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Przedmowa

Przedstawione osiggniecie naukowe stanowigce podstawe habilitacji, ktére byty realizowane w
ramach moich dwdch projektédw (NCN i NCBR) sg moim samodzielnym i oryginalnym osiggnieciem

poznawczym.

Po ukonczeniu studidow w 1996 i rozpoczeciu pracy naukowo-badawczej w Centrum Onkologii —
Instytycie im. Marii Sktodowskiej-Curie, oddziale w Gliwicach nabytam szerokie doswiadczenie
badawcze w Zaktfadzie Biologii Nowotwordw oraz podczas stazu na Uniwersytecie Drexel, ktore
wykorzystatam do samodzielnego planowania badan i prowadzenia eksperymentdéw uzyskujac
ostatecznie stopien doktora w 2007 roku. Prowadzone w tym czasie badania, podpierane doskonatg
znajomoscig réznych technik molekularnych, ugruntowaty mojg umiejetnos¢ naukowo-badawczg w
zakresie doboru metodologii i koncepcji badawczej. Zas gtéwnym atutem osobowosci byto

wytrwatos¢ w weryfikacji szczegétowych zatozen badawczych.

Przedstawiona przeze mnie rozprawa habilitacyjna rozpoczyna sie od weryfikacji oryginalnej
koncepcji wykorzystania pozakomdrkowego DNA (cfDNA) przedstawionej w projekcie grantowym w
2010 roku, poprzez wykazanie stusznosci stawianej hipotezy, az do uzyskania aplikacyjnego efektu
realizowanego w ramach projektu TANGO2. Szczegdlnym etapem okresu po uzyskaniu stopnia
doktora byto samoksztatcenie w postugiwaniu sie zaawansowanymi analizami statystycznymi, w
szczego6lnosci modelami regresji umozliwiajgcymi wyjasnienie skomplikowanych zaleznosci
parametrow klinicznych i molekularnych, a nabycie wiedzy o komercjalizacji wynikéw badani
naukowych znaczgco poszerzyto moje umiejetnosci inspirujgc mnie do dalszego rozwoju nauki.
Najwazniejszym moim sukcesem istotnym w rozwoju medycyny jest opracowanie badania DNA

HPV16 (cfHPV16) we krwi i wykazanie jego przydatnosci diagnostycznej w praktyce klinicznej.
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1. Imie i Nazwisko

Agnieszka Mazurek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne
— z podaniem podmiotu nadajgcego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu
rozprawy doktorskiej

11.05.2016 uzyskanie tytutu specjalisty laboratoryjnej genetyki medycznej po ztozeniu
Panstwowego Egzaminu Specjalizacyjnego Diagnostow Laboratoryjnych i zrealizowaniu
programu specjalizacji w latach 2010-2015 pod kierunkiem dr hab. n. med. Ryszarda
Slezaka. Miejscem specjalizacji byta Katedra i Zaktad Genetyki, Uniwersytet Medyczny im.
Piastdw Slaskich we Wroctawiu, ul. Marcinkowskiego 1, Wroctaw.

31.01.2008 uzyskanie tytutu diagnosty laboratoryjnego uchwatg Krajowej Rady Diagnostéw
Laboratoryjnych z dnia 31 stycznia 2008.

02.10.2007 uzyskanie stopnia naukowego doktora nauk medycznych w dziedzinie biologia
medyczna uchwatg Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sktodowskiej-
Curie na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej pod tytutem ,Rola neuropiliny-1
oraz semaforyn klasy trzeciej w procesie migracji komoérek nowotworowych czerniaka B16”,
promotor prof. Zdzistaw Krawczyk

11.06.1996  uzyskanie dyplomu magistra biologii po odbyciu studiow na Wydziale Biologii i
Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach w latach 1991-1996.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych

2010 - do nadal Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworéw,
Centrum Onkologii - Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, adiunkt,

obecnie Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Paristwowy Instytut
Badawczy, Oddziat w Gliwicach,

2008 - 2010 Zaktad Radioterapii, Centrum Onkologii - Instytut im. Marii Sktodowskiej-
Curie, Oddziat w Gliwicach, adiunkt od 07.04.2010,

2000 - 2003 Department of Neurobiology and Anatomy, Drexel University, Philadelphia, USA, staz
naukowy pod kierunkiem Prof. Douglasa Baird’a

1997 - 2008 Zaktad Biologii Nowotwordw, Centrum Onkologii - Instytut im. Marii
Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, biolog w latach 1997-2003, a nastepnie asystent w
latach 2003-2008.
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4. Omowienie osiggnieé, o ktdrych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy

4.1. Cykl publikacji pod tytutem:
Rola pozakomorkowego DNA w diagnostyce nowotworow regionu gfowy
i szyi

stanowiacy podstawe habilitacji :

1. Mazurek AM*, Fiszer-Kierzkowska A, Rutkowski T, Sktadowski K, Pierzyna M, Scieglifiska D,
Wozniak G, Gtowacki G, Kawczynski R, Matusecka E. Optimization of circulating cell-free DNA
recovery for KRAS mutation and HPV detection in plasma. Cancer Biomark. 2013;13(5):385-94. doi:
10.3233/CBM-130371.

*Gtowny badacz i korespondencyjny autor; IF = 1,186

2: Mazurek AM*, Rutkowski T, Fiszer-Kierzkowska A, Matusecka E, Sktadowski K. Assessment of the
total cfDNA and HPV16/18 detection in plasma samples of head and neck squamous cell carcinoma
patients. Oral Oncol. 2016 Mar;54:36-41. doi: 10.1016/j.oraloncology.2015.12.002.

*Gtowny badacz i korespondencyjny autor; IF = 4,794

3: Mazurek AM*, Rutkowski T, Snietura M, Pigtowski W, Suwinski R, Sktadowski K. Detection of
circulating HPV16 DNA as a biomarker in the blood of patients with human papillomavirus-positive
oropharyngeal squamous cell carcinoma. Head Neck. 2019 Mar;41(3):632-641. doi:
10.1002/hed.25368.

*Gtowny badacz i korespondencyjny autor; IF = 2,442

4. Mazurek AM*, Wygoda A, Rutkowski T, Olbryt M, Pietrowska M, Celejewska A, Sktadowski K,
Widtak P. Prognostic significance of Epstein-Barr virus viral load in patients with T1-T2
nasopharyngeal cancer. ] Med Virol. 2020 Mar;92(3):348-355. doi: 10.1002/jmv.25606.

*Gtoéwny badacz i korespondencyjny autor; IF = 2,049

5: Rutkowski TW, Mazurek AM*, Snietura M, Hejduk B, Jedrzejewska M, Bobek-Billewicz B, d'Amico
A, Pigtowski W, Wygoda A, Sktadowski K, Kotosza Z, Widtak P. Circulating HPV16 DNA may
complement imaging assessment of early treatment efficacy in patients with HPV-positive
oropharyngeal cancer. J Transl Med. 2020 Apr 15;18(1):167. doi: 10.1186/s12967-020-02330-y.

*Jeden z dwoch gtéwnych badaczy (Rutkowski TW i Mazurek AM w ré6wnym stopniu
przyczynili sie do tej pracy); IF = 4,098

taczny IF cyklu stanowigcego podstawe habilitacji wynosi 14,663 (MNiSW = 325)

Zatgcznik 4 - Kopia cyklu powigzanych tematycznie artykutdow naukowych stanowigcych podstawe habilitacji.
Zatgcznik 5. - Oswiadczenia habilitanta oraz wspotautorow wskazujgce na merytoryczny wktad kazdego z
autoréw w powstanie publikacji.
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Wprowadzenie i cel prowadzonych badan

Pozakomadrkowy krazgcy we krwi, DNA (kwas deoksyrybonukleinowy), w skrécie cfDNA (ang.
circulating cell-free DNA), odnosi sie do pofragmentowanego DNA wykrywanego we krwi (Mandel i
Metais , 1948; Leon i wsp., 1977). Gtdwna frakcja catkowitego cfDNA pochodzi z komérek
prawidtowych i jest powszechnym zjawiskiem, a jedynie tylko jego czes$¢ (od ok. 3% do 63%) pochodzi
z komoérek nowotworowych guza (Diehl i wsp., 2005; Jahr i wsp., 2001; Mouliere i wsp., 2013).
Funkcjonujgce w onkologii pojecie ctDNA, odnosi sie wtasnie do tej frakcji nowotworowej
(nowotworowy krgzgcy DNA, ang. circulating tumor DNA). Zmiany genetyczne lub epigenetyczne w
DNA z osocza badz surowicy krwi sg identyczne z tymi znajdywanymi w komdrce nowotworowej
guza. Stosunek zgodnosci wykrywanych zmian genetycznych w osoczu do ich identyfikacji w guzach
jest rézny i przyktadowo wynosita 70% dla mutacji EGFR u chorych na raka ptuca (Kuang i wsp., 2009,
Bai i wsp., 2009) lub 100% dla EBV u pacjentéw chorych na raka nosogardta (Yu i wsp., 2004).
Rozbieznosci wynikajg nie tylko z czutosci zastosowanej techniki, ale réwniez z heterogennosci guza.
Obserwowane jest bowiem zjawisko, gdzie wykrywane zaburzenia genetyczne w osoczu sg rézne od
tych znalezionych w skrawkach, lub pojawiaty sie przypadki wykrywania mutacji tylko w osoczowym

DNA (Kuang i wsp., 2009, Bai i wsp., 2009).

Badanie krgzacych kwaséw nukleinowych we krwi otwarto perspektywy wielokrotnej analizy kwasow
nukleinowych identycznych z nowotworowym DNA. Rutynowe ich oznaczanie, zwane ptynng biopsja,
zwiekszato prawdopodobienstwo wykrywania nowotworu, zalete stanowi fatwo dostepny materiat
jakim jest krew oraz zastosowanie czutej metody ilosSciowego PCR (qPCR). Literatura Swiatowa
wskazuje na dwa kierunki badan naukowych, badanie catkowitej ilosci cfDNA (stezenie cfDNA) oraz
badanie specyficznych biomarkerdw (zmian genetycznych lub epigenetycznych). Nadrzednym celem
obu kierunkéw jest standaryzacja oznaczenia i wprowadzenie do rutynowej procedury
diagnostycznej. Badanie stezenia cfDNA oparto na amplifikacji réznej wielkosci amplikonéw réznych
gendéw (np. TERT, ACTB, HBB) (Sozzi i wsp., 2003, Herrera i wsp., 2005, Silva i wsp. 2001) co znacznie
utrudnia poréwnanie tych wynikdow, interpretacje i uniwersalne zastosowanie wartosci progowej. Na
problem niskiej wartos$¢ diagnostycznej oznaczania catkowitej ilosci cfDNA zwrdcit uwage Leon i wsp.
pokazujgc, ze pomimo utrzymujgcego sie wysokiego (lub zwiekszajgce sie) stezenia cfDNA we krwi
sygnalizujgcego nawrdt nowotworu, obserwowano stosunkowo wysoki odsetek pacjentow z rakiem
majacych prawidtowy poziom cfDNA (Leon i wsp., 1981). Inni badacze wykazali obecnos$¢ cfDNA w
stanach patologicznych takich jak zapalenie stawow (Dunaeva i wsp., 2015), urazy (Lo i wsp., 2000)
czy wyczerpujacy wysitek (Atamaniuk i wsp., 2004). Drugim kierunkiem badania pozakomdrkowego
DNA we krwi jest oznaczanie biomarkerdéw specyficznych dla nowotworéw, gtéwnie mutacji lub DNA

wirusowego. W tym aspekcie zaczeto powszechnie stosowaé nazwe pfynna biopsja. Dobrym
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przyktadem klinicznego zastosowania ptynnej biopsji sg badania wirusa Epsteina-Barr (EBV) w osoczu
chorych na raka nosogardta (NPC). Dobrze udokumentowano onkogenne dziatanie EBV w rozwoju
raka nosogardta, wysoce rozpowszechnionego w populacjach potudniowych Chin, jak rowniez
wykazano diagnostyczne znaczenie EBV we krwi chorych z tym nowotworem. Metaanaliza badani
Song i Yang wykazata, ze badanie DNA EBV w osoczu do diagnozowania NPC przewyzszata testy z
wykorzystaniem przeciwciat VCA-IgA, wykazujac lepszg czutos¢ i swoistosé (Song C. i Yang S., 2013).
Badania Liu i wsp. wykazaty, ze wysoki poziom DNA EBV przed leczeniem moze by¢ uzytecznym
wskaznikiem prognostycznym (Liu i wsp., 2017). Jednakze, stosunkowo niewiele jest prac

dotyczacych badan EBV w nieendemicznych regionach swiata, w tym w Polsce.

Problematyka badawcza cfDNA oraz wykrywania w nim ctDNA byta tematem mojego projektu
grantowego z MNiSW/NCN pt. ,,Ocena przydatnosci oznaczania krqzgcego DNA i poszukiwania w nim
mutacji somatycznych gendw EGFR i KRAS w rakach ptuca oraz gfowy i szyi”, ktéry realizowatam w
latach 2010-13 i ktdrego bytam kierownikiem. Nastepnie, na podstawie otrzymanych osiggniec
badawczych tego grantu, aplikowatam o projekt TANGO2 w ramach wspdlnego przedsiewziecia
Narodowego Centrum Nauki oraz Narodowego Centrum Badan i Rozwoju. Efektem byto otrzymanie
dofinansowania z NCBR na projekt (ktérego jestem kierownikiem) pt. ,,Opracowanie strategii
diagnostyczno-terapeutycznej HPV-zaleznych nowotwordéw w oparciu o uwarunkowania genetyczne
w celu optymalizacji leczenia”. Ponizej przedstawiony jest zarys podjetej problematyki wykorzystania
biomarkera HPV do wykrywania wznowy i choroby resztkowej podczas leczenia chorych na raka

regionu gtowy i szyi.

Gtéwnym zatozeniem oznaczania HPV jako biomarkera nowotworu (czyli de facto ctDNA) jest fakt
obecnosci genomu wirusa HPV w kazdej komérce nowotworowej podczas proliferacji. Podczas
onkogenezy raka zaleznego od HPV dochodzi do takiej rearanzacji komaérki, ktéra umozliwia
egzystowanie genomu wirusa w komorce gospodarza jako samodzielnej czgsteczki (tzw. episom)
przekazywanej potomnym komérkom podczas mitozy (Juillard i wsp. 2016). Kolejnym etapem w
progresji nowotworowe;j jest integracja jednej badz wielu kopii genomu wirusa z genomem
gospodarza i przekazywanie jej jako integralnej cze$ci chromosomu podczas podziatéw mitotycznych

(Groves i wsp., 2015).

Raki regionu gtowy i szyi sg heterogenng grupa obejmujaca: raka krtani, gardta dolnego, nosogardta,
jamy ustnej, zatok, slinianek oraz gardta sSrodkowego. Poza czynnikami onkogennymi jak picie
alkoholu i palenie tytoniu, w obrebie tych nowotworéw wyrdznia sie grupa chorych na raka gardta
$rodkowego (RGS) o etiologii HPV. Dominujgcym genotypem jest HPV16, wykrywany w 95%

przypadkéw, a wszystkie pozostate typy onkogenne tego wirusa nie przekraczajg 5% przypadkow
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(Guily i wsp., 2012). Chorzy na RGS zaleznego od HPV w wiekszym odsetku dobrze odpowiadaja na
leczenie i zyjg dtuzej (Lassen i wsp., 2009; Fakhry i wsp., 2008; Syrjanen i wsp., 2008; Ragin i wsp.,
2007). Jednakze, w ostatnim dwudziestoleciu zaobserwowano silng tendencje wzrostowg odsetka

chorych na RGS zaleznego od HPV (z 40% do 72%) (Mehanna i wsp., 2012).

Celem leczenia chorych na raka regionu gtowy i szyi (RRGiSz) niezaleznie od etiologii jest wyleczenie z
zachowaniem funkcji narzadu. Dla wiekszosci chorych na RRGiSz radioterapia (RT) jest leczeniem,
ktére daje podobne wyniki jak leczenie chirurgiczne oferujgc dodatkowo zachowanie narzadu i jego
funkcji. Dla chorych na zaawansowanego raka wykazano korzy$é z dodania chemioterapii (CHT)
(Pignon i wsp., 2009). Pomimo, ze chorzy leczeni sg tak silnymi lekami to czes¢ z nich nie bedzie
wyleczona, lub nie bedzie miata wyleczonych weztéw chtonnych (Pignon i wsp., 2009, Ang i wsp.,
2001). Dodatkowo, u przynajmniej 20% chorych, bezposrednio po zakonczeniu RT lub CHRT,
pozostanie guz resztkowy w miejscu pierwotnego guza nowotworowego (lub w miejscu przerzutu do

weztéw chtonnych).

Dostepnos$é materiatu tkankowego do analizy molekularnej w niektérych typach nowotworéw jest
niska, a monitorowanie powstawania przerzutéw czy nawrotu choroby nowotworowej wrecz
niemozliwe. Wczesne rozpoznanie przetrwatej (aktywnej) choroby nowotworowej umozliwia
przeprowadzenie skutecznego ratujgcego leczenia chirurgicznego. Opdznienie takiej diagnozy, a tym
samym opodzZnienie przeprowadzenia leczenia ratujgcego, znamiennie obniza jego skutecznosc.
Odsetek chorych z 5-letnim przezyciem, ktdérzy przeszli ratujaca operacje wynosi 55,8% w
poréwnaniu do 17,4% chorych bez takiej operacji (Jin i wsp.2013). W przypadku pojawienia sie
wznowy miejscowej lub weztowej, operacyjne leczenie ratujace jest postepowaniem z wyboru u
chorych z rozpoznang wznowg nowotworu. Guo i wsp. stwierdzili znamiennie wyzszy odsetek
chorych po chirurgicznym leczeniu ratujgcym w porédwnaniu do chorych leczonych nieoperacyjnie
niezaleznie od etiologii wirusowej nowotworu (Guo i wsp., 2015). Na etapie podejmowania decyzji o
operacji ratujacej pojawia sie problem diagnostyki radiologicznej, bowiem w wiekszosci przypadkéw
aktywny proces nowotworowy jest trudny do rozréznienia od zmiany po przebytym leczeniu (Bree i
wsp., 2009). Wydaje sie, ze najbardziej wiarygodng oceng odpowiedzi na leczenie moze by¢
obrazowanie przy zastosowaniu FDG-PET/CT (obrazowanie z zastosowaniem 18F—Fludeoksyglukozy),
chociaz i tu nalezy braé¢ pod uwage ograniczenia metody w postaci niespecyficznosci w wychwycie
radioznacznika i stabej rozdzielczosci miedzy tkankg nowotworowg i procesem zapalnym. Podobnie,
fatszywie pozytywny obraz moze dotyczy¢ obszaréw weztowych (Imaizumi i wsp., 2012).
Interpretacja wyniku PET jest tym bardziej niejednoznaczna im krétszy czas uptynat od zakorczenia
leczenia (McCollum i wsp., 11). Biopsja obszaréw podejrzanych o niewyleczenie moze da¢ wynik

fatszywie ujemny lub fatszywie dodatni, w zwigzku z czym zaleca sie przeprowadzenie PET nie
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wczesniej niz 8 tygodni od zakonczenia leczenia (Tantiwongkosi i wsp., 2014; Andrade i wsp., 2006).
Ptynna biopsja stwarza zatem szanse wykrywania aktywnej choroby poprzez wielokrotng analize

prébki krwi pod katem obecnosci DNA pochodzacego z nowotworu (Crowley E. i wsp., 2013).

Cel naukowy przedstawionego ponizej cyklu badan obejmuje: poszerzenie wiedzy dotyczacej
znaczenia stezenia catkowitego cfDNA we krwi, korelacji cfDNA z danymi klinicznymi, oszacowanie
licznosci wykrywanych zmian genetycznych badz epigenetycznych u chorych na raka regionu gtowy i
szyi. Nadrzednym celem byto postawienie i testowanie hipotezy zaktadajgcej, ze DNA HPV16 we krwi
(cfHPV16) jest fragmentem DNA pochodzgcym z nowotworu, ktérego wykrywanie we krwi $wiadczy

o obecnosci aktywnej choroby nowotworowe;j.

Optymalizacja i dobdr metody do pomiaru cfDNA i oznaczania cfHPV16

Badania rozpoczetam od optymalizacji izolacji DNA z osocza i wybrania najlepszej metodologii
wykrywania zmian genetycznych. Poréwnatam dwie metody qPCR (tzw. PCR w czasie rzeczywistym
lub ilosciowy PCR), a mianowicie metode HRM (ang. High Resolution Melting) opierajaca sie na
pomiarze zmiany temperatury topnienia oraz metode TagMan opierajgcg sie na specyficznych
sondach. Z danych literaturowych wynikato, ze metody sg najczulszymi metodami do wykrywania
zmian genetycznych (mutacji) lub epigenetycznych (wirusy). Metoda HRM zostata wczesniej przeze
mnie dopracowana i zastosowana do badania mutacji w genomowym DNA oraz wykrywania
dziedzicznych mutacji w kierunku Zespotu Lyncha. Jednak badanie skrawkéw guzéw lub osocza
wykazato, ze metoda HRM jest mato specyficzng metoda do analizy DNA izolowanego. Kazda prébka
dodatnia wymagata potwierdzenia za pomocy sekwencjonowania co komplikowato i podrazato
metodologie. Z moich obserwacji wynikato, ze czystos¢ DNA, ma kluczowe znaczenie w zastosowaniu
metody HRM. Biorgc pod uwage wyniki tych badan, zarédwno pomiar stezenia cfDNA, jak réwniez
detekcje zmian genetycznych oparfam na technologii qPCR z wykorzystaniem sond typu TagMan
(Mazurek i wsp., 2013, zatgcznik 7, p. I.1). Wykonatam badanie poréwnawcze wydajnosci izolacji 4
réznych zestawéw (QlAamp DNA Blood Mini, QlAamp Circulating Nucleic Acid, Sherlock AX i Mini AX
Body Fluids). Do badan wykorzystatam pulowane osocze od chorego na raka jelita grubego z wykrytg
mutacjg w genie KRAS w osoczu, ktérej obecnosé potwierdzono w badaniu na skrawku z guza.
Najmniejszg wydajnos¢ wykazywat zestaw QlAamp DNA Blood Mini, a ilo$¢ kopii zmutowanego genu
KRAS w uzyskiwanym cfDNA byta na tyle mata, ze nie wykrywalismy mutacji. Dodatkowe badania
pozostatych zestawdéw pokazaty, ze najwiecej cfDNA (najwieksze stezenie) uzyskiwaliSmy stosujac
QlAamp Circulating Nucleic Acid oraz Mini AX Body Fluids. Zaletg Genomic Mini AX Body Fluids byfa
mozliwo$é zawieszenia DNA w matej ilosci buforu, co umozliwiato uzyskiwanie wysokiego stezenia i
zwiekszato czutos$é, poza tym koszt jednej izolacji byt nizszy okoto 5-krotnie w poréwnaniu do zestawu

QlAamp Circulating Nucleic Acid. Ostatnim elementem w przedstawionej pracy byto wykazanie, ze
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zwiekszenie iloSci osocza do izolacji wraz z zageszczeniem eluatu zwiekszato prawdopodobieristwo
wykrycia HPV16. Zwiekszenie wyjsciowej ilos¢ badanego osocza wraz z zageszczeniem eluatu
umozliwito uzyskiwanie wyzszych stezen cfDNA i zwiekszyto prawdopodobienstwo wykrycia HPV16 w

osoczu (Mazurek i wsp., 2013 zatacznik 7, p. I.1).

Pomiar cfDNA i detekcja biomarkeréw we krwi chorych na raka regionu gtowy i szyi (RRGiSz).

Badania stezenia cfDNA wykazaty, ze chorzy na RRGiSz wykazujg wezszy zakres catkowitego cfDNA w
poréwnaniu do chorych na raka ptuca, stanowigc tym samym bardziej jednorodng grupe. W
odniesieniu do klasyfikacji T, stezenie cfDNA nieznacznie wzrastato poczawszy od T1 az do T4.
Pacjenci z zajetymi weztami chtonnymi N2-N3 mieli znacznie podwyzszony poziom cfDNA w
porownaniu do chorych z NO-N1 (p = 0,015). Poniewaz klasyfikacja N i klasyfikacja T wptywajg na
stadium zaawansowania, to oczywistym byto wykazanie znacznie wyzszego stezenia cfDNA u chorych
z najwyzszym, |V stopniem zaawansowania (wg klasyfikacji AJCC) w poréwnaniu do pozostatych
chorych (I-1ll, p=0,011). Sposréd wszystkich RRGiSz najwyzsze wartosci catkowitego cfDNA
obserwowaliémy u chorych na raka gardta $rodkowego (RGS) w poréwnaniu z innymi rakami regionu
gtowy i szyi (krtani, nosogardta, gardta dolnego i jamy ustnej, p = 0,011). Chorzy powyzej 63 r.z. mieli
wyzsze stezenie cfDNA w poréwnaniu z chorymi mtodszymi (p=0,001). Analiza w kilku punktach
podczas leczenia i po zakoriczonym leczeniu wykazata znaczny wzrost poziomu cfDNA podczas
leczenia, szczegdlnie po drugim cyklu chemioterapii obserwowano wyrazny ,,skok” stezenia cfDNA
(p=0,02). Natomiast w koricowej fazie leczenia i po zakoriczonym leczeniu nastepowat wyrazny
spadek stezenia cfDNA, az do poziomu charakterystycznego dla zdrowych w okoto rok po
zakonczonym leczeniu. Opisang powyzej charakterystyke kliniczng pod katem badania catkowitej
ilosci cfDNA u chorych na RRGiSz przedstawitam w publikacji Mazurek i wsp. 2016 (zatacznik 7, p. 1.1).
Jednak badania catkowitej ilosci cfDNA wskazaty na niskg wartosé diagnostyczng oznaczania stezenia
cfDNA ze wzgledu na wysokie wartosci odchylenia standardowego, duze wspotczynniki zmiennosci

oraz brak mozliwosci wyznaczenia punktow odciecia.

Badania detekcji najczestszych mutacji w genie KRAS oraz EGFR w cfDNA nie wykazaty ich obecnosci
w grupie chorych na RRGiSz, natomiast badanie HPV16 i HPV18 w osoczu wykazato, ze 14%
pacjentow byto pozytywnych, z ktérych wiekszos¢ (96,4%) miata genotyp HPV16. llos¢ catkowitego
cfDNA byta na poréwnywalnym poziomie u chorych z wynikiem pozytywnym w poréwnaniu z
chorymi z wynikiem negatywnym co sugerowato, ze prawdopodobienistwo znalezienia DNA wirusa
HPV16 u chorego z matg iloscig cfDNA jest takie samo jak u chorego z wysokim poziomem cfDNA
(Mazurek o wsp., 2016, zatgcznik 7, p. I.1). Zgodnie z danymi literaturowymi badan wykonanych na
skrawkach, pozytywny wynik cfHPV16 w osoczu korelowat (p=0,001) z lokalizacjg guza w gardle

Srodkowym, wobec czego w kolejnych badaniach skupiliSmy sie na tej grupie chorych.
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Podczas realizacji grantu w latach 2010-2013, powstata koncepcja przeprowadzenia badania DNA
EBV we krwi chorych na raka czesci nosowej gardta. Chorych na raka nosogardta jest bardzo mato w
polskiej populacji, dane epidemiologiczne podajg 162 zachorowania w Polsce w 2016 roku. Dlatego
do zebranej przeze mnie grupy dotgczytam prébki zarchiwizowane przez innych badaczy w naszej
jednostce. Obecnosé DNA EBV w osoczu wykazaliSmy w potowie polskich pacjentdéw z rakiem czesci
nosowej gardta. Jest to mata czestotliwos¢, zwazajac, ze w krajach azjatyckich wynosi ona ok. 90%. W
grupie ujemnej pod wzgledem EBV dominowali chorzy z NO/N1 (67%), podczas gdy w grupie
dodatniej pod wzgledem EBV dominowali chorzy z N2/N3 (63%) i charakteryzowali sie wysokg
wiremig w poréwnaniu do NO/N1 (Mazurek i wsp., 2020 zatgcznik 7, p. 1.1).

Wspomagajac sie modelem proporcjonalnego hazardu Coxa wykazatam, ze guzy T3-T4 byty
niezaleznym czynnikiem prognostycznym wznowy lokoregionalnej i u tych chorych EBV nie odgrywat
istotnego znaczenia w prognozie wyleczenia. Natomiast, w podgrupie pacjentéw z guzami T1-T2
wykazalismy, ze pacjenci ze statusem ujemnym pod wzgledem EBV i zajetymi weztami chtonnymi
(N1-N3) mieli lepszg wyleczalnos¢ w poréwnaniu z pacjentami ze statusem dodatnim pod wzgledem
EBV i NO (p = 0,028). Badania nasze wskazaty, ze oznaczenie DNA EBV moze odgrywac wazng role w
diagnostyce pacjentdw chorych na raka nosogardta z guzami T1-T2. Poziom EBV przed leczeniem
nalezatoby wzigé pod uwage w pierwotnej stratyfikacji ryzyka jak zaproponowat Zhang i wsp. (Zhang i
wsp., 2015). Oznaczenia DNA EBV oparte na osoczu powinny by¢ dopracowane w celu opracowania
systematycznego modelu stratyfikacji ryzyka, monitorowania choroby i odpowiedzi na leczenie.
Walidacja testdw na EBV u chorych na raka nosogardtfa dotyczy unifikacji techniki badania wiremii i
ustalenia punktu odciecia, ktéry w obszarze nieendemicznym moze nieco rdznic sie w poréwnaniu do

wartosci podawanych w krajach endemicznych (Mazurek i wsp., 2020 zatacznik 7, p. 1.1).

Podsumowujac pierwszg cze$¢ mojego autoreferatu zwigzanego z badaniami cfDNA u chorych na

raka regionu gtowy i szyi uzyskatam nastepujace wnioski:

i. oznaczanie catkowitej ilosci cfDNA w celach diagnostycznych (wyrazany za pomoca
catkowitego stezenia cfDNA w ng/ml) jest problematyczne z powodu zbyt duzego odchylenia
standardowego utrudniajgcego ustalenie progu czutosci i specyficznosci,

ii. jednakze pomiar catkowitej ilosci cfDNA pozwolit na przeprowadzenie badania
poréwnawczego wydajnosci izolacji oraz wykazania zaleznosci ilosci cfDNA od parametrow
klinicznych, ze szczegdlnie ciekawa obserwacja tendencji ,,wyrzutu” cfDNA do krwi podczas
leczenia,

iii.  badanie DNA EBV we krwi moze odgrywac wazng role w diagnostyce pacjentéw chorych na

raka nosogardta z guzami T1-T2, ale wymagajg unifikacji metody oznaczania,
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iv. badanie HPV16 i HPV18 w osoczu wykazato, ze 14% pacjentow byto pozytywnych, z ktérych
wiekszosc¢ (96,4%) miata HPV16 we krwi.
V. poszukiwanie nowych markeréw wskazato na DNA HPV16 jako biomarkera rokujacego na

szybkie i nieinwazyjne badanie diagnostyczne chorych na raka gardta srodkowego,

Otrzymane rezultaty, wnioski oraz nabyte doswiadczenie zaowocowaty otrzymaniem dofinansowania
z NCBR na badanie aplikacyjne walidacji HPV w osoczu jako markera wznowy (projekt TANGO2,

ktorego jestem kierownikiem) oraz pracami badawczymi opisanymi ponizej.

Znaczenie DNA HPV16 (cfHPV16) w diagnostyce chorych na raka gardta srodkowego (RGS)

W dalszych badaniach zidentyfikowalismy parametry kliniczne wptywajgce na detekcje DNA HPV16
we krwi chorych na RGS. Majac do dyspozycji DNA ze skrawkdw guzéw mogtam przeprowadzié
badanie wykrywania HPV16 w guzie i osoczu (Mazurek i wsp., 2019, zatgcznik 7, p. 1.1). Analizy
jednoczynnikowe wskazaty na kilka czynnikow istotnie wptywajgcych na detekcje, a mianowicie
cfHPV16 byt czesciej wykrywany u chorych z zajetymi weztami chtonnymi (p = 0,011), u oséb
niepalacych (p = 0,001) i nie pijacych alkoholu (p = 0,020). Badajac zwigzek miedzy wszystkimi
parametrami (analiza wieloraka T, N, pte¢, wiek, palenie, alkohol) a detekcjg cfHPV16 wykazatam, ze
najsilniejszymi parametrami wptywajgcymi na obecnos¢ cfHPV16 we krwi jest zaawansowanie
weztowe wraz z niepaleniem papierosow. Niepalenie papieroséw istotnie korelowato z wyzszymi
wartosciami wiremii w guzie, przy czym najwyzsze wartosci wiremii obserwowano w guzach kobiet
niepalacych. Analiza chorych z dodatnim wynikiem w guzie wykazata czutos¢ testu cfHPV16 w osoczu
na poziomie 72% (u 28% nie wykrywalismy cfHPV16 we krwi), a specyficzno$¢ oszacowalismy na
100% (wszyscy chorzy na RGS z wynikiem ujemnym na obecno$¢ HPV w guzie mieli réwniez ujemny
wynik we krwi). Wiremia HPV16 w guzie silnie korelowata z wiremig w osoczu. Obserwowatam okoto
siedmiokrotnie wyzszg wiremie w guzach pacjentéw z pozytywny wynikiem we krwi w poréwnaniu z
guzami chorych z negatywnym wynikiem we krwi (p = 0,011). U kobiet, na wykrywanie cfHPV16 we
krwi istotnie wptywata wysoka wiremig i zaawansowanie T3/T4. Natomiast u mezczyzn, na
wykrywalno$¢ wptywata wysoka wiremia (cho¢ bytfa nizsza w poréwnaniu do kobiet) i zaawansowanie
weztowe (Mazurek i wsp., 2019, zatgcznik 7, p. I.1). Obserwacja specyficznie wysokiej wiremii w
guzach kobiet niepalgcych sugeruje na istnienie dodatkowego, zenskiego czynnika wptywajgcego na
proces replikacji. Faktem jest rowniez, ze chorzy na raka odbytu i wykrywanym cfHPV16 w osoczu to
prawie wytgcznie kobiety (92%, badania wtasne). Mozna zatem przypuszczac istnienie czynnikéw
specyficznych dla ptci zenskiej, najprawdopodobniej hormondéw, wptywajgcych na osigganie wysokiej

liczby kopii w komérkach, co przektada sie na powstawanie guzéw bardziej zaawansowanych.
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Ostatnim badaniem przedstawionego cyklu byta weryfikacja postawionej przeze mnie gtéwnej
hipotezy, czyli zastosowania cfHPV16 we krwi jako ptynnej biopsji w diagnostyce efektéw leczenia
chorych na RGS (Rutkowski i wsp., 2020, zatagcznik 7, p. 1.1). W przypadku przetrwatego po leczeniu
guza czesto trudno jest rozrdzni¢ zmienione na skutek leczenia nienowotworowe tkanki (powodujgce
efekt masy) od przetrwatego guza nowotworowego, szczegdlnie w krétkim okresie po zakoriczonym
leczeniu. Jest to spowodowane powstatym po RT witdknieniem, obrzekiem, martwicg tkanek miekkich
lub chrzastki, asymetrig, retrakcjg tkanek miekkich, niespecyficznym wzmocnieniem kontrastowym.
Stosowane rutynowo, w celu oceny efektu leczenia, badania tomografii komputerowej (TK) lub
rezonansu magnetycznego (MR) w kontrolach po RT lub CHRT nie umozliwiajg w wiekszosci
przypadkéw rozrdznienia opisanych wczesniej zmian po leczeniu od aktywnego procesu
nowotworowego. Celem naszego badania byto sprawdzenie czy cfHPV16 bedzie pomocny do oceny
efektow leczenia w 12 tygodniu po zakonczonym leczeniu. Odpowiedz? radiologiczna byta
poréwnywana z odpowiedzig molekularng, gdzie catkowitg odpowiedz radiologiczng zdefiniowano
jako zanik wszystkich oznak raka w obrazowaniu w odpowiedzi na leczenie, a niepetng odpowied?
radiologiczng zdefiniowano jako obecnos¢ resztkowych objawéw raka w obrazowaniu. Catkowitg
remisje molekularng zdefiniowano jako zanik cfHPV16 we krwi w wyniku leczenia (w skrécie
cfHPV16rem). W 12 tygodniu po RT/CHRT 65% chorych osiggneto catkowitg odpowiedz radiologiczng,
a 35% miato niepetng odpowiedz radiologiczng. Natomiast molekularng remisje cfHPV16 osiggneto
91%, a w 9% cfHPV16 byt nadal obecny we krwi. Zestawienie oceny radiologicznej i molekularnej
wykazato zgodnos¢ w 72%, w tym 64% stanowito zgodnosc¢ catkowitej odpowiedzi radiologicznej z
remisjg cfHPV16, a 8% dotyczyto zgodnosci niepetnej odpowiedzi radiologicznej z obecnoscig
cfHPV16 we krwi. Natomiast w 28% nie byto zgodnosci pomiedzy oceng radiologiczng a molekularna,
przy czym az w 27% niezgodno$¢ ta dotyczyta niepetnej odpowiedzi radiologicznej i remisji cfHPV16.
W celu wyjasnienia co jest przyczyng tej 27%-ej niezgodnosci, wykonalismy biopsje z regionéw z
radiologicznym podejrzeniem raka (lub jesli nie otrzymalismy zgody pacjenta, prowadzilismy tylko
obserwacje i badanie cfHPV16). We wszystkich pobranych bioptatach tej grupy nie byto utkania
nowotworowego i nie byto HPV16 w skrawkach, co swiadczyto ze cfHPV16 byt prawdziwie
negatywnym wynikiem i Swiadczyt o wyleczonym stanie pacjenta. W pozostatych przypadkach, w
ktdrych nie pobralismy bioptatéw (brak zgody pacjenta) - w kolejnych ocenach radiologicznych nie
byto oznak raka (czyli réwniez cfHPV16 byt prawdziwie negatywnym wynikiem). Oceniajgc znaczenie
diagnostyczne badania molekularnego cfHPV16 w celu przewidzenia niepowodzenia leczenia w 12
tygodniu po zakorczonym leczeniu oszacowalismy czutos¢ cfHPV16 na 100% i swoistos¢ na 98%,
wartosc¢ predykcyjna dodatnia (PPV) cfHPV16 wynosita 83%, a wartos¢ predykcyjna ujemna 100%
(Rutkowski i wsp. 2020, zatgcznik 7, p. 1.1,).
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Obserwowalismy réwniez przypadek obecnosci cfHPV16 we krwi chorego bez stwierdzenia wznowy
w radiologicznym obrazowaniu. W tej sytuacji, na podstawie obecnosci cfHPV16, zostato wykonane
badania PET, ktére umozliwito wykrycie przerzutéw odlegtych. DNA wirusa staje sie zatem
wykrywalne réwniez przed klinicznymi objawami rozsiewu odlegtego. U innego chorego z niepetnag
odpowiedzig radiologiczng i wykrytym cfHPV16 we krwi podjeto decyzje przeprowadzenia operacji
ratujacej i usunieto podejrzane radiologicznie wezty chtonne. Podczas podejmowania decyzji o
operacji ratujgcej sugerowano sie pozytywnym wynikiem cfHPV16 we krwi potwierdzajagcym
wznowe. W kolejnych badaniach kontrolnych tego chorego nie wykrywano zaréwno cfHPV16 we krwi

jak i choroby nowotworowej. Pacjent jest obecnie zdrowy (Rutkowski i wsp. 2020, zatgcznik 7, p. 1.1).

Podsumowujgc drugg czes¢ cyklu autoreferatu zwigzanego z badaniami cfDNA u chorych na raka

regionu gtowy i szyi uzyskatam nastepujgce wnioski:

i czutosé testu cfHPV16 w osoczu oszacowano na poziomie 72% , a specyficznos$é na 100%,

ii. najsilniejszymi parametrami wptywajgcymi na obecnos$é cfHPV16 we krwi jest
zaawansowanie weztowe wraz z niepaleniem papieroséw,

iii. wysoka wiremia w guzach istotnie wptywa na wykrywalnos¢ DNA wirusa we krwi,

iv.  wysokie wspdtczynniki czutosci, specyficznosci oraz wartosé predykcyjnej ujemnej i dodatniej
Swiadczg o wysokiej wiarygodnosci diagnostycznej testu cfHPV16 w celu przewidzenia
niepowodzenie leczenia w 12 tygodniu od zakonczenia leczenia,

v.  stosowanie badania cfHPV16 we krwi utatwito podjecie decyzji o wczesniejszym

zastosowaniu leczenia ratujgcego.

Mozemy zatem uznac, ze cfHPV16 we krwi swiadczy o obecnosci aktywnej choroby nowotworowe;j.
Obecnosc¢ DNA cfHPV16 we krwi chorego bez cech wznowy lub rozsiewu jest sygnatem do wykonania
dodatkowej, bardziej szczegdtowej diagnostyki obrazowej (PET, scyntygrafia kosci, endoskopia

potgczona z biopsjg btony Sluzowej gardta) w celu wykrycia ognisk aktywnej choroby nowotworowej.
Podsumowanie znaczenia badan przedstawionego cyklu autoreferatu w dziedzinie onkologii

Reasumujgc moje badania w kontekscie hipotezy wykorzystania zmian genetycznych w
pozakomérkowym cfDNA we krwi, moge zaprezentowad cfHPV16 jako przyktad ctDNA (circulating
tumor DNA, ctDNA) i jego skutecznos$¢ w zastosowaniu w ptynnej biopsji. Badania naukowe jakie
prowadzitam w ostatnim dziesiecioleciu udowadniajg zasadnos$c¢ zastosowania klinicznego ptynnej
biopsji i detekcji cfHPV16 w diagnostyce raka gardta srodkowego. Efekt wynikéw badan cfHPV16 we
krwi chorych na raka gardta srodkowego jest wielowymiarowy, poczgwszy od wykorzystania
opracowanego przeze mnie badania cfHPV16 jako standardu do wykrywania HPV zaleznego RGS w

kilku projektach Narodowego Centrum Onkologii, oddziatu w Gliwicach az po zastosowanie do
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rutynowej diagnostyki (w koricowej fazie petna walidacja). Obecnie, badania nowotworowego DNA
HPV i EBV we krwi sg wykorzystywane do realizacji dwdch zadan statutowych Narodowego Instytutu
Onkologii, oddziatu w Gliwicach (zatacznik 7, p. I1.7.A.2 i 4 ), podkreslajagc tym samym przetomowosé

moich badan naukowych.

Poza prezentowanym cyklem artykutéw naukowych (tgczny IF wynoszacy 14,663, MNiSW = 325),
badania pozakomdérkowego DNA w nowotworach regionu gtowy i szyi prezentowano na ponad 40
(zatacznik 7, p. 11.2.) wystgpieniach naukowych, krajowych i miedzynarodowych konferencjach, z
ktérych cze$é zostata opublikowana w formie streszczen w prestizowych czasopismach o zasiegu

miedzynarodowym (zatgcznik 7, p. I1.2.1.A. 2,3,4,5,6,7,10).
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4.2. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Rola neuropiliny -1 oraz semaforyn klasy trzeciej w procesie migracji komérek

Jednym z najciekawszych nurtéw moich zagadnien naukowych byto badanie semaforyn i neuropilin w
migracji aksondw oraz komérek. Semaforyny stanowig ligandy dla réznych rodzin receptoréw i
uczestniczg w modulowaniu $ciezki sygnatowej, nakierowujgc aksony do wtasciwych miejsc.
Neuropiliny (NRP1 i NRP2) sg podstawowymi receptorami semaforyn klasy trzeciej petnigcych role
nawigatoréw dla migrujacych aksonéw oraz komérek nerwowych podczas rozwoju ukfadu
nerwowego w fazie embrionalnej i postembrionalnej. Z problematyka tych biatek spotkatam sie
bedac na stazu naukowym na Uniwersytecie Drexel. Celem badan byto wyjasnienie znaczenia
semaforyn, neuropilin oraz kinezyn w migracji aksonéw do wtasciwych miejsc podczas rozwoju
mazgu. Przeprowadzitam szereg badan hybrydyzacji in situ ekspresji semaforyny 3A (Sema3A) i jej
receptora neuropiliny-1 (Nrp1) w mézdzku myszy w celu pokazania rozktadu aksonéw wzgledem
semaforyny 3A. W badaniach in vitro pokazalismy, ze oddziatywanie semaforyn klasy 3 z
neuropilinami skutkuje odepchnieciem lub zatrzymaniem wzrostu aksonu (tzw. zatamaniem stozka
wzrostu), co przyczynia sie do kierowania aksondw do ich docelowych obszaréw w mézdzku
(Sotowska i wsp. 2002). Sciezka sygnatowa indukowana przez semaforyny prowadzi do przebudowy
cytoszkieletu aktynowego. W naszych kolejnych badaniach wykazalismy, ze Kifl5 jest biatkiem
motorycznym z rodziny kinaz, ktdre ulega ekspresji we wszystkich komdrkach podczas mitozy i w
neuronach postmitotycznych podczas wzrost aksonu. W kluczowych obszarach rozwijajacych sie
neurondéw obserwowalismy wyraznie silng ekspresje Kif1l5 w neuronach migrujacych. Badania
wskazaty na uczestniczenie Kif15 w sieciowaniu i unieruchomieniu mikrotubul wrzeciona poprzez
przeciwstawianie sie zdolnosciom innych biatek motorycznych do generowania niezaleznych ruchéw

mikrotubul (Buster i wsp., 2003).

Tematyke semaforyn i neuropilin kontynuowatam w dziedzinie onkologicznej. Podjetam sie
zbadania roli neuropiliny-1 oraz semaforyn klasy trzeciej w procesie migracji komorek
nowotworowych, realizujgc badania w obrebie grantu promotorskiego pod kierunkiem prof.
Zdzistawa Krawczyka. Celem projektu byto zbadanie wptywu wyciszenia neuropiliny-1 na migracje
komdrek nowotworowych. Badania rozpoczetam od sprawdzenia linii komdrkowych. Silng ekspresje
receptora neuropiliny-1 wykrytam w komdrkach réznych typéw nowotworéw m.in. w komdrkach
raka prostaty PC3 i komérkach czerniaka B16. W pierwszym etapie moich badan opracowatam model
(i czasteczke siRNA) wyciszania ekspresji NRP1 za pomocg techniki RNAi. W wyniku wyciszenia
ekspresji genu NRP1 zaobserwowatam okoto trzykrotne zwiekszenie liczby migrujgcych komaérek raka

prostaty PC3 oraz komérek czerniaka B16(F10) w stosunku do komérek kontrolnych. Dodatkowym
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obserwowanym zjawiskiem podczas wyciszania neuropiliny-1 byty zmiany morfologiczne i adhezyjne.
Komérki raka prostaty PC3 pod wptywem obnizonego poziomu biatka przyjmowaty ksztatt bardziej
podtuzny i dwubiegunowy. W wyniku wyttumiania ekspresji neuropiliny-1 w komdrkach czerniaka
B16(F10) dochodzito do redukcji wypustek cytoplazmatycznych, a podczas wzrostu komérki te nie
wykazywaty tendencji do narastania na siebie tylko zwiekszaty powierzchnie przylegania do podtfoza.
Woyciszenie ekspresji neuropiliny-1 silnie obnizyto wigzanie do ich powierzchni semaforyny 3A,
podczas gdy semaforyna 3C nie wykazywata zdolnosci wigzania. Mozna zatem przypuszczac, ze
neuropilina-1 moduluje zdolnosci migracyjne oraz wtasciwosci adhezyjne komdrek nowotworowych
w procesie progresji nowotworowej. Wyniki badan przedstawitam w pracy doktorskiej oraz w

publikacji Mazurek i wsp. (2012).

Badanie znaczenia biatek rodziny szoku cieplnego w kancerogenezie.

Kolejna tematyka badawcza dotyczyta biatek szoku cieplnego (ang. heat shock proteins, Hsp). Jest to
rodzina wysoce homologicznych biatek opiekunczych, indukowanych w odpowiedzi na stres
Srodowiskowy, fizyczny lub chemiczny, ktére ograniczajg konsekwencje uszkodzenia i utatwiajg
regeneracje komérek. W ramach wspodtpracy z grupg zajmujacy sie zagadnieniem tych biatek
badatam role HSP70 w ochronie wrzeciona kariokinetycznego. Przygotowatam konstrukt plazmidowy
zawierajgcy gen HSP70 pod kontrolg promotora CMV. Wyprowadzitam linie komdrkowa V79 stabilnie
transfekowang tym wektorem i nastepnie traktowatam komarki ekstraktami zanieczyszczen z
powietrza. Badania pokazaty, ze komorki z nadekspresjg HSP70 wykazywaty wyzsze wskazniki
przezycia po wystawieniu na szok termiczny, co sugerowato, ze biatko HSP70 ufatwia przezycie
komorek z uszkodzonymi wrzecionami mitotycznymi i nieprawidtowo posegregowanymi
chromosomami (Gtowala i wsp. 2002). W kolejnych badaniach uczestniczytam w badaniu funkcji
ludzkiego HSPA2. Wykorzystujac rézne linie komdrkowe ze sprawdzong ekspresjg na poziomie RNA
wykazatam specyficznos¢ przeciwciata anty-HSPA2 uzyskanego w wyniku immunizacji myszy. Celem
mojej pracy byto zidentyfikowanie tej frakcji surowicy (prébki pobrano w réznych momentach
czasowych), w ktérej przeciwciato jest najbardziej specyficzne. Specyficznosé potwierdzitam poprzez
blokowanie antygenem (peptydem wykorzystanym do immunizacji myszy) w badaniach
immunohistochemicznych. Dzieki tym badaniom wykazalismy frakcje zawierajgce wysoce specyficzne
poliklonalne przeciwciata anty-HspA2. W badaniach immunohistochemicznych pokazalismy silng
ekspresje HSPA2 w guzach niedrobnokomodrkowego raka ptuca. W komérkach poddanych szokowi
termicznemu biatko HSPA2 gromadzito sie w centrosomach, sugerujgc zaangazowanie w ochrone
integralnosci jader i centrosoméw w komdrkach rakowych poddanych szokowi termicznemu

(Sciegliiska i wsp. 2008). W innej pracy wykazalismy silng ekspresje biatka HSPA2 w warstwie
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podstawnej nabtonka wyscietajgcego drogi oddechowe, w komadrkach kubkowych nabtonka oskrzeli,
jelita cienkiego i grubego oraz w komdrkach zona reticularis kory nadnerczy (Sciegliniska i wsp. 2011).
Natomiast, w pracy Vydra i wsp. pokazalismy silng ekspresje tego biatka w wyscidtce oskrzeli i
jajowodu, nabtonku kolumnowym endometrium, komérkach nabtonkowych siatkéwki grasicy,
nabtonku przejSciowym pecherza moczowego i komédrkach wysciétki pokrywajgcych sciany komér

mozgu (Vydra i wsp., 2009).

Poszukiwanie nowych markeréw nowotworowych o znaczeniu prognostycznym lub predykcyjnym

Kolejne wyzwania badawcze dotyczg poszukiwania nowych biomarkeréw oraz weryfikacja
zastosowania ich w klinice. Sprawdzatam mozliwosci oznaczania pomiaru stezenia cfDNA w
diagnostyce raka ptuca. W pracy Mazurek i wsp. (2015) pokazalismy, ze poszczegdlne typy raka ptuca
znaczgco rdéznig sie poziomem catkowitej ilosci cfDNA. Trzykrotnie wyzsze stezenie cfDNA byto u
chorych na raka ptuca drobnokomdrkowego w poréwnaniu z chorymi na raka
niedrobnokomadrkowego. Analiza podgrupy chorych na raka niedrobnokomérkowego wykazata
wyraznie wyzszy poziom cfDNA chorych na ptaskonabtonkowego raka w poréwnaniu z pozostatymi
przypadkami. Stezenie cfDNA byto porownywalne u chorych z T1, T2 i T3, a jedynie u chorych z
guzami T4 poziom cfDNA byt wyraznie wyzszy. Biorgc pod uwage zaawansowanie weztowe (N), nieco
wyzszy poziom catkowitego cfDNA byt u chorych z zajetymi weztami chtonnymi niz u chorych z
niezajetymi weztami. Znaczgco wyzszy poziom cfDNA wykazywali chorzy z odlegtymi przerzutami w
poréwnaniu z chorymi bez przerzutdw. Przeprowadzona przeze mnie analiza poréwnawcza metody
TagMan/PCR oraz sekwencjonowania prébek cfDNA z krwi od chorych na raka ptuca ujawnita
obecno$é mutacji w genie EGFR, w dwdch przypadkach byta to delecja, trzeci przypadek to mutacja
punktowa (Mazurek i wsp. 2015). Fakt mozliwosci wykrywania mutacji we krwi potwierdzit
uzytecznos$¢ cfDNA jako alternatywnego zrédta nowotworowego DNA (ctDNA) do wykrywania
mutacji istotnych w leczeniu celowanym inhibitorami kinaz tyrozynowych, ale zastosowanie
technologii sekwencjonowania nowej generacji (NGS), w mojej opinii, stwarza mozliwosci uzyskania
wiecej informacji, wydaje sie by¢ adekwatniejszg metodg i z pewnoscig w przysztosci uprosci oraz

rozszerzy zakres wykrywalnosci mutacji.

Kolejna praca badawcza dotyczyta nielicznej grupy chorych na raka odbytu, w ktdrej prawie wytgcznie
patogeneze przypisuje sie onkogennym typom wirusa brodawczaka (HPV). Po weryfikacji rozpoznania
histopatologicznego badaniami objetysmy ptaskonabtonkowego raka odbytu (z wykluczeniem raka
odbytnicy). HPV wysokiego ryzyka wykrylismy w 87% przypadkéw, sposréd ktérych HPV16 byt
dominujgcym genotypem (73%), a wiekszo$¢ skrawkdw guzéw wykazywata ekspresje biatka pl6.

Wskaznik pozytywnosci HPV byt wyzszy wsrdd kobiet i niepalgcych. Zakres wiremii HPV16 (mediana
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wynosita 134 kopii/genom) w raku odbytu byt poréwnywalny do wiremii raka gardta srodkowego
(mediana 190 kopii/genom) (Matusecka i wsp. 2020). Od roku 2017 prowadzimy réwniez badania
wykrywania HPV16 w osoczu chorych na raka odbytu. Najciekawszg obserwacjg jest fakt, ze 92%
wykrytych pozytywnych przypadkdéw w osoczu to kobiety. Najwyrazniej obserwowana przez nas
wysoka wiremia w guzach raka gardta srodkowego oraz w guzach raka odbytu u kobiet przedktada sie
nie tylko na wykrywalno$¢ w osoczu, ale swiadczy réwniez o istnieniu zaleznosci pomiedzy pfcig a

wiremia w guzie.

Reasumujgc moje osiggniecia naukowo-badawcze, jestem wspdtautorem badan przedstawionych na
80 wystgpieniach, w tym 30 prezentowano na konferencjach o zasiegu miedzynarodowym (zatgcznik
7, 11.2.). Sumaryczny IF oryginalnych petnotekstowych prac opublikowanych w renomowanych
czasopismach wynosi 38,654 IF, wg punktacji MNiSW 568. Liczba cytowan prac wynosi 198, a bez
autocytowan 185 (wg danych bibliometrycznych Web of Science na dzien 29.06.2020, zatgcznik 6).

Méj indeks Hirscha wynosi 9.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowg albo artystyczna
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji
kultury, w szczegdlnosci zagraniczne;j

Przebywatam na 3 letnim stazu na Uniwersytecie Drexel. Podczas stazu w Zaktadzie Neurobiologii,
pod kierunkiem prof. Douglasa Baird’a, uczestniczytam w badaniach znaczenia semaforyn, neuropilin
oraz kinezyn w migracji aksonéw do witasciwych miejsc podczas rozwoju embrionalnego oraz
postembrionalnego. Efektem podjetej wspdtpracy sg dwie publikacje. Nabytg wiedze molekularng
oraz doswiadczenie wykorzystatam do napisania projektu grantowego promotorskiego (kierownik
prof. Zdzistaw Krawczyk) na temat badania udziatu semaforyn i neuropilin w procesie migracji

komérek nowotworowych, ktdrego rezultatem byfa rozprawa doktorska i publikacja.

Dodatkowo, podczas stazu na Uniwersytecie Drexel, pod kierunkiem Jonathana Nissanov’a,
uczestniczytam w tworzeniu biblioteki mézgu myszy 3D (MBL - The Mouse Brain Library) sktadajgcej
sie z obrazéw o wysokiej rozdzielczosci i baz danych. Badania polegaty na cyklu krojen i zdje¢ mdzgu,

ktdre nastepnie byty sktadane tworzac obrazy histologiczne.

W 2004 roku uzyskatam stypendium Polskiej Sieci Biologii Komodrkowej i Molekularnej UNESCO/PAN

na sze$ciomiesieczny staz naukowy w pracowni prof. Wiodzimierza Krzyzosiaka w Instytucie Chemii
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Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Podczas stazu realizowatam projekt pt. ,Wyciszanie genu

neuropiliny-1 za pomoca techniki RNAi”.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujgcych nauke lub sztuke

Opiekun naukowy pracy dyplomowej magisterskiej: ,,Pomiar stezenia wolnego krgzgcego DNA
(cfDNA) z wykorzystaniem techniki QPCR oraz detekcja HPV16 we krwi chorych na raka ptuca”,

Uniwersytet Slgski, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska w Katowicach.

Opiekun naukowy pracy dyplomowej magisterskiej: ,Immunohistochemiczne badanie MLH1, MSH2,
MSH®6 i PMS2 w skrawkach parafinowych guzéw pacjentéw z obcigzeniem rodzinnym nowotworami
ztodliwymi —oszacowanie przydatnosci w diagnostycznym badaniu genetycznym”, Uniwersytet Slaski,

Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska w Katowicach.

Opiekun naukowy stazystdw, nauka i nadzér przeprowadzania badan molekularnych, analizy

bioinformatycznej, prowadzenia i pasazowania hodowli komdérkowych.

Opiekun naukowy praktykantéw Il i IV roku Wydziatu Nauk Farmaceutycznych Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego, kierunkdw Analityka Medyczna oraz Biotechnologia Medyczna.
Dodatkowo, w ramach prowadzonej dydaktyki, prowadzitam wykfady dotyczace wykorzystania badan

molekularnych w diagnostyce.

Jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Genetyki Cztowieka.

W latach 2008 — 2011 prowadzitam badania naukowe dotyczace potencjalnego wykorzystania
barwienia immunohistochemicznego skrawkéw guzéw oraz metody HRM (High Resolution Melting)
w celu wykrywania mutacji w genach MLH1 i MSH2. Efektem podjetej tematyki byto wdrozenie
badania HRM do wykrywania mutacji w genach MLH1 i MSH2 u chorych z podejrzeniem
dziedzicznego raka jelita grubego niezwigzanego z polipowatoscig (HNPCC, Zesp6t Lyncha | i ll). Na
podstawie opracowanej walidacji wykonywatam badania genetyczne wykrywania mutacji w MLH1 i
MSH2 dla Poradni Genetyki Onkologicznej i Diagnostyki Molekularnej Przychodni Przyklinicznej 1O w
latach 2011 - 2016.

W latach 2013 — 2017 prowadzitam prace badawcze zwigzane z wykrywaniem DNA EBV u chorych na
raka nosogardta. Efektem podjetej tematyki byto wdrozenie i wykonywanie diagnostyki badania EBV

u chorych na raka nosogardta w latach 2016 — 2017.
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7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej
Kierowanie projektami grantowymi

1. Jestem kierownikiem grantu finansowanego w ramach wspdlnego przedsiewziecia
Narodowego Centrum Nauki i Narodowego Centrum Badan i Rozwoju, dofinansowanego z
NCBR pt. ,Opracowanie strategii diagnostyczno-terapeutycznej HPV-zaleznych nowotworéw
W oparciu o uwarunkowania genetyczne w celu optymalizacji leczenia”
TANGO2/340829/NCBR/2017 (Zatacznik 8).

2. Bytam kierownikiem grantu wewnetrznego w latach 2016-2017 pt. ,,Oszacowanie
przydatnosci oznaczania wirusa ludzkiego brodawczaka (HPV) u chorych na raka odbytu”.

3. Bytam kierownikiem grantu dofinansowanego z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa WyzZszego
(Narodowe Centrum Nauki) pt. ,Ocena przydatnosci oznaczania krgzgcego DNA i
poszukiwania w nim mutacji somatycznych gendw EGFR i KRAS w rakach ptuc oraz gtowy i
szyi”; NN402450039, projekt wtasny, realizowany w latach 2010-2013 (Zatgcznik 8).

4. Byftam gtéwnym wykonawca grantu promotorskiego pt. ,,Rola neuropiliny -1 oraz semaforyn
klasy trzeciej w procesie migracji komdrek nowotworowych czerniaka B16”. Grant
realizowany w latach 2004-2006, nr grantu 2 PO5A 022 27, Kierownik grantu prof. Zdzistaw

Krawczyk.
Nagrody i wyrdznienia

1. Wyrdznienie i zajecie VIl miejsca w konkursie Ztoty Skalpel 2018 za projekt ,Opracowanie
strategii diagnostyczno-terapeutycznej HPV-zaleznych nowotworéw w oparciu o
uwarunkowania genetyczne w celu optymalizacji leczenia” (projekt TANGO2).

2. Wyrdznienie na ASTRO w 2016 roku, prezentacja ustna Rutkowski T, Mazurek AM, Snietura M,
Wygoda A, Bojko U, Widtak P, Sktadowski K. Circulating Cell-Free Human Papillomavirus DNA
as a Marker of Treatment Outcome in Patients With HPV-Positive Squamous Cell Head and
Neck Cancer After Radio(chemo) Therapy. INT J RADIAT ONCOL, Volume 96, Issue 2,
Supplement, Page S41, 2016. ASTRO. DOI: https://doi.org/10.1016/}.ijrobp.2016.06.111

(podpis wnioskodawcy)
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