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1. Zyciorys i podsumowanie pracy zawodowej
1.1 Imie i nazwisko

Matgorzata Czystowska-Kuzmicz

1.2 Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku

ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

2006: stopien doktora nauk biologicznych, ,magna cum laude”

Wydziat Matematyczny oraz Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet Heinrich-Heine Diusseldorf,
Dusseldorf, Niemcy

Data obrony - 03 lutego 2006

Tytut rozprawy doktorskiej: “Molecular characterization of tumor-associated genes in gynaecological

tumors”

2001: tytut magistra biologii, specjalnos¢ biologia molekularna

Wydziat Matematyczny oraz Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet Heinrich-Heine Ddusseldorf,
Dusseldorf, Niemcy

Data obrony - 19 wrzesnia 2002

Tytul: ,Funkcja heptahelikalnego receptora HC110-R z pasozytniczego nicienia Haemonchus

contortus”

1.3 Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

2019-obecnie: adiunkt naukowy w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego

2016 — 2019: adiunkt naukowy w Zaktadzie Immunologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,

kierownik projektow badawczych finansowanych przez NCN

2013 - 2016: pracownik naukowy w Zakfadzie Immunologii Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego, uczestnik stazu podoktorskiego w multidyscyplinarnym programie BASTION,
finansowanym w ramach 7 Programu Ramowego UE

2010-2012: przerwa w karierze naukowej — urlop macierzynski i wychowawczy

2006 — 2009: staz podoktorski (post-doc), Department of Pathology, University of Pittsburgh Cancer

Institute (UPMC), Pennsylvania, USA
Opiekun: prof. Theresa L. Whiteside
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2001 — 2006: doktorat, asystent naukowy w Laboratorium Molekularno-Genetycznym Oddziatu

Potozniczo-Ginekologicznego Kliniki przy Uniwersytecie Heinrich-Heine w Disseldorfie, Niemcy

1998-2000: pomoc naukowa w Instytucie Diagnostyki Transplantologicznej i Terapii Komorkowej

Uniwersytetu Heinrich-Heine w Niemczech

2. Analiza bibliometryczna dorobku naukowego

Liczba publikacji: 20 prac w tym 14 oryginalnych i 6 prac przeglagdowych

1 rozdziat w monografii zagranicznej

Sumaryczny impact factor: 116,308

Sumaryczna liczba punktéw MEIN: 1294

Liczba cytowan z bazy Scopus (bez autocytacji) z dn.06.06.22 : 1700

Liczba cytowan z bazy Web of Science (bez autocytacji) z dn.06.06.22 : 1633
Indeks H (Scopus) z dn. 14

Indeks Hirscha z bazy Web of Science: 15

3. Wskazanie osiagnie¢, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6ézn. zm.). Omoéwienie

osiagnieé o ktérych mowa w z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.

Tytut osiagnigcia: MECHANIZMY IMMUNOSUPRESJI W NOWOTWORACH — ROLA

MIKROPECHERZYKOW ZEWNATRZKOMORKOWYCH

Osiggniecie naukowe stanowi cykl 5 prac oryginalnych dotyczgcych badan nad wybranymi
mechanizmami immunosupres;ji indukowanej przez mikropecherzyki zewnatrzkomérkowe i egzosomy
pochodzenia nowotworowego oraz nad metodami charakteryzacji tych mikropecherzykéw, a takze 1
praca pogladowa opisujgca role mikropecherzykédw pochodzenia nowotworowego w diagnostyce,

prognozie i immunoterapii choréb nowotworowych

Sumaryczny Impact Factor cyklu publikacji = 43,243

3.1. Prace oryginalne:

1) Czystowska-Kuzmicz M, Sosnowska A, Nowis D, Ramji K, Szajnik M, Chlebowska-Tuz J,
Wolinska E, Gaj P, Grazul M, Pilch Z, Zerrouqi A, Graczyk-Jarzynka A, Soroczynska K, Cierniak S,
Koktysz R, Elishaev E, Gruca S, Stefanowicz A, Blaszczyk R, Borek B, Gzik A, Whiteside T, Golab
J.
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3)
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Small extracellular vesicles containing arginase-1 suppress T-cell responses and promote tumor

growth in ovarian carcinoma.

Nat Commun. 2019;10(1):3000.

IF: 12,121 Liczba cytowan wg. Scopus z dn. 06.06.22: 98

Merytoryczny wktad w powstanie pracy: koncepcja badania, izolacja EVs z materiatu od pacjentow,
wykonanie wiekszos$ci badan in vitro, opracowanie i interpretacja danych, zebranie i interpretacja
pismiennictwa, przygotowanie manuskryptu, poprawa manuskryptu zgodnie z wymaganiami

recenzentow. Mdj udziat procentowy szacuje na 60%.

Dlugolecka M, Szymanski J, Zareba L, Homoncik Z, Domagala-Kulawik J, Polubiec-Kownacka M,
Czystowska-Kuzmicz M. (autor korespodencyjny). Characterization of Extracellular Vesicles
from Bronchoalveolar Lavage Fluid and Plasma of Patients with Lung Lesions Using Fluorescence
Nanopatrticle Tracking Analysis

Cells 2021;10(12):3473

IF: 6,600 Liczba cytowan wg. Scopus z dn. 06.06.22: 0

Merytoryczny wktad w powstanie pracy: koncepcja badania, planowanie, koordynacja i nadzér nad
zadaniami badawczymi, udziat w opracowaniu i interpretacji danych, zebranie i interpretacja
pismiennictwa, udziat w przygotowaniu i poprawie manuskryptu, korespondencja z recenzentami.

Méj udziat procentowy szacuje na 30%.

Czystowska M, Han J, Szczepanski MJ, Szajnik M, Quadrini K, Brandwein H, Hadden JW,
Signorelli K, Whiteside TL.

IRX-2, a novel immunotherapeutic, protects human T cells from tumor-induced cell death.

Cell Death Differ. 2009;16(5):708-18

IF: 8,240 Liczba cytowan wg. Scopus z dn. 06.06.22: 51

Merytoryczny wktad w powstanie pracy: wykonanie wiekszosci badan biochemicznych i
funkcjonalnych, opracowanie i interpretacja danych, zebranie i interpretacja pismiennictwa,
przygotowanie manuskryptu, poprawa manuskryptu zgodnie z wymaganiami recenzentow. Moj

udziat procentowy szacuje na 70%.

Czystowska M, Szczepanski MJ, Szajnik M, Quadrini K, Brandwein H, Hadden JW, Whiteside TL.
Mechanisms of T-cell protection from death by IRX-2: a new immunotherapeutic.

Cancer Immunol Immunother. 2011;60(4):495-506.

IF: 3,701 Liczba cytowan wg. Scopus z dn. 06.06.22: 22

Merytoryczny wkfad w powstanie pracy: koncepcja badan, wykonanie wiekszosci badan
biochemicznych i funkcjonalnych, opracowanie i interpretacja danych, zebranie i interpretacja
piSmiennictwa, przygotowanie manuskryptu, poprawa manuskryptu zgodnie z wymaganiami

recenzentéw. Méj udziat procentowy szacuje na 70%.
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5) Czystowska M, Gooding W, Szczepanski MJ, Lopez-Abaitero A, Ferris RL, Johnson JT, Whiteside
TL.
The immune signature of CD8(+)CCR7(+) T cells in the peripheral circulation associates with
disease recurrence in patients with HNSCC.
Clin Cancer Res. 2013;19(4):889-899
IF: 8,193 Liczba cytowan wg. Scopus z dn. 06.06.22: 37
Merytoryczny wktad w powstanie pracy: wykonanie wiekszosci badan cytometrii przeptywowey,
wspotudziat w opracowaniu i interpretacji danych, zebranie i interpretacja pi$miennictwa,
przygotowanie manuskryptu, poprawa manuskryptu zgodnie z wymaganiami recenzentéow. Moj

udziat procentowy szacuje na 60%.

3.2. Praca pogladowa:

Czystowska-Kuzmicz M, Whiteside TL. The potential role of tumor-derived exosomes in diagnosis,
prognosis, and response to therapy in cancer. Expert Opin Biol Ther. 2021;21(2):241-258.
IF: 4,388 Liczba cytowan wg. Scopus z dn. 06.06.22: 13

Merytoryczny wkiad w powstanie pracy: koncepcja i uktad pracy, zebranie i interpretacja
wiekszosci piSmiennictwa, przygotowanie podrozdziatow 3,5,6, przygotowanie tabel, udziat w

redagowaniu catego manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 60%

3.3. Omoéwienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikéw wraz z omoéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Gtéwne cele prowadzonych badan w ramach przedstawionego cyklu:

1. Zbadanie molekularnych mechanizméw apoptozy limfocytow T indukowanych przez
mikropecherzyki zewnatrzkomoérkowe oraz ocena skutecznosci immunoterapii cytokinowej in
vitro (publikacje 1, 2)

2. Ocena potencjatu diagnostycznego i prognostycznego profilu immunologicznego i stopnia
apoptozy limfocytéw CD8+ na przyktadzie nowotworu gtowy i szyi (publikacja 3)

3. ldentyfikacja nowych mechanizmdéw immunosupresji indukowanych przez mate mikropecherzyki
zewnatrzkomoérkowe (egzosomy): zbadanie roli arginaz pochodzenia egzosomalnego w
immunosupresji w raku jajnika (publikacja 4)

4. Wdrozenie i optymalizacja najnowszych technik badawczych do oceny ilosciowej i
fenotypowania molekularnego mikropecherzykéw zewnatrzkomérkowych w immuno-onkologii
(publikacja 5)

5. Rola mikropecherzykéw zewnatrzkomérkowych i egzosomoéw w diagnostyce, prognostyce i

immunoterapii nowotwordow (publikacja 6 — praca przeglagdowa)

3.3.1. Wprowadzenie
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Mechanizmy immunoedycji i ucieczki nowotworu spod nadzoru immunologicznego

Zdolnos¢ uktadu immunologicznego do rozpoznania i zwalczenia rozwijajgcego sie nowotworu
jest dyskutowana i badana juz od dziesiecioleci. W licznych badaniach in vivo oraz z udziatem
pacjentow dowiedziono, ze uklad immunologiczny jest w stanie specyficznie rozpoznac i
wyeliminowa¢é komorki nowotworowe na podstawie wytwarzanych przez nie antygenow
nowotworowych lub czgsteczek indukowanych w wyniku stresu komoérkowego. Proces ten, zwany
nadzorem immunologicznym nad nowotworem (ang. tumor immune surveillance), eliminuje komorki
nowotworowe na wczesnym etapie rozwoju nowotworu, kiedy jeszcze nie ma klinicznych objawéw
choroby. Etap ten jednak zazwyczaj przechodzi w dalszy etap rownowagi i uspienia nowotworu, kiedy
to komérki nowotworowe i komérki uktadu immunologicznego osiagajg stan dynamicznej réwnowagi i
trzymajg sie nawzajem w ryzach, a nowotwdr nie jest catkowicie usuwany. Presja uktadu
immunologicznego w tej fazie kontroluje dalszy rozrost nowotworu jeszcze przez jakis czas, jednak w
wiekszosci przypadkéw prowadzi ostatecznie do selekcji takich wariantéw komdrek nowotworowych,
ktére majg zdolnos¢ unikania lub zahamowania przeciw-nowotworowej odpowiedzi immunologiczne;j
[1]. Komorki te stosujg roznorodne i niezwykle skuteczne strategie obronne, czesto wykorzystujgc przy
tym naturalne mechanizmy regulacyjne odpornosci wrodzonej czy nabytej. W efekcie dochodzi do

tzw. ucieczki nowotworu (ang. tumor escape) spod nadzoru immunologicznego.

Te dynamiczne relacje pomiedzy nowotworem a uktadem odpornosciowym zostaty w roku
2004 ujete w tzw. teorie immunoedycji nowotworéw przez Dunn i wsp. [2]. W ostatnich latach uznano,
ze mechanizmy ucieczki guza spod nadzoru immunologicznego mogg by¢ podstawowg przyczyng
odpornosci nowotworéw na stosowane immunoterapie i przyczyng niskiego odsetka pacjentow
onkologicznych odpowiadajgcych na leczenie szczepionkami przeciwnowotworowymi, zawierajgcymi
np. antygeny nowotworowe. Z drugiej strony spektakularne efekty immunoterapii ukierunkowanych na
tzw. immunologiczne punkty kontrolne, osiggniete w ostatnich latach w leczeniu niektorych
nowotworéw niezbicie dowodzg, Ze ingerencja w szlaki ttumigce reakcje immunologiczne moze byé
bardziej skuteczna niz dodatkowa, niezbyt specyficzna stymulacja mechanizméw efektorowych
limfocytéw, zwlaszcza w przypadku nowotwordw u ktérych immunosupresyjne mikrosrodowisko jest
wyjatkowo silnie uksztaltowane. Terapie celowane, blokujgce aktywnos$é szlakédw hamujgcych
odpowiedz immunologiczng, mogg okaza¢ sie catkiem nowym i skutecznym sposobem na

przywrdcenie petnego potencjatu immunoterapii [3].

Mechanizméw immunoedycji wykorzystywanych przez nowotwor jest wiele i obejmujg one
takie procesy jak: obnizenie ekspresji antygenéw nowotworowych lub ekspresji czasteczek MHC
stuzgcych do ich prezentacji, wytwarzanie immunosupresyjnych cytokin i enzyméw oraz rekrutacje do
mikrosrodowiska guza limfocytow T regulatorowych (Treg) czy mieloidalnych komérek supresorowych
(MDSC), ktére inaktywujg cytotoksyczne limfocyty T. Najistotniejszym jednak mechanizmem ucieczki
pod katem ingerencji w stosowane nowoczesne terapie jest przejecie przez komdrki nowotworowe
fizjologicznego  mechanizmu  tolerancji i  autoregulacji  odpowiedzi immunologicznej,
niedopuszczajgcego do rozwoju choréb autoimmunologicznych. Komoérki guza eksponujg przy tym na

swojej powierzchni ligandy, ktore fgczg sie z odpowiednimi receptorami na powierzchni limfocytéw T,
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tzw, immunologicznymi punktami kontrolnymi (ang. immune checkpoints), hamujgc odpowiedz
immunologiczng. Prowadzi to do anergii i stanu ,wyczerpania” limfocytéw T, ktére mimo rozpoznania
antygenu nowotworowego pozostajg wowczas niereaktywne, a nawet umierajg w procesie apoptozy.
Do punktéw kontroli immunologicznej nalezg np. czgsteczki PD-1, CTLA-4, Tim-3, BTLA, LAG-2 i
VISTA i sg wraz z ich odpowiednimi ligandami biatkowymi obecnymi na komérkach nowotworowych
celami terapeutycznymi we wspomnianych wczesniej najnowszych immunoterapiach. Bazujg one na
przeciwciatach monoklonalnych blokujgcych sygnaty pochodzgce z punktéw kontrolnych uktadu

odpornosciowego, takich jak ipilimumab, nivolumab, pembrolizumab, atezolizumab czy durivalumab.

Za pomocg wyzej opisanych mechanizmow komorki nowotworowe tworzg wysoko supresyjne
mikrosrodowisko, wykorzystujagc dodatkowo czgsteczki sygnatowe indukujgce chroniczny stan
zapalny, jak np. czgsteczki adhezji, cytokiny i chemokiny oraz czynniki wzrostu. Dotychczasowe dane
epidemiologiczne dowodza, ze chroniczne zapalenie towarzyszgce chorobie nowotworowej zwigzane
jest z gorszym rokowaniem. Badania prowadzone w ciggu ostatnich lat wykazaty kluczowy wptyw
mikrosrodowiska guza na rozwdj i progresje nowotworu, odpowiedz na stosowane terapie
przeciwnowotworowe jak in na przezycie pacjentéw. Srodowisko to obejmuje nie tylko same komorki
nowotworowe, ale takze komorki uktadu immunologicznego jak i komérki podscieliska i naczyn
krwionosnych. Komorki guza w miare swojej progresji odpowiednio edytujg te pozostate komorki
mikrosrodowiska na swojg korzys¢, tak ze odtgd wspierajg one dalszy rozwdj guza i tworzenie

przerzutéw [4].
Rola mikropecherzykoéw zewnatrzkomérkowych w immuosupresyjnym srodowisku guza

Przez wiele dziesiecioleci uznawano, ze gtéwnymi czynnikami odpowiedzialnymi za
komunikacje i regulacje miedzykomérkowg w zdrowych jak i patologicznych tkankach odpowiedzialne
sg gtdwnie czgsteczki rozpuszczalne takie jak cytokiny, chemokiny i hormony. Jednakze odkrycie
kilkanascie lat temu mikropecherzykéw zewnagtrzkomorkowych jako petnoprawnych uczestnikéw sieci
miedzykomérkowej komunikacji zrewidowato to spojrzenie. Odtgd mikropecherzyki migdzykomérkowe,
w literaturze anglojezycznej okreslane w skrécie jako EVs (od ang. extracellular vesicles), wydzielane
przez komorki nowotworowe, komorki immunologiczne jak i inne komorki z mikrosrodowiska guza,
wzbudzajg ogromne zainteresowanie naukowcow. Obecnie sg obiektem intensywnych badan
majgcych wyjasni¢ ich wptyw na odpowiedz immunologiczng w przebiegu choroby nowotworowe;j [5].
EVs sg pecherzykami btonowymi o podwdjnej btonie lipidowej i wielkosci ponizej 1 um, i wydzielane
sg do przestrzeni miedzykomodrkowej przez wszystkie rodzaje komodrek, jednakze szczegolnie
intensywnie przez komorki nowotworowe Tworzg grupe bardzo heterogenng pod wzgledem wielkosci,
pochodzenia komdérkowego, niesionego cargo oraz funkcji. Najczesciej klasyfikuje sie je w oparciu o
ich biogeneze i wielkos¢. Obecnie stosowana nomenklatura obejmuje egzosomy (30-150 nm),
mikropecherzyki (150-1000 nm) i ciatka apoptotyczne (> 1000 nm). Egzosomy sag wydzielane w
ramach scisle regulowanego szlaku endolizosomalnego (ang. endolysosomal pathway) obejmujgcego
endocytoze oraz powstanie tzw. ciatek wielopecherzykowych (ang. multivesicular bodies, MVB). W
odréznieniu od egzosomdéw mikropecherzyki powstajg bezposrednio poprzez uwypuklenie btony

komoérkowej na zewnagtrz zas$ ciatka apoptotyczne pochodzg z komérek ulegajacych apoptozie i
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powstajg poprzez ich rozpad. Wszystkie rodzaje EVs zawierajg bogaty tadunek molekularny,
obejmujacy enzymy, receptory, biatka sygnatowe, mRNA, miRNA oraz DNA. Ze wzgledu na swojg
biogeneze, egzosomy zawierajg markery endocytozowe, takie jak Tsg101, Alix, flotyline i inne, zas
molekularna topografia ich powierzchni odzwierciedla topografie ich komérek parentalnych. Z powodu
tego podobienstwa profilu molekularnego i genetycznego egzosomoéw pochodzenia nowotworowego
do parentalnych komérek nowotworowych, uwazane sg one za potencjalne tzw. ,ptynne biopsje” o

mozliwym potencjale diagnostycznym [6].

W licznych badaniach wykazano, ze komdrki nowotworowe wydzielajg ogromne ilosci EVs, a
ptyny biologiczne pacjentéw z nowotworami sg bardzo bogate w mikropecherzyki pochodzenia
nowotworowego, tzw. T-Evs (ang. tumor-derived EVs, T-EVs). Poprzez oddzialywania parakrynne i
jukstakrynne T-Evs przekazujg swoj aktywny tadunek molekularny innym komérkom mikrosrodowiska
guza, jak np. komérkom immunologicznym. Komérki te zostajg pod wptywem tego tadunku
przeprogramowane na korzy$¢ nowotworu i zaczynajg swojg drogg wydzielaC zmienione
mikropecherzyki, ktére takze wspomagaja dalszy rozwdj guza. To ,przejecie wtadzy” nad komérkami
immunologicznymi przez EVs sg istotng czesScig procesu aranzowanego przez nowotwor w celu
przeobrazenia mikrosrodowiska guza w taki sposob, aby wspierat jego rozwéj i hamowat
przeciwnowotworowe funkcje ukfadu odpornosciowego. Chociaz pokazano, ze T-EVs sg tez
nosnikiem antygenéw nowotworowych i w niektérych przypadkach dziataja immunogennie, ich
interakcje w mikrosrodowisku guza z przeprogramowanymi komdrkami prezentujgcymi antygen nie
prowadzg zazwyczaj do aktywacji efektorowych limfocytéw T. Zamiast tego indukowane sg hamujgce
szlaki sygnatowe, ktére prowadzg do utraty funkcji przeciwnowotworowych. Istotne przy tym jest, ze
poniewaz T-EVs moga sie rozprzestrzenia¢ systemowo przez uktad krwionosny i limfatyczny, ich
supresyjne dziatania nie ograniczajg sie tylko do mikrosrodowiska guza, lecz majg zazwyczaj

charakter ogdlnoustrojowy [7, 8].

Stad tez dogtebne poznanie mechanizmédw immunosupresji indukowanych przez
mikropecherzyki zewnatrzkomérkowe pochodzenia nowotworowego sg niezbedne do opracowania
nowych metod leczniczych, identyfikacji nowych celéw terapii molekularnych oraz udoskonalania

obecnie stosowanych immunoterapii.

3.3.2. Zbadanie molekularnych mechanizméw apoptozy limfocytow T indukowanych przez
mikropecherzyki zewnatrzkomérkowe oraz ocena skutecznosci immunoterapii cytokinowej in

vitro (publikacje 1,2)

Jednym z mechanizméw immunosupresyjnych stosowanych przez nowotwor jest bezposrednia
eliminacja efektorowych limfocytéw T poprzez indukcje ich apoptozy. Ten fenomen, okreslany w
literaturze czesto jako ‘kontratak guza” (ang. tumor counterattack) byt poczgtkowo tgczony wytgcznie
z ekspresjg FasL (CD95) oraz innych ligandéw receptoréw $mierci na komoérkach nowotworowych i ich
interakcji z odpowiednimi receptorami na powierzchni limfocytdw. Podczas gdy ten mechanizm
ttumaczyt apoptoze limfocytéw w bezposrednim sgsiedztwie guza, nie stanowit wyjasnienia dla spadku
liczby i zwiekszonej apoptozy limfocytéw T z dala od nowotworu, np. w krwi obwodowej. Istotnie, u

pacjentéw z réznymi rodzajami nowotworéw obserwowano zwigkszong czestotliwos¢ spontanicznej
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apoptozy krgzgcych limfocytow T, szczegdlnie komérek CD8+, w poréwnaniu do zdrowych oséb.
Ponadto, poziom apoptozy komérek CD8+ oraz redukcja ich liczby korelowata z zaawansowaniem

choroby i ztg prognoza [9].

Na pare lat przed podjeciem przeze mnie opisywanych nizej badan pojawily sie pierwsze
doniesienia, ze do obserwowanej apoptozy limfocytdow T indukowanej przez nowotwér mogg
przyczynia¢ sie takze mikropecherzyki zewngtrzkomérkowe pochodzenia nowotworowego (T-EVS).
Wykazano, ze komérki nowotworowe nie tylko eksprymujg FasL na swojej powierzchni, ale takze
wydzielajg go w postaci T-EVs, ktdre poprzez ptyny biologiczne docierajg w miejsca odlegte od guza i
sg w stanie hamowa¢ funkcje limfocytow T np. w weztach chionnych i krwi obwodowej. EVs uzyskane
z hodowli nowotworowych linii komdérkowych lub z krwi obwodowej pacjentdw z rakiem zawieraty FasL
i wywotywaty apoptoze po ko-inkubacji ze zdrowymi limfocytami T in vitro. Zaobserwowano korelacje
pomiedzy poziomem FasL-pozytywnych EVs w osoczu pacjentéw a apoptozg i aberracjami w
receptorze limfocytéw TCR w efektorowych limfocytach T CD8+ oraz z zaawansowaniem nowotworu i
przezyciem tych pacjentéw [10, 11]. Mimo tych pierwszych doniesien, w momencie podejmowania
nizej opisanych badan koncepcja, ze EVs pochodzenia nowotworowego mogg by¢ odpowiedzialne za
dysfunkcje limfocytéw T w chorobie nowotworowej, uchodzita wcigz za kontrowersyjng i nie do konca
byta akceptowana przez srodowisko naukowe. Jednoczesnie trwaty intensywne poszukiwania metod i
terapii, ktére mogtyby przeciwdziata¢é obserwowanemu u pacjentéw z rakiem upos$ledzeniu funkcji

limfocytow T.

Stad tez celem pracy bylo potwierdzenie indukcji apoptozy w limfocytach T przez EVs
pochodzenia nowotworowego (w tym czasie nazywanych po prostu mikropecherzykami — MVs) w
funkcjonalnych testach in vitro. Kolejnym celem bylo =zbadanie, czy biologicznie czynny
immunoterapeutyk na bazie cytokin o nazwie IRX-2, jest w stanie ochronic limfocyty T przed $miercig
komodrkowg indukowang przez nowotwor. Do tego celu zastosowaliSmy opracowany wczesniej model
apoptozy in vitro, z uzyciem MVs wyizolowanych z hodowli linii komérkowej raka gtowy szyi PCI-13,
eksprymujacej 42 kDa transbtonowg forme FasL. Jako komdrek docelowych dla FasL-pozytywnych
MVs uzyliSmy komoérek Jurkat z ekspresjg CD8 lub aktywowanych in vitro pierwotnych limfocytow
CD8+ lub CD4+ izolowanych z krwi obwodowej zdrowych dawcow. WykazaliSmy, ze po 3 h inkubac;ji
nowotworowe MV wywotywaty apoptoze komérek Jurkat lub pierwotnych limfocytéw T, widoczng w
postaci silnej aktywacji kaspaz oraz wigzania aneksyny V do powierzchni komérek. Co ciekawe,
limfocyty CD8+ wykazywaty wiekszg wrazliwo$¢ na apoptoze za posrednictwem MVs niz limfocyty
CD4+. Oprocz wczesnych zmian w btonie komoérkowej limfocytow (wigzanie aneksyny V) i aktywaciji
kaspaz 3 oraz 7, ko-inkubacja z MV powodowata tez wydzielanie miedzybtonowych biatek
apoptotycznych takich jak cytochromu c¢ z mitochondriéw, utrate mitochondrialnego potencjatu
membranowego oraz fragmentacje DNA w komérkach docelowych. Te wyniki wskazywaty na to, ze
MV indukujg apoptoze w limfocytach T, angazujgc zaréwno tzw. zewngtrzpochodne szlaki sygnatowe,
tzn. zwigzane z aktywacjg tzw. receptoréw $mierci na powierzchni limfocytéow (w tym wypadku Fas)
jak i szlaki wewnatrzpochodne zwigzane z mitochondriami. Poniewaz wiadomo, ze wspdiny tancuch
sygnatowy receptora cytokin gamma posredniczy w przekazywaniu sygnatdow zwigzanych z

przezyciem za posrednictwem szlaku JAK-3/Stat-5, zbadalismy wplyw MVs na ekspresje tych
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czgsteczek. ZaobserwowaliSmy spadek ekspresji JAK-3 i zahamowanie fosforylacji Stat-5 pod
wplywem MVs oraz zmniejszenie ekspresji tancucha CD3 zeta, kluczowego komponentu szlaku
sygnatowego receptora limfocytow T (TCR), istotnego dla aktywaciji i proliferacji limfocytow. Ponadto
stwierdziliSmy zalezng czasowo de-fosforylacje Akt i zmiany w poziomach biatek pro- i anty-
apoptotycznych zwigzanych z mitochondrium z rodziny biatek Bcl-2. Stosujagc monoklonalne
przeciwciato ZB4 blokujgce receptor Fas udowodniliSmy, Zze obserwowana apoptoza za
posrednictwem MVs zalezna jest od interakcji liganda FasL znajdujgcego sie na powierzchni MVs z

receptorem Fas na limfocytach.

Drugim celem pracy bylo zbadanie potencjatu ochronnego immunoterapeutyku IRX-2 wobec
apoptozy indukowanej przez MVs. IRX-2 jest lekiem opartym na wystandaryzowanej mieszance
cytokin w fizjologicznych stezeniach, pozyskiwanej w warunkach cGMP ze stymulowanych komérek
jednojadrzastych z krwi obwodowej zdrowych dawcow, opracowanym przez amerykanska firme IRX
Therapeutics i bedgcym wowczas na etapie wczesnych badan klinicznych [12]. Pokazalismy, ze IRX-2
nie tylko chroni limfocyty CD8+ i CD4+ przed apoptozg indukowang przez MVs, ale takze przed
$miercig komérkowag spowodowang bezposrednig aktywacjg receptora Fas przeciwciatem CH-11 lub
apoptozg wywotywang cytostatykiem staurosporyng. IRX-2 dziatato protekcyjnie na wszystkie badane
etapy procesu apoptozy, blokujgc aktywacje kaspaz, wydzielanie mitochondrialnych biatek
apoptotycznych do cytozolu i deaktywacje szlaku PI3K/Akt. Poniewaz gtéwnym sktadnikiem IRX-2 jest
cytokina IL-2, poréwnaliSmy jego dziatanie z cytoprotekcyjnym efektem samej cytokiny IL-2 oraz
innych cytokin zwigzanych z przezyciem. IRX-2 okazat sie mie¢ najwigkszy potencjat protekcyjny,
szczegodlnie w przypadku apoptozy inicjowanej poprzez aktywacje receptora Fas. Co istotne,
protekcyjne dziatanie IRX-2 bylo zauwazalne tylko w przypadku wstepnej inkubaciji limfocytow z tym
immunoterapeutykiem przed dodaniem MVs, co wskazywato na to, ze w momencie kiedy MVs

zainicjujg juz proces apoptozy, IRX-2 nie jest juz w stanie go odwrdcic.

W kolejnej pracy kontynuowaliSmy badania majgce na celu glebsze poznanie szlakéow
uczestniczgcych w indukcji apoptozy przez MVs pochodzenia nowotworowego oraz mechanizmoéw
protekcji inicjowanych przez IRX-2. Poprzednie badania dowiodly, ze apoptoza za posrednictwem
MVs w duzej mierze zalezna jest od aktywacji kaspaz. Stosujgc specyficzne inibitory dla
poszczegolnych kaspaz dowiedliSmy, ze apoptoza wywotana przez MV wymaga przede wszystkim
aktywnosci kaspazy 3, a w mniejszym stopniu aktywnosci kaspaz 8 i 9, lecz angazuje tez szlaki
niezalezne od kaspaz. Nasze wczesniejsze badania ujete w pierwszej pracy sugerowaly, ze oprécz
kaspaz istotng role w obserwowanym procesie apoptozy mogg tez petni¢ biatka apoptogeniczne
uwalniane z przestrzeni miedzybtonowej mitochondrium. Przesledzilismy wiec ekspresje anty-
apoptotycznych (Bcl-2, BcL-xL, Mcl-1, FLIP) i anty-apoptotycznych (Bax, Bim) biatek po inkubacji z
MVs iflub IRX-2. Okazato sie, ze sam IRX-2 zwieksza procent komoérek produkujgcych anty-
apoptotyczne biatka FLIP, Bcl-2 i Mcl-1. Traktowanie limfocytéw MVs zmniejsza ekspresje tych biatek,
zas wczesniejsza inkubacja komodrek z IRX-2 zapobiega czesciowo temu spadkowi ekspresji. |
odwrotnie, MVs zwiekszaty ekspresje pro-apoptotycznych biatek Bax i Bim, a IRX-2 przeciwdziatat
temu wzrostowi. PokazaliSmy ponadto, ze regulacja biatek z rodziny Bcl-2 przez MVs wymaga

zaangazowania kaspaz 8 i 9, za$ ich modulacja przez IRX-2 jest od nich niezalezna.
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Poniewaz nasze wczeéniejsze eksperymenty wskazywaty na zaangazowanie szlaku PI3K/Akt,
chcielismy sprawdzi¢ jak zahamowanie tego szlaku wptynie na potencjat ochronny IRX-2. Aktywacja
Akt okazata sie by¢ niezbedna nie tylko dla ochrony przed zewnatrzpochodng apoptozg za
posrednictwem Fas i kaspaz 8 i 9, ale takze przed mitochondrialng apoptozg. Pokazali§my przy tym,
ze zwiekszenie poziomu anty-apoptotycznych Bcl-2 i FLIP i zmniejszenie poziomu pro-apoptotycznych
Bax i Bim za posrednictwem IRX-2 jest zalezne od Akt. Potwierdzato to dane literaturowe sugerujace,
ze Akt reguluje przezycie komorki modelujgc biatka z rodziny Bcl-2. Nasze wczesniejsze badania
pokazaty , ze jednym ze szlakéw inicjujgcych apoptoze w limfocytach przez MVs jest szlak Fs/FasL.
Teraz sprawdziliSmy, czy protekcyjne dziatanie IRX-2 moze by¢ zwigzane z modulacjg ekspresji Fas
na limfocytach. MVs okazaly sie zwieksza¢ odsetek Fas-pozytywnych komérek i poziom ekspresji Fas
na komoérkach Jurkat i na pierwotnych limfocytach CD8+ i CD4+. Traktowanie samym IRX-2 nie
wplywato na ekspresje na komoérkach Jurkat, ale znaczaco zmniejszato jg na pierwotnych limfocytach
CD8+ i CD4+.Co wazniejsze, traktowanie limfocytéw IRX-2 przed inkubacja z MVs znaczgco
hamowato wzrost poziomu Fas pod wptywem MVs. Wynika z tego, ze jeden z mechanizméw
ochronnych IRX-2 moze polega¢ na zwiekszeniu odpornosci limfocytéw T na apoptoze poprzez
zmniejszenie obecnosci Fas na ich powierzchni. Kontynuujgc poprzednie badania ktére dowiodly, ze
IRX-2 zapobiega obnizeniu ekspresji FLIP, odkryliSmy ze sam IRX-2 zwieksza poziom FLIP. FLIP jest
biatkiem, ktére jako inhibitor kaspazy 8, jest gtdwnym modulatorem apoptozy za posrednictwem Fas.
Aby potwierdzi¢ znaczenie FLIP dla funkcji ochronnej IRX-2, zbadaliSmy wyznaczniki apoptozy takie
jak wigzanie aneksyny V, aktywacje kaspaz i uwolnienie cytochromu c, w komodrkach Jurkat
transfekowanych cFLIP i w komoérkach kontrolnych. Komoérki z nadekspresjg cFLIP okazaly sie
znaczgco mniej podatne na apoptoze wywotang przez MVs, a efekt ochronny IRX-2 byt wyraznie

wiekszy w tych komdrkach w stosunku do kontroli.

Podsumowujgc wyniki obu prac, wykazaliSmy po pierwsze, ze MVs pochodzenia
nowotworowego zawierajgce FasL indukujg w limfocytach T oba szlaki apoptotyczne:
zewnatrzpochodny szlak apoptozy poprzez aktywacje receptora smierci Fas jak i wewnatrzpochodny
poprzez zaburzenie réwnowagi mitochondrialnych biatek z rodziny Bcl-2. Po drugie, potwierdziliSmy
ochronny potencjat immunoterapeutyku IRX-2, ktéry skutecznie chroni limfocyty T przed apoptozg
indukowang przez MVs, blokujac apoptotyczny szlak sygnatowy na réznych poziomach. Pokazalismy,
ze IRX-2 utrudnia skuteczng aktywacje szlaku receptora $mierci poprzez redukcje ekspresji Fas na
powierzchni limfocytow. Poza tym hamuje dalszy przekaz sygnatu z kompleksu CD95 DISC poprzez
zwiekszenie ekspresji cFLIP, co prowadzi nie tylko do zahamowania kaspazy 8 i dalszej aktywacji
zewnatrzpochodnego szlaku apoptozy, ale takze do blokady mitochondrialnego szlaku apoptozy
poprzez zahamowanie rozpadu Bid. Ponadto dowiedliSmy, ze poprzez przywrdcenie rownowagi w
poziomach biatek mitochondrialnych z rodziny Bcl-2, czyli poprzez zwiekszenie ekspresiji biatek anty-
apoptotycznych i zmniejszenie ekspresji biatek pro-apoptotycznych, IRX-2 zapewnia dodatkowg
ochrone przed wewnetrznopochodnym szlakiem apoptozy indukowanym przez MVs. Dodatkowo
aktywacja szlakéw zwigzanych z PI3K/Akt i NFkB za posrednictwem IRX-2 moze aktywowaé
dodatkowe biatka zwigzane z przezyciem, zwigekszajgc odpornos¢ limfocytéw T na apoptoze. Tym

samym udowodnilismy, ze IRX-2 zapewnia skuteczng tarcze ochronng dla limfocytow T przed
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immunosupresyjnym dziataniem MV pochodzenia nowotworowego i moze by¢é cennym lekiem

wspomagajgcym inne formy immunoterapii.

Dowodem na istotne znaczenie tej pracy jest to, ze badania nad IRX-2 kontynuowane sg do
dnia dzisiejszego i w tej chwili lek ten znajduje sie w | i Il fazie badan klinicznych. Obecnie IRX-2 jest
testowany jako neoadjuwantowa terapia w |l fazie badan w raku glowy i szyi i w srodbtonkowe;j
neoplazji sromu i szyjki macicy oraz w | fazie badan w raku piersi. W trakcie tych badan

udokumentowano juz pierwsze dziatanie immunoprotekcyjne tego immunoterapeutyku [13-15].

3.3.3. Ocena potencjalu diagnostycznego i prognostycznego profilu immunologicznego i

stopnia apoptozy limfocytow CD8+ na przyktadzie nowotworu glowy i szyi (publikacja 3)

O ile pierwsze dwie prace skupialy sie na rozwiktaniu molekularnych podstaw indukowanej
przez EVs apoptozy jako mechanizmu immunosupresyjnego, o tyle celem tej pracy byto sprawdzenie,
czy mechanizm ten moze mie¢ znaczenie kliniczne. Zaréwno nasze wczesniejsze badania jak i prace
innych badaczy wskazywaty na zwiekszong liczbe limfocytow T ulegajgcych spontanicznej apoptozie
w krwi obwodowej pacjentéw nowotworowych w poréwnaniu do zdrowych Kkontroli [16-18].
Zauwazono przy tym, ze komoérki CD8+ sg bardziej podatne na apoptoze niz komoérki CD4+ oraz ze
receptor chemokin CCR7 chroni limfocyty CD8+ przed apoptozg [19]. Receptor chemokinowy CCR7
petni wazng funkcje w migraciji limfocytéw T naiwnych (dziewiczych) i pamieci oraz dojrzatych komoérek
dendrytycznych do weztéw chtonnych oraz w indukcji tolerancji obwodowej i regulacji odpowiedzi

immunologicznej przez limfocyty T regulatorowe.

W naszych badaniach chcieliSmy zweryfikowac¢ te obserwacje, okre$lajgc ekspresje receptora
CCR7 na limfocytach oraz poziom zréznicowania i apoptozy limfocytéw CD8+ w prébkach krwi
obwodowej pobranych od 67 pacjentéw z rakiem gtowy i szyi o réznym stopniu zaawansowania oraz
od 57 zdrowych kontroli. Do badania za pomocg cytometrii przeptywowej uzyto markerow
CD45RO/RA, CCRY i CD28, oraz barwienia na aneksyne V i 7AAD w celu wykrycia wczesnej i pdznej
apoptozy oraz martwych komoérek. Rézne kombinacje obecnosci badanych markeréw okre$laty przy
tym stopien dojrzewania limfocytéw. Limfocyty T naiwne (dziewicze), sg CD45Roneg/CCR7+ i
wchodzg w interakcje z komérkami prezentujgcymi antygen we wtornych weztach chtonnych, i po
rozpoznaniu antygenu ulegajg klonalnej ekspansji i réoznicowujg sie w strone limfocytéw pamieci
centralnej (CDR5RO+/CCR7+; ang. central memory T-cells — Tcwy i limfocytdw pamieci obwodowe;j
(CD45Roneg/CCR7+; ang. peripheral memory T-cells — Tem), zwanych tez limfocytami terminalnie
zroznocowanymi. Limfocyty Tem migrujg do tkanek obwodowych, gdzie obejmujg funkcje efektorowe.
Limfocyty Tewm nie posiadajg funkcji efektorowych, migrujg do wtérnych weztéw chtonnych zachowujac
zdolno$¢ do proliferacji i roznicowania w strone komérek Tem po ponownej stymulacji antygenem.
Podobnie, dziewicze limfocyty T i komorki pamieci posiadajg ko-stymulujgcy receptor CD28, potrzebny
do nawigzania interakcji z komdrkami prezentujgcymi antygen, w odrdznieniu od dojrzatych komaorek

efektorowych.
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Potwierdzilismy poprzednie obserwacje, ze chorzy na raka wykazujg zwiekszong liczbe
apoptotycznych limfocytéw CD8+ w krwi obwodowej niz osoby zdrowe, przy czym wigekszosé z tych
limfocytow CD8+ jest CCR7 negatywna. Pomimo, ze komérki CD8+CCR7neg okazaly sie znaczaco
bardziej podatne na apoptoze niz limfocyty posiadajgce CCR7, stwierdziliSmy znaczgcy spadek
udziatu procentowego jak i catkowitej liczby limfocytow CD8+CCR7+ i CD4+CCR7+ w krwi obwodowej
pacjentow. Co ciekawe, liczba komoérek CD8+ AnxV+, czyli komérek apoptotycznych w krwi
obwodowe] pacjentéw i zdrowych kontroli korelowata z liczbg limfocytow CD8+ kidre nie posiadaty
CCRY. Pacjenci z rakiem gltowy i szyi charakteryzowali sie zatem zmniejszong frekwencjg limfocytéw
CD8+CCR7+ i jednoczesnie podwyzszonym odsetkiem apoptotycznych limfocytéw CD8+ wigzacych
AnxV. Dzieki dokfadniejszemu fenotypowaniu limfocytéw CD8+ poprzez okreslenie obecnosci
markerow CCR7, CD45RO i CD28 w cytometrii przeptywowej, chcielismy ustali¢ czy wczesna
apoptoza komoérek CD8+ moze by¢é zwigzana z ich stopniem dojrzewania. Stwierdzilismy, ze
zwiekszony odsetek komoérek CD8+CCR7neg u pacjentdw nowotworowych zwigzany jest z
nagromadzeniem terminalnie zréznicowanych limfocytéw T (ang. terminaly differentiated T-cells, Tp),
inaczej zwanych limfocytami T efektorowymi, ktére wykazywaly najwyzszy poziom apoptozy i
najwyzszy odsetek komoérek AnxV+. Natomiast czestotliwos¢é CCR7-negatywnych limfocytow
dziewiczych byta u pacjentéw obnizona w stosunku do kontroli, zas liczba limfocytéw pamieci Tcwm i
Tem byta poréwnywalna miedzy obiema grupami. Nie zaobserwowaliSmy réznic w liczebnosci
omawianych populacji limfocytow miedzy pacjentami z aktywng chorobg (ang. active disease) a

pacjentami bez klinicznych objawéw nowotworu (ang. non-evident disease).

Dla kombinaciji tych 4 badanych markeréw — CCR7, CD45RO/RA, CD28 i AnxV — dajgcych w
sumie 20 mozliwych fenotypoéw limfocytéw CD8+, obliczyliSmy wspétczynniki korelacji rang
Spearmana, ktére zostaty ujete w tzw. mape ciepta (ang. heat map). Matryca ta potwierdzita, ze brak
CCRY na powierzchni limfocytow, czyli dotyczacy podgrup Tem i TTp, pozytywnie koreluje z wysokg
apoptozg i wigzaniem AnxV, w odréznieniu od CCR7-pozytywnych limfocytéwCD8+ dziewiczych,
ktére stabo ulegajg apoptozie. Nienadzorowane grupowanie hierarchiczne wszystkich 20 fenotypéw
zidentyfikowanych u pacjentéw i kontroli doprowadzito do wyodrebnienia 2 odrebnych klastréow: grupy
z wysokg apoptozg i niskim odsetkiem limfocytdow CCR7-pozytywnych, obejmujacej wytgcznie
pacjentéw, oraz grupy kontrolnej z fenotypem odwrotnym. Chcac sprawdzi¢, czy ktéry$ z uzytych
parametréw, czyli odsetek komoérek CD8+AnxV+ i/lub odsetek CD8+CCR7+, umozliwi jednoznaczne
rozréznienie pacjentéw od zdrowych kontroli, zastosowaliSmy metode partycjonowania
rekurencyjnego. Badani byli najpierw podzieleni pod wzgledem odsetka komdrek AnxV+ w podgrupie
limfocytow Ttp, a nastepnie na podstawie odsetka limfocytow CD8+CCR7+. Model ten umozliwiat
prawidtowg identyfikacje badanych jako pacjentéw lub osoby zdrowe z dokfadnoscig 100%, zas po
walidacji krzyzowej z jednym wyjsciem (ang. leave-one-out cross-validation) doktadno$c¢ ta spadta do
88%. Nowy test walidacyjny na niezaleznej grupie 15 pacjentéw i 15 kontroli wykazat doktadnos¢
wynoszgcg nawet 93%. Poniewaz jednak wiarygodny pomiar odsetka limfocytéw CD8+ wigzacych
AnxV wymaga przeprowadzenia analizy zaraz po pobraniu prébki krwi od pacjenta, co bytoby trudne
do osiggniecia w rutynowej praktyce klinicznej, chcieliSmy zbada¢ czy drugi badany parametr —

odsetek CD8+CCR7+ - nie bylby réwniez wystarczajgcym parametrem diagnostycznym. Istotnie,
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stwierdzilismy Zze przy przyjeciu punktu odciecia obliczonego przez algorytm jako 31% CD8+CCR7+,
parametr ten pozwala na odréznienie pacjentéw od kontroli z doktadnoscig miedzy 77% a 85%.
Wykazalismy ponadto, ze status HPV pacjentow, zwykle mocno wptywajgcy na przebieg choroby, nie

wplywa na liczbe limfocytéw CD8+CCR7+.

Kolejnym waznym pytaniem byto, czy czestotliwo$s¢ komérek CD8+CCR7+, oznaczana w
momencie diagnozy przed podjeciem jakiegokolwiek leczenia, moze stuzy¢ jako marker
prognostyczny dla nawrotu choroby. Korelujgc odsetek limfocytéw CD8+CCR7+ z danymi klinicznymi
pacjentow stwierdzilismy, ze pacjenci z wyzszym ich odsetkiem mialy zmniejszone ryzyko wznowy
nowotworu, niezaleznie od zastosowanej po diagnozie terapii. Model proporcjonalnego hazardu Coxa
oszacowat wspotczynnik hazardu HR na 0,51 (przedziat ufnosci Cl: 0,27-0,96) na kazde 10% wzrostu
ponad wartos¢ wyjsciowg dla odsetka limfocytéw CD8+CCR7+. Po zastosowaniu rekursywnego
modelu partycjonowania ustalilismy stabilny punkt odciecia wynoszacy 28% limfocytéw CD8+CCR7+.
Utworzony na tej podstawie wykres Kaplana-Meiera dowodzit, ze pacjenci z liczbg krazacych
limfocytow CD8+CCR7+ ponizej tej granicy 28% majg znacznie obnizone ryzyko wznowy nowotworu.
Tylko jeden pacjent z 9 pacjentow tej grupy doswiadczyt wznowy w ciggu 4 lat od zakonczenia terapii,
podczas gdy w grupie 16 pacjentéw majgcych ponizej 28% limfocytow CD8+CCD7+ niemal trzy

czwarte (12 pacjentdéw) doswiadczyto w tym czasie nawrotu choroby.

Podsumowujgc, w ramach tej pracy wykazaliSmy ze u pacjentdw z rakiem glowy i szyi
czestotliwos¢é wystepowania odpornych na apoptoze limfocytéow CD8+CCR7+ w krwi obwodowej jest
znaczgco obnizona, za$ ich miejsce zajmuje zwiekszona populacja limfocytow CD8+ pamieci
peryferyjnej Tem i limfocytéw efektorowych Ttp, ktére sg CCR7-negatywne i wysoce wrazliwe na
apoptoze inicjowang przez nowotwdr. Potwierdzatoby to wczesniejsze doniesienia, ze w przypadku
nowotworu chroniczna ekspozycja na antygeny nowotworowe i stres oksydacyjny zwigzany z
nowotworem przyspiesza dojrzewanie limfocytdbw T naiwnych w strone limfocytéw terminalnie
zroznicowanych Trp, ktére szybko obumierajg w procesie apoptozy. Ostatecznie prowadzi to do stanu
.wyczerpania” limfocytow efektorowych, wutraty ich funkcji cytotoksycznych i zahamowanie
przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej [20]. Ponadto odkryliSmy, ze zwiekszona utrata
ekspresji CCR7 na powierzchni limfocytéow CD8+ w procesie ich przyspieszonego dojrzewania moze
by¢ waznym markerem diagnostycznym, gdyz pozwala rozrézni¢ pacjentéw od zdrowych kontroli,
nawet w przypadku stabo zaawansowanych nowotworéw (stopien T1). Co wiecej, pokazalismy tez, ze
parametr ten, mierzony w krwi obwodowej w momencie diagnozy, ma niezwykly potencjat
diagnostyczny. Pomimo dos¢ ograniczonej grupy badawczej okazat sie bowiem miarodajnym
markerem czasu przezycia wolnego od choroby (ang. disease-free survival, DFS), niezaleznie od
zastosowanej ostatecznie terapii. Tym samym umozliwia juz w momencie diagnozy identyfikacje
pacjentéw o wysokim ryzyku wznowy, u ktérych wtedy mogtaby byé zastosowana bardziej agresywna
terapia. Uzyta przez nas prosta analiza liczby limfocytéw CD8+CCR7 w krwi obwodowej za pomocg
cytometrii przeptywowej moze byé przy tym bez problemu przeniesiona do rutynowej praktyki
klinicznej, cho¢ jej potencjat prognostyczny wymaga jeszcze potwierdzenia na wiekszej grupie

pacjentow.
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3.3.4. Identyfikacja nowych mechanizméw immunosupresji indukowanych przez mate
mikropecherzyki zewnatrzkomérkowe (egzosomy): zbadanie roli arginaz pochodzenia

egzosomalnego w immunosupresji w raku jajnika (publikacja 4)

Podobnie jak w nowotworach gtowy i szyi, badanych w powyzej oméwionych pracach, rowniez
w przypadku raka jajnika mamy do czynienia z wysoce immunosupresyjnym mikrosrodowiskiem guza,
tworzonym miedzy innymi za posrednictwem mikropecherzykéw zewnatrzkomérkowych pochodzenia
nowotworowego. Rak jajnika jest wiodgcym pod wzgledem umieralnosci nowotworem, gdyz
rozpoznanie zwykle nastepuje zwykle dopiero w zaawansowanym stadium, a pomimo poczagtkowe;j
dobrej odpowiedzi na standardowg chemoterapie wiekszos¢ pacjentek doswiadcza w ciggu kilku lat
wznowy choroby z powodu rozwoju chemoodpornosci komoérek nowotworowych. Proby stosowania
réznych immunoterapii, w tym terapii inhibitorami punktéw kontrolnych, nie przynoszg zadowalajgcych

efektéw, czego powodem sg miedzy innymi wspomniane immunosupresyjne mechanizmy [21].

Jednym z ostatnio odkrytych mechanizmoéw supresji uktadu immunologicznego przez komorki
nowotworowe jest edycja metabolizmu aminokwaséw w mikrosrodowisku guza. Komorki
nowotworowe wydzielajg odpowiednie enzymy, ktére ograniczajg w mikrosrodowisku dostepnosc
niektéorych aminokwaséw, jak np. L-tryptofanu i L-argininy, niezbednych do prawidtowego
funkcjonowania komodrek ukfadu odpornosciowego i zainicjowania efektywnej odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Jednym z takich enzymow jest arginaza, ktéra katalizuje rozktad L-argininy na
L-ornityne i mocznik. Wysoka aktywnos$¢ arginazy (ARG) i zwigzany z nig spadek L-argininy w
mikrosrodowisku nowotworu powoduje zablokowanie funkcji limfocytéw T. Poprzez zaburzenie szlaku
GCNz2 i fosforylacje eukariotycznego czynnika inicjacji translacji 2 (EIF2a, ang. eukaryotic initiation
factor 2) dochodzi do zahamowania biosyntezy biatek w komérce a w rezultacie do zahamowania
proliferacji. Ponadto w wyniku spadku ekspresji tancucha CD3¢, stanowigcego kluczowy element
kompleksu receptora limfocytu T (TCR, ang. T cell receptor) zahamowana zostaje aktywacja
limfocytow T. Niedobdr L-argininy skutkuje tez zmniejszeniem produkcji IFNy, kluczowego mediatora
odpowiedzi przeciwnowotworowej. Znane sg dwa izoenzymy arginazy, ktdre katalizujg te sama
reakcje biochemiczng ale réznig sie lokalizacjg w komorce. Arginaza-1 (ARG1) jest enzymem
cytoplazmatycznym, podczas gdy arginaza-2 (ARG2) znajduje sie w mitochondriach. Zaobserwowano
wysokg aktywnos¢ ARG1 lub/i ARG2 u chorych z nowotworami, zarébwno z guzami litymi jak i z
nowotworami ukfadu krwiotwérczego, ktéra czesto korelowata z niekorzystnym rokowaniem i krétszym
czasem przezycia. Zwiekszona aktywnos¢ ARG zostata stwierdzona w mikro$rodowisku guza, we
krwi, i/lub we wtérnych narzgdach limfatycznych. Zwiekszona obecnos¢ ARG w tych miejscach
przypisywana byta dotychczas gtéwnie tzw mieloidalnym komoérkom supresorowym (MDSC, ang.
myeloid-derived suppressor cell) jak réwniez populacji makrofagéw zwigzanych z nowotworami (TAM,
ang. tumor-associated macrophages) [22]. Jednak coraz wiecej najnowszych badan dowodzi, ze takze
same komoérki nowotworowe mogg by¢ zrédtem ARG, jak np. w przypadku raka prostaty,
neuroblastomy czy ostrej biataczce szpikowej. Shenoy i wsp. zaobserwowali w 2018 roku, ze EVs
wyizolowane z plynu otrzewnowego pacjentek z rakiem jajnika i zidentyfikowane jako egzosomy,

hamowaly proliferacje oraz aktywacje limfocytéw T oraz wydzielanie cytokin [23]. Ta praca, oraz nasze
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wczesdniejsze obserwacje potwierdzajgce w osoczu i ptynie otrzewnowym pacjentek z rakiem jajnika
wysokie stezenia EVs, ktére, podobnie jak wyzej opisane EVs w rakach glowy i szyi, zmniejszaty
poziom CD3{ na limfocytach T [11], zainspirowaly nas do badan nad znaczeniem ARG w
immunosupresji w raku jajnika. Cho¢ znaczenie tego enzymu w immunosupresji zostato juz zbadane
w niektérych nowotworach, jednakze nie w raku jajnika oraz przede wszystkim nie w kontek$cie
mikropecherzykéw zewngtrzkomoérkowych. WysuneliSmy hipoteze, ze komorki raka jajnika moga
wydzielaé arginaze, i to nie tylko bezposrednio, ale takze za posrednictwem mikropecherzykéw
zewnatrzkomoérkowych. Podejrzewalismy, ze dzieki tym mikropecherzykom rozprzestrzeniajgcych sie
systemowo poprzez ukfad krgzenia, arginaza moze by¢ aktywna nie tylko w obrebie guza, ale moze
tez prowadzi¢ do globalnego niedoboru L-argininy, a przez to do ogdlnoustrojowego uposledzenia
aktywnosci limfocytow T. Ttumaczytoby to dysfunkcje limfocytéw T, w tym spadek ekspresiji tancucha

CD3¢, obserwowane przez nas i innych w krwi obwodowej pacjentek z rakiem jajnika.

Celem badan bylo wiec wykrycie ekspresji arginaz w komoérkach raka jajnika jak i
potwierdzenie obecnosci EVs zawierajgcych ARG w hodowlach in vitro linii komoérkowych raka jajnika
jak i w ptynach biologicznych (osocze, ptyn otrzewnowy) pacjentek z rakiem jajnika oraz zbadanie ich
wptywu na komorki uktadu odpornosciowego w eksperymentach in vitro jak i in vivo w mysim modelu
raka jajnika. Ponadto, stosujgc niedawno opracowany drobnoczgsteczkowy inhibitor [24], chcieliSmy
sprawdzi¢ czy zahamowanie aktywnosci enzymatycznej ARG moze by¢ celem nowatorskich strategii

przeciwnowotworowych.

Istotnie, metodami WesternBlot oraz cytometrii przeptywowej wykryliSmy ekspresje ARG1
(ale nie ARG2) w 8 ustalonych liniach komérkowych raka jak i komérkach wyizolowanych z piynu
otrzewnowego tudziez w pierwotnych tkankach  nowotworowych pacjentek  metodg
immunohistochemii. Sposréd 84 zbadanych tkanek nowotworowych okoto 56% prébek wykazywato
Srednig ekspresje ARG1 w cytoplazmie, 11% prébek charakteryzowato sie wysoka ekspresjg zas 33%
niskg ekspresjg — w odréznieniu od komoérek nabtonka i podécieliska zdrowego jajnika, ktore byty
ARG1 negatywne. Bioinformatyczna analiza danych 2 niezaleznych grup pacjentek z rakiem jajnika
(215 oraz 75 pacjentek) ujetych w bazie The Cancer Genome Atlas (TCGA) wykazata, ze pacjentki z
niskg ekspresja ARG1 w pierwotnym guzie majg statystycznie znaczgco dtuzszy catkowity czas
przezycia (ang. OS, overall survival) oraz czas przezycia wolny od progresji (PFS, ang. progression-
free survival). Za pomoca kolorymetrycznych testow enzymatycznych stwierdziliSmy ponadto
podwyzszong aktywnos¢ ARG w osoczu pacjentek z rakiem jajnika pobranym w momencie diagnozy,
przy czym aktywnos¢ ARG wzrastata wraz ze stopniem zaawansowania nowotworu i byta wyzsza niz
u zdrowych kontroli. W grupie 81 pacjentek test Kruskala-Wallisa oraz test post-hoc Dunna wykazat,
ze pacjentki z aktywno$cig arginazy w osoczu ponizej7,5 U/ml majg znaczgco dtuzszy czas

przezycia.

Kolejnym krokiem byto sprawdzenie, czy ARG1 jest obecna réwniez w EVs wydzielanych
przez nowotwor. Faktycznie, stwierdziliSmy obecnosé EVs zawierajacych ARG1 (ARG1-EVs) nie tylko
w hodowlach komdrkowych ustalonych linii raka jajnika, ale takze w ptynie otrzewnowym oraz osoczu

pacjentek z rakiem jajnika. Kluczowym odkryciem byto to, ze wszystkie te ARG1-EVs wykazywaly
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aktywnos$¢ enzymatyczng i hamowaty proliferacje limfocytéw T CD8+ i CD4+ oraz ekspresje tancucha
CD3¢ w tych komérkach w testach in vitro. llo§¢ ARG1-EVs oraz ich aktywno$é enzymatyczna w
ptynie otrzewnowym pacjentek byta przy tym wyzsza niz EVs wyizolowanych z ptynu pobranego z
tagodnych torbieli jako kontroli. To samo dotyczyto ilosci i aktywno$ci ARG1-EVs w osoczu pacjentek
w poréwnaniu do zdrowych kontroli. Ponadto potwierdziliSmy wczesniejsze obserwacje obnizonej
zdolnosci do proliferacji i ekspresji CD3¢ limfocytéw T w krwi obwodowej pacjentek z rakiem jajnika,
jednakze tutaj moglismy dodatkowo wykazac, ze stopien supresji tych limfocytéw koreluje z iloscig i
aktywnoscig egzosomalnej ARG1 w osoczu. Réwniez ARG1-EVs wyizolowane z ptynu otrzewnowego
ponad 40% badanych pacjentek silnie hamowaty proliferacje limfocytéw T in vitro, w odréznieniu od
EVs kontrolnych pozyskanych z ptynu torbieli. Co wazne, w obecnosci drobnoczagsteczkowego
inhibitora arginazy OAT-1746 lub nadmiaru L-argininy, immunosupresyjny efekt tych EVs zostat w
niektérych przypadkach czesciowo odwrécony, wskazujac jednoznacznie na udziat ARG1 w

immunosupresyjnym mechanizmie indukowanym przez EVs.

W celu dokladniejszego zbadania mechanizmu immunosupresji za posrednictwem
egzosomalnej ARG1 stworzyliSmy mysi model raka jajnika z uzyciem mysiej linii raka jajnika ID8 z
indukowang nadekspresjg mysiej ARG1 znakowanej metkg peptydowa V5. Metka ta umozliwita nam
odréznienie ARG1 pochodzenia egzosomalnego od ARG1 endogennej oraz specyficzne sledzenie
ARG1-EVs w eksperymentach in vivo. PokazaliSmy, ze EVs uzyskane z hodowli komoérek ID8
zawierajg ARG1 z metkg V5 i sg pochtaniane in vitro przez mysie komorki dendrytyczne uzyskane ze
szpiku kostnego. Co wiecej, komorki te po wchtonieciu EVs zamiast pobudzaé aktywacje i proliferacje
limfocytéw T, hamowalty jg. Ten sam mechanizm zaobserwowaliSmy in vivo, kiedy to EVs zawierajgce
ARG1 po podaniu podskérnym docieraty juz w ciggu 4 godzin do lokalnych weztéw chionnych, gdzie
blokowaty indukowang przez antygen (owoalbumine) proliferacje specyficznych limfocytéw OT-I
(limfocyty CD8+ rozpoznajgce owoalbuming). Nalezy podkresli¢, ze nie zaobserwowalismy tego efektu
po podaniu nawet wysokich, o rzad wielkosci wiekszych w poréwnaniu do stezenia ARG1 w EVs,
dawek rekombinowanej ARG1. Analiza komérek uktadu immunologicznego z weztdéw drenujgcych w
cytometrii przeptywowej wykazata, ze ARG1-EVs obnizyly odsetek aktywowanych limfocytéw OT-I i
zahamowaty w nich ekspresje CD3¢, zas blokada ARG1 inhibitorem OAT-1746 zahamowata ten
proces.

Na koniec chcieliSmy znalez¢ odpowiedz na pytanie najwazniejsze pod katem klinicznym, czyli
czy zaobserwowane mechanizmy immunosupresji za posrednictwem egzosomalnej ARG1 majg
wplyw na rozwdj nowotworu. Wykorzystujgc wspomniany mysi model raka jajnika, dos¢ wiernie
odzwierciedlajgcy rozwdj nowotworu u ludzi, pokazaliSmy ze u myszy ktérym podano dootrzewnowo
komorki nowotworowe zawierajgce ARG1, rozwdj nowotworu nastepowat szybciej niz u myszy
kontrolnych. Akumulacja ptynu w otrzewnej, bedgca markerem rozwoju guza, nastepowata u tych
myszy wczesniej i znacznie szybciej, w ptynie tym obecne byly obecne EVs z ARG1, a stezenie ARG1
w 0soczu wzrastato wraz z rozwojem nowotworu. Analogicznie do eksperymentow in vitro, limfocyty
obecne w jamie otrzewnej tych myszy wykazywaty obnizony potencjat aktywacyijny i proliferacyjny. Co

istotne, podanie dootrzewnowe inhibitora arginazy OAT-1746 2 tygodnie po inokulacji komérek
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nowotworowych znaczgco spowolnita rozwéj nowotworu oraz czesciowo zniosta immunosupresyjne

dziatanie egzosomalnej ARG1 na komorki uktadu immunologicznego.

Podsumowujac, w ramach tej pracy odkrylismy nowy, dotychczas nieopisany w literaturze
mechanizm wykorzystywany przez komorki nowotworowe w ucieczce spod nadzoru uktadu
odpornosciowego. PokazaliSmy jako pierwsi, ze komérki raka jajnika uwalniajg pecherzyki
zewngtrzkomérkowe zawierajagce ARG1, ktdére sg istotnym metabolicznym  mediatorem
immunosupres;ji lokalnej jak i ogdlnoustrojowej w raku jajnika. Aktywnosé¢ ARG1 skutkuje niedoborem
L-argininy, co prowadzi do zahamowania proliferacji i aktywacji cytotoksycznych limfocytéw T —
kluczowych komérek ukfadu immunologicznego zwalczajgcych nowotwér. W naszych badaniach
pokazalismy, ze EVs zawierajgce ARG1 docierajg do lokalnych weztéw limfatycznych, gdzie blokujg
aktywacje limfocytéw T przez komoérki dendrytyczne prezentujgce antygen. Udowodnilismy, ze EVs
zapewniajg zwiekszong stabilnos¢ tego enzymu, utatwiajg jego przenikanie przez bariery
miedzytkankowe i umozliwiajg szybkg dystrybucje poprzez uktad chionny i ukfad kragzenia, co
prowadzi do globalnego niedoboru L-argininy, a przez to do ogdlnoustrojowego uposledzenia ukfadu
immunologicznego. WykazaliSmy rowniez, ze aktywno$¢ ARG1 w raku jajnika ma znaczenie kliniczne,
gdyz wptywa na przezycie pacjentek. Ponadto, dokumentujgc skutecznos¢ przeciwnowotworowg
inhibitora arginazy w mysim modelu raka jajnika, wykazali$my, ze blokowanie aktywnosci ARG1 moze
mie¢ istotne znaczenie kliniczne i byé punktem wyjscia do opracowania nowatorskich terapii
przeciwnowotworowych. Dowodem na istotne znaczenie tych badan jest to, ze obecnie prowadzone
sg co najmniej cztery badania kliniczne | i Il fazy z wykorzystaniem inhibitorébw arginazy jako

monoterapii lub w potgczeniu z innymi immunoterapiami w réznych typach nowotworéw [24].

3.3.5. Wdrozenie i optymalizacja najnowszych technik badawczych do oceny ilosciowej i
fenotypowania molekularnego mikropecherzykéw zewnatrzkomérkowych w immuno-onkologii

(publikacja 5)

Do prowadzenia z powodzeniem badan translacyjnych i opracowywania metod
diagnostycznych i terapii bazujgcych na pecherzykach zewnagtrzkomodrkowych niezbedne sg
wiarygodne metody analizy iloSciowej i jakosciowej EVs Szczegdlnie w przypadku EVs pozyskiwanych
z ptyndw fizjologicznych od pacjentéw nowotworowych taka analiza jest utrudniona z powodu
czestego zanieczyszczenia probek biatkami, lipoproteinami czy lipidami, ko-izolowanymi razem z
pecherzykami. Obecnie stosowane metody izolacji tylko w niewielkim stopniu pozwalajg na pozbycie
sie tych zanieczyszczen, stad z jednej strony poszukuje sie nowych metod izolacji, a z drugiej rozwija

sie dostepne metody analizy EVs, tak aby mozliwe zanieczyszczenia jak najmniej zaburzaty pomiary.

Jedng z najnowszych metod analizy EVs jest analiza Sledzenia czastek (ang. Nanoparticle tracking
analysis, NTA). Technika ta polega na rejestrowaniu przez kamere podtgczong do mikroskopu tzw.
ruchow Brown’a nanoczgstek zawieszonych w cieczy. Kamera rejestruje przy tym Swiatto rozpraszane
przez kazdg pojedynczg czgstke oraz jej sciezke ruchu. Na podstawie ilosci zaobserwowanych
czgstek obliczane jest stezenie, a za pomocg réwnania Stokesa-Einsteina i zarejestrowanej predkosci
poruszania sie, rozktad wielkosci czgstek. Do niedawna analizy metodg NTA obejmowaty tylko

pomiary w trybie Swiatta rozproszonego (ang. scatter mode). Umozliwiato to jednak jedynie analize
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nanoczgstek jako takich i nie pozwalato na odréznienie ,prawdziwych” EVs od agregatow biatkowych,
lipoprotein i innych zanieczyszczeh o podobnej wielkosci. Ostatnio rozszerzono analizy NTA o
mozliwosé pomiaru w trybie fluorescencyjnym (ang. fluorescent mode), ktéry pozwolit na identyfikacje
markerow charakterystycznych dla EVs, jak np. tetraspanin, po uprzednim barwieniu badanych prébek
odpowiednimi przeciwciatami sprzezonymi ze znacznikami fluorescencyjnymi, a takze identyfikacje
bton lipidowych odpowiednimi barwnikami fluorescencyjnymi. Tym sposobem tatwiejsze stato sie
odréznienie ,prawdziwych” EVs o podwadjnej btonie lipidowej i posiadajgcych tetraspaniny, od innych
zanieczyszczen., a co za tym idzie, doktadniejsze i bardziej wiarygodne pomiary stezenia EVs
izolowanych z ptynéw biologicznych. Ta niedawno opracowana opcja znakowania specyficznych
biatek na powierzchni EVs fluorescencyjnymi przeciwciatami i ich pomiar w trybie fluorescencyjnym
NTA otworzyta ponadto droge do fenotypowej charakteryzacji EVs i identyfikacji roznych subpopulaciji.
Poniewaz jednak metoda fluorescencyjnego NTA (fl-NTA) zostata wprowadzona zaledwie przed
paroma laty, prac opisujgcych wykorzystanie tej metody do pomiaru stezenia i fenotypowania EVs,
szczegolnie pochodzacych z prébek klinicznych, byto do momentu podjecia tej pracy bardzo niewiele.
Dostepne pojedyncze prace ograniczaty sie przy tym do EVs uzyskanych z hodowli komérkowych i do

detekgciji tylko pojedynczych teraspanin [25, 26].

Stad tez celem naszej pracy byla optymalizacja tej metody pod katem EVs uzyskanych z
takich ptynéw biologicznych jak osocze i plyn z plukania oskrzelowo-pecherzykowego (ang.
bronchoalveolar lavage fluid, BALF) pobranych od pacjentéw z nie drobnokomérkowym rakiem ptuc.
Nowatorskim aspektem podjetej pracy byto pozyskanie EVs bezposrednio z mikrosrodowiska guza w
postaci BALF — w odréznieniu od dotychczasowych badan przeprowadzanych w krwi obwodowej lub
w wycinkach tkankowych. EVs w krwi obwodowej mogg nie odzwierciedla¢ istotnych z punktu
widzenia terapii zmian w mikro$rodowisku nowotworu i EVs pozyskane z BALF mogtly okazac sie
lepszym indykatorem. Metoda pozyskiwania BALF jest mato inwazyjnym, wystandaryzowanym
zabiegiem mozliwym do przeprowadzenia podczas rutynowej bronchofiberoskopii diagnostycznej
wykonywanej u kazdego pacjenta z podejrzeniem raka ptuc [27]. Zaznaczy¢ nalezy, ze w przypadku
EVs izolowanych z BALF pacjentéw z rakiem ptuc, byla to jedna z pierwszych préb tak dogtebnej
analizy tego typu mikropecherzykéw. Po raz pierwszy tez bezposrednio poréwnany zostat profil
molekularny EVs danego pacjenta uzyskanych z BALF pobranego z ptuca objetego nowotworem
(cBALF), z BALF pobranego symetrycznie z drugiego ptuca bez zmian (0BALF) oraz EVs uzyskanych

Z 0SOcCza.

Kolejnym celem pracy byta préba kompleksowej charakteryzacji populacji tych EVs metodg fl-
NTA pod katem obecno$ci tetraspanin, co miato w dalszej perspektywie umozliwi¢ rozszerzenie tych
badan na inne markery o znaczeniu klinicznym oraz umozliwi¢ korelacje profilu molekularnego EVs ze
stopniem immunosupresji pacjentéw i ich danymi klinicznymi. Jak juz pokazaliSmy w wyzej
omawianych badaniach, EVs sg kluczowym elementem komunikacji miedzykomérkowej zachodzgcej
w mikrosrodowisku guza i jako nosnik materialu genetycznego i funkcjonalnych czgsteczek
supresyjnych pochodzacych z guza, sg istotnym mediatorem immunosupresji lokalnej jak i
ogolnoustrojowej. Spodziewalismy sie, ze EVs z BALF odzwierciedlajg profil EVs znajdujgcych sie w

mikrosrodowisku guza, sg wyznacznikiem zmian w obrebie nowotworu oraz znaczgco wptywajg na
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lokalng odpowiedZ immunologiczng, przyczyniajac sie do ucieczki komdrek nowotworowych spod

nadzoru uktadu immunologicznego.

Analize EVs z osocza oraz BALF nowg metodg fl-NTA uzupetnilismy klasycznymi metodami
charakteryzacji EVs rekomendowanymi przez Miedzynarodowe Towarzystwo Badan nad
Pecherzykami (International Society of Extracellular Vesicles, ISEV), takimi jak Western Blot,
transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy, TEM) oraz cytometrig
przeptywowa z wykorzystaniem kulek [28]. Aby otrzymaé EVs o odpowiedniej jakosci do badan fl-NTA,
wpierw zoptymalizowalismy pod tym katem izolacje mikropecherzykéw z osocza i BALF, uzywajac do
izolacji EVs z osocza metody chromatografii wykluczenia (ang. size-exclusion chromatography, SEC),
za$ do izolacji EVs z BALF metode ultrawirowania i filtracji. Za pomocg wyzej wymienionych
klasycznych metod charakteryzacji wykazalismy, ze obie metody zapewniajg izolacje nienaruszonych
mikropecherzykdéw o wielkosci i wygladzie typowych dla ,prawdziwych” EVs czy egzosoméw. Za
pomocg Western Blot wykazaliSmy zaréwno w EVs z osocza jak i w EVs z BALF obecnos¢
egzosomalnych markeréw transbtonowych, takich jak tetraspaniny CD9 i CD81, jak i markerow
cytoplazmatycznych takich jak Tsg101, syntenina. Poréwnanie EVs z osocza i BALF w TEM wykazato,
ze o ile EVs z BALF stanowig mato zanieczyszczong, cho¢ zréznicowang pod wzgledem wielkosci
(100-200 nm) populacje mikropecherzykéw o podwodjnej btonie lipidowej, o tyle EVs z osocza, o
jednorodnej wielkosci okoto 100 nm, byly silnie zanieczyszczone lipoproteinami i agregatami
biatkowymi, widocznymi pod postacig matych(<50 nm), ciemnych czastek. Wysokie zanieczyszczenie
potwierdzity badania obecnosci tetraspanin klasyczng cytometrig przeptywowsg, gdzie po przytgczeniu
EVs do kulek magnetycznych i barwieniu prébek fluorescencyjnymi przeciwciatami, stwierdziliSmy
znaczny nizszy odsetek EVs pozytywnych dla tetraspanin w osoczu w poréwnaniu do BALF.
Zaobserwowalismy linearnos¢ pomiaréw NTA zaréwno w trybie sSwiatta rozproszonego (scatter mode),
jak i w trybie fluorescencyjnym (fluorescent mode). StwierdziliSmy okoto 100 razy wigksze stezenie
czgstek w scatter mode w osoczu w poréwnaniu z BALF. Ponadto analiza NTA potwierdzita mniejszy
rozmiar EVs z osocza w poréwnaniu z pecherzykami z BALF. Dalsza analiza prébek EVs po barwieniu
barwnikiem lipidowym i pomiary fl-NTA potwierdzity wysokie zanieczyszczenie prébek EVs z osocza
czgstkami innymi niz EVs - najprawdopodobniej lipoproteinami. Barwienie barwnikiem CMDR
wykazato, ze tylko 30% czgstek z osocza posiada btone lipidowg i moze byé uznane za ,prawdziwe”
EVs, w odréznieniu od prébek z BALF, gdzie ten odsetek wynosit ponad 50%. Rzeczywiscie, metodg
Western Blot z uzyciem przeciwciata przeciwko Apo-B, lipoproteiny obecnej w czgsteczkach takich jak
LDL, VLDL i IDL, potwierdziliSmy obecnosc¢ lipoprotein w izolatach mikropecherzykowych z osocza,
ale nie w izolatach z BALF. Tym samym potwierdzilimy, Ze zanieczyszczenia lipoproteinami,
szczegolnie czesto wystepujgce w przypadku EVs izolowanych z osocza, prowadzg do znacznego
zawyzenia stezenia czgstek mierzonego w trybie Swiatta rozproszonego metodg NTA i niezbedna jest
detekcja innych markeréw charakterystycznych dla EVs w trybie fluorescencyjnym NTA, aby

oszacowac rzeczywiste stezenie EVs w prébkach biologicznych.

W przypadku barwieh na poszczegolne tetraspaniny i analizy fl-NTA, stwierdziliSmy obecnos¢
wszystkich 3 badanych tetraspanin, CD9, CD81 i CD63, na EVs z BALF, w odréznieniu od EVs z

0socza, gdzie tylko w pojedynczych prébkach zauwazalny byt bardzo niski odsetek EVs pozytywnych
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dla CD9. Poniewaz metodg Western Blot bez problemu moglismy potwierdzi¢ obecnos¢ CD9 i CD81
w EVs z osocza, podejrzewalismy ze to wysokie zanieczyszczenie lipoproteinami w pofgczeniu z
ograniczeniami technicznymi sprzetu uniemozliwia detekcje tetraspanin metodg fl-NTA. Nasze
wstepne préby usunigcia lipoprotein z probek EVs za pomocg kulek magnetycznych pokrytych
przeciwciatami wigzgcymi te czgsteczki udowodniliSmy, ze rzeczywiscie te zanieczyszczenia znacznie
wplywajg na pomiary metodg fl-NTA. Po usunieciu lipoprotein odnotowaliS§my znaczny wzrost
procentowy czgsteczek zabarwionych CMDR, czyli pecherzykéw posiadajgcych btone lipidowg. Wplyw
usuniecia lipoprotein na detekcje teraspanin nie byt taki jednoznaczny — tylko w niektérych probkach
stwierdziliSmy wzrost procentowy EVs pozytywnych dla CD9, stad tez zastosowana przez nas metoda

usuwania lipoprotein wymaga dalszej optymalizacji i zbadania jej wptywu na pomiary fl-NTA.

Jesli chodzi o profil molekularny (tetraspaniny), wielkos¢ i stezenie EVs z BALF pacjentéw z
nie drobnokomérkowym rakiem piuc, nie stwierdziliSmy istotnych statystycznie réznic miedzy
populacjg EVs z piluca objetego nowotworem (cBALF) a populacja z kontrlateralnego ptuca
,zdrowego” (oBALF), co potwierdzatoby wczesniejsze doniesienia oraz nasze analizy profilu
komérkowego, ze w przypadku nie drobnokomorkowego raka ptuc oba ptuca stanowig jedno
mikrosrodowisko. Badane w omawianej pracy parametry EVs z uwagi na ograniczong grupe
badawczg nie pozwolity na wykrycie statystycznych réznic pomiedzy pacjentami z rakiem a kontrolami
oraz korelacji z danymi klinicznymi. Obecnie kontynuujemy nasze badania na znacznie wigekszej
grupie badawczej (tgcznie ponad 80 pacjentéw) i widzimy juz pierwsze korelacje profilu EVs z danymi
klinicznymi, m. in. z zaawansowaniem nowotworu. W ramach wspotpracy miedzynarodowej w
kierowanym przeze mnie projekcie programu Akademickie Partnerstwa Miedzynarodowe Narodowe;
Agencji Wymiany Akademickiej (NAWA) planujemy rozszerzenie naszych badan nad fenotypem EVs z
BALF i osocza pacjentéw z rakiem ptuc o inne najnowsze techniki badawcze, takie jak cytometria
obrazowa z uzyciem sprzetu Amnis Image Stream, ktéry umozliwia bezposrednie fenotypowanie i

obrazowanie EVs w materiale wyjsciowym bez koniecznosci wczesniejszej izolaciji.

Podsumowujgc, w omawianej pracy przedstawiliSmy pierwszg tak dogtebng charakterystyke
molekularng EVs uzyskanych z BALF pacjentéw z rakiem ptuc i poréwnalismy jg z populacjg EVs
obecnych w osoczu, zaréwno stosujgc uznane klasyczne metody charakteryzacji EVs jak i nowatorskg
metode fl-NTA. PokazaliSmy, ze metoda fl-NTA moze dostarczy¢ miarodajnych informacji dotyczacych
stezenia, wielkosci, dystrybucji czgstek i fenotypu molekularnego EVs w heterogennych izolatach
uzyskanych z plynéw biologicznych, pod warunkiem, ze sg one pozbawione wiekszych
zanieczyszczen. Udowodnilismy, ze majgc na uwadze te ograniczenia, metoda fl-NTA posiada
potencjat do dalszego rozwoju w kierunku detekcji bardziej specyficznego tadunku molekularnego, jak
np. markeréw nowotworowych, na powierzchni EVs, i moze by¢ stosowana do oceny prébek EVs pod
katem jakosci, funkcji biologicznej i znaczenia klinicznego. Kontynuacja naszych badan nad
fenotypem molekularnym EVs w niedrobnokomérkowym raku ptuc, szczegdlnie pod katem obecnosci
czgsteczek immunosupresyjnych i ich wptywu na komorki immunologiczne, pozwoli na ocene
przydatnosci EVs z BALF i osocza jako markerow dysfunkcji ukfadu odpornosciowego, jako
potencjalnych markeréw diagnostycznych/prognostycznych czy jako celéw dla terapii celowanych

molekularnie.
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3.3.6. Publikacja 6. (artykut pogladowy) — “

Na zaproszenie edytora czasopisma ,Expert Opinion on Biological Therapy”, wspolnie z
wieloletnim zagranicznym wspétpracownikiem naukowym, prof. Thresg L. Whiteside, dokonatySmy
przegladu i podsumowania najnowszych wynikbw badan dotyczacych roli egzosomoéw i
mikropecherzykéw zewnatrzkomérkowych pochodzenia nowotworowego (ang. tumor-derived
exosomes, TEX) w diagnostyce i prognostyce chordb nowotworowych oraz ich potencjalu jako

biomarkeréw odpowiedzi na terapie przeciwnowotworowe.
W omawianej publikacji przedyskutowatysmy nastepujgce zagadnienia:

o Definicja i biogeneza TEX, mechanizmy ich interakcji z komoérkami i komponentami w
mikrosrodowisku guza

e Przeglad dostepnych metod izolacji TEX pod kgtem ich specyficznosci, wad i zalet

e Omodwienie najnowszych odkry¢ dotyczacych roli TEX w interakcji miedzy komorkami
nowotworu a innymi komérkami znajdujgcymi sie w mikro$rodowisku guza i poza nim, w
szczegolnosci z komdrkami uktadu immunologicznego

¢ Wplyw immunosupresyjnego cargo, w tym w szczegolnosci PD-L1, niesionego przez TEX, na
odpowiedz przeciwnowotworowg i stosowane immunoterapie w mysich modelach in vivo i w
badaniach klinicznych

e Potencjalne zastosowanie TEX z osocza pacjentdw nowotworowych jako tzw. ,ptynne biopsje”

i biomarkery diagnostyczne i prognostyczne oraz wyznaczniki odpowiedzi na immunoterapie

W ramach wymienionych wyzej zagadnien, dokonatySmy krytycznego przegladu i podsumowania w
sumie ponad 160 prac, w tym takze wiele prac witasnych dotyczacych tematu, systematyzujgc
wybrane zagadnienia takze w postaci dwoch tabel oraz przedstawiajgc omawiane mechanizmy w

postaci 5 poglgdowych rycin.
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4, Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowg realizowang w wiecej niz

jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegolnosci zagranicznej.

Pracg naukowg zainteresowatam sie jeszcze w czasie studibw na Wydziale Matematyki i Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Heinrich-Heine w Dusseldorfie w Niemczech. Moja praca magisterska w
Instytucie Zoomorfologii, Biologii Komorki i Parazytologii obejmowata badania eksperymentalne w
zakresie biologii molekularnej i dotyczyta funkcji receptora srédbtonowego HCR-110, majgcego
znaczenie w zakazeniach pasozytniczych w hodowli zwierzgt gospodarczych.

Po obronie pracy magisterskiej, chcac prowadzi¢ badania o wiekszym potencjale translacyjnym i

klinicznym, zmienitam tematyke badan i rozpoczetam doktorat w Laboratorium Molekularno-

Strona | 24



autoreferat | Matgorzata Czystowska-Kuzmicz

Genetycznym Oddziatlu Potozniczo-Ginekologicznego Kliniki  Uniwersytetu Heinrich-Heine w
Dusseldorfie w dziedzinie onkologii molekularnej. Oprécz prowadzenia prac badawczych do wtasnego
doktoratu bytam takze zaangazowana w badania molekularne nad dziedzicznymi formami raka piersi i
jajnikbw prowadzone w ramach Niemieckiego Stowarzyszenia Pomocy Chorym na Raka (Deutsche
Krebshilfe) oraz w badania genetyczne nad identyfikacja nowych biomarkeréw nowotwordw
ginekologicznych w ramach Niemieckiego Projektu Badan Genomu Ludzkiego (Deutsches
Humangenom-Projekt — J. Pathol. 2005; 205:21-28).

Po uzyskaniu w roku 2006 tytut doktora nauk przyrodniczych na Uniwersytecie Heinrich-Heine w
Dusseldorfie rozpoczetam ponad 3-letni staz post-doc na Uniwersytecie w Pittsburgu (Department of
Pathology, University of Pittsburgh Cancer Institute, Pennsylvania, USA). W laboratorium prof.
Theresy L. Whiteside, jednym z czotowych swiatowych ekspertow w dziedzinie immuno-onkologii,
biologii nowotworéw i immunoterapii, prowadzitam badania naukowe dotyczace mechanizmow
ucieczki nowotworéw spod nadzoru immunologicznego i rozwoju niwych immunoterapii w ramach
grantéw finansowanych przez NIH: ,Immune Escape in Human Cancer-Mechanisms and Therapeutic
Implications” (PO1 CA-109688), “Apoptosis, Signaling defects and T lymphocyte Homeostasis in
Patients with Cancer” (RO1 DE-13918), “Vaccine development for Oral carcinoma” (PO1 DE-12321).

Wspomniane prace badawcze dotyczyly takich zagadnien jak:
. Rola szlaku sygnatlowego zwigzanego z receptorem TLR4 w progresji i rozwoju
chemoodpornosci guzow litych

w ptaskonabtonkowych rakach gtowy i szyi:

e Szczepanski MJ, Czystowska M, Szajnik M, Harasymczuk M, Boyiadzis M, Kruk-Zagajewska
A, Szyfter W, Zeromski J, Whiteside TL.

Triggering of Toll-like receptor 4 expressed on human head and neck squamous cell
carcinoma promotes tumor development and protects the tumor from immune attack.
Cancer Res. 2009;69(7):3105-13

IF: 7,543 Liczba cytowan wg Scopus z dn.06.06.22: 194

W tej pracy pokazaliSmy, Zze ekspresja i aktywacja receptora TLR4 , obecnego na ustalonych liniach
komoérkowych ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi oraz na pierwotnych komérkach guza, wspiera
rozwdj nowotworu poprzez indukcje proliferacji i wydzielania cytokin prozapalnych oraz zwigkszenie
oporno$ci na chemioterapie i cytotoksyczno$¢ komorkowa.

w raku jajnika:

e Szajnik M, Szczepanski MJ, Czystowska M, Elishaev E, Mandapathil M, Nowak-Markwitz E,
Spaczynski M, Whiteside TL.
TLR4 signaling induced by lipopolysaccharide or paclitaxel regulates tumor survival and
chemoresistance in ovarian cancer.
Oncogene. 2009;28(49):4353-63
IF: 7,135 Liczba cytowan wg Scopus z dn. 06.06.22.: 179

Tematem tej pracy byto zbadanie szlakow sygnatowych zwigzanych z TLR4 indukowanych przez
LPS i paklitaksel w komérkach raka jajnika. Wykazalismy, ze wptyw LPS i paklitakselu na indukcje
proliferacji, apoptozy i produkcje prozapalnych cytokin zalezy od obecnosci i aktywacji MyD88,
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cJdun, IRAK4 i TRIF, czgsteczek po$redniczgcych w dalszym przekazywaniu sygnatu z receptora
TLRA4. Znaczenie kliniczne moze by¢ nasze odkrycie, ze szczegdlnie obecno$¢ MyD88 znaczgco
determinuje chemoodporno$¢ komorek raka jajnika na paklitaksel.

.  Znaczenie limfocytdw T regulatorowych (Treg) w immunonkologii: mechanizmy
immunosupresji i regulacji, wptyw na rozwéj nowotworu i prognoze

e Szczepanski MJ, Szajnik M, Czystowska M, Mandapathil M, Strauss L, Welsh A, Foon KA,
Whiteside TL, Boyiadzis M.I
Increased frequency and suppression by regulatory T cells in patients with acute
myelogenous leukemia.
Clin Cancer Res. 2009;15(10):3325-32
IF: 6,477 Liczba cytowan wg Scopus z dn. 06.06.22.: 198

Byta to jedna z pierwszych prac opisujgcych stezenie, fenotyp i funkcje biologiczng limfocytéw T
regulatorowych (Treg) w krwi obwodowej pacjentéw z ostra biataczkg szpikowg. Ma znaczenie
translacyjne, gdyz wykazata ze stezenie i potencjat immunosupresyjny Treg w momencie diagnozy
koreluje z odpowiedzig na chemioterapie, a pacjenci z niskg liczbg Treg w krwi obwodowej w
momencie diagnozy statystycznie czesciej osiggajg catkowitg remisje nowotworu po chemioterapii.

e Strauss L, Czystowska M, Szajnik M, Mandapathil M, Whiteside TL.
Differential responses of human regulatory T cells (Treg) and effector T cells to rapamycin.
PL0S One. 2009;4(6):€5994.
IF: 4,351 Liczba cytowan wg Scopus z dn.06.06.22;: 126

Praca ta wyjasnita molekularny mechanizm obserwowanej wczesniej selektywnej ekspansji komérek
Treg z hodowli komérek CD4+CD25+ pod wplywem immunosupresyjnego leku rapamycyny.
Mechanizm ten polega na odmiennej regulacji proliferacji, apoptozy i szlakéw sygnatowych
PI3K/Akt/mTOR. Wyniki te umozliwiajg opracowanie metod wielko-skalowej hodowli komoérek Treg do
celéw terapeutycznych oraz metod farmakologicznej regulacji poziomu Treg w chorobach
nowotworowych czy autoimmunologicznych.

e Mandapathil M, Hilldorfer B, Szczepanski MJ, Czystowska M, Szajnik M, Ren J, Lang S,
Jackson EK, Gorelik E, Whiteside TL
Generation and accumulation of immunosuppressive adenosine by human
CD4+CD25highFOXP3+ regulatory T cells.
J Biol Chem. 2010;285(10):7176-86.
IF: 5,328 Liczba cytowan wg Scopus z dn.06.06.22: 284

Praca jako jedna z pierwszych opisuje nowy mechanizm immunosupresji indukowanej przez komorki
Treg, ktory bazuje na indukcji szlaku adenosynergicznego i ekspresji ektonukleotydaz CD39 i CD73.
Zidentyfikowaliémy CD39 jako nowy marker fenotypu i funkcji dla Treg oraz pokazali$my, ze Treg w
odroznieniu od innych limfocytobw TCD4+ posiadajg wysokie wewngtrzkomorkowe stezenie
adenozyny, ktérg dostarczajg do innych limfocytéw, hamujgc tym samym ich aktywno$c.

e Czystowska M, Strauss L, Bergmann C, Szajnik M, Rabinowich H, Whiteside TL.
Reciprocal granzyme/perforin-mediated death of human regulatory and responder T cells is
regulated by interleukin-2 (IL-2).

J Mol Med (Berl). 2010;88(6):577-88.
IF: 5,192 Liczba cytowan wg Scopus z dn.06.06.22: 22

W pracy tej badaliSmy mechanizmy wzajemnych oddziatywan migdzy komorkami Treg a
limfocytami T efektorowymi, obejmujgce m.in. cytotoksyczno$¢ komoérkowg bazujgcg na
wydzielaniu perforyn i granzyméw. Odkrylismy, ze wzajemna eliminacja komérek efektorowych i
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Treg jest Scisle zalezna od stezenia IL-2, co moze mie¢ znaczenie kliniczne, np. w terapiach
przeciwnowotworowych wysokimi dawkami IL-2.

Il Udzial mikropecherzykéw zewnatrzkomérkowych w mechanizmach immunosupresji w
réznych typach nowotworéw

e Bergmann C, Strauss L, Wieckowski E, Czystowska M, Albers A, Wang Y, Zeidler R, Lang
S, Whiteside TL.
Tumor-derived microvesicles in sera of patients with head and neck cancer and their role in
tumor progression.
Head Neck. 2009;31(3):371-80

IF: 2,283 Liczba cytowan wgScopus z dn.: 70

Tematem pracy byta charakteryzacja fenotypowa i funkcjonalna mikropecherzykéw z krwi
obwodowej pacjentow z ptaskonabtonkowym rakiem gfowy i szyi. Pokazalismy, ze profil
molekularny i aktywno$¢ mikropecherzykéw mogg wskazywac na zaawansowanie choroby i byc
biomarkerem prognostycznym.

e Szajnik M, Czystowska M, Szczepanski MJ, Mandapathil M, Whiteside TL.Tumor-derived
microvesicles induce, expand and up-regulate biological activities of human regulatory T cells
(Treg).PLoS One. 2010;5(7):€11469.

IF: 4,411 Liczba cytowani wg. Web of Science z dn.06.06.22: 299

W tej pracy odkryliSmy nowy mechanizm ucieczki nowotworu spod nadzoru immunologicznego
wykorzystujgcy EVs. Pokazali§my, ze EVs pochodzgce z linii komdrkowych raka jajnika, osocza lub
wodobrzusza pacjentek z rakiem jajnika, indukujg réznicowanie Treq z komérek CD4+CD25neg oraz
zwiekszajg ich proliferacje i funkcje immunosupresyjne. Udowodnilismy, ze w indukcje komoérek Treg
zaangazowane sg czgsteczki TGF-6 i IL-10 obecne na EVs, zas EVs zwiekszajg w Treg ekspresje
czgsteczek cytotoksycznych , immunosupresyjnych i anty-apoptotycznych.

V. Opracowanie nowych metod immunoterapii nowotworéw na bazie szczepionek

¢ Rahma OE, Ashtar E, Czystowska M, Szajnik ME, Wieckowski E, Bernstein S, Herrin VE,
Shams MA, Steinberg SM, Merino M, Gooding W, Visus C, Deleo AB, Wolf JK, Bell JG,
Berzofsky JA, Whiteside TL, Khleif SN.
A gynecologic oncology group phase Il trial of two p53 peptide vaccine approaches:
subcutaneous injection and intravenous pulsed dendritic cells in high recurrence risk ovarian
cancer patients.
Cancer Immunol Immunother. 2012;61(3):373-84.
IF: 2,283 Liczba cytowan wg Scopus z dn.06.06.22: 70

Celem tej pracy klinicznej byto poréwnanie w ramach pilotazowej Il fazy badan klinicznych
efektywnos$ci dwoéch réznych sposobéw podania szczepionki antygenowej zawierajgcej peptyd
wtP53 264-272 pacjentkom z zaawansowanym rakiem jajnika. Poprzez monitorowanie wtp53-
reaktywnych cytotoksycznych limfocytow T w krwi obwodowej pacjentek, udowodnilismy ze prostsza i
tansza metoda bezpos$redniego podawania podskérnego szczepionki jest tak samo efektywna co
znacznie bardziej skomplikowana metoda podawania za pomocg autologicznych komorek
dendrytycznych. Co wazniejsze, odkryliSmy ze jednoczesne podawanie IL-2, do tej pory czesto
stosowane w schematach terapii antygenowych, moze byc¢ niewskazane z uwagi na indukcje
ekspansji komorek Treg.
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Podsumowujac, efektem tego niezwykle owocnego stazu jest 12 wysoko cytowanych publikacji w
takich czasopismach jak: Cancer Research, Clinical Cancer Research, PLOS One, Oncogene, Cancer
Immunology and Immunotherapy, Cell Death and Differentiation, etc. Staz ten ugruntowat moje
zainteresowania badawcze dotyczgce roli mikropecherzykéw zewnatrzkomoérkowych w biologii i
immunologii nowotworéw. Do tej pory utrzymuje aktywng wspétprace z naukowcami z Pittsburga,
ktéra przektada sie na kooperacji w ramach programu NAWA oraz wspétautorstwo we wspoélnych

publikacjach.

Po powrocie do Polski i 3-letniej przerwie w karierze naukowej z uwagi na urodzenie i wychowanie
dwodjki dzieci, podjetam na nowo prace naukowg w dziedzinie mikropecherzykéw w Zaktadzie
Immunologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Jako doswiadczony badacz bylam
zatrudniona w latach 2013-2014 w ramach multidyscyplinarnego projektu badawczego BASTION
(From Basic to Translational Research in Oncology) w 7. Programu Ramowego — REGPOT Unii
Europejskiej i prowadzitam badania nad mikropecherzykami zewnatrzkomorkowymi, ktérych
zwienczeniem byto uzyskanie pierwszego grantu naukowego z NCN. Od tego czasu rozpoczetam
samodzielng prace naukowg kierujgc grupg badawczg najpierw Zaktadzie Immunologii, a od 2019
roku w Katedrze i Zaktadzie Biochemii WUM. Prowadzone przeze mnie badania byly i sg obecnie
finansowane w ramach kierowanych przeze mnie w sumie czterech grantéw na tgczng kwote prawie 7
min PLN.

Kierownictwo projektow:
OPUS 21 - Udziat pecherzykéw zewnagtrzkomérkowych oraz egzosomalnej arginazy w dysfunkcji
uktadu immunologicznego w endometriozie (2021/41/B/NZ6/02291)

NAWA-Program Akademickie Partnerstwa Miedzynarodowe — Nowoczesne metody izolacji i analizy
zewnagtrzkomorkowych pecherzykéw bftonowych w ramach badan w immuno-onkologii (EVIONA)
(PPI/APM/2019/00051/U/00001)

OPUS 14 - Profil molekularny egzosomoéw znajdujgcych sie w plynie z piukania oskrzelowo-
pecherzykowego jako nowy biomarker uposledzenia odpowiedzi immunologicznej w
niedrobnokomaérkowym raku ptuca (2017/27/B/NZ6/01990)

OPUS 6 - Zbadanie roli arginaz pochodzenia howotworowego i egzosomalnego w unikaniu przeciw-

nowotworowej odpowiedzi immunologicznej w raku jajnika (2013/11/B/NZ6/02790)

Obecnie kieruje zespotem, w sktad ktérego wchodzi 2 doktorantéw oraz 3 studentéw. Nasze badania
koncentrujg sie na roli mikropecherzykéw zewngtrzkomérkowych w chorobach nowotworowych oraz
innych schorzeniach o podiozu zapalnym. Szczegdlnie interesuje nas wpltyw mikropecherzykéw na

uktad immunologiczny. Wspdtpracujemy z wieloma zagranicznymi jednostkami naukowymi takimi jak:

Strona | 28



autoreferat | Matgorzata Czystowska-Kuzmicz

Uniwersytet w Pittsburgu (prof. Theresa Whiteside), Uniwersytet w Pennsylwanii (prof. Wei Guo, prof.
Serge Fuchs), Kings College London (prof. Tony Ng), Uniwersytet Duisburg-Essen (prof. Bernd
Giebel). W najblizszym czasie planuje rozszerzy¢ nasze badania nad mikropecherzykami na dziedzine
medycyny regeneracyjnej i rozpoczg¢ badania nad zastosowaniem terapeutycznym
mikropecherzykéw z komoérek macierzystych oraz nad rozwojem proceséw biotechnologicznych w
standardzie GMP do pozyskiwania mikropecherzykéw do zastosowan w medycynie regeneracyjnej. W
tym celu nawigzatam wspétprace z prof. Romaldas Maciulaitis z Litewskiego Uniwersytetu Nauk o
Zdrowiu (LSMU), prof. Renaldas Urniezius z Uniwersytetu Technicznego w Kownie (KTU) oraz z prof.
Ryuichi Nishinakamura z Uniwersytetu Kumamoto w Japonii oraz z litewskimi firmami start-up w
dziedzinie biotechnologii (Kelifarma, Cumulatis). Aby zaciesni¢ te wspotprace aplikuje obecnie o
kolejny projekt z NAWY w ramach programu Partnerstwa Strategiczne. Tytut projektu to: ,Pecherzyki
zewnagtrzkomorkowe uzyskane z komoérek macierzystych w regeneracji tkanek — EVIRA”. W dalszej
perspektywie planujemy w latach 2022-23 ubiega¢ sie o finansowanie z funduszy europejskich jako

konsorcjum naukowe w ramach Horyzontu Europa.

5. Dziatalno$¢ organizacyjna, dydaktyczna i popularyzujgca nauke

5.1. Dziatlalnos¢ dydaktyczna

Bytam opiekunem naukowym i promotorem pomocniczym 2 prac magisterskich:
e 2017: Karolina Soroczynska, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
kierunek Biotechnologia
Rola egzosomdéw zawierajgcych arginaze-1 w immunosupres;ji raka jajnika
e 2021: Jacek Szymanski, Politechnika Warszawska, kierunek Biotechnologia
Charakterystyka immunosupresyjnego profilu pecherzykéw zewngtrzkomoérkowych w osoczu

pacjentéw z rozpoznaniem raka ptuc.

Obecnie jestem opiekunem naukowym i promotorem pomocniczym 2 doktoratow:

e Magdalena Dtugotecka, Szkota Doktorska Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
Znaczenie egzosomow znajdujgcych sie w ptynie z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego dla
odpowiedzi immunologicznej i prognozy w nie drobnokomoérkowym raku ptuc.

e Karolina Soroczynska, Studium Medycyny Molekularnej
Rola egzosoméw i egzosomalnej arginazy w rozwoju endometriozy.

W ramach prowadzonych przeze mnie projektow angazowatam i wdrazam obecnie w prace naukowag
licznych studentéw WUM i spoza WUM i wspieram w ich w pozyskiwaniu wiasnego finansowania
(Dominika Ambrozej, Preludium 20, projekt pt: ,Analiza miRNA w pecherzykach
zewnagtrzkoméwkowych pobranych z drég oddechowych zwigzanych z patomechanizmem astmy w
populacji pediatrycznej.”; Mitosz Majka, aplikacja do ,Perty Nauki” z projektem pt.: ,Wptyw profilu
molekularnego egzosoméw na patomechanizm kardiomiopatii cukrzycowej”).

Wspétautorstwo rozdziatu w monografii:

e Czystowska-Kuzmicz M, Whiteside TL Interplay between exosomes and autophagy: Are

they partners in crime?

Strona | 29



autoreferat | Matgorzata Czystowska-Kuzmicz

Chouaib Salem (red.): Autophagy in Immune Response: Impact on Cancer Immunotherapy,
2020, London, Academic Press, 242 s., ISBN 978-0-12-819609-0.
p.197 — 212 (punkty MNiSW: 200)

Jestem tez gtéwnym autorem wyzej wymienionego rozdziatu w recenzowanej monografii, napisanego
wespodt z prof. Theresg Whiteside na zaproszenie redaktora naczelnego prof. Salem Chouaiba,
Swiatowego specjalisty w dziedzinie immunoterapii nowotworéw. Monografia to zostata wydana przez
renomowane anglojezyczne wydawnictwo Academic Press, nalezagce do swiatowej grupy wydawniczej
Elsevier i majgce najwyzszg punktacje na liscie MNiSW (200 pkt).

Artykut stanowigcy rozdziat jest jedng z nielicznych obecnie prac prébujgcych znalez¢ i krytycznie
omoéwi¢ powigzania miedzy dwoma obecnie najszybciej rozwijajacymi sie i nowatorskimi dziedzinami
badan, czyli badaniami nad egzosomami oraz badaniami nad autofagig. Opracowanie jest cennym
zrédtem wiedzy w dziedzinie immunoonkologii i immunoterapii dla studentéw i doktorantéw medycyny.
Ukazuje znaczenie badan podstawowych dla rozwoju skutecznych terapii w medycynie, uzmystawia
studentom zlozonos$¢ i znaczenie interakcji na styku biologii komorki, immunologii i biologii

nowotwordw, zacheca ich do podejmowania dziatalnosci badawcze;.

W pazdzierniku 2021 wygtositam specjalistyczny wykfad oraz przygotowatam pytania zaliczeniowe dla
doktorantéw projektu wspétfinansowanego ze srodkéw Unii Europejskiej, HQMedEd — High Quality
Medical Education, Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Tytut wykfadu: “Extracellular Vesicles (EVS)

— the secret special agents in health and disease.”

5.1. Dziatlalnos¢ organizacyjna, popularyzujaca nauke

e Czlonkostwo w towarzystwach naukowych:
W latach 2006-2010 bytam czionkiem International Society of Biological Therapy of Cancer (iSBTc)
oraz American Association for Cancer Research (AACR, associate member).
Od roku 2020 jestem cztonkiem International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) a od 2022 roku

Polskiego Towarzystwa Badan nad Pecherzykami Zewnatrzkomérkowymi (PSEV).

e Recenzje dla czasopism naukowych:
Recenzowatam publikacje w nastepujgcych czasopismach naukowych posiadajgcych wspétczynnik
oddziatywania (IF): International Journal of Molecular Science, Cells, Journal of Personalized
Medicine, Biomedicines
Bylam tez redaktorem specjalnego wydania (Special Issue) Journal of Personalized Medicine pt.:

Special Issue "Cancer-Induced Immunosuppressive Mechanism"

e Uczestnictwo w zespotach oceniajgcych wnioski o finansowanie badan:
Bratam udziat w pracach paneléw ekspertow Narodowego Centrum Nauki w ocenie konkurséw Opus,

Preludium i Sonata.

e Organizacja konferencji i warsztatéw:
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W ramach projektu EVIONA-NAWA bytam razem z dr Beatg Pyrzynska gtéwnym organizatorem
miedzynarodowej konferencji dotyczacej roli pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych pt.: Extracellular
vesicles in immuno-oncology, medical diagnostics and therapy” oraz potgczonych z nig warsztatéow dla
mtodych badaczy pt. " Novel methods of extracellular vesicles isolation” — organizowanych w dniach
30.-31.05.2022. Czotowi miedzynarodowi (z USA, Kanady, Wielkiej Brytanii i Niemiec) oraz krajowi
eksperci w dziedzinie badan nad pecherzykami zewnatrzkomdérkowymi podsumowali w formie
wyktadow aktualng wiedze w dziedzinie pecherzykdéw zewnatrzkomdrkowych oraz przedstawili wyniki
swoich badan zas$ w czasie praktycznych warsztatow firmy sponsorskie (Particle Metrix, Sygnis,

Cytek) zaprezentowaly najnowsze techniki i sprzet do izolacji i analizy mikropecherzykéw.

e Prowadzenie strony internetowej informujgcej o prowadzonych badaniach:

https://eviona.wum.edu.pl/

6. Wspotpraca miedzynarodowa:

e Prof. Theresa L. Whiteside, UPMC Hillman Cancer Center, University of Pittsburgh, USA

o Prof. Wei Guo, Department of Biology, University of Pennsylvania, USA

¢ Prof. Serge Fuchs, Department of Biomedical Sciences, University of Pennsylvania, USA

e Prof. Tony Ng, King’s College London, UK;

e Prof. Bernd Giebel, Institute for Transfusion Medicine, University Duisburg-Essen, Niemcy

o prof. Romaldas Maciulaitis, Instytut Fizjologii i Farmakologii, Litewski Uniwersytet Nauk o
Zdrowiu (LSMU), Kowno, Litwa

e dr Justinias Maciulaitis, firma Kelifarma, Kowno, Litwa

e prof. Renaldas Urniezius, Zaktad Automatyki, Uniwersytet Techniczny w Kownie (KTU),
Kowno, Litwa

o prof. Ryuichi Nishinakamura, Institute of molecular Embryology and Genetics (IMEG),
Uniwersytet Kumamoto (KU), Japonia

7. Nagrody i wyréznienia:

e 2021: Nagroda Dydaktyczna Indywidualna Ill Stopnia Rektora Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego

e 2021: nominacja do nagrody Naukowiec Przysztosci 2021 w kategorii: Nauka dla lepszego
zycia w przyszitosci Centrum Inteligentnego Rozwoju

e 2020: Nagroda Naukowa zespotowa | Stopnia Rektora Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego

Podpisany certyfikatem wystawionym
dla Matgorzata Maria
Czystowska-Kuzmicz (Certyfikat
kwalifikowany). Utworzony w dniu:
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