uzyskane wyniki badan zostaty
opublikowane w Molecular Biology Reports w 2013 roku. Wraz z rozwojem naukowym
dr Lisiak coraz bardziej skupiata si¢ na analizie procesu nowotworzenia w obrebie komorek
raka piersi. Konsekwencja polaczenia tej tematyki oraz oceny aktywnosci biologicznej
zwigzkow pochodzenia naturalnego oraz syntetycznych bylo przygotowanie projektu
badawczego promotorskiego, ktory dotyczyl oceny aktywnosci biologicznej czterech
pochodnych kwasu oleanolowego (DIOXOL, HIMOXOL, HIMOXAZOL i Br-HIMOLID)
w komorkach raka piersi. Projekt ten stal si¢ wiodacym tematem pracy doktorskiej dr Lisiak
(projekt PRELUDIUM — NCN, 2011/01/N/NZ4/03433). Badania przedstawione w rozprawie
doktorskiej skupily si¢ na ocenie aktywnosci cytotoksycznosci, cyklu komdrkowego, autofagii
oraz wptywu na migracj¢ kwasu oleanolowego i jego czterech syntetycznych pochodnych na
komorki raka piersi. Uzyskane wyniki zaprezentowano w dwoch publikacjach w czasopismach
Chemico-Biological Interactions oraz Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry oraz na
konferencji migdzynarodowej EACR (European Association for Cancer Research)
w Barcelonie, Hiszpania, w 2012 roku. W dniu 11 grudnia 2013 roku dr Natalia Lisiak uzyskata
na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
(UMP) w Poznaniu stopient naukowy doktora nauk farmaceutycznych - dyplom przyznano
z wyrdznieniem. Dysertacja pt. ,Badanie mechanizmu dziatania pochodnych kwasu
oleanolowego w komorkach raka piersi”, realizowana byla w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Klinicznej 1 Diagnostyki Molekularnej UMP, promotorem pracy byla prof. dr hab. Maria
Rybczynska.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych dr Natalia Lisiak konsekwentnie
realizowata swoja dzialalno$¢ naukowo-badawcza w zakresie oceny aktywnosci biologicznej
wybranych naturalnych oraz syntetycznych zwigzkéw w komorkach nowotworowych.
Aktywnie wspolpracowala z zespolem Katedry Toksykologii Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu, w badaniach grupy zwiazkéw nalezacych do benzanilidéw i tiobenzanilidow. Trzy
sposrdd badanych zwigzkow wykazaly selektywna aktywnosé antyproliferacyjna oraz
wlasciwosci  estrogenowe w stosunku do komdrek estrogenowo-zaleznych raka piersi.
W kolejnym badaniu analizie poddano mechanizm dziatania pochodnej thiobenzanilidu- N,
N’(1,2-fenylen)bis3,4,5-trifluorobenztioamidu (63T) w komérkach ludzkiego raka ptuca oraz
komorkach prawidtowych wywodzacych sie z pluc in vitro. Analiza morfologii komorek,
dystrybucji komérek w fazach cyklu komorkowego, a ponadto procesu apoptozy, nekrozy
i autofagii wykazaly selektywno$¢ dzialania zwigzku 63T na indukcje $mierci komorek



nowotworowych zalezng od kaspaz oraz indukeje procesu autofagii w komérkach raka pluca
bez wplywu na komorki nienowotworowe phuca.

W swojej pracy badawcze] po uzy skaniu stopnia doktora dr Lisiak byla zaangazowana
réwniez we wspolprace z zespotem Zakiadu Botaniki Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
Badania te objely dwie grupy zwigzkow naturalnych. Pierwszy typ badan obejmowal oceng
aktywnosci  biologicznej kwasu 3-O-acetylaleuritolowego (3-0-AAA), wyizolowanego
z rosiczki tyzeczkowatej (Drosera spatulata), w komorkach raka szyjki macicy, raka jelita
grubego, raka piersi oraz komérkach nienowotworowych gruczotu piersiowego. Na podstawie
przeprowadzonych badan wykazano cytostatyczne oraz anty-migracyjne wiasciwosci 3-O-
AAA. Wykazano réwniez zdolnos¢ zwiazku do modulacji sciezki autofagii z udziatem biatek
regulatorowych tego procesu mTOR/beklina-1/Atg5. Druga grupe badang stanowily zwigzki
wyizolowane z biomasy produkowanej za pomocg technik biotechnologicznych stosowanych
w hodowli roslin roznych gatunkéw mikotajka (Eryngium): kwas roZmarynowy (RA) oraz 4’-
O-B-glukopiranozyd kwasu rozmarynowego (RAG4’). Wykazano wyzsZg cytotoksyczng
aktywno$é RA w stosunku do wszystkich badanych komorek nowotworowych, natomiast
najwyzsza efektywnos¢ drugiego zwiazku (RAG4”) stwierdzono w stosunku do komoérek raka
jelita grubego. RAG4’ nie wykazat natomiast aktywnosci w stosunku do komorek
nienowotworowych, co wskazuje na jego bezpieczenstwo stosowania W preparatach
farmaceutycznych i kosmetycznych.

Dr Lisiak kontynuowata réwniez swoje prace badawcze w zakresie oceny udziatu
telomerazy w mechanizmie nowotworzenia w komorkach raka piersi. Dzialalnos¢ ta
zaowocowata wspotautorstwem w kilku pracach, w ktérych opisano wplyw wysokiej
aktywno$¢ enzymu w komorkach nowotworowych na obnizong wrazliwoscig komorek na
terapi¢ oraz wskazano nowe kierunki rozwoju terapii skojarzonych, w tym z udzialem
inhibitoréw telomerazy i immunoterapii ukierunkowanej na telomerazg. Autofagia to proces,
ktory od poczatku pracy naukowej dr Lisiak znajdowat si¢ w kregu jej zainteresowan. Z uwagi
na swoja aktywnos¢ i doswiadezenic naukowe Habilitantka zostata dolaczona do grona
wspdtautorow 4 wydania przewodnika po autofagii, wytycznych umozliwiajacych prawidiowe
przeprowadzenie, pod wzglgdem metodycznym, badan tego procesu. Aktualng wiedzg na temat
tego ziozonego procesu i jego udziatu w nowotworzeniu dodatkowo opisala w publikacji
2 2014 roku, w czasopismie Postgpy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej.
7 racji zainteresowania nowotworem piersi, w poszukiwaniu nowych celéw molekularnych dla
tej zroéznicowanej jednostki chorobowej, dr Lisiak zwrdcita rowniez uwagg na biatko
mammaglobina A. Rezultaty swoich badan i obserwacji przedstawila w publikacji naukowe]
oraz zaprezentowalta podczas kongresu EACR w Bergamo, Italy, w 2020 roku. Wykorzystujac
doswiadezenie z zakresu hodowli komdrkowej oraz technik biologii molekularnej dr Lisiak
wilaczyla sie w projekt realizowany przez Studenckie koto Naukowe Biosfera dzialajace przy
Katedrze Chemii Klinicznej i Diagnostyki Molekularnej Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu, dotyczacy wykorzystania miRNA jako potencjalnych markerow monitorowania
odpowiedzi na leczenie stosowane w raku piersi. Wstgpne wyniki badan wskazuja, ze wybrane
miRNA sa dobrymi kandydatami na markery odpowiedzi komodrek raka piersi na
doksorubicyne lub cisplatyne,

Podsumowujac bogaty _dorobek naukowy dr Natalii Lisiak nalezy podkresli¢
konsekwencje w poszukiwanju badawczym mozliwodci wykorzystania w diagnostyce i terapii
nowotwordw nowych zwiazkéw pochodzenia naturalnego, iak i syntetycznych. W 5 na 24
opublikowanych_artykutéw byla pierwszym wspolautorem. Laczna punktacja dorobku
naukowego dr Natalii Lisiak, poza cyklem stanowiacym osiagni¢cie naukowe, wynosi
65.706 IF (1367 pkt. MEiN). Nalezy podkresli¢ duza liczbe cytowan publikacji - 891 (bez
autocytowan 863) oraz wysoki H-indeks, Ktory wynosi 11.
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3. Ocena rozprawy habilitacyjnej lub zestawu publikacji skladajacych si¢ na habilitacj¢

wraz z uzasadnieniem, co przeprowadzone badania wnoszg do nauki.

Na osiagniecie naukowe dr Lisiak skiada si¢ monotematyczny cykl pigciu prac
(czterech publikacji oryginalnych i jednej pogladowej), opublikowanych w recenzowanych
czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). W pracach
przedstawiono wyniki badan dotyczacych oceny aktywnosei biologicznej pochodnych
triterpenéw z grupy ekdysteroidéw oraz pochodnych kwasu oleanolowego, w roznych pod
katem molekularnym komorkach raka piersi in vitro. Osiggnigeie dotyczy badania szlakow
i celow molekularnych oddziatywania badanych zwigzkéw, uwzgledniajge proces autofagit,
apoptozy oraz migracji komorek nowotworowych gruczotu piersiowego.

Publikacje wchodzace w skiad osiagnigcia naukowego:

1. Lisiak Natalia, Toton Ewa, Rybczynska Maria. Autophagy as a potential therapeutic target
in breast cancer treatment. Curr. Cancer Drug Targets, 2018, 18, 7, 629-639 — autor
korespondencyjny. Impact Factor: 2.720, Punktacja MEIN: 35.

2. Romaniuk-Drapata Aleksandra*, Lisiak Natalia*, Totonh Ewa, Matysiak Anita, Nawrot
Joanna, Nowak Gerard, Kaczmarek Mariusz, Rybczynska Maria, Rubi$ Blazej.
Proapoptotic and proautophagic activity of 20-hydroxyecdysone in breast cancer cells in
vitro. Chem. Biol, Interact. 2021, 342, 109479, 1-8 — autor korespondencyjny. * equal.
Impact Factor: 5.168; Punktacja MEIN: 100.

3. Lisiak Natalia, Paszel-Jaworska Anna, Toton Ewa, Rubi$ Blazej, Pakula Martyna,
Bednarczyk-Cwynar Barbara, Zaprutko Lucjusz, Rybczyfiska Maria. Semisynthetic
oleanane triterpenoids inhibit migration and invasion of human breast cancer cells through
downregulated expression of the ITGBI/PTK2/PXN pathway. Chem. Biol. Interact. 2017,
268, 136-147 — autor korespondencyjny. Impact Factor: 3.296; Punktacja MEIN: 30.

4. Natalia Lisiak, Patrycja Dzikowska, Urszula Wisniewska, Mariusz Kaczmarek, Barbara
Bednarczyk-Cwynar, Lucjusz Zaprutko, Blazej Rubis. Biological activity of oleanolic acid
derivatives HIMOXOL and Br-HIMOLID in breast cancer cells is mediated by ER and
EGFR. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 5099, 1-20. Impact Factor: 6.208; Punktacja MEIiN:
140.

5. Lisiak Natalia Magdalena, Lewicka Izabela, Kaczmarek Mariusz, Kujawski Jacek,
Bednarczyk-Cwynar Barbara, Zaprutko Lucjusz, Rubis Blazej. Oleanolic acid's
semisynthetic derivatives HIMOXOL and Br-HIMOLID show proautophagic potential and
inhibit migration of HER2-positive breast cancer cells in vitro. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22,
11273, 1-20 — autor korespondencyjny. Impact Factor: 6.208; Punktacja MEIN: 140.

Laczny Impact Factor dla tych pieciu prac wynosi: 23.6, punktacja MEiN wynosi: 445.
Laczna liczba cytowan wg Web of Science (WoS): 33.

Publikacja pogladowa - Autophagy as a potential therapeutic target in breast cancer
treatment. Curr. Cancer Drug Targets, 2018 oraz publikacja Proapoptotic and proautophagic



activity of 20-hydroxyecdysone in breast cancer cells in vitro. Chem. Biol. Interact. 2021 byly
finansowane z funduszu przeznaczonego na dzialalnos¢ statutows Katedry i Zaktadu Chemii
Klinicznej i Diagnostyki Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Wyniki badan,
zawarte w publikacji Semisynthetic oleanane triterpenoids inhibit migration and invasion of
human breast cancer cells through downregulated expression of the ITGBI/PTK2/PXN
pathway. Chem. Biol. Interact. 2017 byly finansowane z funduszu Narodowego Centrum Nauki
w ramach grantu PRELUDIUM, ktérego dr Lisiak byta kierownikiem (grant
2011/01/N/NZ4/03433) oraz dodatkowo z funduszu przeznaczonych na dziatalno$¢ statutowg
Katedry i Zakladu Chemii Klinicznej i Diagnostyki Molekularnej Uniwersytetu Medycznego
w Poznanju, Badania zawarte w publikacjach Biological activity of oleanolic acid derivatives
HIMOXOL and Br-HIMOLID in breast cancer cells is mediated by ER and EGFR. Int. J. Mol.
Sci. 2023 i Oleanolic acid's semisynthetic derivatives HIMOXOL and Br-HIMOLID show
proautophagic potential and inhibit migration of HER2-positive breast cancer cells in vitro
byly prowadzone w ramach dwoch niezaleznych, kierowanych przeze dr Natalig Lisiak
projektow badawczych dla miodych naukowcédw, finansowanych z funduszy Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu: “Ocena udzialu receptora estrogenowego 1 receptora dla
naskérkowego czynnika wzrostu w mechanizmie autofagii w komorkach raka piersi
traktowanych pochodnymi kwasu oleanolowego” oraz ,,Ocena mechanizmu dziatania
pochodnych kwasu oleanolowego w komorkach raka piersi HER-2 dodatnich” (Srodki
przyznane w latach 2016 1 2018 —nr projektu: 502-14-03318432-09182).

Opisowa ocena osiggnigeia naukowego

Cyk] publikacji zaprezentowany przez dr Natali¢ Lisiak skupia si¢ na terapii raka piersi,
ktéra aktualnie uwarunkowana jest gtéwnie podtypem molekularnym nowotworu. Niestety
nowotwory tozwijaja réznego rodzaju mechanizmy chroniace przed eliminacjg komoérek
z organizmu, Jednym z takich mechanizmow jest oporno$¢ wielolekowa, ktora jest jedng
z glownych przyczyn nieskutecznosci terapii. W zwiazku z tym konieczne jest poszukiwanie
nowych, bardziej efektywnych w terapii lekow. Obecnosé receptorow ER/PR oraz receptorow
nalezacych do rodziny HER jest szczegolnie wazna zaréwno dla diagnostyki jak i terapii
pacjentow z rakiem piersi. Identyfikacja czasteczek lub zwigzkéw o potencjale do blokowania
sygnalizacji z udzialem tych whasnie receptoréw jest kluczowym elementem skutecznej
strategii leczenia przeciwnowotworowego.

Interesujaca i obiecujaca pod katem biologicznym grupg zwigzkdw sa triterpeny. Sa to
zwiazki organiczne, heksamery izoprenu bedace podgrupg terpendéw. Dotychczas opisano
ponad 4000 triterpenéw i triterpenoidow (ich pochodnych). Triterpenoidy to duza klasa
produktéw naturalnych o szerokim spektrum bioaktywnosci. Do grupy triterpenoidow
zaliczane sa ekdysteroidy, wtérne metabolity, szeroko rozpowszechnione w krélestwie rodlin i
zwierzat. Zwigzki te posiadaja szeroki zakres aktywnosci farmakologicznej, z ktorych
wiekszos¢ jest korzystna dla czlowieka. Staly sie wiec interesujgcymi zwigzkami dla przemystu
farmaceutycznego, ze wzglgdu na wcigz badane dzialanie adaptogenne, anaboliczne,
hipoglikemiczne, hipocholesterolemiczne i przeciwdrobnoustrojowe. Niestety niewiele
wiadomo na temat ich aktywnosci przeciwnowotworowej, dlatego celem przeprowadzonych
badan byta ocena aktywnosci biologicznej wybranych ekdysonow w komérkach raka piersi o
réznych podtypach molekularnych. Innym interesujacym przedstawicielem triterpenoidow jest
kwas oleanolowy (OA), pentacykliczny triterpencid szeroko rozpowszechniony w swiecie
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rodlin. Dane literaturowe wskazuja na potencjalne dzialanie terapeutyczne OA w roznych
jednostkach chorobowych, takich jak: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, stwardnienie
rozsiane, zaburzenia metaboliczne, cukrzyca, zapalenie watroby i rézne nowotwory. Co wigcej,
kwas oleanolowy shuzy rowniez jako zwigzek macierzysty dla syntezy nowych triterpenoidow,
ktére moga okazaé si¢ niezbedne w znalezieniu skutecznych metod terapeutycznych dla
réznych dolegliwosei. Widoczne sg rowniez postgpy w projektowaniu i syntezie chemicznych
pochodnych OA w celu zwigkszenia ich rozpuszczalnosci, biodostgpnosci i sity dziatania.
Niektore z tych pochodnych byly réwniez kandydatami na nowe leki w wielu badaniach
klinicznych. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa triterpenoidéw jest zwiazana z aktywacjg
réznego rodzaju $ciezek, tj. proliferacja, migracja, apoptoza czy autofagia. Szczegblnie ten
ostatni proces jest interesujacy w kontekscie jego modulacji i zastosowania terapeutycznego.

Celem osiagniecia naukowego obejmujgcego cykl prac jest ocena_aktywnosci
biologicznej wybranych triterpenoiddw w komoérkach raka piersi in vitro, reprezentujacych trzy
rézne podtypy molekularne raka piersi, luminalny ( ER+/PR+/HER2/EGFR-, komérki MCE7
i T-47D). bazalny (ER-/PR-/HER2-/EGFR+, komorki MDA-MB231 i MDA-MB-468) i HER-
5 .dodatni (ER-/PR-/HER2+/EGFR-, komorki SK-BR-3) i w odniesieniu_do_komoérek
nienowotworowych gruczotu piersiowego (MCF-10A i MCF-12A).

W pierwszej pracy z cyklu autorka opisuje proces autofagii, jego wplyw na stan
zdrowia, ale rowniez jest przyczyna rozwoju réznych jednostek chorobowych, w tym
nowotworéw. W kontekscie nowotworzenia nalezy ten proces rozpatrywac dwukierunkowo.
Mianowicie, z jednej strony autofagia zapobiega transformacji nowotworowej komorek,
a z drugiej zapewnia mozliwos¢ adaptacji do niekorzystnych warunkéw, takich jak hipoksja,
czy niedobér substancji odzywczych. Przedstawione w publikacji informacje wskazuja jak
wazny jest mechanizm autofagii w rozwoju i progresji choroby nowotworowej, podkreslajac,
ze $ciezki zaangazowane w przesylanie sygnatu do autofagii moga stanowi¢ interesujacy cel
terapeutyczny. Zdolnos¢ lekow do oddziatywania ze szlakami zaangazowanymi w indukcj¢
badz zahamowanie tego procesu moga stanowi¢ istotny element w procesie wyboru
odpowiedniego postgpowania terapeutycznego w raku piersi.

W kolejnej swojej publikacji, w pierwszym badaniu eksperymentalnym, dr Lisiak
skupila si¢ na identyfikacji mechanizmow dziatania pochodnych ekdysteroidéw w komérkach
raka piersi. Przedstawila aktywnos¢ biologiczng grupy trzech triterpenoidow, zaliczanych do
ekdysteroidow (ekdysonow): 20hydroksyekdysonu (20-HE), ajugasteronu C i polipodyny B.
Zwiazki te posiadaja udokumentowang aktywnos¢  hipoglikemiczna, anaboliczna
i przeciwzapalng, natomiast w odniesieniu do ich aktywnosci przeciwnowotworowej niewiele
wiadomo. Przeprowadzono badania na trzech liniach komorek raka piersi, dwdch
reprezentujacych podtyp luminalny oraz jednej linii reprezentujacej podtyp bazalny, a takze na
linii komérek nienowotworowych gruczotu piersiowego. W przeprowadzonym eksperymencie
wykazala bardziej specyficzny przeciwnowotworowy potencjal dzialania ekdysteroidow
w komorkach pozbawionych receptoréw steroidowych i HER2. Przeprowadzone przez
dr Lisiak badania potwierdzaja, ze aktywnos¢ biologiczna ekdysonéw jest mocno zwigzana
z lokalizacja grup funkcyjnych i rodzajem modyfikacji. Struktura stereochemiczna rdzenia
grupy zwiazkéw moze by¢ taka sama, natomiast efekt anaboliczny ich oddziatywania zalezy
od pozycji i liczby grup hydroksylowych. Ponadto w przeprowadzonych badaniach wykazala,
e mechanizm dziatania 20-HE zachodzi na drodze aktywacji sciezki apoptozy oraz autofagii,
7 udziatem bialek Bax/Bcl2/PARP/kaspaza-3 oraz mTOR/p62/LC3.

Druga grupa zwiazkow, ktorych aktywnosc opisata dr Lisiak by} kwas oleanolowy oraz
jego pochodne (publikacja z cyklu: Lisiak Natalia, Paszel-Jaworska Anna, Totoh Ewa, Rubis
Blazej. Pakula Martyna, Bednarczyk-Cwynar Barbara, Zaprutko Lucjusz, Rybczyaska Maria.
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Semisynthetic oleanane triterpenoids inhibit migration and invasion of human breast cancer
cells through downregulated expression of the ITGB1/PTK2/PXN_pathway. Chem. Biol.
Interact. 2017, 268, 136-147). Badania przedstawione w publikacji stanowig kontynuacj¢ prac
badawczych prowadzonych w ramach pracy doktorskiej Habilitantki. W publikacji
zaprezentowano wyniki dotyczace wptywu kwasu  oleanolowego i jego dwoéch
pélsyntetycznych pochodnych: ester metylowy kwasu 3-hydroksyimino-1 1-oksoolean-12-en-
28-owego (HIMOXOL) oraz 28—13 lakton kwasu 12a-bromo-3-hydroksyiminoolean-28-
owego (Br-HIMOLID) na proces migracji | inwazji komérek raka piersi in vitro. W badaniach
oceniono wptyw pochodnych HIMOXOL i Br-HIMOLID na komérki estrogenowo-zalezne,
komoérki potréjnie-ujemne/podtyp bazalny oraz komorki nienowotworowe, gruczotu
piersiowego. W badaniach przedstawionych w tej publikacji dr Lisiak wykazala, ze oba analogi
OA posiadaja wiekszy potencjat od zwigzku macierzystego do hamowania migracji komorek
i charakteryzuja si¢ wyzszg efektywnoscia dzialania niz sam zwigzek macierzysty OA.
Habilitantka podkreslila, ze wysoka aktywno$é HIMOXOL moze by¢ zwigzana z obecnoscig
ugrupowania oksymowego w pozycji C11 w strukturze tego zwiazku. Efektywno$¢ dziatania
tego zwiazku w komorkach estrogenowo-zaleznych byla zdecydowanie wyZzsza niz
w komeérkach o podtypie bazalnym. Oba analogi OA wykazujg wyzszy potencjat dziatania
w komoérkach najbardziej inwazyjnych, obnizajac poziom integryny p1, markera inwazyjnosci.
Cickawg obserwacja jest odmienny efekt dziatania zwiazkéw na komorki nalezace do tego
samego podtypu nowotworu: MCF7 : T-47D. Cho¢ obie linie naleza do podtypu luminalnego
raka piersi, to jednak charakteryzujg si¢ rozng ekspresja genow i wykazujg rézny potenc; al pro-
proliferacyjny, za ktore odpowiedzialne sg biatka zaangazowane W stymulacje wzrostu
komoérek, mechanizm anty-apoptotyczny 1 kancerogenezg. Te roznice moga by¢ przyczyna
zroznicowanej odpowiedzi komorek nowotworowych w obrgbie tego samego podtypu na
dziatanie badanych zwiazkdéw. W pracy te) dodatkowo wykazano brak wplywu badanych
analogébw OA na migracje komorek nienowotworowych gruczolu piersiowego, co jest
pozadanym efektem w kontekscie terapii przeciwnowotworowej i wskazuje na selektywnos¢
dziatania badanych zwigzkow.

W kolejnej publikacji z cyklu (Natalia_Lisiak, Patrycja Dzikowska, Urszula
Wisniewska, Mariusz Kaczmarek, Barbara Bednarczyk-Cwynar, Lucjusz Zaprutko, Blazej
Rubis. Biological activity of oleanolic acid derivatives HIMOXOL and Br-HIMOLID in breast
cancer cells is mediated by ER and EGFR. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 5099, 1-20) Habilitantka
przedstawila oceng udziatu estrogenow i szlaku ER oraz receptora EGFR w mechanizmie
odpowiedzi réznych pod katem molekularnym komoérek raka piersi na dzialanie zwigzkow.
Autorka stworzytam model eksperymentalny, w ktorych receptor estrogenowy w komorkach
MCF7 zablokowal wykorzystujgc fulwestrant, lek ktory jest stosowanym w klinice, kiory jest
antagonista ER. Drugim modelem badawczym byty komorki MDA-MB-231 z zablokowanym
EGFR, ktére uzyskano poprzez zastosowanie gefitinibu, leku stosowanego w terapii
nowotworéw, hamujacego aktywnos¢ kinazy tyrozynowej EGFR. W publikacji tej wykazano,
se blokowanie szlakow, w ktérych posrednicza ER lub EGFR, prowadzi do zmniejszenia
potencjatu anty-migracyjnego pochodnych kwasu oleanolowego w komoérkach MCF7 i MDA-
MB-231. W komérkach MCF7/ER+ i MDA-MB231/EGFR+ HIMOXOL i Br-HIMOLID
istotnie zmniejszaly potencjat migracyjny tych komorek, natomiast w komérkach MCF7 ER—
i MDA-MB-231 EGFR- wystapilo jedynie nieznaczne dziatanie anty-migracyjne tych
pochodnych. Interesujgcym jest fakt obnizenia w badanych komoérkach poziomu fosforylacji
FAK i calkowitego poziomu biatka FAK, ktore jest zwiazane nie tylko z adhezja, ale takze z
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innymi procesami, takimi jak proliferacja i przezycie, co z kolei koreluje z wynikami
otrzymanymi w tescie klonogennym. W przeprowadzonym badaniu dr Lisiak wykazata, ze oba
receptory moga znaczaco zmieniaé odpowiedz komoérek nowotworowych na badane
triterpenoidy. Ma to duze znaczenie, poniewaz wiadomo, ze oba receptory wplywaja na
kluczowe procesy komérkowe, takie jak proliferacja, apoptoza, autofagia 1 migracja. Zatem
celowanie w te receptory pozostaje obiecujaca strategia w walce z rakiem, Byé moze taka
terapia mogtaby by¢ wsparta podawaniem pewnych triterpenoidéw, ktére powinny wzmocnié
efekt terapeutyczny i poprawi¢ wyniki pacjentow. Dr Lisiak wykazata w tym badaniu, ze
modyfikacja zwiazku macierzystego, czyli OA, moze znaczaco wzmocni¢ aktywnosé
biologiczng tego zwiazku, i ze efekt ten jest zwigzany z krytycznymi procesami
metabolicznymi komérek nowotworowych.

W ostatniej publikacji z cyklu (Lisiak Natalia, Lewicka Izabela, Kaczmarek Mariusz,
Kujawski Jacek, Bednarczyk-Cwynar Barbara, Zaprutko Lucjusz, Rubi§ Blazej. Oleanolic
acid’s semisynthetic derivatives HIMOXOL and Br-HIMOLID show proautophagic potential
and inhibit migration of HER2positive breast cancer cells in vitro. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22,
11273, 1-20) Habilitantka przedstawila oceng aktywnosci biologicznej pochodnych kwasu
oleanolowego, HIMOXOL i Br-HIMOLID w komorkach raka piersi HER2-dodatnich, ktére
charakteryzuja si¢ agresywnym fenotypem. W badaniach zawartych w tej publikacji wykazata
wyzsza cytotoksyczno$¢ HIMOXOL i Br-HIMOLID wzgledem komérek nowotworu
w poréwnaniu do OA. Dodatkowo, za pomocg analizy cytometrycznej cyklu komoérkowego
wykazala wiasciwosci cytostatyczne obu pochodnych OA z niewielka aktywnoscia
proapoptotyczng Br-HIMOLID. Biorge pod uwage przestanki plynace z poprzednich badan,
przeprowadzonych na innych liniach nowotworowych raka piersi, skoncentrowala si¢ na
analizie zdolnosci zwiazkéw do indukcji procesu autofagii w komorkach raka piersi HER-2
dodatnich. W przedstawionej publikacji wykazala, ze Br-HIMOLID wykazuje wyzszg
efektywnos¢ dziatania w stosunku do komoérek HER-2 dodatnich, a dodatkowo obniza poziom
samego receptora HER2 na poziomie biatka. HIMOXOL i Br-HIMOLID moga stanowi¢
wazny element planowania strategii terapeutycznej rowniez w grupie HER2-dodatnich rakéw
piersi. -

Podsumowanie najwazniejszych osiagnieé wynikajgcych z przeprowadzonych badan

¢ Wykazanie znamiennej aktywnosci ekdysteroidow 20-HE i ajugasteronu C w roznych pod
katem statusu receptoréw podtypach raka piersi wraz z dodatkowym wykazaniem bardziej
specyficznego przeciwnowotworowego potencjatu dziatania ekdysteroidéw w komorkach
pozbawionych receptoréw steroidowych (ER/PR) oraz HERZ2.

e Udokumentowanie odmiennego, zaleznego od struktury chemicznej zwigzkow,
mechanizmu dziatania 20-HE (antyproliferacyjny) i ajugasteronu C (proproliferacyjny)
oraz brak aktywnosci polipodyny B izolowanych z lisci sierpika koronowatego
w komérkach raka piersi podtypu bazalnego i luminalnego.

e Wskazanie, ze analogi kwasu oleanolowego (HIMOXOL i Br-HIMOLID) wykazujg
wyzszy potencjat dziatania w komorkach najbardziej inwazyjnych, potréjnie ujemnych.

e Udowodnicnie, ze w komérkach estrogenowo-zaleznych, silniejszy efekt dziatania
wykazuje zwigzek z ugrupowaniem oksymowym (HIMOXOL), natomiast w komorkach
potréjnie ujemnych, zwigzek z ugrupowaniem bromolaktonowym, co wytycza mozliwosci



i wskazuje kierunek projektowania nowych lekéw dedykowanych do konkretnych
podtypow molekularnych raka piersi.

e Wykazanie, ze blokowanie szlakéw, w ktérych posrednicza receptory ER fub EGFR,
prowadzi do zmniejszenia potencjatu anty-migracyjnego pochodnych kwasu oleanolowego
w komorkach raka piersi podtypu luminalnego oraz bazalnego.

¢ Wykazanie, ze receptory ER i EGFR moga znaczaco zmienia¢ odpowiedz komorek
nowotworowych na badane analogi OA. Komorki z ekspresjg ER i EGFR wykazujg wyzsza
aktywno$¢ autofagiczng niz komoérki z zablokowanymi receptorami.

o Udowodnienie, ze sposréd badanych dwdch analogéw OA, Br-HIMOLID wykazuje
wyzszg efektywnos¢ dziatania w stosunku do komoérek HER-2 dodatnich, co przebiega
z obnizeniem biatka receptorowego HER2, i w zwiazku z tym moze stanowi¢ potencjalny
lek w terapii raka HER2-dodatniego.

Podsumowujac analize prac nalezy stwierdzi¢, ze uzyskane przez dr Natali¢ Lisiak
wyniki wskazuja, ze badane grupy triterpendw: ekdysteroidy oraz pochodne kwasu
oleanolowego, wykazuja selektywna aktywnos¢ przeciwnowotworows, nie wykazujgc
jednoczesnie wpltywu na komérki nienowotworowe gruczotu piersiowego i mogg stanowic
wazny element planowania nowej strategii terapeutycznej raka piersi. Na podkreslenie
zastuguje konsekwencja w projektowaniu i realizacji projektow badawczych, ktéra daje
nadzieje na wzbogacenie w przysztosci obecnie stosowanego standardu leczenia o nowe
zwigzki, ktérych aktywnosé udowodnifa na poziomie nauk podstawowych dr Natalia Lisiak.

. Aktywnosé naukowa realizowana w ramach wspélpracy krajowej i zagranicznej

W ramach wspétpracy miedzynarodowej Dr Natalia Lisiak odbyta 5-miesi¢czny staz
pod kierownictwem prof. Reinera Sieberta w Humangenetik Christain Albrechts Universitat zu
Kiel, w Niemczech, w trakcie ktorego powstala wspdlna publikacja i doniesienie zjazdowe.
Wspblpracowata réwniez naukowo z prof. Johann Hofmann z Biocenter, Division of Medical
Biochemistry, Medical University, Innsbruck, w Austrii publikujgc wspdlnie 2 prace
i przygotowujac 3 doniesienia konferencyjne.

Wspotpraca krajowa skupita si¢ na osrodkach naukowych z Poznania:

e Zaklad Chemii Bioanalitycznej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
(dr hab. Anna Dembska, prof. UAM); Instytut Chemii Bioorganicznej PAN -
zgloszenie patentowe 2022 rok;

e Katedra Technologii Zywnosci Pochodzenia Roslinnego Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu - - wspolpraca naukowa w ramach projektu
badawczego;

e Fundacja Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Poznanski Park
Naukowo-Technologiczny - wspotpraca naukowa w ramach projektu badawezego



W ramach rozwoju wspolpracy naukowej dr Lisiak odbyta staz naukowy w Katedrze
Nauk Podstawowych prowadzonej przez dr hab. Dorotg Diakowska, prof. UM, z Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

Charakterystyka dorobku dydaktycznego i osiagnigcia organizacyjne:

Dr Natalia Lisiak przedstawita w swoim autoreferacie bogate doswiadczenie w zakresie
dziatalnodei dydaktycznej oraz zaangazowanie w dzialalno$¢ organizacyjna Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu

Habilitantka od poczatku swojej pracy zawodowej jest zaangazowana w realizacj¢ zajgc
dydaktycznych organizowanych w Katedrze i Zakladzie Chemii Klinicznej i Diagnostyki
Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Prowadzi zajecia dla studentow
analityki medycznej z biologii i diagnostyki molekularnej, a takze wyklady i ¢wiczenia
z chemii klinicznej oraz diagnostyki izotopowej. Dodatkowo prowadzi zajgcia (wykiady,
seminaria i ¢éwiczenia) z zakresu biochemii klinicznej dla studentow biotechnologii medyczne;.
W trakcie swojej pracy zawodowej sprawowata opieke¢ nad 6 pracami magisterskimi, byta
promotorem 14 prac magisterskich oraz 1 pracy inzynierskiej.

Dziatalnosé organizacyjna dr Lisiak zwiazana byta z petnieniem dodatkowych funkeji
w strukturze uczelni (np. opiekun roku kierunku analityka medyczna, udzial w komisjach
wewnetrznych Uniwersytetu) oraz dzialaniami bezposrednio wspierajgcymi aktywnosc¢
studentow (jako recenzentka prac magisterskich lub wnioskow projektowych STN
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu). Zaangazowana roéwniez byla w dzialania
popularyzujgce nauke poza uczelnig - warsztaty i konferencje organizowane dla szerszego
odbiorey, gléwnie uczniow liceum. Na uwage zastuguje zaangazowanie dr Lisiak w proces
ksztalcenia podyplomowego — Habilitantka sprawowala opiek¢ naukowg nad 20 stazystami
bedacymi w trakcie specjalizacji z zakresu diagnostyki laboratoryjnej.

Caloksztalt przedstawionego przez dr Natali¢ Lisiak dorobku naukowego,
organizacyjnego, dydaktycznego oraz przedstawiony rozprawg habilitacyjng oceniam
jednoznacznie bardzo wysoko. Jest to wartoSciowy dorobek naukowy zawierajacy prace
wnoszace nowe wartosci w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie
nauki farmaceutyczne.

Mam zaszezyt wystgpi¢ z wnioskiem do Rady Kolegium Nauk Farmaceutycznych

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o nadanie
dr Natalii Lisiak stopnia doktora habilitowanego.

%r;ivgerswet Medycgny we Wroctawiu
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