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4. Omodwienie osiggniec

4.1. Tytut osiggniecia:

.Przeciwnowotworowe dziatanie terapii zaburzajgcych rownowage redoks
komorki nowotworowej oraz ich wptyw na mikrosrodowisko nowotworu w

przedklinicznych badaniach in vitro i in vivo.”
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4.3. Opis wynikow badan:
Wprowadzenie

Rola enzymow antyoksydacyjnych w proliferacji i przezyciu komorek

nowotworowych

Oddziatywanie reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS)
na procesy wewnagtrzkomorkowe zalezy od stezenia w jakim sg wydzielane. W
niskich stezeniach ROS biorg wudziat w przekazywaniu sygnatow
wewnagtrzkomorkowych. Natomiast ROS powstajgce w nadmiernych ilosciach
powodujg stres oksydacyjny, ktéry moze prowadzi¢ do Smierci komorki, a czesto
takze towarzyszy innym procesom patologicznym, takim jak transformacja
nowotworowa [1]. ROS, powstajgce w obrebie guza, zwiekszajg wydzielane
czynnikéw inicjujgcych proces angiogenezy, stymulujgc powstawanie naczyn
krwionos$nych, a takze promujg migracje komérek nowotworowych i tworzenie
przerzutdw [2]. Niemniej, stres oksydacyjny powoduje réwniez uszkodzenia
biatek, lipidow oraz DNA. Z tego powodu komorki nowotworowe utrzymujg
zwiekszong ekspresje gendw kodujgcych licznych enzymdw antyoksydacyjnych,
w celu utrzymania réwnowagi redoks i unikniecia apoptozy. Wazng grupe
enzymow antyoksydacyjnych stanowi uktad tioredoksyny, w sktad ktérego
wchodzi tioredoksyna oraz reduktaza tioredoksyny. Uktad ten, wspotpracujgc z
perkosyredoksynami, neutralizuje ROS i zapewnia komoérkom przezycie oraz
zdolnosc¢ do proliferacji [3]. Zaréwno tioredoksyna jak i reduktaza tioredoksyny
inaktywujg ROS w reakcjach bezposrednich, redukujgc biatka zmienione przez
ROS Ilub tez poprzez utrzymywanie w zredukowanej formie inne enzymy
antyoksydacyjne. Niemniej rola tioredoksyny nie ogranicza sie tylko do
utrzymywania stanu réwnowagi redoks. Uktad tioredoksyny jest réwniez
zaangazowany w synteze DNA potrzebng do proliferacji komorki, w
przekazywanie sygnatéw zaleznych od czynnika NF-kB (ang. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) oraz hamowanie procesu
apoptozy poprzez inaktywacje ASK1 (ang. apoptosis signal-regulated kinase-1)
oraz nitrozylacje kaspazy 3 [4, 5]. Dodatkowo, uktad tioredoksyny wptywa na
dziatanie uktadu odpornosciowego. W wysokich stezeniach zredukowana

tioredoksyna hamuje migracje makrofagéw, granulocytéw oraz aktywacje
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dopetniacza [6]. Co wiecej, tioredoksyna odpowiada takze za utrzymanie
aktywnosci przez metaloproteinazy, enzymy petnigce kluczowg role w
powstawaniu przerzutow nowotworowych [7]. Zwiekszong ekspresje genow
kodujgcych tioredoksyne oraz reduktaze tioredoksyny zaobserwowano w wielu
nowotworowych, miedzy innymi w: raku watroby, macicy, ptuc, piersi, zotgdka,

jelita grubego oraz w szpiczaku mnogim i ostrej biataczce limfoblastycznej [8].
Reaktywne formy tlenu w terapiach przeciwnowotworowych.

Réwnowage oksydacyjno-redukcyjng komorek nowotworowych mozna zaktocic
przynajmniej na dwa sposoby. Pierwszy z nich wykorzystuje fakt, ze komorki
nowotworowe wykazujg wzmozong produkcje ROS w stosunku do komoérek
zdrowych. Dlatego podejmuje sie préby zahamowania aktywnosci jednego z
gtébwnych uktadéw antyoksydacyjnych komérek: uktadu glutationu, uktadu
tioredoksyny Ilub dysmutazy ponadtlenkowej. Dodatkowg zaletg takiego
podejscia jest uwrazliwienie komérek opornych na dziatanie lekdéw, ktérych
mechanizm dziatania opiera sie na indukcji stresu oksydacyjnego [9]. Z tego
powodu zostato opracowanych i przetestowanych w badaniach przedklinicznych
i klinicznych wiele inhibitoréw ukfadéw redoks w tym rowniez ukfadu tioredoksyny
[10, 11, 12]. W trakcie moich studiéw doktoranckich w Scistej wspotpracy z
chemikami z Instytutu Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk
przetestowatam wiele zwigzkdédw chemicznych w poszukiwaniu nowego inhibitora
uktadu tioredoksyny. Najbardziej obiecujgcy okazat sie zwigzek o nazwie SK053,
a mechanizm dziatania tego zwigzku oraz innych inhibitoréw ukfadu tioredoksyny

byt jednym z obszaréw moich badan takze w czasie stazu podoktorskiego [13].
Terapia fotodynamiczna

Innym podejsciem stosowanym w terapiach prooksydacyjnych nowotworow jest
indukcja masywnego stresu oksydacyjnego. Podczas terapii fotodynamicznej
(ang. photodynamic therapy ,PDT), pod wptywem $wiatta zwigzek chemiczny
reaguje z tlenem czgsteczkowym i powoduje powstanie ROS, w stezeniach
toksycznych dla komorek nowotworowych [14]. Terapia fotodynamiczna jest
wykorzystywana w leczeniu pacjentbw w dermatologii, okulistyce oraz w
onkologii. PDT wymaga podania fotouczulacza, ktéry ma zdolnos¢ do

gromadzenia sie w wysokim stezeniu w tkance zmienionej nowotworowo.
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Nastepnie zmiana nowotworowa jest naswietlana swiattem o okreslonej dtugosci
fali, powodujgc aktywacje fotouczulacza i powstanie toksycznych dla komorek
ROS. PDT powoduje takze uszkodzenie naczyn krwionosnych oraz powstanie
stanu zapalnego. Wielokrotnie wykazano, ze stres oksydacyjny, indukowany
przez PDT, jest zwigzany z wydzielaniem mediatorow prozapalnych oraz z
angazowaniem i aktywacjg komponentdw nieswoistej oraz swoistej odpowiedzi
immunologicznej. W naszych pracach jak rowniez pracach innych grup
potwierdzono, ze PDT powoduje powstanie na komdrkach nowotworowych
struktur molekularnych zwigzanych z sygnatem niebezpieczenstwa (ang. danger-
associated molecular patterns, DAMPS), co w szczegdlnych przypadkach moze
doprowadzi¢ do aktywacji swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej i
zlikwidowania nowotworu [15, 16, 17]. Niemniej, PDT réwnolegle z rozwojem
zapalenia i odpowiedzi przeciwnowotworowej indukuje rowniez mechanizmy
immunosupresyjne [18]. Wykazano, ze w mysich modelach PDT zwigksza
odsetek limfocytow regulatorowych, ktére wydzielajg immunosupresyjne cytokiny
takie jak interleukina 10 czy transformujgcy czynnik wzrostu beta 1 [19].
Mechanizmy hamujgce odpowiedz immunologiczng, indukowane przez PDT sg
stabo opisane i wymagajg wiekszej uwagi. Dodatkowo, przebudowanie struktur
mikrosrodowiska guza, zachodzgce pod wptywem stresu oksydacyjnego, moze
mie¢ rowniez znaczenie dla zrozumienia mechanizmow aktywacji

przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologiczne;j.
Gtowne cele prowadzonych badan:

A. Ocena selektywnosci nowych inhibitorow tioredoksyny. Zidentyfikowanie
nowych celéw terapeutycznych dla adenantyny i SK053 oraz ich wptywu
na mechanizm dziatania inhibitorow (publikacje: 1 i 2).

B. Zbadanie jak stres oksydacyjny, indukowany przez PDT, wptywa na
mikrosrodowisko guza. Zidentyfikowanie i proba zahamowania
mechanizméw immunosupresyjnych, aktywowanych PDT (publikacje: 3 i
4).
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A. Ocena selektywnosci nowych inhibitorow tioredoksyny. Zidentyfikowanie
nowych celéw terapeutycznych dla adenantyny i SKO53 oraz ich wptywu

na mechanizm dziatania inhibitoréw (publikacje: 1 i 2).

Adenatyna po raz pierwszy zostata opisana jako inhibitor peroksredoksyn,
indukujgcy roznicowanie komorek ostrej biataczki szpikowej [20]. Dodatkowo,
wykazano, ze adenantyna poprzez zahamowanie szlakdéw sygnatowych
zaleznych od NF-kB, hamuje rozwdj stwardnienia rozsianego w mysim modelu
tej choroby [21].

Adenantyna, podobnie jak SKO053 posiada grupy funkcyjne umozliwiajgce
nukleofilowy atak cysteiny, znajdujgcej sie w centrum aktywnym enzymu, na
inhibitor. Zachodzi wéwczas reakcja addycji do wigzania podwdjnego inhibitora

(Rycina 1).

Rycina 1. Struktura chemiczna oraz mechanizm dziatania SK053 oraz adenantyny. Oba
inhibitory posiadajg aktywne podwdjne wigzanie (zaznaczone w kolorze czerwonym),
ktore reaguje z cysteinami centrum aktywnego enzyméw [22].

Dlatego tez, celem badan bylo sprawdzenie, czy mechanizm dziatania
adenantyny umozliwia zhamowanie aktywnosci nie tylko opisanych
peroskyredoksyn, ale rowniez biatek z rodziny tioredoksyny. W tym celu
zastosowano reakcje enzymatyczne, w ktérych poréwnano efektywnosc
hamowania aktywnosci tioredoksyn przez adenantyne i SK053. Zbadano réwniez
dziatanie cytostatyczne/cytotoksyczne zwigzkdw w modelach ostrej biataczki

promielocytowej (NB4) oraz chtoniaka Burkitta (Raji) (Rycina 2.).
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Rycina 2. Adenantyna (Ade) hamuje aktywnos$¢ rekombinowanej tioredoksyny (Trx) (A)
oraz tioredoksyny wewnagtrzkomérkowej po 4 godzinach inkubacji z komdrkami linii
nowotworowej Raji oraz NB4 (B). Dziatanie cytostatyczne/cytotoksyczne adenantyny
oraz SK053 badane testem MTT po 24 godzinach inkubaciji (C). * P < 0.05 [22].

Uzyskane wyniki wskazujg, ze adenantyna jest efektywnym i nieodwracalnym
inhibitorem tioredoksyny. Ponadto zaobserwowano, ze adenantyna hamuje nie
tylko rekombinowang tioredoksyne ale takze tioredoksyne wewngtrzkomoérkows,
w obu wykorzystanych w badaniach liniach komoérek nowotworowych NB4 oraz
Raji. Adenantyna wykazuje réwniez zalezne od zastosowanego stezenia,

dziatanie cytostatyczne/cytotoksyczne, silniejsze niz SK053.

Dodatkowo, w kolejnych  doswiadczeniach opartych na reakcjach
enzymatycznych wykazano, ze adenantyna hamuje rowniez aktywnos¢ innego
biatka z rodziny tioredoksyny: izomerazy dwusiarczkowej biatek (ang. protein
disulfide isomerase, PDI). Jedng z wazniejszych funkcji PDI jest udziat w procesie
fatdowania i sktadania biatek w siateczce srédplazmatycznej [23]. Zahamowanie
dziatania PDI moze powodowaC zakidcenie procesu dojrzewania biatek i
wywota¢ stan opisywany jako stres siateczki srodplazmatycznej. Natomiast

wzmozony lub przedtuzajgcy sie w czasie stres siateczki srédplazmatycznej,
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moze by¢ przyczyng smierci komorki na drodze apoptozy [24]. Biorgc pod uwage
podobienstwo w budowie adenantyny i SK053 oraz fakt, ze w poprzednich
badaniach  zaobserwowalismy, ze  SK053 rowniez wptywa na
ekspresje/fosforylacje biatek zwigzanych 2z siateczkg srédplazmatyczng,
wréciliSmy ponownie do badan nad mechanizmem dziatania SKO053.
Rozszerzajgc badania prowadzone w czasie studidw doktoranckich
zaproponowatam nowe modele, ktore pozwolity doktadniej wyjasni¢c mechanizm
dziatania SK053. Apoptoza indukowana stresem siateczki srodplazmatycznej
jest zwigzana ze wzrostem ekspresji genu kodujgcego czynnika
transkrypcyjnego CHOP (ang. C/EBP homologous protein, CHOP) oraz
aktywacjg kaspazy 12 [25]. Dlatego w kolejnych doswiadczeniach wykorzystano
model modyfikowanych mysich fibroblastéw pozbawionych ekspresji CHOP
(knock-out CHOP /- MEFs) oraz kontrolnych, prawidtowych komérek (WT MEFs).
Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze komérki CHOP/ MEFs byty
oporne na dziatanie SK053. CHOP okazat sie wiec kluczowym czynnikiem,
odpowiedzialnym za, zalezng od kaspazy 12, apoptoze komédrek nowotworowych
poddanych dziataniu SK053.

Nastepnie, za pomocg transdukcji lentiwirusowej, zmodyfikowano roéwniez
komorki linii nowotworowej Raji zwiekszajgc (pLVX-Trx) lub zmniejszajgc (sh-
RNA-Trx) ekspresje genu kodujgcego tioredoksyne. Zaobserwowano, ze
tioredoksyna chroni komérki nowotworowe przed apoptozg indukowang SK053
(Rycina 3). Uzyskane wyniki sugerujg, ze podobnie jak w wypadku adenantyny,

uktad tioredoksyny nie jest jednym celem dla SK053.
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Rycina 3. Wrazliwo$¢ komorek Raji na SK053 zalezy od ilosci tioredoksyny (A) Procent
komorek apoptotycznych, z nadekspresjg tioredoksyny (pLVX-Trx), komorek ze
zmniejszong ekspresjg tioredoksyny (SshRNA-Trx) oraz komérek kontrolnych (pLVX-
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empty, NT shRNA) po 24-godzinnej inkubacji z SK053, oceniony metodg TUNEL. *P <
0.05. [26].

Najwazniejsze wnioski czesci A (publikacja 1 i 2):

1. Adenantyna jest nieselektywnym inhibitorem peroksyredoksyn.
Efektywnie hamuje aktywnos¢ uktadu tioredoksyny oraz innych enzymoéw
antyoksydacyjnych, ktorych miejsce aktywne zbudowane jest z cystein,
tworzgce mostki dwusiarczkowe.

2. Mechanizmy dziatania SK053 i adenantyny sg do siebie bardzo podobne.
Dlatego, mozna wnioskowac¢, ze uktad tioredoksyny nie jest jedynym
celem dla tych inhibitoréw. Dziatanie cytotoksyczne SK053 na komorki

nowotworowe wymaga ekspresji CHOP oraz aktywacji kaspazy 12.
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B. Zbadanie jak stres oksydacyjny indukowany przez PDT wptywa na
mikroSrodowisko guza. Zidentyfikowanie i proba zahamowania
mechanizmdéw immunosupresyjnych, aktywowanych PDT (publikacje:
3i4).

Terapia fotodynamiczna jest kolejng metodg stosowang w celu zakidcenia
rownowagi redoks w komoérkach nowotworowych. Jednak stres oksydacyjny
indukowany przez PDT nie tylko jest toksyczny dla komdrek nowotworowych, ale
rbwniez powoduje rearanzacje mikrosrodowiska nowotworu. Poczatkowo
zaobserwowano, ze niektore fotouczulacze np. werteporfina gromadzg sie w
Srodbtonku naczyn krwionosnych, powodujgc ich uszkodzenie [14]. Jednak nie
tylko naczynia krwiono$ne ulegajg zniszczeniu w wyniku dziatania PDT. PDT
wptywa takze na dziatanie naczyn limfatycznych co byto przedmiotem naszych
badan w czasie mojego stazu podoktorskiego. Badania te prowadzone byty we
wspotpracy z prof. Melody Swartz oraz dr Witoldem Kilarskim z Ecole
Polytechnique Fédérale de Lausanne, z Szwajcarii. W pierwszej wspolnej
publikacji wykorzystalismy PDT do selektywnego zamkniecia naczyn
limfatycznych skory myszy [27]. Ciekawg obserwacjg byto, ze w niskich dawkach
PDT hamowata przeptyw limfy przez naczynia limfatycznie, nie powodujgc

uszkodzen naczyn krwionosnych.

Naczynia limfatyczne transportujg ptyny, cytokiny, antygeny oraz komaérki uktadu
odpornosciowego do wezidéw limfatycznych, sg wiec kluczowe dla rozwoju
odpowiedzi immunologicznej. Jednakze, podobnie jak angiogeneza,
limfangiogeneza jest wazna dla wzrostu guza oraz sprzyja tworzeniu przerzutow
nowotworowych [28]. Dlatego kontynuowaliSmy badania, by sprawdzi¢ jak
zniszczenie okotoguzowych naczyn limfatycznych wptynie, na indukowang przez
PDT, przeciwnowotworowg odpowiedz immunologiczng. W tym celu
wykorzystano dwa mysie, ortotopowe modele raka sutka: 4T1 i EQO771 oraz
werteporfine  jako  fotouczulacz. W  pierwszych  doswiadczeniach
zaobserwowalismy, ze PDT powoduje odwracalne uszkodzenie okotoguzowych
naczyn limfatycznych, ktére ulegajg procesowi regeneracji w pie¢ do dwudziestu

dni po zastosowaniu terapii (Rycina 4).

10
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Rycina 4. PDT hamuje przeptyw limfy (znakowany fluorescencyjnie dekstran) z guza do
pachowego wezta limfatycznego myszy. Przeptyw ten jest przywracany poczgwszy od 5
dnia po PDT (n =7) [29].

Nastepnie zmodyfikowano komorki linii EO771 oraz 4T1, wprowadzajgc do nich
wektor kodujgcy gen rozpuszczalnej formy receptora dla czynnika wzrostu
Srodbtonka naczyniowego 3 (ang. soluble form of vascular endothelial growth
factor receptor 3, SVEGFR3). sVEGFR3 hamuje powstawanie naczyn
limfatycznych w modelach in vivo. Zaobserwowano, ze zaréwno uszkodzenia
naczyn limfatycznych przez PDT jak i wydzielanie sVEGFR3 przez komorki
nowotworowe uniemozliwito transport komérek dendrytycznych z guza do

drenujgcych weztéw limfatycznych (Rycina 5).
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Rycina 5 Wplyw sVEGFR wydzielanego przez komodrki nowotworowe (E0771-
SVEGFR3) na odsetek komodrek srédbtonka naczyn limfatycznych (CD457, CD31°,
gp38*) guza (A) oraz na transport GFP-dodatnich komoérek dendrytycznych z guza do
weztdw limfatycznych po PDT (B). Wykres przedstawia catkowitg liczbe komorek
dendrytycznych GFP-dodatnich, wykrytych w pachwinowym weztach limfatycznych 48
godzin po podaniu komorek dendrytycznych i 24 godziny po PDT, *P < 0.05, **P < 0.01,
**P < 0.005 [29].

Ostatecznie okazato sie, ze ekspresja genu kodujgcego sVEGFR3 w guzach w

obu zastosowanych modelach, zmniejszyta przeciwnowotworowe dziatanie
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terapii fotodynamicznej. Funkcjonalne naczynia limfatyczne sg wiec niezbedne
do dziatania PDT. Zahamowanie powstawania naczyn limfatycznych guza lub ich
zniszczenie uniemozliwia rozwiniecie sie skutecznej, przeciwnowotworowej,

odpowiedzi immunologicznej po PDT.

Intensywny stres oksydacyjny, powstajacy w skutek aktywacji fotouczulacza,
powoduje silne uszkodzenie tkanek. Zniszczenie guza skutkuje rozwojem
zapalenia, ktore jest jednym z kluczowych zdarzen dla efektywnego dziatania
PDT. Jednakze, dla utrzymania waznej dla przezycia organizmu réwnowagi,
pomiedzy aktywacjg a hamowaniem uktadu odpornosciowego, procesom
zapalnym zawsze towarzyszg mechanizmy immunosupresyjne. Rowniez w
wypadku PDT dochodzi do aktywacji mechanizméw, ktére maja zapobiegaé
dalszemu zniszczeniu tkanek prze komponenty uktadu odpornosciowego. W
kolejnej publikacji zidentyfikowaliSmy enzym - dioksygenaze 2,3 - indoloaminy -
(ang. indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO) jako mechanizm immunosupresyjny,
indukowany przez PDT. IDO katalizuje reakcje degradacji tryptofanu, ktéry jest
niezbedny dla prawidtowej aktywacji i funkcji limfocytow T [30]. Produktem
koncowym reakcji sg kynureniny, ktére takze hamujg dziatanie limfocytéw T oraz
dodatkowo powodujg polaryzacje limfocytow CD4* w komérki regulatorowe. W
naszych badaniach, z uzyciem mysich modeli raka sutka, zaobserwowalismy, ze
PDT powoduje wzrost zaréwno ekspresji genu kodujgcego IDO jak i wzrost

aktywnosci enzymatycznej IDO (Rycina 6).

10h e GuUz GUZ . Wezly limfatyczne
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Rycina 6. Ekspresja genu kodujgcego IDO w guzach myszy zaszczepionych ortotopowo
komérkami linii EO771 (wykres po lewej) oznaczana za pomocg qPCR w réznych
czasach po PDT. Aktywnos$¢ enzymatyczna IDO w guzach (wykres srodkowy) oraz w
drenujacych guz weztach limfatycznych (wykres po prawej) w réznych czasach po PDT
n =4-6; *P < 0.05; *P < 0.01 [31].
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Wyniki wykazaty réwniez, ze w guzach powstatych po inokulacji komorek EQ771,
gtébwnym zrédtem IDO sg granulocyty ale rowniez monocyty/makrofagi,
naptywajgce intensywnie do guza po PDT. Komorki te w doswiadczeniach ex vivo

silnie hamowaty proliferacje limfocytow T.

W celu zahamowania IDO wykorzystano inhibitor testowany w badaniach
klinicznych — epakadostat. Zahamowanie aktywnos$ci IDO zmniejszyto odsetek
limfocytow regulatorowych, zwykle zwiekszony pod wptywem PDT.
Niespodziewanie okazato sie rowniez, ze IDO jest jednym 2z kluczowych
mechanizméw chronigcych organizm przed nadmierng aktywacjg uktadu
odpornosciowego po PDT. PDT w potaczeniu z epakadostatem spowodowato,
zalezng od interleukiny 6, silng, toksyczng reakcje w obu zastosowanych
modelach raka sutka. Letalno$¢ wynikajgca z zastosowanej terapii zostata
zniesiona dopiero po zastosowaniu przeciwciat neutralizujgcych interleukine 6.
Badania te pokazujg znaczenie IDO w kontekscie opisanej regulacji swoistej
odpowiedzi immunologicznej, ale tez podkreslajg wplyw tego enzymu na
nieswoiste komponenty uktadu odpornosciowego. W sSwietle sukcesow jakie
odnoszg immunoterapie w leczeniu pacjentdw onkologicznych a takze
nieudanych préb klinicznych z inhibitorami IDO, nasze wyniki podkreslajg wage
dalszych badan nad zrozumieniem roli katabolizmu tryptofanu, w rozwoju

przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej.
Najwazniejsze wnioski czesci B (publikacje 3 i 4):

- ROS indukowane przez PDT powodujg uszkodzenia naczyn
limfatycznych. Uposledzenie funkcji naczyn limfatycznych uniemozliwia
rozwoj skutecznej przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej po
PDT.

- Stres oksydacyjny, powstajgcy pod wptywem PDT powoduje uszkodzenie
tkanek oraz aktywacje IDO — enzymu o dziataniu immunosupresyjnym.
Zahamowanie IDO po PDT skutkuje letalng reakcjg, wskazujgc na
kluczowg role IDO w zachowaniu réwnowagi pomiedzy aktywacjg a

hamowaniem odpowiedzi immunologicznej po PDT.
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnosciag naukowg albo
artystyczng, realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej

lub instytucji kultury, w szczegdlno$ci zagranicznej.

A. Podsumowanie dorobku naukowego
Liczba publikacji: 35 prac w tym 28 oryginalnych i 7 prac przeglgdowych
Sumaryczny impact factor: 174,895
Sumaryczna liczba punktéw MNiISW: 1562
Liczba cytowan (bez autocytacji, Scopus): 666
Indeks H (Scopus) 16

B. Osiggniecia w trakcie pracy naukowej poza zgtaszanym osiggnieciem
Przed rozpoczeciem studiow doktoranckich:

Jeszcze jako studentka biotechnologii bytam zaangazowana w projekty
zwigzane z PDT. Poczatkowo bytam odpowiedzialna za badanie
cytostatycznego/cytotoksycznego dziatania terapii tgczonej PDT z
cyglitazonem (Mréwka P. et al. Int J Oncol. 2008). Nastepnie badatam wptyw
cynkowej protoporfiryny IX na dziatanie PDT (Nowis D et. al. BMC Cancer.
2008). Wykonywatam takze doswiadczenia, badajgc dziatanie kombinaciji
inhibitorow proteasomu i PDT, ktére stanowity tres¢ mojej pracy magisterskiej
oraz publikacji w czasopismie Cancer Research, gdzie znalaztam sie w grupie

gtéwnych autoréw (Szokalska A, et al Cancer Res. 2009).
Okres studiow doktoranckich

Gtownym tematem moich studiow doktoranckich byto poszukiwanie nowych
inhibitorow tioredoksyny oraz ich wykorzystanie w terapii tgczonej z PDT.
Projekt byt prowadzony we wspdipracy z grupg prof. Ryszarda
Ostaszewskiego z Instytutu Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk i
zakonczyt sie miedzynarodowym zgtoszeniem patentowym (numer 306259)
oraz publikacja gdzie wraz z dr. Szymonem Kilossowskim jestesmy
réwnorzednymi, pierwszymi autorami pracy (Ktossowski S and Muchowicz A,
et al J Med Chem. 2012). Poza gtéwnym projektem pracowatam takze nad
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badaniem regulacji ekspresji genu kodujgcego CD20 w modelach
biataczkowych (Winiarska M et al.J Biol Chem. 2012).

Staz podoktorski

W trakcie stazu podoktorskiego poczgtkowo zaangazowana bytam w projekt
finansowany z programu wspierajgcego polsko-szwajcarskg wspotprace
naukowg (Novel therapeutic strategies to target tumor lymphangiogenesis,
Polish-Swiss Research Programme, OPI, PSPB-057/2010), gdzie badatam
wptyw PDT na naczynia limfatyczne. Oprdcz tego badatam skutecznos¢ terapii
taczonej: nowych chelatoréw Zzelaza i PDT w wyniku czego jestem
wspotautorem dwoch prac oryginalnych: (Mrozek-Wilczkiewicz A et al. ACS
Med Chem Lett. 2014; Serda M et al. PLoS One. 2014). Nastepnie
zaangazowatam sie w badanie znaczenia stanu réwnowagi redoks komérek
nowotworowych w réznych modelach biataczek. Badatam dziatanie kombinaciji
inhibitorow uktaddéw redoks: adenantyny, auranofiny i SKO053 (Graczyk-
Jarzynka A, et al. Curr Opin Hematol. 2017; Chlebowska-Tuz J et al
Haematologica. 2018; Bajor M, et al. Br J Cancer, 2018; Graczyk-Jarzynka A,
et al. Redox Biol. 2019, Fidyt K, et al. Mol Oncol. 2019). Bylam takze
zaangazowana w projekt dotyczgcy inhibitoréw deacetylazy histonow (HDAC)
w kombinacji z rituksymabem. W badaniach tych zajmowatam sie oceng
skutecznosci wymienionej kombinacji lekow w modelach in vivo (Bobrowicz M,
et al. Blood. 2017).

C. Krajowe wspotprace naukowe:
- w obrebie Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego: bytam zaangazowana
w badanie znaczenia mutacji genu NARP, prowadzone w Zakfadzie Genetyki
Medycznej (Truszkowska G, et al Sci Rep. 2017). Z zespotem z Zakfadu
Diagnostyki Laboratoryjnej i Immunologii Klinicznej Wieku Rozwojowego
prowadze badania dotyczgce funkcji neutrofilow (Manda-Handzlik A, et al. Cell
Mol Life Sci. 2019).

- wspotpracuje rowniez z Instytutem Hematologii i Transfuzjologii w ramach
aktualnie prowadzonego projektu, dotyczgcego badania roli limfocytéw
regulatorowych w przewlektej biataczce limfocytowe;j.
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D. Miedzynarodowe wspofprace naukowe:

- w 2009 roku otrzymatam stypendium ICRETT, sponsorowane prze fundacje
UICC (Union for International Cancer Control) i spedzitam 3 miesigce w
Department of Dermatology, Harvard Medical School, Wellman Center for
Photomedicine. Badatam rozwdj odpowiedzi immunologicznej po PDT, jak
rébwniez zajmowatam sie optymalizacjg dziatania nowych fotouczulaczy.
Wspotpraca ta zaowocowata dwoma publikacjami oryginalnymi w czasie
studiow doktoranckich ( Mroz P, et al. PLoS One. 2010 Dec; Mroz P, et al
FASEB J. 2010) oraz kolejnymi dwoma w czasie trwania stazu podoktorskiego
(Mroz P et al Cancer Res. 2013, Wachowska M, et al. Eur J Cancer. 2014)

- kolejny, 2-misieczny staz odbytam w Swiss Federal Institute of Technology
(EPFL) w Lozannie w Szwajcarii. Nawigzana wspotpraca jest wcigz rozwijana
i zaowocowata dotychczas trzema oryginalnymi publikacjami (Kilarski WW et
al. Angiogenesis. 2014; Wachowska M at al Photodiagnosis Photodyn Ther.
2016; Muchowicz A, et al Eur J Cancer. 2017) oraz jedng pracg pogladowa,
ktérej jestem autorem korespondujgcym (Stachura J, et al. Oncoimmunology.
2016).

- w 2014 roku we wspétpracy z grupg prof. Patricii Agostinis z Leuven Center
for Cancer Biology z Belgii badatam rozwdj przeciwnowotworowej
odpowiedzi immunologicznej po szczepionce, powstatej z zastosowaniem
PDT i melfalanu (Dudek-Peri¢ AM et al Cancer Res. 2015).

- w 2018 roku spedzitam trzy tygodnie w International Centre for Genetic
Engineering Biotechnology, Trieste we Wioszech, prowadzgc badania,
dotyczace roli limfocytow regulatorowych w przewlektej biataczce
limfocytowej (wspoétpraca w ramach kierowanego przeze mnie grantu
,OPUS").

E. Uzyskane finasowanie na badania naukowe — gtéwne projekty (kierownik

projektu)

- 2019 - Zbadanie roli limfocytow regulatorowych i 2,3-dioksygenazy

indoloaminy ~w  progresji i  ksztattowaniu  immunosupresyjnego
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mikrosrodowiska przewlektej biataczki limfocytowej 2018/29/B/NZ6/01962
OPUS, NCN

- 2015 - Rola enzymu 2,3-dioksygenazy indoloaminy w indukcji swoistej
odpowiedzi  immunologicznej  skierowanej przeciwko  komdrkom
nowotworowym poddanym dziataniu terapii fotodynamicznej,
2014/13/D/INZ6/01080, SONATA, NCN

- 2011 - Badanie przeciwnowotworowego dziatania nowych inhibitoréw
tioredoksyny oraz optymalizacja ich chemicznej struktury N N405 127640,
MNiISW

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujgcych nauke lub sztuke.

- Od 2009 jestem zaangazowana w prowadzenie zaje¢ z przedmiotu
,iImmunologia” Poczatkowo prowadzitam seminaria dla studentéw Wydziatu
Farmaceutycznego, w kolejnych latach réwniez dla studentow Wydziatu
Lekarskiego oraz English Division Faculty. Prowadzone przez mnie zajecia

sg zawsze wysoko oceniane przez studentéw w ankietach studenckich.
- bytam promotorem:

Praca inzynierska:
Joanna Stachura, 2014 Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
“Badanie aktywnosci inhibitoréw tioredoksyny oraz mechanizméw ich dziatania”

Praca magisterska:

Joanna Stachura, 2015 Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
“‘Badanie oddziatywania rozpuszczalnej formy receptora 3 dla srodbtonkowego
czynnika wzrostu ze srodbtonkowym czynnikiem wzrostu -C-.

- bytam promotorem pomocniczym:

Praca magisterska:

Patrycja tuszczyk, 2013, Warszawski Uniwersytet Medyczny

~Wptyw chelatora Zelaza Dp44mT na cytotoksyczne dziatanie terapii
fotodynamicznej.”

- jestem aktualnie promotorem pracy magisterskiej inz. Marty Sledz, ktore;
tematyka dotyczy badania fenotypu ludzkich limfocytéw regulatorowych w

przewlektej biataczce limfocytowej

- od studiow doktoranckich jestem opiekunem studentow Kota Naukowego
dziatajgcego przy Zaktadzie Immunologii
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- wykonuje recenzje dla czasopism naukowych takich jak: International Journal
of Cancer, International Journal of Immunology, Pharmaceutics, Experimental

Hematology

- jestem wspotautorem rozdziatu w podreczniku ,Immunologia” z 2012 oraz 2017

roku
7. Stypendia i nagrody

- 2018 Nagroda Specjalna Rektora Warszawskiego Uniwersytetu medycznego
dla wyrdzniajgcych sie mtodych naukowcow (ponizej 35 roku zycia)

- 2015 Stypendium Ministra Szkolnictwa Wyzszego dla Wybitnych Mtodych
Naukowcéw

- 2012 L'Oréal-UNESCO Awards for Women in Science

- 2010 START Fundacja na rzecz Nauki Polskiej

- 2009 ICRETT - International Cancer Fellowship Union Against Cancer,
Boston, USA
- 2007 Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla Studentow
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