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4.1 Zwiezlte omowienie publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia habilitacyjnego

WSTEP

Nowotwory ztosliwe sg ciagle rosngcym zagrozeniem cywilizacyjnym i to zarowno
pod wzgledem medycznym jak 1 spoteczno-ekonomicznym, zwiaszcza w Krajach
rozwinigtych. Posrod nich szczegoélne miejsce zajmujg nowotwory oporne w leczeniu, zwykle
z niepomySlnym rokowaniem pomimo pewnych postgpow wspodlczesnej radio- |
chemioterapii, terapii celowanych i hormonalnych, a nawet immunoterapii. Bezsprzecznie do
takich ,,trudnych” nowotworéw zaliczajg si¢: czerniak zlosliwy, gruczolakorak trzustki i
glejak wielopostaciowy. Do przyczyn niepowodzen w ich leczeniu, naleza wysoki stopien
zto§liwosci, sktonnos¢ do rozsiewu lub wznowy. W probach terapii tych nowotworow
ponownie zainteresowanie budzi wirusoterapia onkolityczna, $cislej moéwigc zastosowanie
zmodyfikowanych genetycznie wirusow onkolitycznych (ang. oncolytic viruses, OV) jako
czynnika terapeutycznego. Poczatki ich wykorzystywania si¢gaja konca XIX wicku ale
dopiero rozwoj nowych narzedzi biologii molekularnej pod koniec ubiegltego stulecia
spowodowat odrodzenie zainteresowania tymi wirusami. OV to szczeg6lna kategoria wirusow
wykazujacych tropizm do komoérek nowotworowych, w ktorych wirusy te namnazajac si¢
doprowadzajg do ich zniszczenia, a jednoczesnie nie naruszajg funkcjonowania komorek
prawidlowych. Zakazone komoérki nowotworowe obumierajg a uwolnione czastki wirusa
zakazajg nastgpne komorki. Dziatanie OV prowadzi do rozpadu struktury guza (tzw.
onkolizy), a dodatkowo moze pobudzi¢ zar6wno wrodzong, jak i nabyta odpowiedz
immunologiczna [Yoon i wsp., 2022].

Mechanizmy onkolizy powodowanej przez OV nie sg do konca poznane 1 mogg r6znic¢
si¢ znacznie w zaleznosci od rodzaju wirusa, docelowych komoérek nowotworowych, a takze
mechanizméw  oddzialywania z  mikro$rodowiskiem nowotworu oraz  ukladem
odpornosciowym gospodarza. Po zainfekowaniu przez OV komorki nowotworowe zwykle
ging w wyniku pobudzenia szlakéw S$mierci komorkowej i/lub utraty integralnosci
spowodowanej uszkodzeniami wywolanymi przez wirusy. Naturalnie wystepujace wirusy o
dziataniu onkolitycznym sa wspoélczesnie modyfikowane genetycznie poprzez usuwanie
pewnych gendw Ilub wprowadzanie do takich konstruktéw odpowiednio dobranych
transgené6w W celu dalszego zwigkszenia tropizmu do komoérek nowotworowych i/lub
pobudzenia rdéznych mechanizméw odpowiedzi przeciwnowotworowej. Wspodtczesne
konstrukty genetyczne sg zatem projektowane aby aktywowac¢ i wzmacnia¢ szlaki apoptozy,

autofagii lub piroptozy, jak rowniez nasila¢ efekty immunogennej $mierci komorkowej
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[Mardi i wsp., 2022]. Ta ostatnia skutkuje uwolnieniem antygenéw nowotworowych,
czasteczek DAMP (ang. danger/damage-associated molecular patterns; wzorce molekularne
zwigzane z uszkodzeniami) oraz PAMP (ang. pathogen-associated molecular patterns;
wzorce molekularne zwigzane z patogenami) jak | zwigkszong ekspresja cytokin
prozapalnych, ktérych zadaniem jest przyciagniecie i aktywowanie komoérek zwigzanych
zarowno z wrodzong, jak 1 nabyta odpowiedzig ukladu odpornosciowego. Indukcja
immunogennej $mierci komorkowej za posrednictwem OV odgrywa kluczowa role w
przeksztalcaniu guzow o niskiej immunogennosci (tzw. guzéw ,,zimnych”) w guzy ze
zwigkszonym naptywem limfocytow T (tzw. guzy ,,gorgce”) [Rahman i McFadden, 2021].
Modus operandi OV umozliwia wigc wykorzystanie ich nie tylko jako czynnikow
wywotujacych destrukcje¢ utkania nowotworowego lecz roéwniez jako narzedzi do aktywacji
uktadu odpornosciowego. Postep w ,,immunoterapii onkolitycznej" jest wigc zbiezny z
ogdlnym rozwojem immunoterapii nowotworéw. Immunoterapia onkolityczna ma jednak
przewage nad innymi rodzajami immunoterapii; np. przeciwciata nie wnikaja do guzow litych
w przeciwienstwie do wirusow. Zaleta wirusoterapii onkolitycznej jest mozliwos¢ kojarzenia
jej np. z inhibitorami immunologicznych punktow kontrolnych, terapiami opartymi na
komorkach T, czy tez celowang chemioterapig lub konformalng radioterapia.

Wirusy onkolityczne zawierajace DNA cechuje wysoka stabilno$¢ genomu i wigksze
mozliwos$ci insercji transgendw, bez zmniejszenia zdolnosci wirusa do infekcji 1 replikacji
[Harrington i wsp., 2019]. Z kolei wirusy RNA mogg by¢ bardziej immunogenne [Rahman i
McFadden, 2021] i maja mniejsze genomy [Cattaneo i wsp., 2008] co moze ograniczaé
rozmiar wprowadzanych transgenow.

Uzycie wybranego wirusa onkolitycznego jest wiec uwarunkowane biologia i
kontekstem zastosowania. Do testowanych onkolitycznych wirusow RNA nalezg m. in. wirus
odry (MV), wirus choroby Newcastle (NDV) czy wirus pecherzykowego zapalenia jamy
ustnej (VSV). Z kolei do onkolitycznych wirusow zawierajacych DNA nalezg adenowirusy,
wirus opryszczki zwyktej (HSV), parwowirusy oraz pokswirusy, takie jak wirus krowianki
(VACYV) i wirus myksomatozy (myxoma virus, MYXV). Wtasnie konstrukty na bazie MYXV
byty przeze mnie wykorzystane w pracach tworzacych cykl habilitacyjny.

Do chwili obecnej zatwierdzono uzycie kliniczne zaledwie kilku konstruktow
onkolitycznych (m. in. pikornawirus o nazwie Rigvir ® w leczeniu czerniaka [Alberts i wsp.,
2018], adenowirus H101 w leczeniu raka glowy i szyi [Wei i wsp., 2018] czy zmodyfikowany
wirus HSV-1 o nazwie DELYTACT w leczeniu nowotworow mozgu [Sugawara i Wsp.,

2021]). Szczegoélne jednak znaczenie, ze wzgledu na uczyniony przelom w leczeniu
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nieresekcyjnego czerniaka, posiada zmodyfikowany wirus opryszczki pospolitej (HSV-1) o
nazwie Talimogene Laherparepvec (T-VEC) [Raman i wsp., 2019].

Wspomniany wczesniej wirus myksomatozy (MYXV) wystepuje naturalnie wsrod
populacji dzikich krélikow obu Ameryk, u ktorych jest niepatogenny w odrdznieniu od
populacji krolika europejskiego, gdzie wywotuje chorobe myksomatoze. Dla ludzi i innych
krggowcow (np. myszy) jest niepatogenny. Wirus ten wydajnie infekuje i niszczy rézne typy
ludzkich oraz mysich komoérek nowotworowych. Jego wybiorczos¢ dziatania sprawia, ze jest
atrakcyjnym obiektem badan nad terapiami wielu nowotworéw, w tym raka jajnika, biataczki
szpikowej, szpiczaka mnogiego oraz czerniaka, raka trzustki i glejaka [Stanford i McFadden,
2007; Chan i wsp., 2013]. Konstrukty MYXYV, ktore wykorzystano do opisanych
doswiadczen opracowane zostaly w laboratorium amerykanskiego biochemika i wirusologa
prof. Granta McFaddena (Arizona State University, Tempe, AZ, USA), z ktorym
wspoOtpracuje od ponad pieciu lat.

W genomie MYXYV jest ponad 20 gendéw kodujacych biatka pozwalajace wirusowi
hamowa¢ mechanizmy odpowiedzi immunologicznej gospodarza, co utatwia replikacj¢ oraz
transmisj¢ wirusa. Sg to biatka immunoregulatorowe, takie jak: wirokiny (np. M-T1; Serp-1;
Myxoma Growth Factor), wiroreceptory (np. M-T2; M-T7) czy inne biatka regulatorowe np.
M-T4; M-T5; M11L czy Serp-2 [Stanford i wsp., 2007]. Wybidrcza replikacja MYXV w
komorkach nowotworowych zachodzi z powodu mutacji w genach kodujacych interferon
typu I (IFN 1), czynnik martwicy nowotworéw (TNF) [Bartee i McFadden, 2009] czy tez
dzigki konstytutywnej aktywacji niektorych szlakow sygnatowych (np. PI3K/AKT) [Stanford
i McFadden, 2007]. Podatnos¢ na zakazenie wirusem zwigzana jest z zaburzeniem aktywacji
endogennej fosforylowanej kinazy Akt, co z kolei wplywa na tworzenie kompleksu pomigdzy
Akt a wirusowym biatkiem M-T5 z domeng zawierajaca wielokrotne powtdrzenia ankiryny
[Wang i wsp., 2006; Krzeslak, 2010].

Dla poprawy wynikéw leczenia nowotworé6w o ograniczonej dostgpnosci
anatomicznej i/lub wysokim potencjale przerzutowania skuteczna moze by¢ terapia oparta o
mozliwie niezawodny sposob dostarczania terapeutyku do ogniska nowotworowego.
Hipotetycznie najbardziej skuteczng droga podania wiruséw onkolitycznych wydaje si¢ by¢
iniekcja ogodlnoustrojowa (do krwiobiegu). Wirusy dostarczane droga dozylng sg jednak
rozpoznawane przez mechanizmy obronne gospodarza zanim zdaza zniszczy¢ komorki
nowotworowe. Ogranicza to oczywiscie wydajnos$¢ docierania czastek wirusa onkolitycznego
do ogniska nowotworowego, a tym samym wydajnos¢ zakazenia komorek docelowych i

zainicjowanie onkolizy. Nasuwajacym si¢ rozwigzaniem jest strategia ,,konia trojanskiego”, w
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rozwazanym kontek$cie zapewniajgca steryczng Ostone wirusa podczas tranzytu w uktadzie
krwiono$nym do ogniska nowotworowego. Rozwigzanie to ma zalete¢ w postaci potencjalnie
zwigkszonej skuteczno$ci terapii, jako ze pozwala na zastosowanie jednego typu wirusa
onkolitycznego zamiast dwu roznych, co jest czasem postulowane w zwigzku z nabywaniem
odpornosci na pierwotnie podany wirus.

Do ostony konstruktow wirusa onkolitycznego wykorzystatam multipotencjalne
mezenchymalne komoérki zrgbu zwane potocznie mezenchymalnymi komorkami
macierzystymi (MSC, ang. mesenchymal stem cells). Sg to komoérki izolowane m.in. ze szpiku
kostnego (BM-MSC, ang. bone marrow-derived stem/stromal cells) lub tkanki tluszczowej
(ADSC, ang. adipose tissue-derived stem/stromal cells) spelniajagce pewne minimalne
kryteria Migdzynarodowego Towarzystwa Terapii Komorkowej (ISCT): zdolno$¢ przylegania
do podtoza hodowlanego oraz rdéznicowania do osteoblastow (komorek kosciotworczych),
chondroblastow (komorek chrzgstkotworczych) i adipocytow (komoérek thuszczowych) oraz
obecno$¢ markerow powierzchniowych (CD73, CD90, CD105) lub ich brak (CD34, CD45,
CD-14 lub CD11b, CD19, CD79a, HLA-DR), co umozliwia identyfikacje MSC w trakcie
hodowli [Dominici i wsp., 2006]. Ogdlnoustrojowe podawanie komorek MSC zakazonych ex
vivo wirusami jest w niewielkim stopniu inwazyjne; skuteczno$¢ dostarczania wirusow
onkolitycznych tg droga do zmian nowotworowych zostata dowiedziona [Yoon i wsp., 2022].
MSC cechuje niski poziom czasteczek gtownego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC) klasy [
oraz brak ekspresji MHC klasy Il. Niska immunogennos¢, nawet allogenicznych MSC
pozwala im unika¢ rozpoznania przez uktad odpornosciowy [Chulpanova i wsp., 2018].
Tropizm MSC do miejsc zapalnych moze dodatkowo utatwia¢ skuteczniejsze przenoszenie
wirusow onkolitycznych do ognisk nowotworowych. Latwiejsza dostgpnos$¢ jak i wyzsza
wydajno$¢ izolacji ADSC w poréwnaniu z BM-MSC moze stwarza¢ pewne korzysci
aplikacyjne tych pierwszych przy okreslonych strategiach terapii [Strioga i wsp., 2012].

Wspoélnym mianownikiem prac wchodzacych w sktad przedstawionej rozprawy
habilitacyjnej jest ocena wykonalnoSci oraz praktyczne zastosowanie zaproponowanej
przeze mnie po raz pierwszy doswiadczalnej terapii przeciwnowotworowej. Jest ona oparta
na zastosowaniu modularnego uktadu terapeutycznego zawierajacego ludzkie mezenchymalne
komorki macierzyste (MSC) zainfekowane ex vivo réznymi Konstruktami wirusa
myksomatozy majacymi dziatanie onkolityczne 1 immunomodulacyjne. Takie uktady
wykorzystatam do préb ogolnoustrojowej terapii doswiadczalnej dwdch nowotworow 0

wysokiej Smiertelnosci: czerniaka ztosliwego oraz gruczolakoraka trzustki.
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Pierwsza publikacja wchodzaca w sklad osiggnigcia naukowego jest przegladem
literaturowym wykorzystania MSC jako nosnika réznych wiruséw onkolitycznych w terapii
przeciwnowotworowej. Przegladu dokonatam w celu adaptacji tego nosnika do wtasnych
celow badawczych (praca nr 1). Pozostale trzy publikacje opisuja wyniki prac
doswiadczalnych na myszach, z wykorzystaniem modelu przeszczepialnego czerniaka ptuca

(praca nr 2) oraz modelu ortotopowego gruczolakoraka trzustki (prace nr 3 i 4).

Praca nr 1. Hadrys A., Sochanik, A., McFadden, G., & Jazowiecka-Rakus, J. (2020).
Mesenchymal stem cells as carriers for systemic delivery of oncolytic viruses. European
Journal of Pharmacology, 874, 172991.

Publikacja jest krytycznym przegladem piSmiennictwa dotyczacego systemowego
zastosowania w leczeniu nowotworéw mezenchymalnych komérek macierzystych (MSC)
jako nosnika roznych wirusow onkolitycznych (OV). Celem dokonania przegladu bylo
opracowanie wlasnego ukladu terapeutycznego opartego o0 konstrukty wirusa
myksomatozy oraz MSC i przystosowanie go do systemowej terapii onkolitycznej
czerniaka zlosliwego, gruczolakoraka trzustki jak i glejaka wielopostaciowego.

W pracy poroéwnatam zalety i wady zastosowania MSC w terapiach
przeciwnowotworowych oraz rozwazytam rdzne rozwigzania zwigkszajace tropizm tych
komorek do docelowych ognisk nowotworowych. Przeanalizowatam przyktady zastosowan
MSC jako no$nika réznych wirusow onkolitycznych, zapewniajacego ochrone przed zbyt
wczesng ich eliminacja z organizmu biorcy; proces ten zachodzi bowiem nawet po dotarciu
wirusa do rozpoznanego ogniska nowotworowego. Dobranie odpowiedniego no$nika
ochronnego i warunkoéw tworzenia uktadu terapeutycznego z wirusem onkolitycznym jest
szczeg6lnie istotne przy tworzeniu strategii leczenia tych nowotwordéw, ktore stanowig
najwicksze wyzwanie z powoddéw badz to anatomicznych badz duzej sklonnosci do
przerzutowania. W przegladzie przedstawitam dowody uzasadniajace uzycie no$nika
ochronnego w terapii ogdlnoustrojowej z udzialem OV. Jakkolwiek uzycie zarbwno BM-
MSC jak i ADSC wzbudza pewne kontrowersje zwigzane z transformacja komorek i
promocja angiogenezy, to MSC zainfekowane wirusami onkolitycznymi nie wywieraja juz
takich niebezpiecznych efektow pronowotworowych [Hadry$s i wsp., 2020]. W publikacji
omoéwitam takze mechanizmy kierunkowej migracji MSC do ognisk nowotworowych; jest
ono wywotane uruchomieniem szeregu kaskad sygnatowych i wykazuje analogie z tropizmem
MSC do miejsc objetych stanem zapalnym [Dvorak, 1986]. Postulowane korzysci z

ogoblnoustrojowego podawania OV za pomoca nosnika komorkowego wynikaja m.in. z
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niewielkiego stopnia inwazyjnosci takiej procedury. Nalezy jednak pamietaé, ze iniekcja
dozylna moze prowadzi¢ do retencji nosnika z wirusem w ptucach ze wzgledu na bariere
(ang. ”pulmonary first-pass effect”) jaka tworzy system kapilar ptucnych [Ferrini i wsp.,
2021]. Czasem stanowi to pewng przeszkode np. dla terapii ogdlnoustrojowej guzoéw
obwodowych [Fischer i wsp., 2009]. Jednak w przypadku celowania w ogniska nowotworowe
zlokalizowane w ptucach [Jazowiecka-Rakus i wsp., 2020] akumulacja no$nika z wirusem ma
charakter korzystny.

W omawianej pracy przegladowej rozwazytam réwniez traftho$¢ dalszego ulepszania
terapii onkolitycznej trudnych nowotworow. Dotychczasowa jej skutecznos¢ nie jest bowiem
optymalna; tylko pewien odsetek pacjentow wykazuje, przynajmniej w wariancie terapii
pojedynczej (monoterapii), calkowita regresj¢ guza (ang. “elite responders)” [Bell i
McFadden, 2014].

Podsumowujac, powyzszy przeglad literaturowy pozwolil mi w nastgpnym kroku
dopracowa¢ koncepcje uktadow terapeutycznych opartych na komorkach MSC jako no$niku
badanych konstruktow genetycznych wirusa myksomatozy. Uktady takie wykorzystalam w

moich dalszych badaniach nad terapig onkolityczng czerniaka i raka trzustki.

Praca nr 2. Jazowiecka-Rakus, J., Sochanik, A., Rusin, A., Hadrys, A., Fidyk, W., Villa, N.,
Rahman, M. M., Chmielik, E., Franco, L. S., & McFadden, G. (2020). Myxoma Virus-Loaded
Mesenchymal Stem Cells in Experimental Oncolytic Therapy of Murine Pulmonary
Melanoma. Molecular Therapy Oncolytics, 18, 335-350.

Jest to praca eksperymentalna dotyczaca terapii onkolitycznej ognisk czerniaka
pluca wywolanych do$wiadczalnie u myszy C57BL6. Zastosowalam uklad terapeutyczny
skladajacy si¢ z MSC przenoszacych konstrukt wirusa myksomatozy z wklonowanym
transgenem zawierajacym sekwencje kodujace IL-15. Celem tej pracy bylo wykazanie
skutecznosci proponowanej terapii i mozliwosci wykorzystania jej w przyszlych

skojarzonych strategiach leczenia czerniaka.

Czerniak jest jednym z najbardziej ztosliwych nowotworow. O ile nowatorskie (np.
immunoterapia) a nawet konwencjonalne terapie moga by¢ czesciowo skuteczne to przerzuty
do pluc i mozgu sa powszechng przyczyna niepomyslnego rokowania. Wprowadzenie do
praktyki klinicznej w 2015 zmodyfikowanego genetycznie herpeswirusa 0 nazwie
Talimogene laherparepvec (T-VEC, Imlygic™) uczynito duzy przelom w leczeniu tego

nowotworu [Andtbacka i wsp., 2015]. Optymizm z korzysci klinicznych tego konstruktu
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onkolitycznego jest studzony jego skutecznoscig, ktora ogranicza si¢ do przypadkow
bezposredniego podania do zmian nowotworowych lub do okolicznych weztow chtonnych.
Formulacja T-VEC nadajaca si¢ do podania systemowego nie jest, jak dotad, dostepna.
Sytuacja ta nadaje sens probom poprawy skutecznosci terapii z zastosowaniem OV podanych

drogg ogdlnoustrojowa.

W badaniach opisanych w Pracy nr 2 postuzytam si¢ wspomniang juz strategia konia
trojanskiego; W roli nos$nika konstruktow wirusa MYXV wykorzystatam komorki MSC
pochodzace z ludzkiego szpiku kostnego (BM-MSC). Potwierdzitam ich fenotyp oraz
zdolnos¢ do roznicowania, zgodnie z kryteriami ISCT. W ramach wspotpracy z prof. Grantem
McFaddenem w badaniach wykorzystatam konstrukty genetyczne MY XV tzw. reporterowe
czyli kodujace biatko zielonej lub czerwonej fluorescencji (VMyx-EGFP oraz vMyx-
EGFP/tdTr) lub kodujace lucyferaze (VMyx-Fluc/tdTr); do terapii wykorzystatam za$
konstrukt kodujacy mysig IL-15 wraz z podjednostka a receptora IL-15 (VMyX-IL15Ra-tdTr).
Transgen ten zostal wklonowany w celu zwickszenia aktywacji komérek NK jak i nasilenia
infiltracji limfocytow T CD8+ [Tosic i wsp., 2014].

Wykazatam, ze konstrukty MY XV infekuja i niszcza in vitro komorki mysich oraz
ludzkich linii czerniaka, natomiast zainfekowanie komorek MSC nie wplywa znaczaco na ich
przezywalnos¢. Dowiodtam dalej, ze komorki MSC zakazone ex vivo wirusem sa w stanie
przekaza¢ go w hodowli, w tzw. kokulturze, komoérkom linii zarowno mysiego jak i ludzkiego
czerniaka. Wykonatam badania z zastosowaniem cytarabiny (arabinozyd cytozyny), ktora jest
inhibitorem replikacji wirusowego DNA i ekspresji péznych genéw wirusowych. Wykazatam,
ze komorki czerniaka sg infekowane przez wirusy potomne uwolnione z zainfekowanych
wczesniej MSC. Wzmocnito to zatozong tezg o rzeczywistej przydatnosci komérek MSC jako
nos$nika konstruktow MY XV do badan in vivo w terapii mysiego czerniaka ptuca. Wykazatam
dalej, ze powstawanie i rozwoj dos§wiadczalnych ognisk nowotworowych czerniaka B16-F10
w plucach myszy C57BL6 moze by¢ skutecznie zahamowane jezeli wstrzykniete dozylnie
komorki nowotworowe zostaty uprzednio zakazone ex vivo konstruktem wirusa MY XV,
Dalsze badania in vivo (oparte o detekcje bioluminescencji za pomoca systemu IVIS)
pokazaly, ze po dozylnym podaniu uktadu terapeutycznego (tj. komorek MSC zakazonych
konstruktem onkolitycznym) wirus jest wykrywany w ptucach i utrzymuje si¢ tam dtuzej w
porownaniu z podaniem konstruktu nieostonigtego. Efekt ten bezposrednio potwierdzit
stuszno$¢ zastosowania nosnika komorkowego dla konstruktu MY XV w probach niszczenia

ognisk czerniaka zlokalizowanych w ptucach. Zastosowana terapia pokazata jasno, ze
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zmniejszenie liczby ognisk nowotworowych koreluje z wydtuzeniem czasu przezycia
zwierzat 1 jest zalezne od ilosci dawek uktadu terapeutycznego; statystyczna istotnos¢ roznic
w przezyciu wymaga co najmniej trzech rund terapii onkolitycznej. Podwyzszona ekspresja
gendw kodujgcych cytokiny prozapalne, jak tez markeréw limfocytow T (CD4 i CD8)
potwierdza postulowang aktywacj¢ przeciwnowotworowej odpowiedzi odpornos$ciowe;.
Podsumowujgc, w Pracy nr 2 wykazalam na modelu przeszczepialnego czerniaka
ptuca u myszy skuteczno$¢ niszczenia oraz pobudzenie przeciwnowotworowej odpowiedzi
immunologicznej przez proponowany nowatorski uktad terapeutyczny. Zwigkszona ekspresja
PD-1 i jego liganda, PD-L1 sugeruje mozliwo$¢ skojarzenia tej terapii onkolitycznej z
inhibitorami immunologicznych punktéw kontrolnych, a wigc realng mozliwos$¢ synergii
terapeutycznej. W przypadku czerniaka bytoby to szczegolnie pozadane z powodu czgstych
nawrotow tego wysoce ztosliwego nowotworu. Planowane przeze mnie udoskonalenie
doswiadczalnej terapii czerniaka ztosliwego obejmuje takze skojarzenie z nowymi
celowanymi chemioterapeutykami. Co ciekawe, efekt ,,pierwszego przej$cia” w ptucach i
gromadzenie si¢ tam badanego przeze mnie uktadu terapeutycznego sugeruje mozliwo$é
zastosowania podobnych strategii, takze skojarzonych, w przypadku terapii innych jeszcze

nowotworow np. pierwotnego raka ptuca czy przerzutow kostniakomiesaka do ptuca.

Praca nr 3. Jazowiecka-Rakus, J., Hadrys, A., Rahman, M. M., McFadden, G., Fidyk, W.,
Chmielik, E., Pazdzior, M., Grajek, M., Kozik, V., & Sochanik, A. (2021). Myxoma Virus
Expressing LIGHT (TNFSF14) Pre-Loaded into Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells Is

Effective Treatment for Murine Pancreatic Adenocarcinoma. Cancers, 13(6), 1394.

Celem kolejnej pracy w przedstawianym cyklu byla ocena skutecznos$ci dzialania
ukladu terapeutycznego opartego o ADSC zainfekowane ex vivo wirusem myksomatozy
kodujacym bialko immunomodulacyjne LIGHT. Uklad byl dostarczany droga
dootrzewnowa do wywolanych doswiadczalnie ortotopowych ognisk gruczolakoraka
trzustki u myszy C57BL6.

Rak trzustki jest jednym z najgorzej rokujacych nowotworow. Wynika to z biologii
samego nowotworu, pdéznego rozpoznania choroby, na ogét w zaawansowanym
nieoperacyjnym stadium oraz braku skutecznych metod leczenia choroby rozsianej. Rozsiany
rak trzustki jest chorobg nieuleczalng, z czasem przezycia nieprzekraczajacym 6 miesiecy, a
celem postgpowania jest wytacznie uzyskanie efektu paliatywnego [Zhang i wsp., 2022]. W
przypadku najczesciej wystepujacego gruczolakoraka przewodowego (PDAC, ang. pancreatic

ductal adenocarcinoma) wspoétczynniki zachorowalnosci sg  praktycznie réwne

11



Zatacznik nr 3 Autoreferat Joanna Jazowiecka-Rakus

wspotczynnikom umieralnosci (ok. 95% $miertelno$¢ w ciagu roku od wykrycia). Standardy
leczenia oprocz radykalnej resekcji obejmuja podawanie chemioterapii (gemcytabina z
paklitakselem, cisplatyna, fluorouracyl, kapecytabina, czy schematy zlozone np.
FOLFIRINOX) i/lub napromienianie. Agresywna chemioterapia jest jednak mato skuteczna;
skutkuje wtorng lekoopornoscig i tylko nieznacznie poprawia statystyki przezycia.
Zdecydowana poprawa leczenia tego nowotworu wymaga nowatorskich podejs¢. Wspdlnym
motywem zwigkszenia efektywnosci réznych nowych terapii tego nowotworu moze okazac
si¢ rozrzedzenie charakterystycznego dlan gestego podscicliska (tzw. desmoplazji), ktore
sprzyja rozrostowi komorek gruczolakoraka trzustki a jednoczes$nie jest barierg dla penetracji
guza przez rozne czynniki terapeutyczne [Sarantis i wsp., 2020].

W moich badaniach w roli nosnika konstruktu wirusowego uzytam mezenchymalnych
komorek macierzystych pochodzacych z ludzkiej tkanki thuszczowej (ADSC). Metoda ich
izolacji okazata si¢ bardziej wydajna w poréwnaniu z komoérkami macierzystymi
pochodzacymi ze szpiku kostnego (BM-MSC). Umozliwito mi to pdzniej zaprojektowanie
bardziej ztozonych do$wiadczen terapeutycznych. Do badan in vitro uzytam mysiej linii
gruczolakoraka trzustki (Pan02) oraz dwoch linii ludzkich (Panc-1 oraz AsPC-1). W pracy
wykorzystalam, W ramach wspotpracy z prof. Grantem McFaddenem, trzy rézne konstrukty
wirusowe: terapeutyczny z mysim transgenem Light (vMyx-LIGHT) oraz dwa reporterowe
(VMyx-EGFP i vMyx-EGFP/tdTr). LIGHT jest indukowalnym wydzielniczym biatkiem z
nadrodziny TNF, znanym tez jako TNFSF14 ( ang. tumor necrosis factor superfamily member
14). Gen Light zostat wprowadzony do wirusa MYXV w celu zwigkszenia naptywu
limfocytow T do guza, a tym samym nasilenia odpowiedzi immunologicznej skierowanej
przeciwko nowotworowi [Maker, 2015]. W pracy oszacowatam permisywnos¢ (tzn.
podatno$¢ na infekcje i produktywna replikacje wirusa) komoérek ADSC oraz trzech linii
komorkowych raka trzustki dla badanych konstruktow wirusowych. Odkrytam znaczace
roznice pomigdzy badanymi liniami w kontekscie poziomu infekcji i replikacji wirusa
MY XV. Konstrukty wirusa wydajnie infekuja mysiag lini¢ Pan02 i wywoluja wyrazny efekt
cytotoksyczny. W przypadku linii ludzkiego raka trzustki (AsPC-1 oraz Panc-1)
zaobserwowatam z kolei mniejsza podatnos¢ na infekcje wirusem MY XV; linie te mozna
uzna¢ za pot- lub niepermisywne. Tym niemniej, pomimo ro6znigcego si¢ poziomu infekcji i
replikacji terapeutycznego konstruktu vMyx-LIGHT w badanych liniach komoérkowych raka
trzustki, zakazenie nieodmiennie wywotywato znaczace zmniejszenie zywotnosci hodowli.
Natomiast, stopien zywotnosci komorek ADSC po zakazeniu konstruktem wirusowym

pozostawal wysoki (ok. 90% po 24 godzinach). Istnienie tego ,,0kienka” terapeutycznego w
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przypadku komoérek ADSC mozna traktowa¢ jako dowod ich przydatnosci w roli nosnika
badanych przeze mnie konstruktow wirusowych w zastosowaniach in vivo. Potwierdzitam
zdolno$¢ VMyx-LIGHT do zapobiegania rozwojowi gruczolakoraka trzustki u myszy w slad
za ortotopowsg implantacjg komoérek nowotworowych Pan02 jesli jednoczasowo z komorkami
Pan02 zostat dostarczony konstrukt wirusowy. Makroskopowa ocena trzustek izolowanych po
zakonczeniu doswiadczen nie wykazala obecnosci ognisk nowotworowych. W badaniach in
Vivo zbadatam dystrybucje i utrzymywanie si¢ wirusa W trzustce po dootrzewnowym podaniu
komorek ADSC weczesniej zakazonych ex vivo konstruktem vMyx-LIGHT. Badania oparte
byty na detekcji bioluminescencji za pomocag systemu IVIS. Wykazatam, ze nicostoniety
konstrukt MY XYV byt stosunkowo szybko usuwany z organizmu po podaniu dootrzewnowym
w poréwnaniu z konstruktem ostonigtym przez ADSC. Sugeruje to wczesna odpowiedz
przeciwwirusowa, ktéra ogranicza replikacje i rozprzestrzenianie si¢ wirusa.

W dalszej kolejnoséci zbadatam skuteczno$¢ niszczenia ortotopowych ognisk PDAC
wywotanych u myszy do$wiadczalnie za pomocg metod chirurgicznych. Po pieciokrotnym
dootrzewnowym podaniu uktadu terapeutycznego ADSC+vMyx-LIGHT odnotowatam
zmniejszenie masy guzow i zwigkszenie naptywu limfocytow cytotoksycznych CD8+ do
trzustki. Przezycie myszy poddanych terapii ulegto znamiennemu wydtuzeniu.

Podsumowujac, w pracy tej pokazatam przydatno$¢ uktadu terapeutycznego
ADSC+vMyx-LIGHT w niszczeniu doswiadczalnych ognisk raka trzustki u myszy. Dziatanie
konstruktu oprocz efektu stricte onkolitycznego wywotalo wzmocnienie odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciwko nowotworowi i wydluzenie przezywalnosci
leczonych myszy. Dalszej poprawy skutecznosci badanej strategii terapeutycznej
upatrywatam w terapii skojarzonej; badanie takie zostato podjete w kolejnej pracy z cyklu.

Praca nr 4. Jazowiecka-Rakus, J., Sochanik, A., Hadrys, A., Fidyk, W., Chmielik, E.,
Rahman, M. M., & McFadden, G. (2022). Combination of LIGHT (TNFSF14)-Armed
Myxoma Virus Pre-Loaded into ADSCs and Gemcitabine in the Treatment of Experimental
Orthotopic Murine Pancreatic Adenocarcinoma. Cancers, 14(8), 2022.

Celem kolejnej pracy bylo zwiekszenie skutecznosci badanej terapii onkolitycznej
gruczolakoraka trzustki u myszy C57BL6 poprzez skojarzenie jej z chemoterapia.
Oprocz immunogennego konstruktu wirusa myksomatozy dostarczanego za pomoca

ADSC zastosowana w niej zostala gemcytabina.
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W celu zwickszenia skutecznos$ci terapii mysiego raka trzustki postuzytam sie
wspomnianym wczesniej ukladem terapeutycznym ADSC + vVMyx-LIGHT, tutaj w
kombinacji z chemoterapeutykiem gemcytabing (GEM). Jest to standardowy lek (tzw. ztoty
standard) w terapii raka trzustki, zapewniajacy niewielkie korzysci w zakresie czasu przezycia
w poréwnaniu z najlepszym leczeniem objawowym. Z tego powodu stale prowadzone sa
badania oceniajgce korzysci z terapii skojarzonej z GEM. Stosujac panel ludzkich i mysich
linii komorkowych raka trzustki wykazatam ekspresje terapeutycznego biatka LIGHT po
zakazeniu badanym konstruktem. Zbadatam zywotno$¢ zainfekowanych komorek i
poréwnalam ilos¢ komorek apoptotycznych oraz nekrotycznych w badanych hodowlach.
Odnotowatam znaczaco podwyzszony stopien nekrozy w hodowlach komorek Pan02 oraz
AsPC-1, podczas gdy komorki Panc-1 po infekcji wirusem MYXV ulegaly apoptozie.
Nastepnie potwierdzitam, ze cztery badane linie komérkowe (ADSC, Pan02, AsPC-1 i Panc-
1) sa wrazliwe na GEM. Po ekspozycji hodowli na konstrukt vMyx-LIGHT a nastgpnie na
GEM odnotowatam synergi¢ efektu cytotoksycznego. W tym przypadku zywotnos¢ komorek
badanych linii spadta po trzech dobach do poziomu ok. 15%. W dalszej kolejnosci zbadatam
in vivo efekt terapeutyczny uktadu ADSC+VMyx-LIGHT w kombinacji z GEM uzywajac
immunokompetentnych myszy C57BL6 z wywolanymi do§wiadczalnie ogniskami PDAC w
trzustce. Zwigkszony odsetek limfocytow T (CD8+) w trzustce odnotowatam zaréwno przy
zastosowaniu wirusa oOstonigtego jak i nieostonigtego, za$ najnizsza wartos¢ CD8+
zaobserwowatam w grupie myszy leczonych samym chemioterapeutykiem (GEM), jak
rowniez - Ku pewnemu zaskoczeniu - w grupie myszy leczonych kombinacjg ADSC-vMyx-
LIGHT + GEM. Brak zmian w odsetku limfocytéw T CD4+ pomocniczych, a takze jedynie
niewielkie zmiany we wspotczynniku CD4+/CD8+ i jego malejacy trend odnotowany u
myszy traktowanych GEM rodza przypuszczenie, ze pobudzona odpowiedz immunologiczna
byta skutkiem dziatania jedynie wirusa onkolitycznego. Mozna przypusci¢ ze wynika to z
mielosupresyjnego dziatania GEM oraz/lub desmoplazji. Podobnego efektu nie
zaobserwowano bowiem w badaniach nad skuteczno$cig terapeutyczng wirusa MY XV w
kombinacji z GEM, ale z wykorzystaniem modelu mysiego raka trzustki rozsianego w
przestrzeni otrzewnowej (nieortotopowego) [Wennier i wsp., 2012]. Zbadatam za pomoca
RT-gPCR ekspresje wybranych gendéw zwigzanych z odpowiedzig odpornosciowa.
,»Wylaczenie” ekspresji cytokiny TGF-B, zwigzanej z jedng posrdéd dwunastu najwazniejszych
kaskad sygnatowych odpowiedzialnych za wzrost guzow PDAC moze by¢ zdarzeniem
krytycznym w zatrzymaniu progresji PDAC. Poniewaz stosowanie GEM zwigksza w

konsekwencji syntezg¢ chemokin CCL i CXCL oraz czasteczek sygnatowych zwigzanych z
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TGF-p [Principe i wsp., 2020] totez zaobserwowany przeze mnie wzrost poziomu TGF-f3 oraz
nizsza skuteczno$¢ terapii ADSC-vMyx-LIGHT skojarzonej z GEM wydaje si¢ to
potwierdza¢. Inng cytoking odgrywajaca wazng rolg w PDAC jest IL-10 [Padoan i wsp.,
2019]. Wyniki RT-gPCR wykazaly podwyzszony poziom ekspresji IL-10. Poniewaz
wiasno$ci immunostymulujace IL-10 umozliwiajg ekspansje komorek CD8+ rezydujacych w
guzie, otrzymany wynik wskazuje, ze IL-10 jest rzeczywiscie zaangazowana w dojrzewanie i
roznicowanie limfocytoéw T w ogniskach raka trzustki u myszy poddanych omawianej terapii.
Uzyskane przeze mnie dane RT-gPCR dotyczace ekspresji markeréw charakterystycznych dla
naciekajacych efektorowych komorek T jasno pokazuja aktywacje przeciwnowotworowej
odpowiedzi immunologicznej. Poniewaz takiej odpowiedzi przeciwdziata zaobserwowany
przeze mnie wzrost ekspresji PD-1 i jego liganda PD-L1 to dodanie inhibitorow
immunologicznych punktéw kontrolnych do proponowanej terapii onkolitycznej PDAC moze
przynie$¢ dalszag poprawe skutecznosci leczenia. W pracy tej potwierdzitam rowniez
podwyzszong ekspresje genow Light i HVEM (ang. herpesvirus entry mediator). HVEM
obok receptora limftotoksyny-B (LTBR) jest jednym z receptoréw, ktory po zwigzaniu z
biatkiem LIGHT moze zwieksza¢ aktywnos¢ limfocytow T [Sedy i Ramezani-Rad, 2019].
Brak korzysci terapeutycznej z dodania gemcytabiny zaobserwowany przeze mnie w leczeniu
skojarzonym stoi w sprzecznoS$ci z synergia wykazang w hodowli komérek PDAC in vitro.
Jak wspomniano moze to, w warunkach in vivo, wynika¢ z obecnosci desmoplazji w guzie
trzustki lub mielotoksycznosci powodowanej przez GEM (co niekorzystnie wptywa na efekt
immunologiczny terapii onkolitycznej), lub z obu tych powodow. Gemcytabina moze
znaczaco hamowac naciek limfocytow CD8+, co obserwuje si¢ zarowno w alloprzeszczepach
guzow U myszy, jak i w tkankach ludzkiego raka trzustki [Glorieoux i wsp., 2022].
Podsumowujac, w Pracy nr 4 potwierdzitam skutecznos$¢ dootrzewnego dostarczania
ADSC zainfekowanych ex vivo konstruktem vMyx-LIGHT do ognisk PDAC, co przyniosto
w efekcie znaczacg odpowiedz odpornosciowa skierowang przeciwko nowotworowi i
zwiekszenie naptywu limfocytow T do ognisk nowotworowych w trzustce myszy. Terapia
skojarzona z udziatem GEM ujawnita jednak ostabienie nabytej odpowiedzi immunologicznej
w porownaniu z terapig pojedyncza i nie przyniosta korzysci w przezyciu myszy leczonych.
Zasadne wydaje si¢ zatem ukierunkowanie dalszych prob doswiadczalnej terapii raka trzustki
w strong skojarzenia ostonigtego sterycznie konstruktu onkolitycznego (ADSC+vMyx-
LIGHT) =z ablacja farmakologiczng TGF-f oraz zastosowaniem inhibitorow

immunologicznych punktow kontrolnych oraz radioterapii. Niebagatelne znaczenie bgda
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mialy tez proby farmakologicznego zmniejszenia desmoplazji. Propozycje te sa przedmiotem

kolejnego wniosku grantowego bedacego w trakcie oceny.

Podsumowanie

W badaniach przedstawionych w cyklu prac do§wiadczalnych, wykazatam, ze:

1.

Mezenchymalne komoérki macierzyste (MSC) pozyskane z ludzkiego szpiku kostnego
(BM-MSC) lub tkanki tluszczowej (ADSC), o prawidlowym fenotypie oraz zdolno$ci
réznicowania, nadajg si¢ do roli nosnika terapeutycznych konstruktéw onkolitycznego
wirusa myksomatozy (MY XV). MSC sg permisywne wobec wirusa jednak zachowuja
wystarczajgco dluga zywotnos¢ po zakazeniu (tzw. ,,okienko terapeutyczne”)
umozliwiajac tym samym ich wykorzystanie w probach terapii tzw. trudnych
nowotworow.

Konstrukty onkolityczne ,,uzbrojone” w geny terapeutyczne (VMyx-IL15Ra-tdTr oraz
VMyX-LIGHT-Fluc/tdTr) replikujg produktywnie w komoérkach badanych mysich linii
nowotworowych i znaczgco zmniejszajg ich zywotnos¢ in vitro.

Terapia doswiadczalnego czerniaka ptuca u myszy z zastosowaniem konstruktu
VMyx-IL15Ra-tdTr dostarczanego ogodlnoustrojowo za pomocg BM-MSC znaczaco
zmniejsza ilo$¢ ognisk nowotworowych, pobudza odpowiedz immunologiczng
gospodarza i przedtuza znamiennie przezycie leczonych zwierzat.

Terapia do$wiadczalnego ortotopowego mysiego raka trzustki z zastosowaniem
konstruktu vMyx-LIGHT-Fluc/tdTr dostarczanego dootrzewnowo przez ADSC
hamuje rozwdj nowotworu, pobudza odpowiedZz przeciwnowotworowa i zwigksza
przezywalno$¢ myszy. Skojarzenie takiej terapii z GEM ostabia nabyta odpowiedz
immunologiczng i nie przynosi korzysci w zakresie przezywalnosci leczonych myszy.
Poniewaz w badaniach in vitro stwierdzono zwigkszong cytotoksycznos¢ kombinacji
konstruktu MY XV i GEM to obserwowany in vivo odwrotny efekt moze by¢ skutkiem
mielosupresyjnego dzialania chemioterapeutyku lub desmoplazji w guzach trzustki.
Dalsze badania i poprawa skutecznosci terapii skojarzonej (uzyskanie efektu synergii)
powinny uwzgledni¢ zapobiezenie tym zjawiskom.

Uktady terapeutyczne na bazie MSC i konstruktow wirusa MYXV oraz strategie
skojarzone stwarzaja nadziej¢ na opracowanie skutecznej systemowej terapii
czerniaka ztosliwego i raka trzustki.

Ze wzgledu na modularnos¢ terapii na bazie badanych uktadéw (MSC izolowane z

réznych Zrédel, konstrukty wirusa myksomatozy z roéznymi transgenami
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terapeutycznymi), skojarzonej np. z nowymi chemioterapeutykami podobny wniosek
moze odnosi¢ si¢ rowniez do innych, nieujetych w niniejszym cyklu badan. W
doswiadczalnej terapii glejaka wielopostaciowego u myszy wykorzystuje ADSC
przenoszace unikatowy konstrukt wirusa MY XV skierowany przeciwko macierzystym
komorkom glejaka (BTIC, ang. brain tumor initiating cells), w potaczeniu z
nanoformulacja  nowatorskiego chemioterapeutyku, zdolng do przenikania

fizjologicznej bariery krew-mozg.

5. Informacja o wykazywaniu sie¢ istotna aktywnoscia naukowgq albo artystyczng
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczego6lnosci zagranicznej.

W latach 2011-2012 odbylam roczny staz podoktorski jako wolontariusz w
Laboratorium Biologii Rozwoju i Nowotwordéw kierowanym przez prof. Agnes Noel (GIGA-
Cancer Center, Uniwersytet w Liége, Belgia). Moja praca dotyczyla badania roli
metaloproteinazy MT4-MMP i receptora czynnika wzrostu EGFR w przerzutach ludzkiego
potrojnie ujemnego raka piersi. Staz ten (rownoczasowy z urlopem wychowawczym)
pozwolit mi naby¢ nowe doswiadczenia w stosowaniu roznych technik biologii molekularnej
oraz umozliwil aplikowanie na stanowisko typu post-doc w kolejnym zagranicznym
laboratorium.

W latach 2012-2015 podjetam prace¢ jako post-doc w laboratorium prof. Alaina
Vanderplasschena na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu w Liége w ramach
projektu pt. Cyprinid herpesvirus 3 encodes two homologues of the TNF receptor
superfamily: study of their roles in the biology of the infection in vitro and in vivo. W
Projekcie tym, finansowanym przez FNRS (Fonds National Belge de la Recherche
Scientifique; grant 7091641) prowadzitam badania dotyczace interakcji pomigdzy rybim
herpeswirusem (cyprinid herpesvirus 3, CyHV-3) i jego gospodarzem tj. karpiem (Cyprinus
carpio L.). W ramach realizowanego projektu badatam biatka wirusowe, ktore posredniczg w
ucieczce wirusa spod nadzoru immunologicznego (w tym glownie ORF4 i ORF12). Owocem
stazu 1 wspolpracy z prof. Vanderplasschenem byty cztery publikacje, ktorych jestem
wspoétautorkg (Zatacznik 5 pkt 11.4 Prace po uzyskaniu stopnia doktora, nr 4-7).

W 2015 roku nawigzalam wspotprace z prof. Grantem McFaddenem, $wiatowym
autorytetem w dziedzinie badan nad onkolitycznym wirusem myksomatozy i wspolprace ta
kontynuuje¢ do dzis. W 2017 odbylam miesigczny staz w laboratorium prof. Granta

McFaddena w Centrum Immunoterapii, Szczepionek i Wiroterapii usytuowanym w Instytucie
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Biodesign przy Uniwersytecie Stanowym w Tempe, Arizona, USA. W ramach tego stazu
wykonatam badania dotyczace okreslenia czy w transferze wirusa myksomatozy z
mezenchymalnych komoérek macierzystych do komoérek nowotworowych biorg udziat wirusy
rodzicielskie czy tez wirusy potomne. Jak dotad we wspolpracy z prof. Grantem
McFaddenem ukazaty si¢ cztery publikacje, ktorych jestem glownym i korespondencyjnym
autorem (Zatacznik 5 pkt.l.2. Cykl powigzanych tematycznie artykutéw naukowych, 1-4).

W 2019 odbylam 10-dniowy staz w Instytucie Badan nad Rakiem w Londynie
(Institute of Cancer Research), gdzie w Zespole Przedklinicznego Obrazowania
Molekularnego kierowanym przez prof. Gabriel¢ Kramer-Marek doskonalitam swoje
umiejetnosci  w  przeprowadzaniu  na  myszach  zabiegéw  chirurgicznych i
mikrochirurgicznych; moga one okaza¢ si¢ przydatne w moich badaniach nad doswiadczalng

terapig m.in. glejaka.

6. Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

Osiggniecia dvdaktyczne

W trakcie studiéw magisterskich na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska US
ukonczytam kurs pedagogiczny, dzigki ktoremu uzyskatam kwalifikacje do nauczania
biologii. W trakcie pracy w Narodowym Instytucie Onkologii w Gliwicach (NIO)
sprawowalam opieke nad studentami w ramach wolontariatow, praktyk 1 stazy studenckich
takich jak praktyki z technik biologii molekularnej (2003-2010); praktyki w ramach programu
BIOSTART (2018 i 2019) oraz praktyki w ramach programu CheS — Chemik na Staz (2019).

Bytam opiekunem 5 prac magisterskich (w tym kierowalam wykonaniem 2 prac
magisterskich realizowanych we wspétpracy z Politechnika Slaska w Gliwicach) oraz 2 prac
inzynierskich. Obecnie jestem promotorem pomocniczym dwoch doktorantek realizujacych w
NIO swoje projekty: w ramach Szkoly Doktorskiej Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach
(mgr inz. Agata Hadrys, promotor: dr hab. Violetta Kozik, prof. US) jak réwniez Szkoty
Doktorskiej przy Politechnice Slaskiej w Gliwicach (mgr inz. Kinga Pogoda-Mieszczak,
promotor dr hab. Magdalena Skonieczna, prof. Politechniki Slaskiej). Dodatkowo petnitam
role tzw. tutora w przewodzie doktorskim mgr inz. Agaty Hadrys.

Osiggniecia organizacyjne

Potgczenie wiedzy wirusologicznej oraz doswiadczenia zdobytego podczas stazu w
Belgii z zainteresowaniami przeciwnowotworowg terapig onkolityczng zaowocowato

utworzeniem przeze mnie od podstaw laboratorium wirusowego w Centrum Badan
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Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworow w obecnym Narodowym Instytucie
Onkologii w Gliwicach oraz podjeciem tam nowego tematu badawczego jakim jest
zastosowanie wirusow onkolitycznych w terapii nowotworéw. Przy wspéludziale dr
Aleksandra Sochanika uruchomilismy Pracowni¢ Wirusoterapii  Onkolitycznej i
Nanonosnikow Lekdéw co pozwala prowadzi¢ badania do$wiadczalne nad zastosowaniem
wirusa myksomatozy w terapii przeciwnowotworowej oraz prace nad terapiami skojarzonymi
na modelach zwierz¢cych. Rozpoczecie i prowadzenie tych badan umozliwiajg mi granty
badawcze, przyznane w ramach konkursu CRP/POL16-02_EC (Mig¢dzynarodowego Centrum
Inzynierii Genetycznej i Biotechnologii; ICGEB) oraz konkursu Harmonia 8 Narodowego
Centrum Nauki (UMO-2016/22/M/NZ6/00418).

Jestem czlonkiem Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem
dziatajacego od ponad 20 lat przy Narodowym Instytucie Onkologii w Gliwicach oraz
cztonkiem Polskiego Towarzystwa Badan Radiacyjnych.

Osiggniecia popularyzujgce nauke

Rownolegle z prowadzeniem badan w Narodowym Centrum Onkologii w Gliwicach
nad uzyciem wirusow onkolitycznych w terapii, staram si¢ popularyzowa¢ wiedze¢ dotyczaca
takich wirusow poprzez wyglaszanie wyktadow i1 seminariow w miejscu zatrudnienia jak i w
placowkach naukowych, z ktorymi wspotpracuje (Centrum Immunoterapii, Szczepionek i
Wiroterapii przy Instytucie Biodesign na Uniwersytecie Stanowym Arizony w Tempe oraz
Zaktadzie Immunologii Ewolucyjnej na Wydziale Biologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie).

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

Przed ukonczeniem studiow magisterskich odbytam 5-miesi¢czny staz w ramach
Programu Wspolnotowego Sokrates/Erasmus w Laboratorium Kontroli Jakosci 1 Higieny
Zywno$ci (Wydzial Nauki i Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy w Atenach,
Grecja). Moja praca polegata na wykonywaniu analiz mikrobiologicznych produktéw
dostarczanych z lokalnych zaktadéow przetworstwa migsnego oraz dotyczyla weryfikacji
punkéw krytycznych systemu zarzadzania bezpieczenstwem zywnosci. Po ukonczeniu
studiow magisterskich na Uniwersytecie Slaskim w Katowicach podjetam w styczniu 2002
zatrudnienie w owczesnym Centrum Onkologii-Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie w
Gliwicach. Jako biolog a pozniej asystent naukowo-badawczy w Zaktadzie Biologii

Molekularnej kierowanym przez prof. Stanistawa Szale prowadzitam badania z
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wykorzystaniem réznych modeli mysich nowotworéw. Jeden z watkéw mojej samodzielnej
pracy badawczej dotyczyl mozliwosci wykorzystania bakterii onkolitycznych, w tym
genetycznie ~ modyfikowanej bakterii ~ Salmonella  typhimurium, w terapii
przeciwnowotworowej (Zatacznik 5 pkt 11.4. Prace przed uzyskaniem stopnia doktora, nr 14-
15).

Dalsza moja praca dotyczyta klonowania genu wazostatyny i jej wykorzystania w
terapii genowej mysiego czerniaka B16-F10. Nastepnie opracowatam metode otrzymywania
biatka rekombinowanego wazostatyny w systemie bakteryjnym. Wykazalam, ze zarowno
antyangiogenna terapia genowa z uzyciem genu wazostatyny i skojarzona z antyangiogenng
chemioterapia, jak rowniez terapia z uzyciem biatka fuzyjnego MBP/wazostatyna moga by¢
skutecznymi strategiami w leczeniu nowotworéw. W roku 2007 uzyskatam stopien doktora
nauk medycznych za prac¢ pt. ,,Wazostatyna w terapii czerniaka B16(F10) u myszy”.
Uzyskane w doktoracie wyniki opisatam w dwoch publikacjach (Zatacznik 5 pkt 11.4. Prace
przed uzyskaniem stopnia doktora, nr 10-11).

W latach 2003-2005 w ramach wspotpracy pomiedzy Zaktadem Biologii Molekularnej
a Zakladem Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej kierowanym przez prof.
dr hab. Barbarg Jarzab bratam udzial, razem z dr Aleksandrem Sochanikiem i dr Magdaleng
Olbryt, w pracach laboratoryjnych prowadzacych do zainaugurowania w oOwczesnym
Instytucie Onkologii w Gliwicach dziatalno$ci pierwszego w kraju Laboratorium
Mikromacierzy DNA wykorzystujacego mikromacierze oligonukleotydowe Affymetrix
(Zatacznik 5 pkt 11.4. Prace przed uzyskaniem stopnia doktora, nr 12).

W latach 2008-2009 uczestniczylam, rowniez z ramienia Zakladu Biologii
Molekularnej i w ramach wspotpracy z prof. Jerzym Hotowieckim z Kliniki Transplantacji
Szpiku i Onkohematologii w czynnosciach zwigzanych z preparatyka szpiku kostnego
pobieranego operacyjnie z talerza biodrowego pacjentow z howotworami hematologicznymi
oraz w badaniach dotyczacych wptywu stezenia DMSO w mieszaninie krioprezerwacyjnej na
zywotnos¢ zamrozonego szpiku przechowywanego w Banku Komoérek Krwiotworczych.

W trakcie mojej aktywnos$ci zawodowej uczestniczytam w 13 projektach badawczych.
Bylam kierownikiem zadania w grancie zamawianym finansowanym przez MNil oraz
kierownikiem projektu zagranicznego otrzymanego w ramach konkursu CRP/POL16-02_EC
finansowanego przez Migdzynarodowe Centrum Inzynierii Genetycznej i Biotechnologii
(ICGEB). W pozostatych grantach krajowych finansowanych przez KBN, MNiSW i NCN
oraz w dwoch projektach zagranicznych (w tym jako post-doc w projekcie finansowanym

przez FNRS, Belgia) bytam wykonawca. Obecnie jestem kierownikiem projektu badawczego
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finansowanego w ramach konkursu Harmonia 8 przez NCN dotyczacego nowych terapii
czerniaka, raka trzustki i glejaka (Zatacznik 5 pkt 11.9. Wykaz uczestnictwa w pracach
zespotow badawczych).

W potowie br. ztozytam wniosek grantowy do NCN (OPUS 23) pt. ,,Kombinowana
strategia leczenia doswiadczalnego raka trzustki w oparciu 0 onkolityczny wirus
myksomatozy, chemioterapi¢, inhibitory immunologicznych punktow kontrolnych i
radioterapi¢” dotyczacy dalszych badan nad skojarzong terapiag doswiadczalnego raka trzustki
u myszy.

Posiadam niezbgdne uprawnienia do pracy ze zwierzgtami laboratoryjnymi. Podczas
mojego stazu podoktorskiego w Belgii uzyskatam Certyfikat FELASA (Kategoria C).
Ponadto w 2015 uzyskatam Certyfikat PolLASA. Z kolei w 2022 odbytam specjalistyczng
praktyke w Centrum Szkolenia Chirurgicznego René Remie w Almere (Holandia), gdzie
pozyskalam niezbedne doswiadczenie w zakresie mikrochirurgii naczyniowej matych
zwierzat laboratoryjnych. Obejmuje ono m. in. dotetnicze podawanie lekow poprzez
zakladanie cewnika w obrebie tetnicy szyjnej oraz przewodu zoétciowego w dwunastnicy u
myszy. Nabyte umiej¢tnosci zostang wykorzystane w terapii do§wiadczalnej glejaka a takze
raka trzustki na ortotopowych modelach mysich, przy uzyciu konstruktow wirusa
myksomatozy i mezenchymalnych komoérek macierzystych.

W latach 2020-2021 bytam ekspertem w zespole badawczo-projektowym PBL przy
Centrum Nowoczesnego Ksztatcenia Politechniki Slaskiej w Gliwicach Projekt POWR-
03.05.00-00- Z098/17-00 pt. ,,Antynowotworowa terapia fotodynamiczna (PDT) w
hamowaniu rozwoju macierzystych komorek nowotworowych i ograniczajaca infekcje
wirusowe u oséb otylych”.

Kierowane przeze mnie projekty badawcze w potaczeniu z doswiadczeniem i
wspolpraca zawodowa zdobytymi podczas stazy zagranicznych pozwolity mi na
wyodrebnienie wlasnej tematyki badawczej i utworzenie niewielkiego zespotu w Centrum
Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwordéw; w sktad tego zespotu wchodzi
obecnie dwoje doktoréw i dwie doktorantki oraz studenci Politechniki Slaskiej i Uniwersytetu
Slaskiego. Prowadzone w ramach zespotu badania dotycza opracowania nowych strategii
terapeutycznych w leczeniu tzw. ,trudnych” nowotworow. Zespodt, ktérego prace nadzoruje
umozliwia realizacje kolejnych prac magisterskich oraz doktorskich.

Szereg prowadzonych przeze mnie badan bylo, jest, lub ich realizacja nastapi we
wspotpracy z badaczami w innych osrodkach naukowych: Uniwersytecie Jagiellonskim w

Krakowie (badania nad mozliwoscia skojarzonej terapii onkolitycznej czerniaka z
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wykorzystaniem modelu danio pregowanego (ang. zebrafish); Slaskim Uniwersytecie
Medycznym w Katowicach (badania nad wykorzystaniem w terapii nowotworowej
pochodnych fenotiazyn); Politechnice Slaskiej w Gliwicach (badania nad wykorzystaniem do
celow terapii skojarzonej hydrozeli przenoszacych nowe chemioterapeutyki); Uniwersytecie
w Li¢ge (Belgia) oraz Uniwersytecie Stanowym Arizony w Tempe, AZ (USA). Wspotpraca z
naukowcami z powyzszych osrodkow jest udokumentowana wspdlnymi publikacjami albo
jest w trakcie realizacji.

Jestem takze autorem 4 recenzji manuskryptow dla czasopism naukowych Molecular

Therapy oraz Molecular Therapy Oncolytics.
Wyro6znienia i nagrody

2021: 11 nagroda w konkursie za najlepsza prezentacje plakatowa, jako wspotautor pracy pt.
Myxoma Virus Expressing LIGHT (TNFSF14) Pre-loaded into adipose-derived mesenchymal
stem cells is effective treatment for murine pancreatic adenocarcinoma. The 6™ Warsaw
Conference on Perpectives of Molecular Oncology, Warsaw, Poland, 15-16.09.2021.

2020: I miejsce w kategorii ,,Nowe Strategie Terapeutyczne”, jako wspolautor pracy pt.
Przydatno$¢ mezenchymalnych komodrek macierzystych jako nosnika wirusa myksomatozy w

onkolitycznej wirusoterapii mysiego nowotworu trzustki. VII Slaskie Spotkania Naukowe,
Gliwice, 29-30.05.2020.

2009: 111 Nagroda Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem za
prezentacje plakatowa, jako wspotautor pracy pt. A combination of endoglin-based DNA
vaccine and interleukin-12 gene enhances antiangiogenic and antitumor effects. XI11™ Gliwice
Scientific Meetings, Gliwice, Poland, 20-21.11.2009.

Podsumowanie moich danych naukometrycznych

Publikacje przed Publikacje po SUMA
doktoratem doktoracie
Liczba publikacji 6 13 19
Liczba cytowan Scopus: 70 Scopus: 265 Scopus: 335
Web of Science: 66 | Web of Science: 246 Web of Science: 312
Liczba cytowan bez Scopus: 67 Scopus: 212 Scopus: 279
autocytowan Web of Science: 62 | Web of Science: 196 Web of Science: 258
Impact factor (IF) 5,844 69,155 74,999
Punkty MEIN 68 955 1023

INDEKS HIRSCHA na dzien 16.09.2022

Scopus: 10 (bez autocytowan: 9)

Web of Science: 10 (bez autocytowan: 9)
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