Agnieszka Wozniak zatgcznik nr 2

Autoreferat (j. polski)

AUTOREFERAT

1. Imie i Nazwisko: Agnieszka Wozniak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
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promotor: prof. dr hab. Janusz Limon
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od 2012 Laboratory of Experimental Oncology, Department of Oncology, KU Leuven,
Belgia
stanowisko: menedzer naukowy (research manager)

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

Moje osiggniecie naukowe stanowi cykl siedmiu powigzanych tematycznie publikacji (szes¢
prac oryginalnych, jedna praca przeglagdowa), opublikowanych w latach 2012-2017,
dotyczacych podtoza molekularnego i przedklinicznego testowania terapii celowanej w
nowotworach podscieliska przewodu pokarmowego z zastosowaniem ludzkich
ksenograftéw ustanowionych w myszach.

taczna wartosc¢ wspotczynnika oddziatywania (Impact Factor — IF): 44,252,

taczna liczba punktow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (KBN/MNiSW): 265.

a) tytut osiggniecia naukowego:

Podtoze molekularne i terapia celowana w nowotworach podscieliskowych przewodu
pokarmowego cztowieka.

b) publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego (autor/autorzy, tytut/tytuty
publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):

4.1 Wozniak A, Rutkowski P, Piskorz A, Ciwoniuk M, Osuch C, Bylina E, Sygut J, Chosia M,
Rys J, Urbanczyk K, Kruszewski W, Sowa P, Siedlecki J, Debiec-Rychter M, Limon J, on
behalf of Polish GIST Registry. Prognostic value of KIT/PDGFRA mutations in
gastrointestinal stromal tumours (GIST): Polish Clinical GIST Registry experience. Ann
Oncol. 2012;23(2):353-360. IF: 7,384; KBN/MNiSW: 40; liczba cytowarn?: 52; udziat w

pracy: 75%

4.2 Floris G, Wozniak A3, Sciot R, Li H, Friedman L, Van Looy T, Wellens J, Vermaelen P,
Deroose C, Fletcher JA, Debiec-Rychter M, Schoffski P. A potent combination of the novel
PI3K inhibitor GDC-0941, with imatinib in gastrointestinal stromal tumor xenografts:
long-lasting responses after treatment withdrawal. Clin Cancer Res 2013;19(3):620-630.
IF: 8,193; KBN/MNiSW: 45; liczba cytowan: 33; udziat w pracy: 40%.

4.3 Wozniak A?, Rutkowski P, Schoffski P, Ray-Coquard I, Hostein |, Schildhaus H-U, Le Cesne
A, Bylina E, Limon J, Blay J-Y, Siedlecki JA, Wardelmann E, Sciot R, Coindre J-M, Debiec-
Rychter M. Tumor genotype is an independent prognostic factor in primary
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gastrointestinal stromal tumors of gastric origin: A European multicenter analysis based
on ConticaGIST. Clin Cancer Res. 2014;20(23):6105-6116. IF: 8,722; KBN/MNiSW: 45;
liczba cytowan: 40; udziat w pracy: 75%.

4.4 Van Looy T3*, Wozniak A3, Floris G, Sciot R, Li H, Wellens J, Van Leeuw U, Fletcher JA,
Manley P, Debiec-Rychter M, Schoffski P (*equal contribution). Phosphoinositide 3-
kinase inhibitors combined with imatinib in patient-derived xenograft models of
gastrointestinal stromal tumours: rationale and efficacy. Clin Cancer Res.
2014;20(23):6071-6082. |F: 8,722; KBN/MNiSW: 45; liczba cytowan: 17; udziat w pracy:
40%.

4.5 Van Looy T3, Wozniak A3, Floris G, Li H, Wellens J, Vanleeuw U, Sciot R, Debiec-Rychter
M, Schoffski P (*equal contribution). Therapeutic efficacy assessment of CK6, a
monoclonal KIT antibody, in a panel of gastrointestinal stromal tumour xenograft
models. Transl Oncol 2015;8(2):112-118. IF: 3,077; KBN/MNiSW: 30; liczba cytowan: 4;
udziat w pracy: 40%.

4.6 Gebreyohannes YK, Schoffski P, van Looy T, Wellens J, Vreys L, Cornillie J, Vanleeuw U,
Aftab D, Debiec-Rychter M, Sciot R, Wozniak Al. Cabozantinib is active against human
gastrointestinal stromal tumor xenografts carrying different KIT mutations. Mol Cancer
Ther. 2016;15(12):2845-2852. IF: 5,764; KBN/MNiSW: 40; liczba cytowan: 3; udziat w

pracy: 40%.

4.7 Wozniak A?!, Gebreyohannes YK, Debiec-Rychter M, Schoffski P. New targets and
therapies for gastrointestinal stromal tumors [praca przeglgdowa]. Expert Rev
Anticancer Ther. 2017;17(12):1117-1129. IF: 2,390; KBN/MNiSW: 20; liczba cytowan: 1;
udziat w pracy: 80%.

! autor korespondencyjny
2 — liczba cytowan na postawie Scopus (stan na 20/03/2018)
3 - réwny wktad w powstanie pracy

Oswiadczenie, dotyczagce mojego wkiadu w powstanie poszczegdlnych publikacji,
wchodzgcych w sktad cyklu wykonanych prac w ramach opublikowanych badan oraz
procentowego w nich udziatu znajdujg sie w zatgczniku nr 4. Oswiadczenia wspdtautorow
publikacji, okreslajace ich indywidualny wktad w powstanie poszczegdlnych prac znajdujg sie
w zatgczniku nr 8.

W powyzszych pracach zawarto wyniki uzyskane podczas realizacji siedmiu projektéw
badawczych:

1. Predictive significance of KIT/PDGFRA mutation in treatment-naive gastrointestinal
stromal tumours (GIST): ConticaGIST. European collaborative initiative commenced within
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FP6 Connective Tissue Tumour Network of Excellence (CONTICANET). EU network of
excellence (2006-2011); kierownik projektu.

2. Human Soft Tissue Sarcomas xenograft mouse models as an opportunity to improve the
therapeutic options for patients. Grant Fonds Wetenschappelijk Onderzoek (FWO), Belgia
(2010-2014); wykonawca.

3. Efficacy of GDC-0941 in gastrointestinals stromal tumors (GIST) xenograft models. Projekt
finansowany przez Genentech, USA (2010-2013); koordynator projektu/gtéwny
wykonawca.

4. Efficacy studies in vitro and in vivo of the ImClone antibody CK6 in GIST. Projekt
finansowany przez ImClone, USA (2010-2013); koordynator projektu/gtéwny
wykonawca.

5. Efficacy of PI3K inhibitors BEZ235, BYL729, BKM120 and BGJ398 in GIST in vivo. Projekt
finansowany przez Novartis, USA (2011-2012); koordynator projektu/gtéwny
wykonawca.

6. In vivo efficacy of cabozantinib (XL184) using xenograft mouse models of mesenchymal
tumors. Projekt finansowany przez Exelixis, USA (2013-2015); koordynator
projektu/gtéwny wykonawca.

7. Unrevealing the molecular basis of resistance in STS and exploring potential therapeutic
implications. Grant Kom op tegen Kanker (Stand up to Cancer), the Flemish Cancer Society,
Belgia (2015-2019); gtéwny wykonawca (co-promoter).

c) omdéwienie celu naukowego ww. prac, osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania:

Wstep

Nowotwory podscieliskowe przewodu pokarmowego (ang. gastrointestinal stromal tumours
— GIST) cztowieka sg rzadkimi nowotworami pochodzenia mezenchymalnego, rozwijajacymi
sie w réznych narzadach uktadu trawiennego. W Europie czestos¢ ich wystepowania szacuje
sie na 1-1.5 przypadkéw na 100,000 oséb populacji rocznie [1]. GIST wystepujg réwnie czesto
u kobiet i u mezczyzn, rozpoznawanych zwykle po 60. roku zycia, chociaz ok. 1-2% GIST
wystepuje u oséb w wieku ponizej 20 lat (pediatryczne GIST) [1,2]. GIST mogg wystepowacd na
catej dtugosci przewodu pokarmowego, jednak najczesciej zlokalizowane sg w zotgdku (50%) i
jelicie cienkim (25%) [1,2].

Wiekszos¢ GIST diagnozowana jest w stadium zlokalizowanym choroby, mozliwym do
chirurgicznego usuniecia, jednak nawet wtedy u ok. 40-50% pacjentéw pojawia sie wznowa
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lub przerzuty w dalszym przebiegu choroby [2]. Obecnie ryzyko wystgpienia nawrotu choroby
ocenia sie na podstawie cech guza, uzywa sie do tego celu tzw. klasyfikacji AFIP (ang. Armed
Forces Institute of Pathology), ktéra bierze pod uwage wielkos¢, indeks mitotyczny oraz
lokalizacje guza pierwotnego [3] lub zmodyfikowanych kryteriow NIH (ang. National Institute
of Health), uwzgledniajgcych dodatkowo srédoperacyjne pekniecie guza [4]. GIST uwazane s3
za nowotwory oporne na radioterapie oraz chemioterapie lekami cytotoksycznymi, z
odpowiedzig rzedu <5% [5].

W ok. 95% guzdw GIST obserwuje sie ekspresje receptorowej kinazy tyrozynowej (RKT) - biatka
KIT i w ok. 98% obecnos¢ biatka DOG1 (ang. Discovered on GIST 1), ktorych obecnos¢ stanowi
podstawe diagnostyki réznicowej GIST [6,7]. W wiekszos¢ guzéw (75-85%) wykrywa sie
rowniez aktywujacg mutacje w onkogenie KIT lub w genie kodujagcym receptor dla
ptytkopochodnego czynnika wzrostu alfa (ang. platelet derived growth factor receptor alpha —
PDGFRA) [8,9]. Mutacje w KIT wystepujg najczesciej w eksonie 11 (60-75%) oraz w eksonie 9
(7-10%), natomiast zmiany w PDGFRA dotyczg gtdwnie eksonu 18 (7-15%) [10]. W okoto 10-
15% GIST dorostych oraz w 85% guzéw pediatrycznych nie wykrywa sie mutacji KIT/PDGFRA i
uwaza sie je za osobny podtyp tego nowotworu, réwniez ze wzgledu na odmienng biologie i
przebieg kliniczny [11].

Mutacje w KIT/PDGFRA prowadzg do konstytutywnej, niezaleznej od liganda, aktywacji
kodowanych receptordéw, ktéra powoduje niekontrolowang aktywacje szlakdow sygnalizacji
komodrkowej, co w nastepstwie prowadzi do zaburzenia regulacji proliferacji komérek i do
rozwoju GIST. Aktywacja ta dotyczy gtdwnie szlaku PI3K (kinaza fosfatydyloinozytolu — ang.
phosphoinositide 3-kinase)/AKT, RAS/RAF/MAPK (kinaza aktywowana mitogenami - ang.
mitogen-activated protein kinase) oraz JAK (kinaza Janusa — ang. Janus-activated kinases)
/STAT3 (biatko przekazujgce sygnat i aktywujgce transkrypcje 3 — ang. signal transducer and
activator of transcription) [12].

Zaleznos$¢ GIST od RKT umozliwia leczenie pacjentéw z GIST przy pomocy inhibitoréw kinaz
tyrozynowych (ang. tyrosine kinase inhibitors -TKI) takich jak dostepny od kilkunastu lat
imatynib, ktére specyficznie blokujg nieprawidtowe biatka KIT/PDGFRA. OdpowiedZ na
leczenie imatynibem obserwuje sie u ok. 50% pacjentow, a stabilizacje choroby u
dodatkowych 25%, z dwuletnim okresem przezycia catkowitego 70-80% [13]. Niestety, w
trakcie terapii wiekszos¢ pacjentéw ulega progresji, a leki drugiej (sunitynib) i trzeciej
(regorafenib) linii wykazujg jedynie ograniczong skutecznos¢ w przypadku opornych GIST
[14,15].

Opornos$é GIST na terapie TKI moze by¢ pierwotna lub wtérna, ktéra w obu przypadkach w
duzej mierze zalezy od charakterystyki molekularnej guza. Pierwotna opornos$é, definiowana
jako progresja choroby w ciggu pierwszych szesciu miesiecy terapii, obserwowana jest u ok
10% pacjentow i spowodowana jest najczesciej obecnoscig substytucji PDGFRA p.D842V lub
duplikacji w eksonie 9 genu KIT [16]. Wtdrna opornosc wystepuje po wielu miesigcach/ latach
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odpowiedzi klinicznej na imatynib i zwykle zwigzana jest z pojawieniem sie wtornych mutacji
w genach KIT/PDGFRA, a zmiany te dotycza najczesciej miejsca wigzania ATP (kodowanych
przez eksony 13/14) lub petli aktywacyjnej receptora (eksony 17/18) [17-19]. Rzadziej wtdrna
opornos¢ zwigzana jest z obecnosciag zmian w genach, kodujgcych elementy komdrkowych
szlakdw sygnalizacyjnych (np. PI3KCA, PTEN) [20], lub z aktywacjg alternatywnych RKT np. AXL
lub MET [21,22]. Pacjenci, u ktdrych wystepuje opornosé na wszystkie trzy zarejestrowane TKI
nie majg dalszych alternatyw terapeutycznych.

Cele przedstawionego osiggniecia naukowego
Gtéwnymi celami badan byto:

e okreslenie znaczenia prognostycznego typu mutacji KIT/PDGFRA w nieleczonych GIST,
ktory mogtby by¢ uwzgledniony jako dodatkowy czynnik do oceny ryzyka nawrotu
choroby [publikacje 4.1 oraz 4.3];

e zastosowanie heteroprzeszczepdw, pochodzacych od pacjentéw, ustanowionych w
myszach (ang. patient-derived xenografts — PDX), do przedklinicznego testowania
lekéw in vivo [publikacje 4.2, 4.4-4.6];

e identyfikacja nowych celéw terapeutycznych do leczenia GIST [opisane w pracy
przegladowej 4.7];

e przedkliniczna ocena aktywnosci specyficznych inhibitorow, ze szczegdlnych
uwzglednieniem przeciwciata anty-KIT [publikacja 4.5], inhibitora hamujgcego
jednoczesnie kilka receptoréw [publikacja 4.6] oraz inhibitoréw hamujacych
aktywnos¢ PI3K [publikacje 4.2 oraz 4.4].

Wyniki i dyskusja
e Prognostyczne znaczenie typu mutacji KIT/PDGFRA w pierwotnych GIST

Do tej pory kilka retrospektywnych badan opisywato zwigzek pomiedzy typem mutacji
KIT/PDGFRA a przebiegiem klinicznym choroby u pacjentéw z GIST i postulowato ich znaczenie
prognostycznie w przypadku guzéw pierwotnych. Szczegdlnie delecja KIT w eksonie 11,
dotyczgca kodonow Trp557i/lub Lys558 (‘KIT_557/558 del’) i duplikacja w eksonie 9 KIT moga
mie¢ zwigzek z agresywnym przebiegiem choroby [23-25]. Z drugiej strony wiekszos$¢ GIST z
mutacjg w PDGFRA charakteryzuje sie niskim ryzykiem nawrotu [26]. Jednak jak do tej pory
nie udato sie uwzglednié czynnika molekularnego w klasyfikacji, okreslajgcej ryzyko progresiji
GIST, ktéra jest istotna m.in. do kwalifikacji pacjentéw do adjuwantowego leczenia
imatynibem, ktére dostepne jest w Europie dla pacjentéw o ,,wysokim”, natomiast w USA dla
tych o ,,znacznym” ryzyku nawrotu choroby.
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W ramach Polskiego Rejestru GIST [publikacja 4.1] podjetam sie oszacowania znaczenia
roznych typow mutacji w grupie 427 pierwotnych GIST, dla ktérych dostepne byly dane
molekularne i kliniczne. W tej grupie wiekszos¢ GIST z mutacjg KIT w eksonie 9 i 11 zostaty
zakwalifikowane wg kryteriow AFIP [3] jako guzy o wysokim stopniu ztosliwosci, natomiast
PDGFRA-mutanty zostaty okreslone jako guzy o (bardzo) niskim ryzyku wznowy. Pacjenci z
mutacjg ‘KIT_557/558 del’ mieli nizszy odsetek 5-letniego przezycia bez nawrotu (ang.
progression-free survival — PFS) w poréwnaniu z tymi, w ktérych guzach zaobserwowano inng
mutacje eksonu 11 lub gdy zmiana dotyczyta mutacja w PDGFRA. Te wyniki nastepnie
potwierdzitam w badaniu przeprowadzonym w ramach Europejskiego programu sieci
doskonatosci CONTICANET, ktdére pozwolito na zgromadzeniu danych kliniczne i molekularne
od >1000 pacjentow z GIST, diagnozowanych i leczonych w 13 instytucjach z czterech krajéw
a ryzyko wznowy zostato okreslone przy pomocy modyfikowanej klasyfikacji NIH [4]
[publikacja 4.3]. Poza wczesniej stwierdzonymi zaleznosciami, w analizie wieloczynnikowej
stwierdzitam, ze poza-zotagdkowa lokalizacja, wielko$¢ guza >10cm, indeks mitotyczny >10
mitoz w 50 polach widzenia, duplikacja w eksonie 9 KIT oraz ‘KIT_557/558 del’ korelowaty z
krétszym PFS. Co ciekawe, gorsze rokowania dla pacjentdw z mutacjg ‘KIT_557/558 del’ w
porownaniu z innymi mutacjami w eksonie 11 stwierdzitam jedynie w przypadku guzéw
wywodzgacych sie z zotgdka, podczas gdy w przypadku GIST o lokalizacji poza-zotagdkowej typ
mutacji nie miat znaczenia prognostycznego.

W obu badaniach [publikacje 4.1 oraz 4.3] wykazatam niezalezne znaczenie prognostycznie
specyficznych typodw mutacji w KIT/PDGFRA, szczegblnie ‘KIT _557/558 del’ dla
zlokalizowanych GIST, pochodzacych z zotgdka, nieleczonych TKI. Mozliwo$¢ przewidywania
przebiegu klinicznego choroby ma kluczowe znaczenie w prowadzeniu pacjentéw z GIST,
szczegblnie jesdli chodzi o kwalifikowanie ich do adjuwantowego leczenia imatynibem. W
zwigzku z tymi obserwacjami zaproponowalismy praktyczny algorytm postepowania, ktéry
uwzglednia zaréwno zmodyfikowane kryteria NIH jak i cechy molekularne guza (Rycina 1,
pochodzaca z publikacji 4.3). Obecnie prowadzimy dalsze analizy na grupie >1800 przypadkow
z danymi, zebranym w ramach rozszerzonego projektu ConticaGIST, w sktad ktérego wchodzi
19 instytucji z szesciu krajéw. W ramach tego projektu planujemy opracowanie i zwalidowanie
nowej klasyfikacji, ktéra ostatecznie wigczy status mutacji KIT/PDGFRA jako dodatkowy
czynnik prognostyczny do klasyfikacji ryzyka nawrotu dla zlokalizowanych GIST.
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[ Localized GIST ]
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(excl.p.D842V) y,

Adjuvant
imatinib

Observation

Observation Adiu_ve_\n}
Imatinib’

* Metastatic/locally advanced GIST with KIT ex. 9 mutations respond better to 800 mg imatinib daily (compared with the standard 400 mg).
Therefore, increased dose may be considered in the adjuvant setting.

Rycina 1. Schemat zalecanego postepowania w przypadku kwalifikacji do adjuwantowego
leczenia imatynibem pacjentow ze zlokalizowanym GIST, oparta na zmodyfikowanej
klasyfikacji NIH i na genotypie guza [rycina pochodzi z publikacji 4.3].

o Identyfikacja i walidacja nowych celéw terapeutycznych, istotnych dla terapii
pacjentéw z GIST

Mimo, ze zastosowanie TKI zrewolucjonizowato terapie pacjentéw w GIST, pojawienie sie w
opornosci na leczenie stanowi wecigz istotny problem kliniczny. Pacjenci z opornoscia
pierwotng od poczatku nie odpowiadajg na TKI, podczas gdy opornos$é wtdrna pojawia sie w
trakcie leczenia, nawet po wielu miesigcach/latach. Opornos¢ wtérna spowodowana jest
najczesciej pojawieniem sie wtornych mutacji w domenie kinazowej receptoréw KIT/PDGFRA,
zmiang w genach kodujgcych elementy szlaku sygnalizacji komorkowej (np. PI3KCA, PTEN),
amplifikacji lub utraty ekspresji KIT oraz aktywacji alternatywnych RKT np. receptoréw dla
czynnika wzrostu fibroblastéw (ang. fibroblast growth factor receptor — FGFR 1-3), AXL lub
MET (Rycina 2).
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KIT/PDGFRA Alternative

RTK
Inhibitors blocking specific secondary KIT MET inhibitors (e.g. cabozantinib)
mutations (e.g. crenolanib, BLU-285, DCC-2618) n\ MHHHIHHMHMM HMI_ FGFR inhibitors (e.g. dovitinib)
Monoclonal antibodies against KIT (e.g. CK6) ! L », VEGER inhibitors (fé ponatinib)
[ — |

FAK inhibitors
(e.g. defactinib) _I
PI3K inhibitors (e.g. pictilisib, buparlisib, alpelisib)
SRCinibitors —{ (e (RASD Cmc I

(e.g. dasatinib) l dual PI3BK/mTOR inhibitors (e.g. dactolisib)

BRAF inhibitors >I P -
I— AKT inhibitors (e.g. perifosine)
(e.g. debarfenib) @
MEK inhibitors (e.g. binimetinib) T / |_ mTOR inhibitors (e.g. everolimus)

L T
PPAATANS T

mutation

FAK: focal adhesion kinase; FGFR: fibroblast growth factor receptor; JAK: JanusKinase; MAPK: mitogen activated protein kinase; mTOR: mammaliantarget of
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Rycina 2. Mechanizm dziatania RKT, zwigzane z nimi szlaki sygnalizacji komdérkowej oraz
punkty uchwytu inhibitoréw, ktére moga znalez¢é zastosowanie w przypadku GIST opornych
na TKI. Inhibitory zaznaczone na niebiesko zostang omoéwione dokfadniej w dalszej czesci
autoreferatu [zaadaptowane z publikacji 4.7].

Obecnie wiele badan skupia sie na zrozumieniu biologii lezacej u podstaw opornosci GIST,
identyfikacji nowych celéw terapeutycznych oraz przedklinicznej i klinicznej oceny
efektywnosci nowych zwigzkdw. W mojej pracy przeglgdowej zajetam sie opisaniem obecnego
stanu wiedzy na ten temat, z uwzglednieniem nowych inhibitoréw KIT/PDGFRA, w tym lekow
specyficznie nakierowanych na zmutowane formy receptoréw, TKl o szerokim spektrum,
zwigzkéw hamujgcych aktywnos¢ szlaku PI3K/AKT/mTOR, lekdw modulujgcych ekspresje i
degradacje KIT, inhibitoréw cyklu komdrkowego oraz zastosowaniu immunoterapii w GIST.
Ponadto w zwigzku z heterogennoscig opornosci , ktéra moze dotyczy¢ wielu przerzutow
pochodzacych od jednego pacjenta, znaczenie kliniczne moze mie¢ zastosowanie kombinacji
inhibitorow, dziatajgcych na réznym poziomie szlaku sygnalizacyjnego, co moze pozwoli¢ na
lepszg kontrole choroby i dtuzszy PFS. Réwnolegte zahamowanie aktywnosci dwdch biatek tej
samej lub z rdinych S$ciezek transdukcji sygnatu lub potaczenie terapii celowanej z
chemioterapig moze zwiekszy¢ odsetek pacjentéw odpowiadajgcych na leczenie i/lub opdinié
pojawienie sie opornosci. Ponadto, jednoczesne podanie zwigzkdw, ktére dziatajg na komarki
nowotworowe oraz na mikrosrodowisko (np. inhibitory punktéw kontroli ukfadu
immunologicznego, leki blokujgce powstawanie naczyn krwionosnych), chociaz jak dotad
pojedyncze zastosowanie tych zwigzkéw nie przyniosto zadowalajgcych efektow [publikacja
4.7].
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e Zastosowanie modeli PDX do oceny aktywnosci nowych lekéw in vivo

Aby utatwi¢ badania nad biologig opornych GIST i umozliwi¢ opracowanie nowych terapii,
niezbedny jest dostep do odpowiednich modeli, jak najlepiej odzwierciedlajgcych sytuacje
kliniczng. Jednym z rozwigzan moze by¢ opracowanie modeli PDX, o ktérych wiadomo, ze
stosunkowo dobrze odzwierciedlajg biologie nowotworu rozwijajgcego sie u cztowieka, a ich
zastosowanie do badan przedklinicznych pozwala na przewidywanie skutecznosci leku w
badaniach klinicznych [27]. Grupie badawczej z Laboratory of Experimental Oncology, KU
Leuven, Belgia w ktérej obecnie pracuje, udato sie jako pierwszej ustali¢ model PDX GIST [28]
i do dzi$ jedynie w kilku osrodkach na $wiecie istniejg podobne modele zaréwno hetero- jak i
ortotopowe [29,30]. W naszym osrodku wykorzystywane sg przeszczepy heterotopowe, czyli
fragmenty guza uzyskanego od pacjenta implantowane bezposrednio do myszy tzw.
bezgrasiczych. Powyzsze ksenografty postuzyty zaréwno do badan nad biologig GIST [31], jak i
do testowania nowych lekéw [32-35]. Wyniki te staty sie tez podstawg do zainicjowania oceny
ich aktywnosci w badaniach klinicznych.

Modele badawcze GIST opracowano na podstawie w tkanek pochodzacych od pacjentéw (po
podpisaniu przez nich swiadomej zgody na udziat w projekcie), uzyskanych w czasie resekcji
guza lub podczas biopsji diagnostycznej w University Hospitals Leuven. Fragment tkanki guza
zostaje bezposrednio wszczepiony podskodrnie, po dwdch stronach do bezgrasiczej myszy
nu/nu (z mutacja w genie Foxnl), ktéra nie produkuje funkcjonalnych limfocytow T. W
momencie zaobserwowania wzrostu guza, jego fragment pasazuje sie do nastepnych myszy
(n=2), sprawdzajac przy tym czy heteroprzeszczep w kolejnych pasazach powiela cechy
histopatologiczne i molekularne (np. mutacje KIT/PDGFRA) pierwotnego nowotworu,
poréwnujgc go z rownolegle zbadanym oryginalnym guzem pochodzgcym od pacjenta. Do te
pory nasza grupa opracowata siedem modeli GIST, ktére charakteryzujg sie réznymi mutacjami
w KIT oraz réing wrazliwoscig na standardowe TKI. W celu wykorzystania modelu PDX do
testowania lekdw in vivo, odpowiedni model zostaje przetransplantowany do odpowiedniej
liczby myszy (najczesciej 6-8 zwierzat w kazdej z grup, co daje 12-16 guzdéw) i gdy
heteroprzeszczepy osiggng $rednio ok. 300mm3. Myszy sg losowo przydzielone do grup
eksperymentalnych: kontrola (bez aktywnej terapii), leczenie standardowe (imatynib 50
mg/kg 2x dziennie, sunitynib 40 mg/kg raz dziennie), leczenie eksperymentalne
(dawka/podawanie zalezy od konkretnego eksperymentu/leku badanego), leczenie
skojarzone (dawki jak w przypadku pojedynczych lekéw). Podczas trwania doswiadczenia
(zwykle 2-4 tygodnie), wielko$¢ guza mierzona jest trzy razy w tygodniu a myszy obserwowane
sg codziennie. Ostatniego dnia trwania eksperymentu zwierzeta sg poddawane eutanazji
poprzez przedawkowanie anestetyku, a guzy sg zachowywane do dalszych analiz
molekularnych i histopatologicznych m.in. okreslajgcych aktywnosé mitotyczng i apoptotyczng
(przy pomocy immunohistochemii), oraz analiz sygnalizacji zwigzanej z KIT z zastosowaniem
techniki Western blot (Rycina 3). Wszystkie procedury zostaty zaakceptowane przez KU Leuven
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Ethics Committee for Animal Research i sg przeprowadzone zgodnie z protokotami oraz
obowiazujgcymi belgijskimi i europejskimi regulacjami [publikacje 4.2, 4.4-4.6].

Establishment and expansion of PDX models
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Rycina 3. Opracowanie mysiego modelu PDX oraz schemat doswiadczenia in vivo,
stosowanego do przedklinicznego okreslenia aktywnosci nowych lekow.

e Aktywnosc¢ CK6, przeciwciata monoklonalnego anty -KIT in vivo

Zaleznos¢ GIST od sygnalizacji KIT jest atrakcyjnym celem dla czasteczek, ktére moga sie
taczyé/blokowacé zewngtrzkomérkowa domene wigzgca ligand. Specyficzne przeciwciato
mogtoby nie tylko do zablokowa¢ aktywnos$¢ samego receptora ale réwniez potencjalnie
mogtoby nasili¢ cytotoksyczng odpowiedz immunologiczng gospodarza przeciw
nowotworowi. Eris i wsp. opisali aktywnos¢ SR1, monoklonalnego przeciwciata anty-KIT, ktére
hamowato proliferacje komdérek nowotworowych GIST zaréwno in vitro jak i in vivo, poprzez
zmniejszona ekspresje receptora i zwiekszong fagocytoze komérek nowotworowych przez
makrofagi [36].

Kolejnym etapem badan byto zbadanie aktywnosci CK6 (40mg/kg, 3 x w tygodniu przez 3
tygodnie, podawane dootrzewnowo; ImClone Systems), innego ludzkiego przeciwciata
monoklonalnego anty-KIT, rozpoznajgcego zewngtrzkomérkowa domene receptora. W
projekcie zastosowano sze$s¢ mysich modeli (cztery PDX oraz dwa modele wyprowadzone z
linii komdrkowych) a CK6 byto testowane pojedynczo i w leczeniu skojarzonym z imatynibem
lub sunitynibem [publikacja 4.5]. W ramach tego projektu zajmowatam sie zaplanowaniem
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czesci eksperymentalnej, przeprowadzeniem czesci eksperymentdéw in vivo oraz molekularng
charakterystykag modeli, zastosowanych w tym badaniu i interpretacjag danych.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze CK6 doprowadzito do zahamowania wzrostu
nowotworu w jednym z sze$ciu modeli, w zadnym z nich nie stwierdzilismy znaczacego
wptywu na proliferacje ani na apoptoze komodrek nowotworowych, czy zahamowania
aktywnosci KIT i powigzanych szlakéw sygnalizacyjnych. Ponadto, kombinacja CK6 z TKI nie
spowodowata zwiekszonej efektywnosci, w pordownaniu z terapig jedynie TKI — przeciwnie,
poczynione obserwacje sugeruja, ze leczenie skojarzone powodowato zmniejszenie efektu
przeciwnowotworowego, lecz przyczyna tego zjawiska wymaga dalszym badan.

e Aktywnosc¢ kabozantynibu, inhibitora hamujgcego aktywnosc¢ wielu RKT

Aktywacja alternatywnych kinaz m.in. FGFR1-3, MET (receptor dla czynnika wzrostu
hepatocytow) lub AXL jest jednym z postulowanych mechanizméw nabytej odpornosci GITS
na leczenie TKI [21,22]. Jednoczesne hamowanie aktywnosci KIT i MET przez kombinacje
imatynib + kryzotynib (inhibitor MET/ALK) lub kabozantynib (inhibitor KIT/MET) prowadzito
do zahamowania wzrostu GIST zaréwno in vitro jak i in vivo [22]. Ponadto, poniewaz czes¢ z
inhibitorow ma réwniez wtasciwos¢ hamowania angiogenezy, takze ta wtasciwos¢ moze miec
istotny wptyw na efektywng terapie GIST.

Kolejnym cel badawczy stanowita ocena aktywnosci kabozantynibu (30 mg/kg dziennie przez
2 tygodnie, podawane doustnie; Exlixis), inhibitora wielu kinaz, w tym KIT, MET, AXL oraz
receptora dla czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor receptor — VEGFR) [publikacja 4.6]. W tym projekcie zajmowatam sie zaplanowaniem i
nadzorem nad wykonaniem projektu, przeprowadzeniemczesci doswiadczen in vivo oraz
wykonaniem analiz molekularnych i interpretacjg danych. Aktywnos¢ kabozantynibu oceniano
w trzech modelach PDX, charakteryzujacych sie roznymi mutacjami w genie KIT i rding
wrazliwoscig na TKI. Przeciwnowotworowy efekt na wzrost guza oraz na proliferacje komadrek
byt poréownywalny (model TKI-wrazliwy) lub lepszy (modele TKI-oporne) od tego jaki
zaobserwowano w guzach traktowanych imatynibem. Dodatkowo, we wszystkich modelach
stwierdzono znaczne zmniejszenie liczby naczyn krwionosnych w guzach traktowanych
nowym zwigzkiem, co sugeruje, ze przynajmniej cze$¢ efektu przeciwnowotworowego mozna
przypisa¢ anty-angiogenne]j aktywnosci kabozantynibu. Uzyskane wyniki stanowity podstawe
do rozpoczecia badania klinicznego drugiej fazy, majgcego na celu ocene aktywnosci
kabozantynibu u chorych z GIST, opornych na imatynib i sunitynib (NCT02216578, EORTC
1317, “CaboGIST”). Od jego rozpoczecia w marcu 2017, zrekrutowano juz 31 z 50 z
zaplanowanych do badania pacjentéw.

o Aktywnosc inhibitorow PI3K

Szlak sygnalizacyjny PI3K/AKT/mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) reguluje wzrost
komérek, ich przezycie i metabolizm, dlatego moze on by¢ interesujgcym celem
terapeutycznym. W GIST uwaza sie, ze aktywnosc tej Sciezki jest niezbedna dla wzrost guzéw
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opornych na imatynib [37,38] Dane in vitro potwierdzaja hipoteze, ze zahamowanie
aktywnos¢ PI3K moze miec zasadniczy wptyw na zahamowanie wzrostu GIST [20,38].

W ramach dwdch kolejnych projektéw badano cztery doustne inhibitory PI3K o réznych
punktach uchwytu: inhibitory hamujace wszystkie podjednostki PI3K (pictylisib 75 mg/kg
dziennie, Genetech; buparlysib 30mg/kg dziennie, Novartis), inhibitor hamujacy jednoczesnie
PI3K i mTOR (dactolysib 10 and 40 mg/kg dziennie, Novartis), oraz specyficzny inhibitor
podjednostki PI3KCA (alpelysib 25 and 50 mg/kg dziennie, Novartis) [publikacje 4.2 oraz 4.4].
W tych badaniach moim zadaniem byto zaplanowanie i przeprowadzenie czesci doswiadczen
in vivo, przeprowadzenie analiz molekularnych badanego materiatu, analizg statystyczng i
interpretacja uzyskanych danych eksperymentalnych. Generalnie wszystkie cztery inhibitory,
stosowane pojedynczo wykazywaly pewien stopiend dziatania przeciwnowotworowego,
poprzez stabilizacje wzrostu guza, hamowanie proliferacji komoérkowej, ale bez indukcji
apoptozy. Jednak w skojarzeniu z imatynibem, inhibitory PI3K wykazaty znacznie lepsza
aktywnos¢, biorgc pod uwage efekt obserwowany na poziomie komodrkowym oraz na
poziomie hamowania szlaku, zaleznego od KIT. Kombinacja prowadzita do znacznego
zmniejszenia wielkosci guza oraz zwiekszonej aktywnosci pro-apoptotycznej, w poréwnaniu z
terapig pojedynczym inhibitorem. Dodatkowo, guzy traktowane terapig skojarzonag
wykazywaty wydtuzong odpowiedz, nawet po zaprzestaniu podawania leczenia, czego nie
obserwuje sie w przypadku terapii imatynibem. Co ciekawe, efekt przeciwnowotworowy
kombinacji zalezat w znacznej mierze od genotypu GIST i byt znacznie intensywniejszy w
przypadku modeli z mutacjg eksonu 11 KIT oraz w guzach, w ktérych doszto do utraty PTEN,
negatywnego regulatora szlaku PI3K/AKT (Rycina 3). Ta zalezno$¢ moze pozwoli¢ w przysztosci
na wtasciwg selekcje pacjentéw, dla ktérych leczenie inhibitorami PI3K bedzie bardziej
efektywne. Obecnie leczenie skojarzone (inihibitor PI13K + imatynib) jest prowadzone w dwdéch
badaniach fazy 1/2, ktére majg ocenié¢ aktywnos¢ kombinacji imatynibu z buparlysibem
(NCT01468688) oraz z alpelysibem (NCT01735968) jako leczenie trzeciego rzutu u chorych z
opornymi guzami GIST.

Whnioski koncowe

Zaprezentowane osiggniecie naukowe pozwolito na poszerzenie wiedzy na temat podfoza
molekularnego oraz celéw terapeutycznych w GIST, co ma bezposrednie przetozenie na
zrozumienie patogenezy tych nowotwordéw, jak réwniez ma zastosowanie praktyczne. W
szczegoblnosci:

e Wykazatam, ze typ mutacji KIT/PDGFRA ma znaczenie prognostyczne w przypadku
zlokalizowanych GIST, nieleczonych TKI. Wyniki te pozwolity na zidentyfikowanie podtypu
molekularnego GIST o niskim ryzyku nawrotu, dla ktérego uzycie imatynibu w leczeniu
adjuwantowym moze by¢é kontrowersyjne [publikacja 4.1 oraz 4.3].
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e Zaproponowatam praktyczny algorytm postepowania, ktéry taczy zwalidowany system
oceny ryzyka z genotypem GIST, co moze ufatwi¢ witasciwg klasyfikacje do leczenia
adjuwantowego [publikacja 4.3]. Obecnie pracuje nad rozszerzong klasyfikacjg ryzyka,
uwzgledniajgca typ mutacji jako niezalezny czynnik prognostyczny.

e Udowodnitam, ze mysie modele heteroprzeszczepy GIST sg waznym narzedziem do
przedklinicznego badania nowych lekéw in vivo dla tego rzadkiego typu nowotworu
[publikacje 4.2, 4.4-4.6]. Dzieki nim, we wspodtpracy z firmami farmaceutycznymi i
biotechnologicznymi, testowane sg nowe strategie terapeutyczne [podsumowane w
pracy przegladowej 4.7]. Wyniki przeprowadzonych badan stanowig merytoryczng
podstawe to wprowadzenia tych lekéw do badan klinicznych, co w dalszym efekcie moze
doprowadzi¢ do poprawienia efektywnosci leczenia pacjentéw z GIST.

e Korzystajac z doswiadczenia, zdobytego podczas pracy z modelami GIST, opracowano
modele pochodzace z innych nowotworéw tkanek miekkich (ang. soft tissue sarcoma —
STS) i kilka z nich zostato juz wykorzystanych do badan aktywnosci nowych zwigzkéw.
Modele te sg dostepne w ramach wspodtpracy naukowej dla instytucji naukowo-
badawczych oraz dla firm farmaceutycznych i biotechnologicznych.

e Nie wykazatam przeciwnowotworowego dziatania CK6, przeciwciata monoklonalnego
anty-KIT, zaréwno pojedynczo jak i w leczeniu skojarzonym ze standardowymi TKI
[publikacja 4.6].

e Przedstawitam przeciwnowotworowa aktywnosé kabozantynibu in vivo w PDX, ktéra byta
warunkowana gtownie z jego hamujgcym dziataniem na proliferacje komodrek oraz
efektem anty-angiogennym [publikacja 4.6]. Te wyniki stanowity podstawe do
zainicjowania badania klinicznego drugiej fazy, u chorych z GIST opornym na imatynib i
sunitynib.

e Udowodnitam, ze zastosowanie inhibitoréw PI3K o réznym spektrum dziatania prowadzi
do zahamowania guzéw GIST o réznym stopniu nasilenia tego efektu. Leczenie skojarzone
z imatynibem pozwala na osiggniecie lepszych wynikéw, ktére jednak zalezne sg od
genetycznego podtoza badanych/leczonych guzéw [publikacje 4.2 oraz 4.4]. Te
obserwacje stanowig podstawe merytoryczng dla dwdch prowadzonych obecnie badan
klinicznych, w ramach ktérych przeprowadzone sg réwniez badania dotyczgce korelacji
odpowiedzi pacjentéw z molekularnym profilem guza GIST.
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5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych (szczegdtowa lista w
zatacznikach 4i 7)

Jestem wspoétautorka 82 publikacji (61 petnotekstowych prac oryginalnych, 12 opiséw
przypadkéw i 9 publikacji przeglagdowych). Ich sumaryczny IF wynosi 330,514 (na podstawie
Journal Citation Reports, edycja zgodna z rokiem ukazania sie publikacji). Sumaryczna
punktacja MNiSW/KBN wynosi 1921. Wedtug Web of Science (stan na 04.12.2017) liczba
cytowan wynosi 2207 (z pominieciem autocytowan: 2128), indeks h 25.

Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Dziatalnos¢ naukowa rozpoczetam jako studentka Wydziatu Farmaceutycznego GUMed,
podczas badan zwigzanych z pracg magisterskg, realizowang w Katedrze i Zakfadzie Biologii i
Genetyki GUMed pod opiekg prof. dr hab. Janusza Limona. Méj projekt zwigzany byt z oceng
mutagennosci i wptywu na kinetyke komédrkowg pochodnej pirazyno CH/NH-kwasow,
stosujac test wymiany chromatyd siostrzanych chromosomoéw cztowieka. Opracowanie tej
techniki pozwolito nastepnie na przeprowadzenie kolejnego projektu magisterskiego, ktory
nadzorowatam na dalszym etapie mojej pracy naukowe;j.
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Po obronie pracy magisterskiej podjetam prace w tej samej Katedrze, poczagtkowo jako
starszy referent inzynieryjno-techniczny, a nastepnie jako asystent, rownolegle prowadzac
prace nad moim drugim projektem magisterskim na Miedzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i GUMed, réwniez pod opieka prof. dr hab. Janusza
Limona. Dotyczyta ona molekularnej charakterystyki niedrobnokomérkowego raka ptuca, z
zastosowaniem technik cytogenetycznych oraz analizy utraty heterozygotycznosci (ang. loss
of heterozygosity — LOH) polimorficznych markeréw z chromosomu 3p i 17q, w poszukiwaniu
potencjalnego genu supresorowego, zaangazowanego W rozwdj i progresje tego
nowotworu. Moja praca zostafa zaprezentowana podczas VI Miedzynarodowe] Konferencji
Studenckiej w Gdansku (maj 1998), gdzie zdobytam Il nagrode w sesji ustnej.

Podczas tego etapu mojej pracy wspotpracowatam z prof. dr hab. Andrzejem tachiiskim z
Katedry i Kliniki Chirurgii Ogdlnej, Endokrynologicznej i Transplantacyjnej GUMed, nad
molekularng charakterystykg tagodnych i ztosliwych guzéw tarczycy, stosujgc technike LOH.
Ponadto bytam zaangazowana w prowadzenie badan cytogenetyczno-molekularnych u
pacjentéw z konstytucyjnymi zmianami chromosomowymi, gdzie bytam odpowiedzialna za
charakteryzacje aberracji chromosomowych przy pomocy fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ (ang. fluorescence in situ hybridisation — FISH) do diagnostyki klinicznej.

Rozprawe doktorska zatytutowang ,Utrata heterozygotycznosci wybranych markeréw z
chromosomu 22q oraz mutacje genu KITC w komdrkach nowotwordw podscieliska przewodu
pokarmowego cztowieka”, przygotowang pod opiekg prof. dr hab. Janusza Limona,
obronitam z wyrdznieniem w grudniu 2001 roku, uzyskujgc stopien doktora nauk
medycznych, specjalnos¢ genetyka medyczna. Przedmiotem mojej pracy doktorskiej byta
charakterystyka molekularna GIST, $wiezo wyodrebnionego podtypu nowotworu
pochodzenia mezenchymalnego. W ramach projektu doktorskiego zajmowatam sie analiza
LOH wybranych markeréw polimorficznych z chromosomu 22g w celu zidentyfikowania
potencjalnego genu supresorowego, zaangazowanego w rozwoj GIST. Ponadto badatam
spektrum mutacji genu KIT, koncentrujac sie na opisaniu czestosci mutacji w eksonie 9i 13
oraz ich korelacji z obrazem klinicznym. Wiekszos¢ pracy eksperymentalnej wykonatam w
Department of Soft Tissue Pathology, AFIP, Waszyngton, USA, kierowanego przez prof.
Markku Miettinena, pod opieka dr Jerzego Lasoty. Podczas mojego pobytu w AFIP bytam
rowniez zaangazowana w inne projekty, majgce na celu opisanie specyficznych zmian
molekularnych w rzadkich podtypach STS (m.in. perineural cell tumours).

Przed uzyskaniem stopnia doktora bytam wspoétautorem szesciu publikacji, w jednej bytam
pierwszym autorem, z sumarycznym IF 17,088 i sumaryczng punktacjg MNiSW/KBN 75. W
tym czasie miatam jedno ustne wystgpienie i 19 prezentacji w formie plakatu w czasie
konferencji w Polsce i za granicg — w siedmiu z nich bytam pierwszym autorem. W tym okresie
bytam zaangazowana w sze$¢ projektéw badawczych, finansowanych z krajowych srodkow
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na nauke, w ktorych odpowiadatam za zastosowanie technik molekularnych do badania
podtoza i czynnikdw prognostycznych w nowotworach cztowieka.

Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie doktoratu kontynuowatam prace naukowg jako adiunkt w Katedrze i Zakfadzie
Biologii i Genetyki, zajmujgc sie dalej badaniami nad GIST. Dzieki uzyskanemu doswiadczeniu
oraz wspotpracy krajowej i zagranicznej, Katedra stata sie osrodkiem referencyjnym,
wykonujgcym oznaczenia mutacji KIT/PDGFRA w polskiej populacji. Wyniki naszych badan
staty sie integralng czescig Polskiego Rejestru GIST, zarzgdzanego przez prof. dr hab. Piotra
Rutkowskiego z Kliniki Nowotworéw Tkanek Miekkich, Kosci i Czerniakéw, Centrum
Onkologii - Instytutu im. Marii Sktodowskiej - Curie w Warszawie. Rejestr staf sie podstawg
wielu wspdlnych projektdw, opisujgcych znaczenie klinicznych czynnikéw prognostycznych
dla pacjentéow z GIST, walidujgcych nowe sposoby klasyfikacji GIST a takze oceniajgcych
czynniki predykcyjne odpowiedzi na adjuwantowe leczenie imatynibem lub na zastosowanie
sunitynibu u chorych z rozsianym GIST. Dzieki zgromadzonym danym molekularnym Katedra
brata réwniez udziat w projektach okreslajacych znaczenie rzadkich mutacji (np.
homozygotycznych mutacji w eksonie 11 KIT lub zmian w eksonach 13 i 17, dotyczacych
guzéw pierwotnych). Wspdtpraca naukowa z Centrum Onkologii w Warszawie do dzi$
stanowi wazny element mojej pracy badawczej nad biologig i terapig GIST i innymi
nowotworami pochodzenia mezenchymalnego.

W tym czasie bytam réwniez zaangazowana w projekty dotyczace molekularnej oceny
konstytucyjnych zmian chromosomowych oraz analizy aberracji w przypadku ostrej biataczki,
glejaka wielopostaciowego, czy rzadkich podtypow guzéw litych.

W 2004 rozpoczetam staz podoktorski w Department of Human Genetics (CME), KU Leuven,
Belgia jako stypendystka Belgian Office For Scientific, Technical And Cultural Affairs
Postdoctoral Fellowship, pod opiekg prof. Marii Debiec-Rychter, gdzie kontynuowatam moje
badania nad zmianami molekularnymi w GIST i innych STS. We wspdtpracy z prof. Jorisem
Vermeesch, Laboratory for Cytogenetics and Genome Research, CME, opracowatam
protokot, wykorzystujgcy pordwnawczg hybrydyzacje genomowa przy uzyciu mikromacierzy
(ang. array-based comparative genomic hybridization), do analizy niezrdwnowazonych
zmian genomowych w guzach litych. Zastosowatam tg technike do ich identyfikacji w
pierwotnych guzach GIST oraz ich korelacji z rodzajem mutacji, a takze do analizy GIST
wstepujacych u pacjentow z neurofibromatozg typu 1 (NF1) (wspotpraca: prof. Eric Legius,
Laboratory for Neurofibromatosis Research, CME). Ponadto, dzieki kontynuowanej
wspotpracg z prof. Rutkowskim opisatam nowg mutacje germinalng w eksonie 11 KIT u
dwdch braci, u ktérych wystepowaty zaawansowane GIST, co w dalszym etapie pozwolito
obja¢ rodzine odpowiednig opieka genetyczng. Bratam rowniez udziat w kilku projektach,
prowadzonych przez prof. Jean-Michel Coindre, Institute Bergonie, Bordeaux, Francja, w
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ramach French Sarcoma Group. Prace te miaty na celu okreslenie zwigzku miedzy stopniem
ekspres;ji a liczbg kopii KIT, analizy niestabilnosci chromosomowej jako czynnika zwigzanego
ze stopniem agresywnosci GIST. Bratam tez czynny udziat w opisywaniu nowych zmian
genetycznych w rzadkich podtypach nowotworéw tkanek miekkich (np. egzostoza
podpaznokciowa, mazidwczak ztosliwy, miesak podscieliskowy endometrium o niskim
stopniu ztosliwosci).

Nastepnie rozpoczetam prace w Laboratory of Experimental Oncology (LEO), Department of
Oncology, pod kierownictwem prof. Patricka Schoffskiego, poczatkowo w ramach stazu
podoktorskiego a obecnie jako menedzer naukowy (research manager), gdzie kontynuuje
prace nad STS/GIST, we wspotpracy z CME, Department of Pathology, University Hospitals of
Leuven (prof. Raf Sciot), Department of General Medical Oncology (AMO) (prof. Patrick
Schoffski) oraz z osrodkami spoza Belgii.

W 2006 zostatam przedstawicielkg KU Leuven (Liaison Scientist) w FP6 Connective Tissue
Tumour Network of Excellence (CONTICANET), EU network of excellence, w ktérym bytam
odpowiedzialna za koordynacje aktywnosci dotyczacych charakterystyki molekularnej STS.
Celem tej czesci aktywnosci byto zaproponowanie klasyfikacji molekularnej miesakéw,
identyfikacja osrodkéw referencyjnych rutynowo wykonujgcych molekularne testy
diagnostyczne oraz opracowanie minimalnych rekomendacji/wymagan dotyczgcych
diagnostyki STS z zastosowaniem technik molekularnych. Powstanie sieci o$rodkéw
leczniczo-badawczych zajmujacych sie STS umozliwito przeprowadzenie wielu wspdlnych
projektéw, ktére byty mozliwe jedynie dzieki zgromadzeniu odpowiedniej liczby witasciwie
zdiagnozowanych i opisanych przypadkéw rzadkich STS. Bratam aktywny udziat w projektach
dotyczacych m.in.: roli miRNA w GIST, utraty PTEN w GIST opornych na imatynib, amplifikacji
MYC we wtdrnym naczyniomiesaku, aktywacji PDGFRA i receptora dla czynnika wzrostu
nabtonka (ang. epidermal growth factor receptor — EGFR) jako potencjalnych celéw
terpeutycznych w miesaku btony miesniowej naczyn, niestabilnosci chromosomowej jako
czynnika prognostycznego w mazidwczaku ztosliwym. Zorganizowana w ramach
CONTICANET sie¢ naukowa umozliwia kontynuowanie wspodtpracy pomiedzy Europejskimi
centrami referencyjnymi oraz z o$rodkami spoza Europy, czego wynikiem jest np.
ConticaGIST, aplikacja w ramach EU Horizon2020 TRANSCAN-2 na temat badan
translacyjnych w rzadkich nowotworach, i in.

Obecnie jednym z najwazniejszych kierunkédw moich zainteresowan badawczych jest
zaangazowanie w ustanowienie panelu modeli PDX z miesakéw (,XenoSarc”). Platforma ta
powstata w 2004, kiedy ustalono pierwsze modele GIST a w 2010 zostata rozszerzona o inne
STS, ze szczegdlnym uwzglednieniem modeli charakteryzujgcych sie specyficznymi zmianami
molekularnymi (np. translokacje chromosomowe, amplifikacje i mutacje punktowe genéw).
Do tej pory udato sie nam opracowac 34 modele PDX, z dobrze zachowang charakterystyka
histologiczng i molekularng guza a niektére z nich byty juz wykorzystane do oceny aktywnosci
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lekéw in vivo. Poza projektami opisanymi powyzej (punkt 4c autoreferatu), zastosowalismy
modele GIST do badania inhibitoréw biatka szoku termicznego 90 (ang. heat shock protein
90— HSP90) i deacetylazy histonowe]. Nasze modele wykorzystane zostaty réwniez do oceny
aktywnosci avaprytinib (BLU-285), inhibitora specyficznie nakierowanego na zmutowang
postac receptora KIT/PDGFRA, ktéry wykazat zalezny od dawki przeciwnowotworowy efekt
w modelach GIST. Modele STS z kolei zostaty wykorzystane do analizy aktywnosci PhAc-
ALGP-doksorubicyny, proleku, ktdry wymaga aktywacji metabolicznej do uzyskania w petni
aktywnej formy doksorubicyny. Aktywacja ta zachodzi dzieki aktywnosci peptydaz obecnych
w komédrkach nowotworowych lub w komadrkach podscieliska.

Moje zainteresowania naukowe s3g réwniez zwigzane z badaniami translacyjnymi, ktére
nakierowane sg na poszukiwanie molekularnych markeréw predykcyjnych odpowiedzi na
leczenie celowane, ktore jest testowane w ramach badan klinicznych. Jest to mozliwe dzieki
Scistej wspotpracy z AMO oraz ze sponsorami badan klinicznych np. European Organisation
for Research and Treatment of Cancer (EORTC). W ramach badania EORTC 62052 wykazano
aktywnos¢ erybuliny (Eisai) w STS, jednak efekt terapeutyczny u pacjentéw byt zréznicowany.
We wspétpracy prof. Erikiem Wiemerem, Department of Medical Oncology, Erasmus
University Rotterdam (Holandia), zajmowatam sie profilem ekspresji miRNA w zaleznosci od
odpowiedzi na leczenie erybuling. Obecnie prowadze dalsze badania nad profilem mutacji
somatycznych oraz zmian genomowych, przy zastosowaniu sekwencjonowania nowej
generacji, wraz z zespotem prof. Diethera Lambrechts’a, Laboratory for Translational
Genetics, VIB-KU Leuven Center for Cancer Biology. W nastepnym etapie planujemy
zwalidowanie uzyskanych wynikéw przy pomocy prébek od pacjentédw leczonych w badaniu
trzeciej fazy, ktére zostang nam udostepnione przez Eisai. Ponadto jestem zaangazowana w
analize molekularng guzéw, zgromadzonych w ramach badania drugiej fazy EORTC 90101, w
ktérej testowano kryzotynib (inhibitor ALK/MET) w szesciu rzadkich typach nowotworéw, w
tym w czterech miesakach, raku nerki i w chtoniaku. Materiat z tych guzéw bedzie badany
przy pomocy panelu technik histopatologicznych i molekularnych, w celu dokfadnego ich
scharakteryzowania i okreslenia potencjalnych markeréw, zwigzanych z opowiedzig na
kryzotynib.

Oprécz przedstawionych powyzej kierunkédw badan, skupiajgcych sie na STS, kontynuuje
wspotprace na temat znaczenia rdznych Sciezek sygnalizacyjnych w patogenezie i progresji
nowotworéw u dzieci z prof. dr hab. Ewa lizycka-Swieszewska z Zaktadu Patologii i
Neuropatologii, GUMEd. Niedawno rowniez rozpoczetam wspodtprace z prof. dr hab.
Michatem Markuszewskim z Katedry Biofarmacji i Farmakodynamiki GUMed, z ktérym
planujemy ocene roli terapii TKI na profil metaboliczny GIST.

Po uzyskaniu stopnia doktora opublikowatam 76 prac (57 prac oryginalnych, 10 opiséw
przypadkéw i 9 prac przeglgdowych), w 13 z nich bytam pierwszym autorem — siedem z nich
stanowi cykl w ramach zaprezentowanego osiggniecia naukowego. M&j sumaryczny
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IF wynosi 313,426, natomiast sumaryczna punktacja MNiSW/KBN wynosi 1846. W tym
okresie zaprezentowatam siedem doniesien ustnych oraz 138 plakatow na polskich i
miedzynarodowych konferencjach, w tym 22 jako pierwszy autor. Jestem rdwniez
wspotautorka 30 rozdziatow w monografiach (w tym 15 w jezyku angielskim).

W tym czasie bytam zaangazowana w 16 projektéw, finansowanych przez krajowe i
miedzynarodowe organizacje, jako kierownik grantu, (gtdwny) wykonawca i/lub koordynator
projektu. Dodatkowo bytam/jestem koordynatorem 16 projektéw prowadzonych we
wspotpracy z firmami farmaceutycznymi, w ktérych wykorzystujemy platforme ,XenoSarc”
do badan przedklinicznych. Biore réwniez udziat w trzech badaniach klinicznych, w ktérych
jestem odpowiedzialna za gromadzenie materiatu biologicznego oraz organizacje i
prowadzenie badan translacyjnych.

6. Pozostate osiggniecia
Osiaggniecia dydaktyczne (szczegétowa lista w zataczniku 7)

W latach 1997-2008, w czasie zatrudnienia w Katedrze i Zakfadzie Biologii i Genetyki GUMed,
prowadzitam zajecia dydaktyczne w formie wyktadéw, seminariéw i ¢wiczen dla studentéw
Wydziatéw Lekarskiego, Nauk o Zdrowiu i Farmaceutycznego GUMed. Dodatkowo bratam
czynny udzial w opracowaniu programu nauczania przedmiotu Human Genetics dla
anglojezycznych studentdw Wydziatu Lekarskiego (English Division) i zajmowatam sie strong
organizacyjng tych zaje¢. Précz tego bytam zaangazowana w opieke nad pieciorgiem
studentdw w czasie ich prac nad projektami magisterskimi. Organizowatam i aktywnie
uczestniczyfam w wewnetrzych zebraniach naukowych, bratam udziat w spotkaniach
towarzystw naukowych (PTOnkol, PTG,...), szkolitam kolegéw spoza Katedry w technikach
genetyki molekularne;.

W latach 2009-2014, w Belgii, pracujgc w LEO prowadzitam seminaria “Hot Topics in
Oncology”, a od 2013 jestem odpowiedzialna za 5-tygodniowe staze w LEO dla studentéw
studiéw magisterskich kierunku Biomedical Sciences (w sumie do tej pory przeprowadzono 15
takich stazy). Jednoczes$nie od 2014 zajmuje sie organizacjg oraz prowadzeniem Translational
Research Journal Club dla doktorantdw Doctoral School Biomedical Sciences — Cancer
Programme, KU Leuven. Bytam promotorem osmiu prac licencjackich, promotorem
pomocniczym czterech prac magisterskich oraz siedmiu doktoratéw (w tym dwa w trakcie).

Po uzyskaniu stopnia doktora wygtaszalam na zaproszenie wyktady dotyczace biologii
molekularnej GIST/STS oraz zastosowania modeli PDX do testowania lekéw m.in w trakcie
GISTour Venezuela & Mexico “Understanding GIST, improving lives”; w ramach inicjatywy
MOBI4Health Uniwersytetu Gdanskiego i KNOW (Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy) na
Wydziale Farmaceutycznym z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej GUMed, w trakcie spotkan
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Polskiego Rejestru GIST oraz w ramach regularnych konferencji edukacyjnych , Nowosci w
leczeniu miesakow”.

Osiaggniecia organizacyjne

Odbywajac staz podoktorski a obecnie bedgc menedzierem naukowym w Laboratory of
Experimental Oncology KU Leuven, jestem odpowiedzialna za grupe technikéw, doktorantéow
i magistrantéw (w sumie 8-10 oséb), a moim zadaniem jest potgczenie praktycznej aktywnosci
w laboratorium z zadaniami organizacji pracy grupy. W trakcie mojej dziatalnosci udato mi sie
uzyskaé kilka grantow oraz projektow w ramach wspoétpracy z przemystem (w sumie ponad
2 min €). Przy pomocy jednostek administracyjnych KU Leuven, jestem odpowiedzialna za
koordynacje projektéw naukowych, w tym kwestie naukowe, etyczne, administracyjne,
finansowe oraz osobowe. Poza tym jestem zaangazowana w trwajgce i nowe/planowane
aktywnosci w ramach wspoéfpracy z innymi osrodkami naukowymi.

Na co dzien zajmuje sie strong organizacyjng platformy , XenoSarc”, doskonatego narzedzia
ktore stanowi postawe wielu projektdw wykonywanych we wspdtpracy z instytucjami
naukowo-badawczymi oraz z przemystem farmaceutycznym. W ramach tego projektu jestem
odpowiedzialna za prezentowanie ,XenoSarc” w trakcie spotkan lub telekonferencji z
partnerami z firm farmaceutycznych (m.in Novartis, ImClone, Genentech, BluePrint
Medicines, CoBioRes, Exelixis, Plexxikon, EISAl, Pfizer, PharmaMar, Astex, Astellas, Infinity,
CoBioRes, BluePrint Medicines, Elly Lilly, Boehrinher Ingelheim,...) oraz ze wspétpracownikami
z innych osrodkéw akademickich (m.in. dr Anette Duensing, University of Pittsburgh Cancer
Institute, Pittsburg, USA; prof. Heikki Joensuu, University of Helsinki, Helsinki, Finlandia; prof.
Brian Rubin, Cancer Center Cleveland Ohio, Cleveland, USA,...). Ponadto do moich zadan nalezy
przygotowanie propozycji projektu badawczego wraz z budzetem, terminarzem prac oraz
planowanych osiggnie¢. W czasie trwania projektu zajmuje sie bezposrednim nadzorem nad
grupg osob, wykonujacych doswiadczenia, biorgc w nich czynny udziat oraz jestem
odpowiedzialna za sprawozdania z poszczegdélnych etapdw wykonania projektu, dostarczenie
raportu korncowego i/lub publikacji naukowe;.

Dodatkowo zajmuje sie strong logistyczng prospektywnego banku prébek krwi (LECTOR blood
bank), w ramach ktérego zbieramy i przechowujemy osocze, surowice, germinalne DNA oraz
RNA z leukocytéw krwi od pacjentow z STS. Obecnie rowniez pobierana jest krew w celu
izolowania krgzgcego DNA nowotworowego (ang. cell-free tumour DNA — cfDNA), aby uzywac¢
go do charakteryzowania guza oraz monitorowania choroby/leczenia pacjenta. Bank LECTOR
potgczona jest z bazg danych na temat pacjentéw z STS diagnozowanych i leczonych w Leuven,
w ktérej znajdujg sie szczegdtowe dane na temat histopatologii, cech molekularnych oraz
przebiegu klinicznego choroby a dzieki wspotpracy z Department of Pathology mamy réwniez
dostep do mrozonego i utrwalonego materiatu z guza od tych pacjentow. Dzieki dostepowi to
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tego materiatu (fragment guza i/lub krew od tych pacjentéw), wraz z petna charakterystyka
pato-kliniczng, prowadze (lub planuje):

e badania nad zastosowaniem cfDNA do monitorowania choroby u pacjentéw z GIST,
leczonych TKI (w ramach grantu przyznanego przez Stichting tegen Kanker, Belgia);

e analizg profilu miRNA jako czynnika predykcyjnego u pacjentéw z miesakiem
gtadkokomoérkowym (projekt finansowany przez Roche Pharma);

e wspotprace z prof. Matt van de Rijn i dr Joanng Przybyt, Stanford University School of
Medicine, USA na temat wykorzystania cfDNA jako markera prognostycznego w
przypadku pacjentédw z miesakiem gtadkokomdrkowym:;

e zajmuje sie analizg surowicy pod katem oznaczenia biatek zaangazowanych w
sygnalizacje komodrkowg, proces zapalny oraz angiogeneze oraz ich potencjatu do
oceny odpowiedzi pacjentdw na leczenie kryzotynibem (we wspétpracy z EORTC).

Niedawno Laboratory of Experimental Oncology, KU Leuven, w ktérym obecnie pracuje,
zostata uznana jako osrodek referencyjny, odpowiedzialny za przechowywanie materiatu
biologicznego od pacjentéw leczonych w osrodkach europejskich w ramach badan klinicznych
(m.in. EORTC 90101 “CREATE”; EORTC 1317 CABOGIST; EORTC 1506 ANITA). W ramach tych
badan koordynuje transfer oraz przechowywanie materiatu a ponadto jestem aktywnie
zaangazowana w analizowanie tych prébek w ramach badan translacyjnych.

Organizowatam posiedzenia naukowe w ramach CONTICANET (spotkania WP5 w Leuven i w
Sopocie oraz doroczna sesja sprawozdawcza konsorcjum) oraz spotkanie w Leuven ekspertéw
naukowych z USA i Europy, zajmujacych sie GIST, w ramach inicjatywny Life Raft Group,
amerykanskiej organizacji pacjentéw z GIST. Regularnie biore udziat w spotkaniach EORTC Soft
Tissue and Bone Sarcoma Group, wewnetrznych seminariach organizowanych przed
Department of Oncology, KU Leuven oraz Leuven Cancer Institute, spotkaniach dydatktycznych
dla klinicystéw i rezydentdw z Department of General Medical Oncology, University Hospitals
Leuven, gdzie prezentuje osiggniecia naukowe swoje i grupy, zdaje sprawozdanie ze
wspolnych projektéw oraz dyskutuje nowe projekty w ramach wspdtpracy naukowe;j. Jestem
odpowiedzialna za kontakt z organizacjami pacjentow (Life Raft Group and Bart Verbeeck
Research Fund for Sarcoma, Belgia), ktore wspierajg finansowo nasze badania naukowe.

W latach 2001-2008 bytam cztonkiem Polskiego Towarzystwa Genetyki, obecnie jestem
cztonkiem American Association for Cancer Research (AACR, od 2009), EORTC (od 2009),
American Society of Clinical Oncology (ASCO, od 2012) oraz Connective Tissue Oncology Society
(CTOS, od 2016). Jestem czlonkiem rady naukowej Polish Annals of Medicine (od 2014) i
Oncology in Clinical Practice (od 2017). Recenzowatam projekty naukowe dla Fundacji na Rzecz
Nauki Polskiej, Liddy Shriver Sarcoma Initiative oraz EORTC jako wybieralny cztonek
Translational Research Advisory Committee TRAC (w latach 2009-2012). Bytam réwniez
recenzentem publikacji naukowych w czasopismach miedzynarodowych i krajowych m.in.
Polish Journal of Pathology, Annals of Oncology, British Journal of Pharmacology, BMC

23



Agnieszka Wozniak zatgcznik nr 2
Autoreferat (j. polski)

Genomics, European Journal of Cancer, PLOS ONE, Polish Annals of Medicine. Ukonczytam
kursy dotyczace statystyki, analiz danych molekularnych i bioinformatycznych, mam certyfikat
kategorii B FELASA, pozwalajgcy samodzielnie przeprowadza¢ eksperymenty na zwierzetach.
Bratam udziat w szkoleniach na temat zarzgdzania projektami naukowymi, przygotowywaniem
grantéow oraz dotyczgcych badan klinicznych (m.in. na temat dobrej praktyki klinicznej,
niezaleznego monitoringu badan klinicznych, metod statystycznych itd).

Jestem diagnostg laboratoryjnym (od 2003) a w roku 2006 uzyskatam specjalizacje z
diagnostyki laboratoryjnej, specjalnosé: genetyka kliniczna. Naleze do Gdanskiej Okregowej
Izby Aptekarskiej i Krajowej lzby Diagnostéw Laboratoryjnych. W latach 1997-2008
pracowatam w Aptece Sw. Heleny w Gdyni gdzie najpierw odbytam staz apteczny w niepetnym
wymiarze godzin, a nastepnie pracowatam na umowe-zlecenie oraz w Aptece Dyzurnej w
Gdyni, petnigc dyzury nocne, weekendowe i Swigteczne. W latach 1993-1999 jako
wolontariusz bytam cztonkiem Grupy Ratownictwa Specjalnego i Medycznego Polskiego
Czerwonego Krzyza petnigc role w medycznym zabezpieczaniu imprez masowych, biorgc
udziat w pozorowaniu wypadkéw masowych i szkoleniu zintegrowanego systemu ratownictwa
(z udziatem Pogotowia Ratunkowego, Policji i Strazy Pozarnej), w przygotowywaniu filmow
szkoleniowych, oraz w organizowaniu kurséw pierwszej pomocy dla Ochotniczej Strazy
Pozarnej, uczniéw i studentdow.
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