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4. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT. 2 USTAWY Z DNIA 20
LIPCA 2018 R. PRAWO O SZKOLNICTWIE WYZSZYM | NAUCE (DZ. U. Z 2021 R. POZ. 478 Z POZN. ZM.).
Omowienie to winno dotyczy¢é merytorycznego ujecia przedmiotowych osiggnie¢, jak
i w sposob precyzyjny okreslac indywidualny wkfad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiggniecie jest dzietem wspdtautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci

wskazywania dorobku z okresu catej kariery zawodowej.

4.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO | WYKAZ PUBLIKACII

Tytut osiggniecia: ,,Poszukiwanie nowych strategii leczenia chfoniakéw”

Prace oryginalne:

1. Bobrowicz M, Dwojak M, Pyrzynska B, Stachura J, Muchowicz A, Berthel E, Dalla-Venezia N,
Kozikowski M, Ktopotowska M, Miazek N, Zapata P, Domagala A, Bojarczuk K, Malenda A, Barankiewicz
J, Graczyk-Jarzynka A, et al. HDACS6 inhibition upregulates CD20 levels and increases the efficacy of
anti-CD20 monoclonal antibodies. Blood. 2017;130(14):1628-1638

IF2017: 15,132

Modj wktad w powstanie powyzszej publikacji polegat na wspétudziale w opracowaniu koncepcji pracy,
wykonaniu czesci eksperymentow technikami cytometrii przeptywowej, Western blotting, qRT-PCR,
modyfikacjach genetycznych linii komdrkowych, izolacji polisomdw, zbadania endocytozy biatka CD20,
oceny syntezy CD20 de novo z wykorzystaniem metody Click-it, przeprowadzenia analizy wynikdw,
przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu i redagowaniu artykutu zgodnie z sugestiami

recenzentow.

2. Bobrowicz M, Slusarczyk A, Domagata J, Dwojak M, Ignatova D, Chang Y, Iselin C, Miazek-
Zapala N, Marhelava K, Guenova E, Winiarska M. Selective inhibition of HDAC6 sensitizes cutaneous
T-cell lymphoma to PI3K inhibitors. Oncology Letters. 2020;20(1):533-540

IF 2020: 2,967

Moj wktad w powstanie powyzszej publikacji polegat na nawigzaniu miedzyosrodkowej wspdtpracy

badawczej z instytucjg w Szwajcarii, postawieniu hipotezy badawczej, wykonaniu wiekszosci



eksperymentow, przeprowadzeniu analizy wynikdw, przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu

i redagowaniu artykutu zgodnie z sugestiami recenzentow.

3. Iselin C, Chang Y, Schlaepfer T, Fassnacht C, Dimitriou F, Nageli M, Pascolo S, Hoetzenecker W,

Bobrowicz M [autor korespondujacy]*, Guenova E*. Enhancement of antibody-dependent cellular

cytotoxicity is associated with treatment response to extracorporeal photopheresis in Sézary
syndrome. Oncolmmunology. 2021;10(1):1-7

IF2021: 7,723

*rownorzedny udziat

Moj wktad w powstanie powyzszej publikacji polegat na wspottworzeniu koncepcji badawczej,
opracowaniu metodologii, wykonaniu wraz z zespotem eksperymentow oceniajgcych cytotoksycznosc
komdrkowg za pomocq cytometrii przeptywowej, opracowaniu pierwszej wersji manuskryptu oraz

redagowaniu artykutu zgodnie z sugestiami recenzentow.

4. Bobrowicz M*, Kusowska A*, Krawczyk M, Zhylko A, Forcados C, Slusarczyk A, Barankiewicz J,

Domagata J, Kubacz M, Smida M, Dostalova L, Marhelava K, Fidyt K, Pepek M, Baranowska I, Szumera-
Cieckiewicz A, Inderberg E, Walchli S, Granica M, Graczyk-Jarzynka A, Majchrzak M, Poreba M, Gehlert
C, Peipp M, Firczuk M, Prochorec-Sobieszek M, Winiarska M. CD20 expression regulates CD37 levels in
B-cell lymphoma - implications for immunotherapies. Oncolmmunology. 2024;13(1):1-12
*réwnorzedny pierwszy autor

IF 2024: 6,500

Mdoj wktad w powstanie powyzszej publikacji polegat na pozyskaniu finansowania w ramach grantu
Sonata NCN, postawieniu hipotezy badawczej, opracowaniu metodologii, nawigzaniu wspdtprac
miedzyosrodkowych umozliwiajgcych realizacje projektu, wykonaniu czesci eksperymentdw in vitro
(analiza ekspresji antygendw na powierzchni komdrek opornych na rytuksymab oraz komdrek
z wyciszeniem genu dla CD20 metodq cytometrii przepfywowej, analiza cytotoksycznosci przeciwciat
anty-CD37 w powyzszych modelach metodq cytometrii przeptywowej, ocena ekspresji CD37 metodqg
Western blotting w lizatach komdrek z wyciszonq eskpresjg CD20, zbadanie kolokalizacji biatek CD20
iCD37 metodq PLA), nadzorowaniu pracy zespotu, stworzeniu ostatecznej wersji manuskryptu

i redagowaniu artykutu zgodnie z sugestiami recenzentow.

Prace przeglagdowe:

5. Bobrowicz M, Kubacz M, Slusarczyk A, Winiarska M. CD37 in B Cell Derived Tumors-More than

Just a Docking Point for Monoclonal Antibodies. International Journal of Molecular Sciences.

2020;21(24):1-16



IF 2020: 5,924
Moj wktad w powstanie powyzszej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zebraniu
i przeprowadzeniu analizy pismiennictwa, zaplanowaniu rycin, nadzorowaniu pracy zespoftu,

przygotowaniu manuskryptu i jego modyfikacji zgodnie z sugestiami recenzentow.

6. Miazek-Zapata N, Slusarczyk A, Kusowska A, Zapata P, Kubacz M, Winiarska M, Bobrowicz M

[autor korespondujacy]. The “Magic Bullet” Is Here? Cell-Based Immunotherapies for Hematological

Malignancies in the Twilight of the Chemotherapy Era. Cells. 2021;10(6):1-23

IF 2021: 7,666

Moj wktad w powstanie powyzszej publikacji polegat na wspdtudziale w opracowaniu koncepcji pracy,
zebraniu i przeprowadzeniu analizy pismiennictwa, przygotowaniu manuskryptu wraz z zespotem i jego

modyfikacji zgodnie z sugestiami recenzentow.

Sumaryczny Impact Factor cyklu publikacji: 45,912

- w tym prace oryginalne: 32,322

4.2. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO | OSIAGNIETYCH WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH
EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

4.2.1. Wprowadzenie

Nowotwory, obok schorzen uktadu krazenia, nalezg do najczestszych przyczyn zgondw. W zwigzku
ztym, jednym z najwazniejszych wyzwan wspodtczesnej medycyny jest opracowanie skutecznych,
a zarazem bezpiecznych terapii przeciwnowotworowych. Chtoniaki, ktére znajdujg sie w pierwszej
dziesigtce najczesciej diagnozowanych choréb nowotworowych, stanowig heterogenng grupe
nowotworéw wywodzacych sie z limfocytéw. Schemat leczenia zalezy od tego, z ktérej linii limfocytow
wywodzi sie dany podtyp chtoniaka, jak manifestuje sie klinicznie i jaki jest stopien zaawansowania
choroby. W terapii chtoniakéw stosuje sie tradycyjne metody leczenia takie jak chemio-, radio- oraz
immunoterapia, a takze aktywnie poszukuje sie nowych, skuteczniejszych form istniejgcych metod
leczenia i dgzy do optymalizacji juz stosowanych metod.

Zastosowanie immunoterapii w leczeniu chtoniakéw

W ostatnich dziesiecioleciach coraz wazniejszg role w hematoonkologii odgrywa
immunoterapia. Immunoterapia jest podejSciem terapeutycznym wykorzystujgcym mechanizmy
efektorowe uktadu odpornosciowego do zwalczenia nowotworu. Obecnie w terapii chtoniakéw
wykorzystywane sg zaréwno metody immunoterapii biernej jak i czynnej, zwigzki swoiscie i nieswoiscie
aktywujgce mechanizmy uktadu odpornosciowego. Do najczesciej stosowanych w terapii chtoniakéw

metod immunoterapii nalezg obecnie:



A) Przeciwciata monoklonalne

Do tej grupy zaliczamy:

. tzw. nagie przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko antygenom bfonowym typowym

dla limfocytéw np. przeciwciata monoklonalne anty-CD20 - rytuksymab, obinutuzumab; przeciwciato
skierowane przeciwko receptorowi dla chemokin CCR4 - mogamulizumab, przeciwciato anty-CD38 -
daratumumab. Przeciwciafa te poprzez koniec Fc indukujg m.in. cytotoksyczno$¢ mediowang przez
uktad dopetniacza (ang. complement-dependent cytotoxicity, CDC) np. rytuksymab oraz
cytotoksycznos¢ komérkowa zalezng od przeciwciat (ang. antibody-dependent cellular cytotoxicity,

ADCC) np. rytuksymab, mogamulizumab (Ryc. 1).
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nowotworowej oraz antygen obecny na powierzchni komdrki efektorowej uktadu odpornosciowego
np. epkoritamab — przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko CD20 i CD3.

. przeciwciata skierowane przeciwko punktom kontrolnym uktadu odpornosciowego, ktérych

dziatanie polega na odblokowaniu mechanizméw chronigcych przed nadmierng aktywacjg odpowiedzi

immunologicznej np. pembrolizumab skierowany przeciwko czgsteczce PD-1.



B) Terapie adoptywne polegajace na pobraniu od pacjenta komérek uktadu odpornosciowego,

ich modyfikacji, a nastepnie ponownym ich podaniu pacjentowi.
Obecnie najszerzej rozwijang terapig adoptywng w leczeniu chtoniakdw jest zastosowanie limfocytéw

T z chimerycznymi receptorami antygenowymi (ang. chimeric antygen receptor, CAR) np. skierowany

przeciwko czgsteczce CD19 konstrukt tisagenlecleucel. Limfocyty CAR T majg zdolno$é rozpoznawania
antygenow i niszczenia komdrek nowotworowych bez koniecznosci wczesniejszego rozpoznawania
antygenow prezentowanych przez czgsteczki MHC (Ryc. 3).
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Ponadto, od wielu lat w terapii chtoniakéw skéry wywodzacych sie z limfocytéw T (ang. cutaneous

T- cell lymphoma, CTCL) stosowana jest fotoforeza pozaustrojowa (ang. extracorporeal photophoresis,

ECP). Metoda ta polega na aferezie leukocytow z krwi obwodowej, ich aktywacji za pomoca
8- metoksypsolarenu, a nastepnie ich ekspozycji na promieniowanie UVA i reinfuzji do krwiobiegu. ECP
ma dtugg tradycje stosowania w leczeniu nie tylko biataczkowej postaci CTCL — zespotu Sézary’ego (ang.
Sézary syndrome, SS), ale rdwniez u pacjentow z chorobg przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang.
grapht- versus- host disease, GVHD). Cho¢ ECP jest najdtuzej stosowang na sSwiecie forma

immunoterapii nowotwordw, jej mechanizm dziatania nie zostat w petni poznany (Cho et al., 2018).
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Powszechnie uwaza sie, ze oprdcz indukowania apoptozy komdrek nowotworowych, ECP ma szerokie
dziatanie immunomodulujgce m.in. powoduje zmniejszenie liczby limfocytéw regulatorowych Treg,
dojrzewanie komodrek dendrytycznych, indukcje cytokin pro-zapalnych i aktywacje limfocytéw CD8
(Akilov, 2023) (Ryc. 4). Niemniej ze wzgledu na nowe mozliwosci zastosowania w leczeniu CTCL form
terapii celowanej, w tym przeciwciata monoklonalnego mogamulizumabu, szczegélnie istotne jest
dogtebne poznanie mechanizmdéw przeciwnowotworowego dziatania ECP, zwtaszcza w kontekscie
wptywu na komodrki efektorowe majace zdolnos¢ do ADCC.

Mechanizmy opornosci na immunoterapie

Do mechanizméw ucieczki komérek nowotworowych przed rozpoznaniem przez uktad

odpornosciowy nalezg (podsumowane w (Piper et al., 2023; Sharma et al., 2017)) m.in.:

. wyciszanie ekspresji genéw dla czasteczek z rodziny MHC,

° wyciszanie ekspresji swoistych antygendow zwigzanych z nowotworem (ang. tumor-associated
antigens, TAA),

° nadekspresje liganddw dla punktéw kontrolnych uktadu immunologicznego,

. mutacje prowadzgce do nadekspresji onkogendéw np. osi RAS/RAF czy kaskady kinazy
3- fosfatydyloinozytolu (P13K)-AKT,

. immunosupresyjny wpltyw mikrosrodowiska nowotworu mediowany m.in. przez makrofagi
zwigzane z guzem, limfocyty Treg, komorki supresyjne pochodzenia mieloidalnego.

Poza pierwotng opornoscig na dziatanie immunoterapii istotnym problemem terapeutycznym
jest indukcja nabytej opornosci na stosowane leczenie. Mechanizmy nabytej opornosci na
immunoterapie przeciwciatami monoklonalnymi zostaty dobrze opisane na przyktadzie rytuksymabu
na podstawie obserwacji in vitro w modelach linii komérkowych opornych na rytuksymab

(podsumowane w pracy mojego zespotu (Kusowska et al., 2022)) (Ryc. 5). Mechanizmy te obejmuja

m.in.:

o zmniejszong ekspresje antygenu CD20,

. nadekspresje inhibitoréw uktadu dopetniacza (CD46, CD55, CD59),

. nadekspresje biatek antyapoptotycznych (Bcl-xL) i zmniejszenie ekspresji biatek

proapoptotycznych (Bax, Bak).
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Rola terapii celowanych w hematoonkologii

Celem przetamania opornosci i wzmocnienia efektu cytotoksycznego postuluje sie taczenie
immunoterapii z innymi lekami w terapiach skojarzonych. Jednym z najczestszych mechanizmow
prowadzacych do modyfikacji ekspresji biatek w komdérkach nowotworowych sg modyfikacje
epigenetyczne, w tym modyfikacje acetylacji chromatyny przez enzymy z grupy deacetylaz
histonowych (ang. histone deacetylase, HDAC) (Wanczyk et al., 2011). Deacetylazy histondéw poprzez
zmiane konformacji chromatyny zmniejszajg jej dostepnosé¢ dla czynnikéw transkrypcyjnych i tym
samym hamujg transkrypcje genéw. Deacetylacja reszt lizynowych histonéw prowadzi do wzrostu ich
dodatniego tadunku, co w konsekwencji utatwia oddziatywanie histondéw z ujemnie natadowanymi
resztami kwasu fosforowego w nici DNA i prowadzi do powstania skondensowanej, nieczynnej
transkrypcyjnie heterochromatyny (Ryc. 6). Natomiast zastosowanie inhibitoréw HDAC prowadzi do
rozluznienia struktury chromatyny i inicjacji transkrypcji.

deacetylazy histonow
HDAC

terapia nowotworéw wyciszenie genow
. ’ y ) I
\ ’ v Yy J
AKTYWNA NIEAKTYWNA
EUCHROMATYNA HETEROCHROMATYNA

Rycina 6. Schemat dziatania enzymdéw HDAC na organizacje chromatyny.

W komdrkach nowotworowych aktywnos¢ deacetylaz jest wysoka, co przekfada sie na
wyciszenie ekspresji gendéw kodujgcych wiele biatek dziatajgcych jako biatka supresorowe
nowotworéw. Inhibitory HDAC sg od lat intensywnie badane pod katem ich aktywnosci

przeciwnowotworowej, szczegdélnie w modelach nowotwordéw uktadu krwiotwérczego i limfatycznego

10



(Li et al., 2020; Parveen et al., 2023; Zain & O’Connor, 2010). Jak dotad cztery nieselektywne inhibitory
HDAC zostaly zarejestrowane przez Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekdw FDA do leczenia
nowotworéw wywodzacych sie z uktadu limfatycznego, niemniej istotnym ograniczeniem tej terapii
jest odsetek dziatan niepozadanych. W zwigzku z powyzszym, w badaniach naukowych i prébach
klinicznych intensywnie eksplorowane sg specyficzne inhibitory pojedynczych izoform HDAC
charakteryzujace sie selektywnym dziataniem.

Inhibitory HDAC s3 jedng z form terapii celowanych stosowanych w hematoonkologii. Terapie
celowane nakierowane sg na specyficzne molekularne cele, ktére sg kluczowe dla wzrostu
i przetrwania komérek nowotworowych. Inng forma terapii celowanej, o ugruntowanym juz znaczeniu
w hematoonkologii jest hamowanie aktywnosci kinaz wewnatrzkomérkowych szlakéw przekaznictwa.
Inhibitory kinaz z powodzeniem stosowne sg w terapii skojarzonej z immunoterapig za pomoca
przeciwciat monoklonalnych (Hough et al.,, 2024). Terapie skojarzone tgczace ze sobg metody
terapeutyczne o réznych, uzupetniajgcych sie wzajemnie mechanizmach dziatania sg od lat stosowane
w hematoonkologii. W tym przypadku rdwnoczesne stosowanie metod terapeutycznych o réznych,
uzupetniajgcych sie mechanizmach dziatania potencjalizuje skutecznos¢ leczenia. Przyktadami takich
zarejestrowanych kombinacji s3 chemoimmunoterapia oparta o rytuksymab w schemacie R-CHOP
(rytuksymab, cyklofosfamid, doksorubicyna, winkrystyna, prednizon), ibrutynib w skojarzeniu
z rytuksymabem oraz lenalidomid w potaczeniu z bortezomibem i deksametazonem. Zachecajgce
wyniki badania klinicznego fazy 1b/2 potgczenia ViPOR testujgcego wielolekowy schemat wolny od
chemioterapii: wenetoklaks (inhibitor anty-apoptotycznego biatka Bcl-2), ibrutynib (inhibitor kinazy
Btk), prednizon, obinutuzumab  (przeciwciato anty-CD20) oraz zwigzek immunomodulujgcy
lenalidomid u pacjentéw z opornym na leczenie chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytéw B (ang.
diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL) wskazujg na skutecznos¢ i korzystny profil bezpieczenstwa
takiego podejscia (Melani et al., 2024).

Stosowanie terapii skojarzonych pozwala na zwiekszenie skutecznosci leczenia poprzez
wykorzystanie komplementarnych mechanizméw cytotoksycznosci, zapobieganiu powstawania
opornosci na stosowane terapie, a takze redukcje dawek i poprawe profilu bezpieczenstwa terapii (Jin
et al., 2023). Nieustannie poszukuje sie wiec nowych mozliwosci terapeutycznych opartych
o kombinacje istniejgcych juz lekéw. W pierwszej kolejnosci nalezy jednak szczegétowo zbadac
molekularne efekty takich potgczen i mozliwe interakcje miedzy testowanymi lekami w modelach

przedklinicznych.

4.2.2. Cel naukowy:
W moich badaniach skupitam sie na poszukiwaniu nowych strategii terapeutycznych w dwdch typach

chtoniakéw o niekorzystnej prognozie: DLBCL oraz biataczkowe] postaci chtoniaka z limfocytéw T —
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zespole Sézary’ego. Chtoniak rozlany z duzych komodrek B jest najczesciej wystepujacym typem
chtoniaka i charakteryzuje sie agresywnym przebiegiem. Odsetek niepowodzen terapeutycznych po
zastosowaniu pierwszej linii leczenia (schemat R-CHOP) jest znaczny - siega 30-50%, a opornos¢ na
immunochemioterapie koreluje w gorszg prognoza (Coiffier & Sarkozy, 2016; Maurer et al., 2014).
Obecnie intensywnie poszukiwane sg czynniki warunkujgce odpowiedz na R-CHOP (Wenzl et al., 2024),
a wysitki naukowcéw od lat skupiajg sie na optymalizacji metod stosowanego dotychczas leczenia.
Zespot Sézary’ego jest rzadka, agresywng postacig chtoniaka z limfocytéw T, charakteryzujgca sie
przewlektym przebiegiem (Bobrowicz, Fassnacht, et al., 2020; Olsen et al., 2024). Pacjenci z tym
schorzeniem majg ograniczone opcje terapeutyczne, a stosowane terapie rzadko prowadzg do
dtugotrwatej remisji. Moje badania miaty na celu zidentyfikowanie nowych podejs¢ terapeutycznych,
ktére mogtyby przezwyciezy¢ opornosé na standardowe terapie oraz skuteczniej eliminowaé komaérki

nowotworowe.

Szczegotowymi celami naukowym prezentowanego ponizej cyklu publikaciji byty:

-ocena potencjatu terapii skojarzonych opartych o inhibitory HDAC w leczeniu chtoniakéw (publikacja
1i2),

-poszukiwanie strategii zwiekszajgcych skutecznosé¢ immunoterapii chtoniakéw za pomocg przeciwciat
monoklonalnych (publikacja 1,2 i 3),

-zbadanie konsekwencji zmniejszonej ekspresji antygendéw powierzchniowych w kontekscie

skutecznosci réznych rodzajéw immunoterapii (publikacja 1i 4).

4.2.3. Omdwienie wynikéw badan w kontekscie poszczegdinych publikacji:

Ad 1) HDACE inhibition upregulates CD20 levels and increases the efficacy of anti-CD20 monoclonal
antibodies.

Pomimo przetomu jaki stanowito wprowadzenie do terapii schematu R-CHOP, problem nabytej
opornosci na te terapie dotyczy prawie potowy pacjentéw leczonych R-CHOP (Glass et al., 2017). Jak
wspomniano, cytotoksycznos¢ mediowana przez rytuksymab zalezy miedzy innymi od dostepnosci
antygenu CD20 na powierzchni komédrki nowotworowej. Wieloletnie obserwacje naszego zespotu
(Pyrzynska et al. 2018; Winiarska et al. 2012, 2014) oraz doswiadczenia innych grup badawczych
(podsumowane przez (Pavlasova & Mraz, 2020)) wskazujg, ze ilos¢ antygenu CD20 mozie by¢
regulowana na réznych etapach. W mojej pracy doktorskiej zajmowatam sie badaniem regulacji
ekspresji CD20 przez inhibitory deacetylaz histonéw. Jako pierwsza wykazatam, ze ekspresja CD20
ulega w znacznej mierze regulacji zaréwno przez niespecyficzne pan-inhibitory HDAC jak i specyficzne
inhibitory izoformy HDAC6. Badania nad mozliwoscia wykorzystania inhibitoréw HDAC6 w terapii

celowanej chtoniakéw kontynuowatam po sfinalizowaniu badan wchodzacych w sktad rozprawy
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doktorskiej. Wyniki moich badan in vitro (w oparciu o ustalone modele linii komérkowych
nowotworéw wywodzacych sie z limfocytéw B) i ex vivo (w komdrkach nowotworowych
wyizolowanych od pacjentéw z przewlektg biataczkg limfocytowg) wskazuja, ze jedng z mozliwosci
zwiekszenia ekspresji CD20 w komdrkach nowotworowych jest zastosowanie selektywnych
inhibitoréw HDAC6 (Ryc. 7 i 8). W moich badaniach, z wykorzystaniem ilosciowej analizy mRNA we
frakcji polisoméw wyizolowanych z komérek poddanych inkubacji z inhibitorem HDAC6, odkrytam, ze
to witasnie nasilona transkrypcja mRNA dla CD20 jest przyczyng obserwowanego wzrostu ekspresji

CD20 w komoérkach z zahamowang aktywnoscig HDAC6 (Ryc. 9).
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Rycina 7. Wptyw specyficznych inhibitorow HDAC6 na ilos¢ biatka CD20 na powierzchni komdrek Raji. Analiza
metodq cytometrii przeptywowej. Zmodyfikowano na podstawie (Bobrowicz et al., 2017).
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Rycina 8. Wptyw tubacyny oraz rykolinostatu na ilos¢ CD20 na powierzchni komdrek pierwotnych wyizolowanych
od chorych z przewlektq biataczkq limfocytowq. Analiza metodq cytometrii przeptywowej. Zmodyfikowano na
podstawie (Bobrowicz et al., 2017).
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Rycina 9. Analiza frakcji polisoméw w komdrkach Raji inkubowanych z tubacyng. (A) Lizaty cytoplazmatyczne
komdrek Raji kontrolnych i preinkubowanych z inhibitorem HDAC6 ultrawirowano aZz do uzyskania frakcji
polisomalnej. Wykres przedstawia absorbancje przy dtugosci fali A=254 nm dla frakcji mRNA ultrawirowanego w
gradiencie sacharozy. (B) llos¢ mRNA dla CD20 analizowano we frakcji polisomalnej oraz w catkowitym lizacie
cytoplazmatycznym z uzyciem odczynnika SYBRGreen. Wykres przedstawia stosunek mRNA dla CD20
w odniesieniu do mRNA dla genu referencyjnego HPRT1 we frakcji polisomalnej w poréwnaniu do catkowitej ilosci
MRNA dla CD20 w odniesieniu do mRNA dla HPRT1. Zmodyfikowano na podstawie (Bobrowicz et al., 2017).

U czesci pacjentéw leczonych rytuksymabem obserwuje sie zmniejszenie ilosci antygenu CD20
na powierzchni komérek nowotworowych (Davis et al., 1999; Hiraga et al., 2009; Kennedy et al., 2002;
Maeshima et al., 2009; Seliem et al., 2006). Zatem skojarzenie inhibitorow HDAC6 i przeciwciat anty-
CD20 wydaje sie by¢ atrakcyjng opcja terapeutyczng dla pacjentdw z chtoniakami B-komérkowymi. Ze
wzgledu na wspdtdziatanie réznych mechanizméw cytotoksycznosci mediowanych przez kaskade
biatek dopetniacza oraz komodrki uktadu odpornosciowego u pacjentéw leczonych schematami
opartymi o immunoterapie przeciwciatami anty-CD20, bardzo istotne jest zbadanie potencjatu
terapeutycznego proponowanej kombinacji w modelu in vivo. W tym celu przeprowadzitam, wraz ze
wspotpracownikami, eksperymenty w mysim modelu ludzkiego chtoniaka B-komodrkowego. Do
eksperymentdw uzyto myszy SCID, ktorym podano podskérnie komorki nowotworowe linii Raji
(reprezentujgcej chtoniaka Burkitta) cechujgce sie szybkim wzrostem (czas podziatu ok. 24h) i stabilng
ekspresjg biatka CD20. Obserwowano wydtuzone przezycie myszy leczonych kombinacjg rykolinostat-
rytuksymab w poréwnaniu do grupy leczonej rytuksymabem w monoterapii (Ryc. 10A). Eksperymenty
z uzyciem komoérek Raji z selektywnym wyciszeniem enzymu HDAC6 za pomocg shRNA wskazuja, ze

efekt wynikat z zahamowania aktywnosci HDAC6 (Ryc. 10B).

A B

100 o 100
—— KONTROLA

pLKO.1
shHDACS

—— RYKOLINOSTAT

50 4 RYTUKSYMAB PLKO.1 rytuksymab

shHDACG rytuksymab

50

== RYTUKSYMAB+
RYKOLINOSTAT

R g -

przezywalnosé (%)
przezywalnosé (%)

]

20 40 60 80
dni od podania komérek nowotworowych dni od podania komérek nowotworowych

T T T T 1
0 50 100 150 200 250 0

Rycina 10. Przezywalnos¢ myszy SCID, ktérym wszczepiono (A) komdrki nowotworowe Raji i leczono
rykolinostatem, (B) komorki Raji kontrolne (pLKO.1) lub ze zmniejszonq ekspresjq HDAC6 (shHDAC6), a nastepnie
podawano rytuksymab. Zmodyfikowano na podstawie (Bobrowicz et al., 2017).

W trakcie realizacji moich badan przeprowadzitam kompleksowg optymalizacje metodologii
i postugiwatam sie nowoczesnymi, aktualnie stosowanymi i wzajemnie uzupetniajgcymi sie technikami
badawczymi. Zastosowatam m.in. cytometrie przeptywowga, Western blotting, analize transkrypcji za
pomocg ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qRT-PCR), izolacje frakcji

polisomow i ocene translacji mRNA zwigzanego z polisomami. W toku projektu nawigzatam liczne
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wspotprace badawcze, co pozwolito na poszerzenie metodologii i uzyskanie bardziej
wszechstronnych danych. Wspoétpracowatam z zespotem dr Nicole dalla Venezia z Centre Léon Bérard,
Centrum Badan nad Rakiem w Lyonie we Francji, z ktdrg prowadzilismy wspdlne analizy profilu
polisoméw. Wspodtpraca z prof. Ewg Lech-Marandg z Kliniki Hematologii Instytutu Hematologii
i Transfuzjologii w Warszawie umozliwita pozyskanie probek od pacjentéw z nowotworami
wywodzacymi sie z limfocytéw B. Z kolei we wspdtpracy z prof. Lukasem Frenzelem z Kliniki
Hematologii Uniwersyteckiego Szpitala w Kolonii, Niemcy, pozyskatam prébki od pacjentéw
z nowotworami limfocytédw B oraz wykonatam czes¢ eksperymentdw in vitro podczas stazu naukowego
w Kolonii. Nowatorskie wyniki projektu, zastosowanie nowoczesnego warsztatu naukowego oraz
zawarcie trwatych wspétprac miedzyosrodkowych pozwolity na opublikowanie wynikéw moich
badan w 2017 r. w wiodacym pismie o tematyce hematologicznej wydawanym przez Amerykanskie
Towarzystwo Hematologiczne Blood (Bobrowicz et al., 2017).

Wyniki tego badania, oprdécz wartosciowego uzupetnienia wczesniejszych badan naszego
zespotu na temat mozliwosci regulacji CD20 przez rézne klasy lekéw przeciwnowotworowych,
wpisujg sie w dyskusje na temat mozliwosci zwiekszania efektywnosci terapii celowanych przez
selektywne inhibitory HDAC6. Badania przeprowadzone przez inne grupy badawcze wskazujg, ze
zastosowanie zwigzkéw hamujgcych enzym HDAC6 moze wspomagac skutecznosé immunoterapii
réowniez w innych modelach nowotwordéw. Szczegdlnie interesujagce wydaje sie by¢ zastosowanie
zahamowania HDAC6 w potaczeniu z przeciwciatami anty-PD-L1. Obiecujgce wyniki takich kombinacji
wykazano jak dotgd w komérkach pierwotnych szpiczaka plazmocytowego (Ray et al., 2018), mysim
modelu raka jajnika (Fukumoto et al., 2019), a takze liniach komdrkowych raka jelita grubego (Wen et
al., 2024) oraz czerniaka (Peng et al., 2023). Ostatnie lata przyniosty takze wiele odkry¢ na temat
zastosowania inhibitoréw HDAC6 jako immunomodulatoréw. Wykazano m.in., ze inhibitory HDAC6
stymulujg prezentacje antygendw poprzez MHC klasy |, przyczyniajac sie do zwiekszenia
cytotoksycznosci limfocytéw CD8+ (Rana et al. 2024). Poprzez zwiekszenie ekspresji czasteczek MHC
klasy Il biorg udziat w rekrutacji limfocytow CD4+, a takie promuja réznicowanie makrofagéw
obecnych w guzie w kierunku makrofagéw M1 (Ducellier et al., 2024) i stymulujg fagocytoze poprzez
zmniejszenie ekspresji CD47 na powierzchni komdrek nowotworowych (Gracia-Hernandez et al.,
2024). Jak dotad zaden z selektywnych inhibitoréw HDAC6 nie uzyskat jeszcze rejestracji do leczenia.
Trwajg jednak zaawansowane badania Il fazy w kontekscie efektu przeciwnowotworowego
wynikajgcego z selektywnego zahamowania HDAC6 zaréwno w rozrostach hematologicznych (badanie

NCT05563844) jak i guzach litych (badanie NCT05268666).
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Ad 2) Selective inhibition of HDAC6 sensitizes cutaneous T-cell lymphoma to PI3K inhibitors.
Pan-inhibitory HDAC (worinostat i belinostat) sg zarejestrowane do leczenia opornego chtoniaka skory
wywodzacego sie z limfocytéw T (CTCL), a nowotworowe limfocyty w CTCL cechuje zwiekszona
ekspresja enzymu HDAC6 (Marquard et al., 2008). Obiecujgce rezultaty badan z wykorzystaniem
inhibitorow HDAC6 w modelu chtoniakéw B-komdrkowych, a takze wspomniane doniesienie
literaturowe byly przyczynkiem do zbadania mozliwosci zastosowania inhibitoréw HDAC6 w CTCL.
Wyniki badania in vitro w modelach linii komérkowych CTCL traktowanych niespecyficznym pan-
inhibitorem HDAC worinostatem w potgczeniu z inhibitorami kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K)
wskazujg na synergistyczne dziatanie tej kombinacji (Wozniak et al., 2010). Inhibitor PI3K duwalizyb byt
juz testowany w badaniu klinicznym | fazy u pacjentéw z CTCL, gdzie odnotowano cze$ciowg odpowiedz
na to leczenie (Horwitz et al.,, 2018). Wiadomo réowniez, ze HDAC6 deacetyluje kinaze Akt, jedno
z gtéwnych biatek efektorowych szlaku przekazywania sygnatu przez kinaze P13K (laconelli et al., 2017).
W moim projekcie ostawitam hipoteze, ze zastosowanie inhibitoréw HDAC6 uwrazliwia komérki CTCL
na inhibitory PI3K. Badania dotyczgce zastosowania inhibitoréw HDAC6 w terapii CTCL zrealizowatam
we wspotpracy z grupg Prof. Emmanuelli Guenovy w Klinice Dermatologii Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego w Zurychu, dzieki przyznanemu mi prestizowemu stypendium Europejskiej Organizacji
Biologii Molekularnej (EMBO).

W moich badaniach, potwierdzitam podwyzszong ekspresje enzymu HDAC6 w liniach

komérkowych CTCL wywodzgcych sie zaréwno ze skérnej jak i biataczkowej postaci choroby (Ryc. 11).

K o i i Rycina 11. Ocena ekspresji HDAC6
R L PP w komédrkach wyizolowanych od zdrowych
dawcow (HD), pacjentow z zespotem
——_‘.—iﬁu HDACS6 Sézary’ego (SS) oraz w komdrkach linii
komdrkowych CTLC (HH, H9 i HUT 78).
e ; ﬁ n ’-'- e r'f == tubulina  Analiza metodg  Westetn  blotting.
Zmodyfikowano na podstawie (Bobrowicz et

al. 2020).

Ponadto zaobserwowatam addytywny efekt dziatania kombinacji inhibitoréw PI3K
(duwelizybu, kopanlizybu i piktilizybu) wraz z inbibitorem HDAC6 rykolinostatem (Ryc. 12 i 13).
Wykorzystujac linie komdrkowe z wyciszong ekspresja enzymu HDAC6 wykazatam, ze obserwowany

efekt zalezy od zahamowania HDACG6 (Ryc. 14).

16



HUT78 barwienie anneksyna V i jodkiem propidyny

g
€ 100
£ _
= * e
5 -
L 50
<]
c
°
z
0 0.25 0.5 0
DUWELIZYB (uM) KOPANLIZYB (M)
HH barwienie anneksyna V i jodkiem propidyny
=
g
£ 100 100 100
= * “
E_\o, *%
Q0
3 50 ke » 50 . 50
e *%
H
50 0 0
0 1 2 0 0.25 0.5 0
DUWELIZYB (uM) KOPANLIZYB (uM)

RYKOLINOSTAT (uM)

RYKOLINOSTAT (uM)

Rycina 12. Ocena zywotnosci komdrek linii komorkowych CTCL inkubowanych przez 24h z inhbitorem HDAC6
rykolinostatem oraz inhibitorami PI3K duwelizybem, kopanlizybem i piktylizybem. Analiza metodq cytometrii

przeptywowej. Zmodyfikowano na podstawie (Bobrowicz et al. 2020).
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Rycina 14. (A) Ocena skutecznosci wyciszenia HDAC6 w komdrkach linii HUT78 transdukowanych plazmidami
Z SgRNA wyciszajgcymi sekwencje HDAC6. Analiza metodq Western blotting. (B) Ocena Zywotnosci komdrek
Z wyciszong ekspresjq HDAC6 poddanych 24h inkubacji z inhibitorami PI3K. Analiza metodqg cytometrii

przeptywowej. Zmodyfikowano na podstawie (Bobrowicz et al. 2020).

Podsumowujac, w moich badaniach wykazatam, Ze zastosowanie inhibitorow HDAC6

uwrazliwia komorki CTCL na inhibitory kinazy PI3K. Co istotne, analizy przeprowadzone na platformie
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opartej o modele ksenograftéw od pacjentéw z CTCL réwniez wskazaty réwnoczasowe hamowanie
aktywnosci kinazy PI3K (za pomoca selektywnego inhibitora buparlizybu) i deacetylaz histonéw
(stosowano pan-inhibitory HDAC hamujace réwniez enzym HDAC6) jako jedng z mozliwych
i najskuteczniejszych strategii terapeutycznych (Wu et al., 2021). Synergistyczne dziatanie kopanlizybu
z pan-inhibitorami HDAC obserwowane byto réwniez w panelu linii komdrkowych CTCL (Tarantelli et
al.,, 2020). Moje badania stanowig wartosciowe uzupetnienie w toczgcej sie od wielu lat dyskusji
nt. mozliwosci zastosowania inhibitoré6w HDAC w leczeniu CTCL (Lopez et al., 2018; Ott & Wu, 2017,
Pavlidis et al., 2021; Rangwala et al., 2012). Chociaz wspomniane pan-inhibitory HDAC worinostat oraz
belinostat zostaty zarejestrowane przez FDA do leczenia pacjentdw z opornym na leczenie CTCL, ich
zastosowanie w praktyce klinicznej jest ograniczone ze wzgledu na wysoki odsetek dziatan
niepozadanych. Jednoczesnie pojawiajg sie doniesienia o wysokiej cytotoksycznosci inhibitorow HDAC
w CTCL w badaniach in vitro (L. Zhao et al., 2022), w szczegdlnosci w potaczeniu z innymi zwigzkami
przeciwnowotworowymi np. inhibitorem BCL2 wenetoklaksem (Cyrenne et al., 2017). Badania
z uzyciem bardziej selektywnych inhibitorow HDAC sg niezbedne w celu zidentyfikowania izoform
charakteryzujacych sie silnym efektem przeciwnowotworowym i réwnoczesnie powodujacych mniej
dziatan niepozadanych. Wyniki moich eksperymentéw moga stanowic¢ wstep do zaprojektowania

pierwszych préb klinicznych z selektywnymi inhibitorami poszczegélnych izoform w CTCL.

Ad 3) Enhancement of antibody-dependent cellular cytotoxicity is associated with treatment
response to extracorporeal photopheresis in Sézary syndrome.

Poszukiwania nowych strategii terapeutycznych dla pacjentéw z chifoniakiem skéry kontynuowatam
w modelu biataczkowej postaci choroby - zespole Sézary’ego. Jako pierwsza linia leczenia w zespole
Sézary’ego stosowana jest fotoforeza pozaustrojowa. Pomimo wielu lat stosowania w praktyce
klinicznej, mechanizmy dziatania ECP nadal nie zostaty dostatecznie poznane. W projekcie
realizowanym w trakcie mojego pobytu badawczego w Klinice Dermatologii Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego w Zurychu postawilismy hipoteze, ze ECP wptywa réwniez na funkcje komérek NK, ktdre
sg efektorami ADCC. Na poczgtkowym etapie projektu ocenilismy liczbe komérek NK u pacjentow z SS
przed zastosowanym leczeniem i u zdrowych dawcéw. Zauwazyliémy statystycznie znamienne
zmniejszenie liczby komdrek NK w krwi obwodowej pacjentdw z SS w poréwnaniu ze zdrowymi
dawcami (Ryc. 15). Nastepnie, w serii eksperymentéw in vitro z wykorzystaniem komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) od pacjentow przed i po ECP pokazalismy, ze zastosowanie

ECP zwieksza odsetek komdrek NK w krwi obwodowej (Ryc. 16).
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Rycina 15. Analizy liczby komorek NK wsréd komdrek PBMC zdrowych dawcow (n=12) oraz pacjentow z SS (n=9).
Analiza metodq cytometrii przeptywowej. Zmodyfikowano na podstawie (Iselin...Bobrowicz and Guenova. 2021)

Rycina 16. Analizy odsetka komdrek NK wsrod PBMC w probkach od pacjentdéw z SS przed i po przeprowadzeniu
fotoforezy pozaustrojowej. Analiza metodq cytometrii przeptywowej. Zmodyfikowano na podstawie
(Iselin...Bobrowicz and Guenova. 2021).

Co niezwykle istotne, w eksperymentach in vitro oceniajgcych zdolnos$é komdérek PBMC od pacjentow
przed i po ECP do indukowania ADCC wobec komérek nowotworowych optaszczonych rytuksymabem,

zaobserwowalismy zwiekszenie skutecznos$ci ADCC po zastosowaniu ECP (Ryc. 17).

8- p = 0.004

Rycina 17. Ocena efektywnosci ADCC komérek PBMC od

o ) zdrowych dawcdw oraz pacjentow z SS przed i po terapii
ECP. Analiza metodq cytometrii  przeptywowej.
Zmodyfikowano na podstawie (Iselin...Bobrowicz and
Guenova. 2021).

o

2] J

Efektywnos¢ ADCC

zdrowi SS przed SS po ECP
dawcy ECP

Co wiecej, zwiekszenie efektywnosci ADCC obserwowano czesciej w eksperymentach z uzyciem
komérek pochodzacych od pacjentéw z lepszg odpowiedzig kliniczng na ECP, mierzong jako
zmniejszenie odsetka komodrek biataczkowych we krwi. W Swietle tych obserwacji wydaje sie zatem,
ze zwiekszenie cytotoksycznosci NK jest jednym z mechanizmoéw przeciwnowotworowego dziatania
ECP, a zwiekszona efektywnos¢ ADCC moze by¢ biomarkerem odpowiedzi klinicznej u pacjentow

leczonych tg formg immunoterapii.
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Wyniki prezentowanej publikacji majg istotne implikacje kliniczne w kontekscie stosowania
w leczeniu CTCL przeciwciata monoklonalnego mogamulizumabu skierowanemu przeciwko
receptorowi chemokinowemu CCR4. Jako ze jednym z gtéwnych mechanizméw dziatania
mogamulizumabu jest ADCC (Duvic et al., 2016), terapia skojarzona tgczgca ECP z tym przeciwciatem
wydaje sie atrakcyjng opcjg terapeutyczng. Rzeczywiscie, wyniki opublikowanych niedawno
retrospektywnych analiz pokazuja na skutecznos$¢ takiej terapii skojarzonej (Ninosu et al., 2023;
Rubio-Muniz et al., 2024). Przeprowadzone przeze mnie we wspotpracy z zespotem z Zurychu badania
wskazujg, ze stosowane obecnie immunoterapie mogg sie wzajemnie uzupetniac i stanowig istotny

wktad w zrozumienie mechanizmoéw stanowigcych o skutecznosci takiego potaczenia.

Ad 4) CD20 expression regulates CD37 levels in B-cell lymphoma - implications for immunotherapies.
Kolejna praca niniejszego cyklu dotyczyta zbadania konsekwencji zmniejszonej ekspresji niektérych
antygendw na powierzchni komérek chtoniaka opornych na leczenie rytuksymabem.
W eksperymentach skupitam sie na antygenach, ktére sy celami molekularnymi dla stosowanych
obecnie terapii przeciwnowotworowych. Jak wczesniej wspomniano, stosowanie immunoterapii
z uzyciem przeciwciat monoklonalnych moze prowadzi¢ do powstawania opornosci w przynajmniej
kilku mechanizmach. Poniewaz materiat biologiczny od pacjentéw z chtoniakami opornymi na leczenie
jest trudnodostepny (przy wznowie bardzo rzadko wykonuje sie biopsje wezta chtonnego), informacje
na temat mechanizmow regulujgcych ekspresje CD20 oraz powstawanie wtdrnej opornosci na
rutyksymab prowadzone sg w modelach linii komérkowych o wyidukowanej opornosci na to
przeciwciato (Jazirehi et al., 2007; Olejniczak et al., 2008; Takei et al., 2006). Linie te, cho¢ nieidealnie
odzwierciedlajg ztozonos$é¢ proceséw biologicznych w komérce nowotworowej, pozwalaja na
prowadzenie powtarzalnych badan majacych na celu m.in. poszukiwanie nowych opgcji
terapeutycznych dla pacjentdw z opornoscig na | linie leczenia. W niniejszej pracy, postugujac sie
czterema liniami ludzkich chtoniakéw B-komdrkowych z wyindukowang opornoscig na rytuksymab,
przeprowadzitam szczegétowa analize ekspresji antygendw powierzchniowych typowych dla
limfocytéw B. Wykazatam, ze wszystkie zbadane modele oprdécz obnizonej ekspresji czgsteczki CD20
(Ryc. 18A), cechuje réowniez obnizona ekspresja antygenu CD37 (Ryc. 18B), bedacego celem dla
immunoterapii zaréwno za pomocg przeciwciat monoklonalnych majgcych zdolnos¢ do indukcji CDC,
ADCC, jak i immunotoksyn ADC oraz CAR T. Biorgc pod uwage dane literaturowe (Oostindie et al.,
2019), w moich badaniach postawitam hipoteze, ze biatka CD20 i CD37 tworzg kompleks, a biatko CD20
reguluje ilos¢ biatka CD37 w btonie komoédrkowej. Celem sprawdzenia tej hipotezy, wraz ze
wspotpracownikami, stworzytam modele linii komérkowych z wyciszong ekspresjg czasteczki CD20
(Ryc. 19). Zaobserwowatam, ze linie te charakteryzowata réwniez zmniejszona ekspresja CD37 (Ryc. 19

i 20).
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Rycina 18. Ocena ekspresji CD20 (A) i CD37 (B) w liniach komdrkowych chtoniakéw z wyindukowang
opornosciqg na rytuksymab (RR) w poréownaniu z komdrkami kontrolnym z zachowanqg wrazliwoscig na
rytuksymab. Analiza metodq cytometrii przeptywowej. Zmodyfikowano na podstawie (Bobrowicz et al. 2024).

Raji Ramos U2932 Ly7 Daudi
NTC sg1 sg3 NTC sg1 NTC sg1sg3 NTC sg1sg3 NTC sg1 sg3
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Rycina 19. Ocena wyciszenia ekspresji CD20 oraz ocena ekspresji CD37 w komdrkach modyfikowanych za
pomocq sgRNA (sg1 i sg3 — sekwencje wyciszajgce CD20, NTC — sekwencja niewyciszajgca). Analiza metodq
Western blotting. Zmodyfikowano na podstawie (Bobrowicz et al. 2024).
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Rycina 20. Ocena ekspresji CD37 w liniach komdrkowych chtoniakéw B-komdrkowych z wyciszonqg ekspresjg
CD20 za pomocq sgRNA. Ekspresje CD37 poréwnano do komdrek modyfikowanych konstruktem NTC. Analiza
metodq cytometrii przeptywowej. MFI — Srednia intensywnos¢ fluorescencji. Zmodyfikowano na podstawie
(Bobrowicz et al. 2024).

Daudi

Raji

Ramos u2932

W kolejnych etapach projektu wykorzystujgc zbudowany w toku mojej wieloletniej pracy warsztat

naukowy, wraz z zespotem, przeprowadzitam eksperymenty majgce na celu zbadanie mechanizméw

regulacji ekspresji CD37 w komadrkach ze zmniejszong ekspresjg CD20. Wykluczytam m.in. udziat
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transkrypcyjnej regulacji CD37. Celem weryfikacji hipotezy na temat kompleksu tworzonego przez
CD20 i CD37 w btonie komérkowej, zastosowatam technike PLA (Proximity Ligation Assay). PLA
wykorzystuje pary skoniugowanych z oligonukleotydami przeciwciat skierowanych przeciwko badanym
biatkom. Gdy oba przeciwciata zwigzg swoje docelowe biatka, a biatka te znajdujg sie w odlegtosci do
40 nm, dochodzi do ligacji oligonukleotyddéw, ich amplifikacji, a nastepnie wykrycia produktu za
pomocg sondy zwigzane] z fluoroforem, co umozliwia analize metodg cytometrii przeptywowe;.
Postugujac sie liniami komérkowymi z wyciszong ekspresjg CD20 udowodnitam, ze biatka CD20 i CD37
rzeczywiscie tworza w btonie komdrkowej kompleks (Ryc. 21).

Zmniejszenie ekspresji CD37 w komdrkach CD20-negatywnych, a co bardziej istotne
w komorkach opornych na rytuksymab, ma powaine konsekwencje w kontekscie doboru kolejnej
linii leczenia. W moich badaniach, wraz z zespotem, rozpatrywatam konsekwencje zmniejszonej
ekspresji CD37 dla skutecznosci zaréwno przeciwciat monoklonalnych indukujacych CDC, jak
i immunotoksyn ADC oraz terapii CAR T. W celu pozyskania testowanych zwigzkéw, nawigzatam liczne
wspotprace: z dr Sebastienem Walchli z Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Oslo (pozyskanie
konstruktéow CAR skierowanych przeciwko czasteczce CD37), firmg biotechnologiczng Genmab A/S
(pozyskanie przeciwciat anty-CD37 do indukcji CDC), prof. Marcinem Porebg z Politechniki
Wroctawskiej (opracowanie przeciwciata anty-CD37 skoniugowanego z toksyng). Ponadto, dzieki
nawigzaniu wspotpracy z grupg prof. Matthiasa Peippa z Uniwersytetu w Kilonii mozliwe byto
przeprowadzenie eksperymentdw majgcych na celu zbadanie internalizacji czgsteczki CD37, co
niewatpliwie podniosto walory naukowe pracy, ktérg opublikowalismy w prestizowym pismie
Oncolmmunology (Bobrowicz et al., 2024).

W kolejnych eksperymentach zaobserwowatam, ze o ile zmniejszenie ilosci CD37 w btonie
znaczgco uposledza dziatanie przeciwciat w mechanizmie CDC (Ryc. 21), to komorki ze zmniejszong
iloscig CD37 pozostawaty wrazliwe na cytotoksyczne dziatanie przeciwciata sprzezonego z toksyng oraz
limfocytow T zmodyfikowanych CAR rozpoznajgcym czasteczke CD37 (Ryc. 22). Co istotne, obserwacje
w modelach in vitro potwierdzilismy w eksperymentach in vivo z uzyciem myszy SCID, ktérym podano
komorki linii Raji WT lub oporne na rytuksymab (Ryc. 23), a nastepnie leczono z zastosowaniem

limfocytow CAR T anty-CD37.
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. NTC Rycina 21. Ocena kolokalizacji biatek CD20 i CD37

= CD20KO metodq PLA. Kompleksy kolokalizujgcych biatek
znakowano sondq z FITC i analizowano metodg
cytometrii przeptywowej. KON- kontrola, 1Z0 — kontrola
izotopowa. Zmodyfikowano na podstawie (Bobrowicz et
al. 2024).
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Rycina 22. Ocena cytotoksycznosci przeciwciata anty-

CD37 w mechanizmie CDC w liniach komdrkowych Raji
i Ramos kontrolnych (WT) i opornych na rytuksymab
(RR). Analiza metodq cytometrii przeptywowej.
Zmodyfikowano na podstawie (Bobrowicz et al. 2024).
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Rycina 23. Przezywalnos¢ myszy SCID, ktérym wszczepiono komdrki nowotworowe Raji WT i RR, a nastepnie
leczono CAR T skierowanym przeciwko antygenowi CD37. Zmodyfikowano na podstawie (Bobrowicz et al.,
2024).

Podsumowujac, w przedstawione] pracy kompleksowo zbadano mechanizmy regulacji ilosci
antygenu CD37 przez biatko CD20 oraz znaczenie tego zjawiska w konteks$cie stosowania
immunoterapii anty-CD37. Na podstawie wykonanych w trakcie realizacji projektu eksperymentéw
uzyskano dwie istotne z punktu widzenia toczacych sie obecnie badan klinicznych obserwacje. Po
pierwsze, stwierdzono, ze nawet dwukrotne zmniejszenie ilosci biatka CD37 na powierzchni komaérki
nowotworowej nie uposledza efektywnosci immunoterapii za pomoca limfocytéw
CAR T skierowanych przeciwko temu antygenowi. Niedawno opublikowane wyniki badania

klinicznego (NCT04136275) | fazy CD37 CAR T w leczeniu opornych chioniakéw wskazujg dobrg
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tolerancje i cytotoksycznos¢ testowanego konstruktu (Frigault et al., 2024). Po drugie, wyniki moich
badan z wykorzystaniem przeciwciata anty-CD37 skoniugowanego z toksyng (Ryc. 24), wykazaty
zwiekszong cytotoksycznosc przeciwciat ADC w komadrkach opornych na rytuksymab. Co istotne,
w literaturze opisywano juz zwiekszenie skutecznosci przeciwciata anty-CD37 skoniugowanego
z toksyng za sprawg zwiekszenia endocytozy CD37 przez réwnocze$nie stosowany rytuksymabem

(Hicks et al., 2017).

K - —

Q 100 N Rycina 24. Ocena cytotoksycznosci przeciwciata anty-CD37
g 80- f skoniugowanego z jednometylowanq aurystatyng E (MMAE)
E T w liniach komdérkowych Raji i Ramos kontrolnych (WT) i opornych na
E 60 rytuksymab (RR) po 96 godzinach inkubacji. Odsetek komodrek
EI martwych czyli ulegajgcych barwieniu za pomocq jodku propidyny
x 40- zanalizowano metodq cytometrii przeptywowej. Zmodyfikowano na
0 20 podstawie (Bobrowicz et al. 2024).
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Zarowno w badaniach innych grup badawczych (Xu-Monette et al.,, 2016) jak
i w prezentowanej pracy, w barwieniach immunohistochemicznych bioptatéw od pacjentéw z DLBCL
az 50% pacjentdw wykazuje bardzo niskg ekspresje CD37. Moje wyniki wskazujg, ze immunoterapia za
pomocg CD37 CAR T i ADC anty-CD37 moze by¢ skuteczna u niektdrych pacjentéw mimo niskiej
ekspresji CD37 w btonie komdrkowej. Ponadto, uzyskane wyniki sg dopetnieniem toczacej sie dyskusji
na temat ksztattowania wrazliwosci komérek nowotworowych na kolejne terapie
przeciwnowotworowe przez pierwsza linie leczenia. Na przyktad, niedawno opublikowane
obserwacje pokazujg, ze nabycie opornosci na przeciwciato anty-CD37 sprzezone z toksyng prowadzi
do uwrazliwienia komadrek na inhibitor Bcl-2 wenetoklaks (Arribas et al., 2023). Wyniki te, a takze
obserwacje mojego zespotu wskazuja zatem na koniecznos¢ analizowania molekularnych
konsekwencji nabytej opornosci na stosowane leczenie, poniewaz scharakteryzowanie zmian
zachodzacych w fenotypie komodrek opornych moze doprowadzi¢ do projektowania nowych terapii

celowanych dla wyselekcjonowanych grup pacjentéw.

Ad 5i 6) CD37 in B Cell Derived Tumors-More than Just a Docking Point for Monoclonal Antibodies
oraz The “Magic Bullet” Is Here? Cell-Based Immunotherapies for Hematological Malignancies in the
Twilight of the Chemotherapy Era.

Do prezentowanego cyklu zaliczytam réwniez dwie prace przeglagdowe, ktére uwazam za wartosciowe
uzupetnienie moich badan eksperymentalnych. Pierwsza z nich wyczerpujaco analizuje znaczenie

antygenu CD37 w kontekscie patofizjologii chtoniakdw oraz mozliwosci wykorzystania tej czgsteczki
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jako celu molekularnego dla przeciwciat monoklonalnych. Z kolei druga publikacja jest przeglagdem
dostepnych obecnie metod immunoterapii komérkowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem terapii za
pomocg CAR T. W pracach kompleksowo podsumowatam aktualny stan wiedzy na temat
nowoczesnych form immunoterapii rozrostéw hematologicznych przy uzyciu CAR-T oraz terapii anty-
CD37. Dogtebna analiza dostepnych danych literaturowych potwierdzita znaczenie podejmowanych
przeze mnie tematéw badawczych i uzyskanych wynikéw eksperymentalnych dla rozwoju obecnego

stanu wiedzy.

4.2.4. Podsumowanie:
W niniejszym cyklu prac eksperymentalnych poszukiwatam nowych strategii leczenia chfoniakéw przy

uzyciu modeli dwdch agresywnych chtoniakéw (DLBCL oraz biataczkowej postaci CTCL).

Za najwazniejsze osiggniecia wynikajgce z badan przedstawionych w moim cyklu prac uwazam:

1. Zbadanie mechanizmu regulacji ekspresji CD20 przez izoforme HDAC6 i udowodnienie, ze
selektywne zahamowanie aktywnosci tego enzymu prowadzi do zwiekszenia skutecznosci
terapii przeciwciatami anty-CD20 w modelach in vitro i in vivo (Bobrowicz et al., 2017);

2. Wskazanie, ze inhibitory HDAC6 uwrazliwiajg komorki chtoniakdw wywodzgcych sie
z limfocytdw T na dziatanie zwigzkdw przeciwnowotworowych — inhibitoréw kinazy PI3K
(Bobrowicz et al., 2020);

3. Wskazanie, Zze zastosowanie fotoforezy pozaustrojowej prowadzi do zwiekszenia
cytotoksycznosci komdrek NK i jest wartosciowym uzupetnieniem terapii za pomoca
przeciwciat monoklonalnych w leczeniu CTCL (Iselin et al., 2021);

4. Zbadanie wptywu zmniejszonej ilosci antygenéw powierzchniowych CD20 i CD37 na
skuteczno$¢ immunoterapii za pomoca przeciwciat monoklonalnych, immunotoksyn oraz CAR

T (Bobrowicz et al., 2017, 2024)

5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA ALBO
ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI NAUKOWEJ LUB
INSTYTUCJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNE)
5.1. PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO NA PODSTAWIE ANALIZY BIBLIOMETRYCZNE)J
Méj dorobek naukowy na dzien wykonania dotgczonej do autoreferatu analizy bibliometrycznej
(25.10.2024) obejmuje 32 publikacje, w tym:

o 14 petnotekstowych prac oryginalnych w czasopismach z IF; w tym 11 po uzyskaniu stopnia

doktora
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e 12 prac pogladowych; w tym 11 w czasopismach z IF; w tym 9 prac opublikowanych po
uzyskaniu stopnia doktora

e 2 listy do redakcji opublikowane w pismach z IF; opublikowane przed uzyskaniem stopnia
doktora

e 2 opisy przypadku opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora

e 2 rozdziaty w podreczniku Endokrynologia w przypadkach wydanym przez PZWL

Szczegétowy wykaz danych bibliometrycznych, z uwzglednieniem publikacji pod nazwiskiem

panienskim:

PRZED DOKTORATEM PO DOKTORACIE

IF MNiSW IF MNiSW

Oryginalne petnotekstowe prace 13,287 100 93,085 1330
naukowe
Opisy przypadkéw - - 3,800 40
Prace pogladowe 8,637 80 38,748 1070
RAZEM 21,924 180 135,633 2640

tacznie (przed i po doktoracie):
IF = 157,557
MNIiSW = 2820

Dwa listy do redakcji nieuwzglednione w powyziszej analizie o tagcznym IF: 14,842
Liczba cytowan (wedtug bazy Web of Science, bez autocytowan) 659

Indeks Hirscha (wedtug bazy Web of Science) 15

5.2. PRZEBIEG KARIERY NAUKOWEJ

5.2.1. Badania dotyczace terapii fotodynamicznej nowotworéw

Swoje badania w obszarze biologii molekularnej i nauk przedklinicznych rozpoczetam jeszcze w czasie
studidw magisterskich na kierunku farmacja. Na Ill roku studidw dofaczytam do zespotu Prof. Jakuba
Gotagba w Zaktadzie Immunologii WUM, ktory realizowat wowczas projekt TEAM finansowany przez
Fundacje Nauki Polskiej skupiajgcy sie na metodach zwiekszenia skutecznosci terapii fotodynamicznej
(PDT) nowotwordw. Proby wykorzystania PDT do uwrazliwienia komdrek nowotworowych na dziatanie

immunoterapii za pomocg przeciwciat monoklonalnych staty sie tematem mojej pracy magisterskiej
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pt. Badanie wptywu terapii fotodynamicznej oraz przeciwciat monoklonalnych na fagocytoze komdrek
nowotworowych. Jako magistrantka zaangazowana bytam réwniez w przygotowanie pracy poglgdowe;j
dotyczacej zastosowania kwasu aminolewulinowego jako fotouczulacza: Wachowska M, Muchowicz A,
Firczuk M, Gabrysiak M, Winiarska M, Wanczyk M, Bojarczuk K, Gotgb J. Aminolevulinic Acid (ALA) as
a Prodrug in Photodynamic Therapy of Cancer. Molecules. 2011;16(5):4140-4164. IF 2011: 2,386. Jak
dotad praca ta byfa cytowana az 229 razy.

5.2.2. Prace dotyczgce biologii chtoniakéw B-komérkowych

Réwnolegle z realizacjg pracy magisterskiej pracujgc w zespole dr hab. n. med. Magdaleny Winiarskiej
zaangazowana bytam w prace dotyczgce badania mechanizmdw regulacji antygenu CD20.

CD20, kodowane przez gen MS4A1, jest biatkiem btonowym charakterystycznym dla
prawidtowych i nowotworowo zmienionych limfocytédw B, wykorzystywanym jako cel dla
immunoterapii przeciwciatami monoklonalnymi od prawie 30 lat. Poczatkowo uwazano, ze antygen
CD20 cechuje duza stabilnos¢ na powierzchni komaérki, niemniej dane literaturowe dostepne obecnie
wskazuja, ze ilos¢ CD20 podlega regulacji w wielu mechanizmach (Pavlasova & Mraz, 2020), co moze
przektadad sie na skutecznosé¢ immunoterapii za pomoca przeciwciat monoklonalnych.

Efektem naszej pracy byta identyfikacja nowych biatek, szlakéw molekularnych oraz zwigzkéw
chemicznych, czesto testowanych w zaawansowanych etapach badan klinicznych, ktére wptywaja
zarowno korzystnie, jak i niekorzystnie na skutecznos¢ przeciwnowotworowg przeciwciat anty-CD20.

Prace te dotyczyly:

. mechanizmdw regulacji ekspresji CD20 na réznych etapach powstawania tego antygenu

. wptywu nowych lekéw na skutecznos¢ rytuksymabu w mechanizmach CDC, ADCC,
immunofagocytozy

. regulacji ekspresji inhibitoréw dopetniacza przez leki przeciwnowotworowe oraz jej

konsekwencji w kontekscie skutecznosci immunoterapii za pomocg przeciwciat anty-CD20

1. Winiarska M, Nowis D, Bil J, Glodkowska-Mrowka E, Muchowicz A, Wanczyk M, Bojarczuk K,
Dwojak M, Firczuk M, Wilczek E, Wachowska M, Roszczenko K, Miaczynska M, Chlebowska J, Basak
GW, Golab J. Prenyltransferases regulate CD20 protein levels and influence anti-CD20 monoclonal
antibody-mediated activation of complement-dependent cytotoxicity. J Biol Chem. 2012 Sep
14;287(38):31983-93. IF 2012: 4,651

W pracy tej po raz pierwszy pokazalismy, ze ilos¢ CD20 moze by¢ modulowana przez inhibitory
prenylacji biatek na poziomie transkrypcyjnym. W serii eksperymentow in vitro pokazalismy, ze
zastosowanie inhibitoréw transferazy farnezylu aktywuje promotor MS4A1 poprzez nasilone wigzanie
czynnikow transkrypcyjnych PU.1 oraz Oct-2 do miejsc regulatorowych w obrebie promotora. Praca ta
ma potencjalne implikacje praktyczne biorgc pod uwage rozwdj inhibitora farnezylazy tipifarnibu.
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2. Winiarska M, Bojarczuk K, Pyrzynska B, Bil J, Ktopotowska M, Dwojak M, Bobrowicz M, Migzek
N, Zapata P, Zagozdzon A, Krol M, Syta A, Podszywalow-Bartnicka P, Pilch Z, Dabrowska-lwanicka A,
Juszczynski P, Efremov D, Slabicki M, Zenz T, Le Roy A, Olive D, Rygiel T, Leusen J, Gotab J. Inhibitors of
SRC kinases impair antitumor activity of anti-CD20 monoclonal antibodies. mAbs. 2014;6(5):1300-
1313. IF 2014: 4,558

W pracy opisalismy molekularne mechanizmy regulacji ekspresji CD20 przez jeden z inhibitoréw kinaz
tyrozynowych — dazatynib bedqcy inhibitorem kinaz BCR-ABL oraz kinaz z rodziny SRC. W czasie
prowadzenia projektu potencjat tego zwigzku byt intensywnie eksplorowany w badaniach klinicznych,
w tym wsrdéd pacjentéow z opornymi na leczenie chfoniakami nie-Hodgkina. W naszym badaniu
pokazalismy, ze dazatynib nie tylko zmniejsza ilos¢ CD20 w btonie komdrkowej w mechanizmie
transkrypcyjnym, ale rowniez catkowicie znosi zdolnos¢ rytuksymabu oraz ofatumumabu do aktywacji
CDC. Stosujgc inne specyficzne inhibitory kinazy SRC pokazalismy, ze proces reqgulacji genu MS4A1 przez
dazatynib jest zalezny od aktywnosci kinazy AKT, jednej z kinaz aktywowanych w trakcie przekazywania

sygnaty przez receptor limfocytéw B - BCR.

3. Bojarczuk K, Ktopotowska M, Dwojak M, Bobrowicz M, Pyrzyriska B, Gaj P, Karp M,
Giannopoulos K, Efremov D, Fauriat C, Gotgb J, Winiarska M. B-cell receptor pathway inhibitors affect
CD20 levels and impair antitumor activity of anti-CD20 monoclonal antibodies. Leukemia.
2014;28(5):1163-1167. IF 2014: 10,431

W pracy tej badalismy wplyw inhibitorow innych kinaz tyrozynowych zwigzanych z przekazywaniem
sygnatu przez BCR. W czasie powstawania niniejszej pracy ibrutynib (inhibitor kinazy BTK) oraz
idelalizyb (inhibitor PI3K) byty testowane w Il fazie badan klinicznych w kombinacji z rytuksymabem
u pacjentéw z przewlektq biataczkq limfocytowq. Wyniki naszych badan pokazujg, Ze zahamowanie
aktywnosci kinaz BTK i PI3K, tak jak w przypadku zablokowania aktywnosci kinazy SRC, zmniejsza
transkrypcje MS4A1, co przektada sie na uposledzenie dziatania przeciwciat anty-CD20 w mechanizmie
CDC. Ponadto pokazalismy, ze zahamowanie kinazy BTK moZe prowadzi¢c do uposledzenia
cytotoksycznej aktywnosci komdrek NK. Wyniki naszej pracy zostaty potwierdzone przez innych
badaczy, co posrednio stato sie impulsem do poszukiwania nowych, bardziej selektywnych inhibitoréow

szlaku BCR.

4, Pyrzynska B, Dwojak M, Zerrougi A, Morlino G, Zapata P, Migzek N, Zagozdzon A, Bojarczuk K,
Bobrowicz M, Siernicka M, Machnicki M, Gobessi S, Barankiewicz J, Lech-Maranda E, Efremov D,
Juszczynski P, Calado D, Gotgb J, Winiarska M. FOXO1 promotes resistance of non-Hodgkin lymphomas
to anti-CD20-based therapy. Oncolmmunology. 2018;7(5):1-9 IF 2018: 5,333
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Kontynuujgc wgtek regulacji ilosci CD20 w bfonie komdrkowej przez inhibitory kinaz zwigzanych z BCR,
zidentyfikowalismy mechanizm molekularny tego zjawiska zwigzany z aktywacjq kinazy AKT.
Zidentyfikowalismy zalezny od AKT czynnik transkrypcyjny FOXO1, ktory wigiqgc sie z promotorem
MS4A1 uczestniczy w regulacji ekspresji CD20. Co wazne, u pacjentow z DLBCL z inaktywujgcq mutacjq

FOXO1 obserwuje sie gorszq odpowiedz na terapie R-CHOP niz u pacjentow z niezmutowanym FOXO1.

5. Dwojak M, Bobrowicz M, Bil J, Bojarczuk K, Pyrzyiska B, Ktopotowska M, Malenda A, Lech-
Maranda E, Tomczak W, Giannopoulos K, Gotab J, Winiarska M. Sorafenib improves rituximab and
ofatumumab efficacy by decreasing the expression of complement regulatory proteins. Blood Cancer
Journal. 2015;5(4):1-4. IF 2015: 4,411

W pracy przedstawilismy molekularny mechanizm odpowiedzialny za zwiekszenie skutecznosci
rytuksymabu przez sorafenib, pan-inhibitor kinaz serynowo-treoninowych. W serii eksperymentdw in
vitro pokazalismy, Ze zastosowanie sorafenibu zaréwno w liniach komdrkowych chfoniakéw
B- komdrkowych jak i w pierwotnych komdrkach nowotworowych wyizolowanych od pacjentéw
z przewlektq biataczkg limfocytowq, zmniejsza ekspresje inhibitoréow dopetniacza: CD46, CD55 i CD59,
co prowadzi do nasilonego wbudowywania w bfone komdrkowqg kompleksu C5b-9. Pokazalismy, ze
zmniejszenie ekspresji inhibitorow dopetniacza zwigzane jest z hamujgcym wpfywem sorafenibu na
fosforylacje czynnika transkrypcyjnego STAT3. Nasze odkrycie ma znaczne implikacje praktyczne,
poniewaz pokazuje uniwersalny mechanizm uwrazliwienia komdérek nowotworowych na cytotoksyczne

dziatanie przeciwciat w mechanizmie CDC.

Badanie mechanizmow regulacji ekspresji antygenu CD20 byto réwniez tematem mojej pracy
doktorskiej, ktérg obronitam z wyrdznieniem w 2017 r. W mojej pracy doktorskiej skupitam sie na
inhibitorach HDAC, wéwczas nowej klasie lekéw o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym. Jak
wspomniano wczesniej, deacetylazy histondw s3 heterogenna grupa enzyméw odpowiedzialnych za
epigenetyczng regulacje ilosci biatek. Rodzina enzymoéw HDAC skfada sie z 18 izoform o rdznej roli
i ilosci w komérce. Dane na temat regulacji ekspresji CD20 przez niespecyficzne inhibitory HDAC takie
jak entinostat i worinostat byty juz publikowane (Frys et al., 2015; Shimizu et al., 2010; Sugimoto et al.,
2009; W.-L. Zhao et al., 2007), niemniej nie zostata zidentyfikowana konkretna izoforma
odpowiedzialna za ten efekt. W mojej pracy doktorskiej w modelach ludzkich nowotworéw
wywodzacych sie z limfocytéw B przeprowadzitam analize wptywu zahamowania poszczegdlnych
izoenzymow nalezgcych do rodziny HDAC. W moich badaniach stosowatam zaréwno niespecyficzne
tzw. pan-inhibitory HDAC jak i zwigzki selektywne hamujace kilka lub jeden izoenzym HDAC. Po raz
pierwszy wykazatam, ze ilo$¢ biatka CD20 w btonie komérkowej moze by¢ regulowana przez

selektywne zahamowanie aktywnosci enzymu HDACS.
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Celem doskonalenia mojego warsztatu naukowego w trakcie studidéw doktoranckich odbytam
liczne staze naukowe. Szczegdlnie wart nadmienienia byt staz w Laboratorium Hematologii
Molekularnej, Miedzynarodowego Centrum Inzynierii Genetycznej i Biotechnologii w Triescie, Wtochy,
gdzie pod opieka prof. Dimitara Efremova nabywatam doswiadczenie w mysich modelach przewlektej
biataczki limfocytowej i DLBCL. Efektem tej wspodtpracy jest publikacja: Sasi B, Martines C, Xerxa E,
Porro F, Kalkan H, Fazio R, Turkalj S, Bojnik E, Pyrzyriska B, Stachura J, Zerrouqi A, Bobrowicz M,
Winiarska M, Priebe V, Bertoni F, Mansouri L, Rosenquist R, Efremov D. Inhibition of SYK or BTK
augments venetoclax sensitivity in SHP1-negative/BCL-2-positive diffuse large B-cell lymphoma.
Leukemia. 2019;33(10):2416-2428, IF 2019: 8,665;

Po obronie doktoratu skupitam sie na kontynuacji badan dotyczgcych wptywu zahamowania
HDACG6 na skutecznos¢ immunoterapii, a wyniki badan moich wraz z zespotem zawartam w publikacji
(Bobrowicz et al.,, 2017) omdéwionej powyzej w ramach cyklu. Moje zainteresowanie rolg HDAC6
w nowotworach wywodzgcych sie z limfocytdw zaowocowato réwniez nawigzaniem przeze mnie
wspotpracy z prof. Emmanuellg Guenova z Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Zurychu, gdzie
realizowatam stypendium EMBO. Wspdtprace z zespotem prof. Guenovy kontynuowatam po
przeniesieniu sie zespotu do Uniwersytetu w Lozannie.

Moje obserwacje dotyczace regulacji czasteczki CD20 w komédrce nowotworowej sktonity mnie
do podjecia badan na temat konsekwencji zmniejszonej ekspresji antygenu CD20 w kontekscie
skutecznosci immunoterapii. Odkrytam, ze komérki z selektywnie wyciszong ekspresjg dla genu
kodujgcego CD20 cechuje zmniejszona ekspresja czasteczki CD37. W ramach projektu Sonata
pt. Zbadanie roli tetraspanin CD20 i CD37 w biologii ludzkich nowotworéw wywodzqgcych sie
z limfocytéw B finansowanego przez NCN badatam mechanizmy molekularne tego zjawiska, czego
efektem byta publikacja pracy (Bobrowicz et al., 2024), omoéwionej powyzej w ramach cyklu. W trakcie
prowadzonych badan niezbedne byto nawigzanie wspdtprac z innymi osrodkami naukowymi
i partnerami w Polsce i za granicg (opisane w cyklu publikacji).

W trakcie realizacji projektu doktorskiego zainteresowatam sie rowniez biologig komoérek NK,
ktore sg jednymi z gtdwnych komodrek efektorowych zaangazowanych w proces ADCC. Celem
pogtebienia mojej wiedzy na temat podstawowych proceséw biologicznych dotyczacych limfocytow
NK odbytam staz w zespole prof. Daniela Olive Laboratorium Immunologii i Nowotwordow, Uniwersytet
Aix-Marseille Université, Marsylia, Francja. Watek udziatu komdrek NK w cytotoksycznym dziataniu
rytuksymabu jest obecnie kontynuowany przez doktorantke mgr inz. Aleksandre Kusowskg w ramach
projektu Preludium pt. Zbadanie roli dopetniacza w ksztattowaniu opornosci na cytotoksycznosc
komdrek NK, ktorego jestem opiekunem naukowym. W projekcie tym zaobserwowano, ze komorki
nowotworowe linii opornych na dziatanie rytuksymabu w mechanizmie CDC cechuje rowniez opornos¢

na cytotoksycznosé komdrek NK, chociaz komdrki nowotworowe nigdy nie miaty z nimi kontaktu.
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W oparciu o te obserwacje, postawiono hipoteze, ze przeciwciata monoklonalne indukujg zmiany
w komédrkach nowotworowych, ktdére prowadzg do opornosci nie tylko na CDC, ale takze na
cytotoksycznosé komodrek NK. Projekt skupia sie na zbadaniu roli biatka CD59 — inhibitora uktadu
dopetniacza ulegajgcego zwiekszonej ekspresji na powierzchni komadrek opornych na CDC, ktory wedle
danych literaturowych moze réwniez hamowa¢ aktywnos¢ perforyny w btonie komérkowej. Dlatego
celem tego projektu jest wyjasnienie zjawiska opornosci krzyzowej zaréwno na CDC, jak i ADCC. Wyniki
uzyskane w projekcie mogg przyczynic¢ sie do lepszego zrozumienia mechanizmoéw odpowiedzialnych
za uposledzone dziatanie przeciwciat monoklonalnych i zaproponowania strategii poprawiajgcych
skuteczno$é dostepnych immunoterapii lub wyznaczy¢ nowe schematy leczenia dla pacjentow
z nawrotem/opornoscig na leczenie. Projekt ten realizowany jest we wspotpracy z ekspertem
w dziedzinie badan nad komdrkami NK - Prof. Carstenem Watzlem z Zaktadu Immunologii, Leibniz
Research Centre for Working Environment and Human Factors, Uniwersytet Techniczny
w Dortmundzie, Niemcy. Na kontynuacje naszych wspdélnych badan otrzymaliémy finansowanie
w konkursie Weave Unisono w ramach wspétpracy dwustronnej polsko-niemieckiej finansowanego ze

Srodkow Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) oraz NCN.

5.2.3. Prace dotyczgce mechanizméw immunosupresji w patogenezie chtoniakdw skoéry
i wykorzystania immunoterapii w dermatoonkologii

Moje zainteresowanie izoenzymem HDAC6 i jego unikatowg rolg w komdrce sktonity mnie do
kontynuacji moich badan w innych modelach nowotworéw. Poniewaz pan-inhibitor HDAC worinostat
jest zarejestrowany do leczenia opornego chtoniaka skéry wywodzacego sie z limfocytéow T (CTCL),
nawigzatam wspotprace z osrodkiem specjalizujgcym sie w leczeniu CTCL — Klinikg Dermatologii
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Zurychu. Dzieki pozyskaniu stypendium Europejskiej
Organizacji Biologii Molekularnej (EMBO) miatam mozliwos¢ realizacji stazu naukowego w grupie
badawczej Prof. Emmanuelli Guenovy, z ktérg nadal wspdtpracuje. Poza ujetymi w przedstawionym
powyzej cyklu pracami (Bobrowicz et al., 2020; Iselin et al., 2021) moja wspétpraca z zespotem Prof.
Guenovy zaowocowata pracami dotyczagcymi mechanizméw immunosupresji w CTCL oraz

wykorzystania immunoterapii w dermatoonkologii:

1. Anzengruber F, Ignatova D, Schlaepfer T, Chang Y, French L, Pascolo S, Contassot E, Bobrowicz
M, Hoetzenecker W, Guenova E. Divergent LAG-3 versus BTLA, TIGIT, and FCRL3 expression in Sézary
syndrome. Leukemia & Lymphoma. 2019;60(8):1899-1907. IF 2019: 2,969

Celem naszego badania byto lepsze poznanie mechanizmdéw immunosupresji w CTCL. W projekcie
zbadalismy ekspresje czgsteczek bedgcych punktami kontrolnymi uktadu immunologicznego

w komdrkach pochodzgcych od pacjentow z biataczkowq postaciq CTCL tzw. zespotem Sézary’ego.
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Wyniki naszych badan wykazaty zwiekszong ekspresje czqsteczek BTLA, FRCL3 oraz TIGIT w komdrkach
CTCL w poréwnaniu do prawidtowych limfocytow CD4+, co sugeruje, Zze czgsteczki te mogq byc dobrym
celem dla immunoterapii. Mdj udziat w niniejszej publikacji obejmowat analize wynikdw oraz udziat

W napisaniu manuskryptu.

2. Saulite |, Ignatova D, Chang Y, Fassnacht C, Dimitriou F, Varypataki E, Anzengruber F, Nageli M,
Cozzio A, Dummer R, Scarisbrick J, Pascolo S, Hoetzenecker W, Bobrowicz M, Guenova E. Blockade of
programmed cell death protein 1 (PD-1) in Sézary syndrome reduces Th2 phenotype of non-tumoral T
lymphocytes but may enhance tumor proliferation. Oncolmmunology. 2020;9(1):1-12. IF 2020: 8,110
Badanie to miato na celu zrozumienie mechanizmdw dziatania immunoterapii skierowanej przeciwko
czgsteczce PD-1 w leczeniu biataczkowej postaci CTCL. W projekcie zaobserwowalismy zwiekszong
ekspresje czgsteczki PD-1 w nowotworowych limfocytach T pochodzgcych od pacjentéw z zespotem
Sézary’ego, co jest jednym z mechanizmow odpowiadajgcych za immunosupresje w CTCL. Ponadlto,
w doswiadczeniach in vitro zbadalismy wpfyw zastosowania przeciwciata monoklonalnego
skierowanego przeciwko PD-1 na funkcje i proliferacje limfocytow T w zespole Sézary’ego.
Nieoczekiwanie zaobserwowalismy, Ze zastosowanie niwolumabu oprocz zmniejszenia efektu
immunosupresyjnego mediowanego przez limfocyty T, zwiekszato réwniez proliferacje komorek
nowotworowych. Wyniki naszych badan sugerujqg, ze immunoterapia ukierunkowana na os PD-1-PDL-
1 powinna by¢ stosowana z ostroznosciqg u pacjentéow z CTCL. Jest to szczegdlnie istotne w Swietle
aktualnie toczqcych sie badar klinicznych oceniajgcych skutecznosc przeciwciat anty-PD-1 w CTCL. M&j
udziat w niniejszej pracy polegat na analizie wynikow, przeglgdzie literatury oraz wspdtudziale

w napisanie manuskryptu.

3. Tsai Y, Schlaepfer T, Ignatova D, Chang Y, Valaperti A, Amarov B, Blanchard G, Pehr K, Vonow-
Eisenring M, Urosevic-Maiwald M, Hoetzenecker W, Pascolo S, Iselin C, Fassnacht C, Dimitriou F,
Bobrowicz M, Guenova E. Boost of innate immunity cytokines as biomarkers of response to
extracorporeal photopheresis in patients with leukaemic cutaneous T-cell lymphoma. British Journal
of Dermatology. 2023;189(5):603-611 IF 2022: 11,000

W badaniu zidentyfikowalismy kluczowe cytokiny ulegajgce nadekspresji u pacjentéw z biataczkowq
postacig CTCL — zespotem Sézary’ego po zastosowaniu fotoforezy pozaustrojowej. Wyniki naszej pracy
poza lepszym zrozumieniem mechanizmdéw dziatania fotoforezy pozaustrojowej w leczeniu CTCL,
pozwolity na wytypowanie biomarkerow odpowiedzi na te forme immunoterapii. MdJj udziat
w niniejszej publikacji polegat na analizie wynikéw, przeglgdzie literatury oraz wspdtudziale

w napisaniu manuskryptu.
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4, ChangY, Prompsy P, Kimeswenger S, Tsai Y, Ignatova D, Pavlova O, Iselin C, French L, Levesque
M, Kuonen F, Bobrowicz M, Brunner P, Pascolo S, Hoetzenecker W, Guenova E. MHC-I upregulation
safeguards neoplastic T cells in the skin against NK cell-mediated eradication in mycosis fungoides.
Nature Communications. 2024;15:752. IF 2023: 14,700

W badaniu zidentyfikowalismy mechanizm unikania odpowiedzi immunologicznej wykorzystywany
przez komdrki ziarniniaka grzybiastego, skdrnej manifestacji CTCL. W pracy pokazalismy, ze komdrki
ziarniniaka grzybiastego sq odporne na cytotoksyczne dziatanie komdrek NK w mechanizmie
cytotoksycznosci komdrkowej zaleznej od przeciwciat, co znacznie utrudnia zastosowanie przeciwciat
monoklonalnych w praktyce klinicznej. W serii eksperymentdow in vitro pokazalismy po raz pierwszy, ze
komorki ziarniniaka grzybiastego charakteryzuje zwiekszona ekspresja czgsteczek MHC klasy 1, ktore
poprzez interakcje z hamujgcymi receptorami KIR prowadzq do uposledzenia cytotoksycznosci komdrek
NK. Wyniki naszych badan wskazujg, ze zastosowanie przeciwciat anty-KIR moze poprawic¢ wyniki
leczenia ziarniniaka grzybiastego. MOJj udziat w niniejszej publikacji polegat na wykonaniu czesci
eksperymentow in vitro, wspotudziat w zaplanowaniu eksperymentéw in vivo, analizie wynikéw oraz

wspotudziat w napisaniu manuskryptu.

W ramach wspédtpracy z zespotem Prof. Guenovy opublikowatam réwniez dwie prace przegladowe:

1. Bobrowicz M, Zagozdzon R, Domagata J, Vasconcelos-Berg R, Guenova E, Winiarska M.
Monoclonal Antibodies in Dermatooncology-State of the Art and Future Perspectives. Cancers.
2019;11(10):1-33.1F 2019: 6,126

Praca podsumowata zastosowanie przeciwciat monoklonalnych w dermatoonkologii ze szczegélnym

uwzglednieniem chfoniakéw skdry wywodzgcych sie z limfocytow T.

2. Bobrowicz M*, Fassnacht C*, Ignatova D, Chang Y, Dimitriou F, Guenova E. Pathogenesis and
Therapy of Primary Cutaneous T-Cell Lymphoma: Collegium Internationale Allergologicum (CIA)
Update 2020. International Archives of Allergy and Immunology. 2020;181(10):733-745. IF 2020: 2,749
*réwnorzedny pierwszy autor

Praca omowita patogeneze CTCL ze szczegdlnym uwzglednieniem mechanizmow immunosupresji oraz

mozliwosci terapeutyczne skupiajgc sie w duzej mierze na zastosowaniu immunoterapii.

5.2.4. Projekty badawcze w dziedzinie endokrynologii

W 2020 r ukonczytam | Wydziat Lekarski Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, a w styczniu 2022
r. rozpoczetam szkolenie specjalizacyjne w zakresie endokrynologii w Klinice Choréb Wewnetrznych
i Endokrynologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Jak dotad modj dorobek w dziedzinie endokrynologii obejmuje:
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e 2 opisy przypadku
1. Bobrowicz M, Ambroziak U. Choroby nadnerczy. 39-letni mezczyzna z narastajgcym
ostabieniem i ciezkg hiponatremia. Medycyna Praktyczna. 2022;(9):110-116
2. Betlejewska J, Bobrowicz, M., Gtadka A, Koperski L, Toutounchi S, Ambroziak U. (2024). Spindle
cell sarcoma of the adrenal gland: an unexpected diagnosis. Polish archives of internal medicine,
16853. Advance online publication. https://doi.org/10.20452/pamw.16853

e 2 prace poglgdowe:
1. Bobrowicz M, Pachucki J, Popow M. Hypomagnesaemia leading to parathyroid dysfunction,
hypocalcaemia, and hypokalaemia as a complication of long-term treatment with a proton pump
inhibitor — a literature review. Endokrynologia Polska. 2024;1-7 doi: 10.5603/ep.98576 IF 2,000
2. Bobrowicz M, Goralska M, Kusowska A, Skowrorska-Szczesniak A, Bednarczuk T. Endocrine-
related adverse events associated with targeted treatment and immune checkpoint blockage in

hematological malignancies. Hematology in Clinical Practice. 2023;14:11-17

e 1 doniesienie konferencyjne:

Bobrowicz M, Roslon M, Karpilowska A, Nagorska A, Gladka A, Toutounchi S, Koperski L, Ambroziak U.
Pheochromocytoma-induced pseudo-Cushing syndrome. Endocrine Abstracts. 2024 99 P29 -
prezentacja plakatu na kongresie Europejskiego Towarzystwa Endokrynologicznego w Sztokholmie,
05.2024

Do moich gtéwnych zainteresowan naukowych w dziedzinie endokrynologii nalezg choroby
przysadki i nadnerczy. W szczegdlnosci interesujg mnie biologia oraz farmakoterapia raka kory
nadnerczy (RKN), niezwykle rzadkiego nowotworu o niekorzystnej prognozie i bardzo ograniczonych
metodach leczenia. W przysztosci chciatabym wykorzysta¢ zbudowany warsztat laboratoryjny
i nawigzane wspotprace miedzyosrodkowe do badan nad nowymi strategiami terapeutycznymi dla
chorych z RKN. Wspdlnie z prof. Matthiasem Kroissem z Kliniki Endokrynologii Uniwersyteckiego
Szpitala Klinicznego w Monachium (ekspertem w dziedzinie biologii i immunologii RKN) planuje
badanie majgce na celu zbadanie roli komdérek NK w patofizjologii RKN i odpowiedzi na leczenie. W celu
realizacji naszego wspodlnego projektu uzyskatam stypendium wyjazdowe im. Walczaka z Narodowej
Agencji Wymiany Akademickiej. Stypendium to pozwoli mi na przeprowadzenie badan w osrodku
w Monachium, a takze nawigzanie trwatych kontaktow naukowych oraz transferu praktyk klinicznych
do osrodka, w ktérym pracuje w Polsce.

Od 2022 r. aktywnie dziatam w ramach Europejskiej Grupy Badawczej Guzéw Nadnerczy
(ENSAT), gdzie jestem cztonkinig grup roboczych zajmujgcych sie rakiem kory nadnercza oraz
gruczolakami nadnercza. Jestem réwniez cztonkinig inicjatywy COST Harmonisation, europejskiego

programu wspotpracy wieloosrodkowej, ktdrego celem jest harmonizacja praktyki klinicznej i dziatan
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naukowych dotyczacych guzéw nadnerczy. W COST Harmonisation uczestnicze w pracach grupy

roboczej ds. harmonizacji badan naukowych dotyczacych guzéw nadnerczy. Guzy te sg stosunkowo

rzadkie i jedynie poprzez wieloosrodkowe wspétprace mozliwe jest uzyskanie wiarygodnych danych
klinicznych. Badania toczace sie w ramach ENSAT s3 podstawg tworzenia miedzynarodowych
konsensuséw i wytycznych. W ramach sieci ENSAT biore udziat w wieloosrodkowych projektach

badawczych we wspétpracy z:

e Dr Barbarg Altieri z Kliniki Endokrynologii Uniwersyteckiego Szpitala w Wiirzburgu, Niemcy
realizujemy 2 projekty naukowe: Dziatania niepozgdane monoterapii mitotanem u pacjentow
z rakiem kory nadnercza oraz Ocena wskaznikéw stanu zapalnego w surowicy jako predyktorow
przezycia i odpowiedzi na leczenie uzupetniajgce mitotanem u pacjentow z rakiem kory nadnerczy;

e Dr Elisabeth Nowak i Prof. Martinem Reincke z Kliniki Endokrynologii Uniwersyteckiego Szpitala
w Monachium, Niemcy w ramach projektu: Ocena dtugoterminowych powiktari sercowo-
naczyniowych u pacjentow z obustronnymi guzami nadnerczy wydzielajgcymi kortyzol
w zaleznosci od zastosowanej terapii;

e Dr Alessandro Prete z Instytutu Metabolizmu i Badan Systemowych na Uniwersytecie
w Birmingham, Wielka Brytania w ramach projektu pt. Ocena uzytecznosci testu hamowania
z 1 mg deksametazonu do monitorowania pacjentdw z incydentaloma nadnerczy;

e Prof. Giuseppe Reimondo z Kliniki Medycyny Wewnetrznej Uniwersyteckiego Szpitala San Luigi
Gonzaga w Orbassano, Uniwersytet w Turynie, Wiochy w ramach projektu pt. Ocena wpfywu
ekspozycji na nadmiar kortyzolu na chorobowosc i Smiertelnos¢ pacjentow z incydentaloma
nadnerczy.

Kolejnym projektem naukowym o miedzynarodowym zasiegu, w ktérym aktywnie uczestnicze jest

projekt pt. Charakterystyka obrazu klinicznego, algorytmu diagnostycznego oraz metod i wynikéw

leczenia ektopowego zespotu Cushinga zainicjowany przez prof. Irine Bancos z Kliniki Endokrynologii,

Diabetologii i Zywienia, Mayo Clinic, Rochester, Minnesota, USA.

Ponadto, w Klinice jestem odpowiedzialna za wtgczanie danych do miedzynarodowych rejestréw:

e Europejski Rejestr Pacjentow z Guzami Nadnerczy (ENSAT)

e Europejski Rejestr Pacjentow z Zespotem Cushinga (ERCuSyn)

e Miedzynarodowy Rejestr Pacjentdw z Wrodzonym Przerostem Kory Nadnerczy (w ramach sieci
I- DSD — International Registries for Disorders of Sex Development)

W ramach Miedzynarodowego Rejestru Pacjentéw z Wrodzonym Przerostem Kory Nadnerczy

uczestnicze w badaniu pt. Strategie diagnostyczne w rozpoznawaniu wrodzonego przerostu nadnerczy

zainicjowanym przez dr Irine Bacile z Kliniki Endokrynologii Szpitala Dzieciecego w Sheffield, Wielka

Brytania. W wyzej wymienionych badaniach moja rola polega na rekrutacji do badania pacjentow
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z naszego osrodka, prowadzenia baz danych i przekazania ich badaczom w osrodkach nadrzednych.
Aktywnie uczestnicze rdwniez w projekcie Przydatnosc¢ oceny profilu steroidowego w réznicowaniu
przypadkowo wykrytych zmian nowotworowych w nadnerczach realizowanym we wspotpracy
z dr Piotrem Glinickim z Laboratorium Kliniki Endokrynologii CMKP w ramach grantu Fundacji

Naukowej Polpharma.

5.3. UDZIAL W PROJEKTACH BADAWCZYCH
5.3.1. KIEROWANIE PROJEKTAMI BADAWCZYMI:

Umowa w trakcie Kierownik projektu Weave-Unisono (2023/05/Y/NZ6/00174)
procedowania pt. Poszukiwanie strategii zwiekszenia skutecznosci komdrek NK w terapii
agresywnych chfoniakéw B-komdrkowych w ramach wspdtpracy dwustronnej
polsko-niemieckiej finansowanego ze srodkow Deutsche

Forschungsgemeinschaft (DFG) oraz NCN

2021- obecnie: Kierownik projektu Sonata NCN (2019/35/D/NZ5/01191) pt. Zbadanie roli
tetraspanin CD20 i CD37 w biologii ludzkich nowotworow wywodzgcych sie
z limfocytow B

2018 — 2020: Kierownik projektu Mtodego Badacza WUM (1M19/PM3/18) pt. Utworzenie
linii komorkowych z catkowitym wyciszeniem ekspresji genu CD20 jako
narzedzi do oceny potencjatu terapeutycznego nowych lekéw
przeciwnowotworowych stosowanych w terapii chfoniakow
niehodgkinowskich i przewlektej biataczki limfocytowej

2018 - 2019: Kierownik projektu , Najlepsi z najlepszych! 3.0” MNiSW (2019/94/DIR/NN3)
pt. Zbadanie profilu cytotoksycznosci i migracji limfocytow NK - rozwdj
nowoczesnych terapii w immunoonkologii

2014 - 2016: Kierownik projektu Preludium NCN (2013/09/N/NZ3/01407) pt. Identyfikacja
biatek wptywajgcych na degradacje antygenu CD20

2014 —2016: Kierownik projektu Mtodego Badacza WUM (1M19/PM/112D/14/14)
pt. Wpfyw zahamowania HDAC na skutecznosc¢ naturalnej cytotoksycznosci
komdrek NK oraz cytotoksycznos¢ komdrkowgq zalezng od przeciwciat in vitro

2012 - 2015: Kierownik projektu Diamentowy Grant MNiSW (0212/DIA/2012/41)
pt. Ocena wplywu hamowania deacetylaz histonowych (HDAC) na
skutecznos¢ terapii przeciwnowotworowych w modelu ludzkich nowotwordéw
wywodzqcych sie z limfocytow B

5.3.2. UDZIAt W PROJEKTACH NAUKOWYCH

2023 - obecnie Opiekun projektu Preludium NCN (2022/45/N/NZ6/01691) pt. Zbadanie roli
dopetniacza w ksztaftowaniu opornosci na cytotoksycznosc¢ komorek NK
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2023 - 2024 Wykonawca - Post-doc w projekcie POLNOR19 NCBiR pt. Opracowanie

alternatywnych konstruktow CAR skierowanych przeciwko opornym
nowotworom wywodzgcym sie z limfocytow B (ALTERCAR)

2021 -2022: Opiekun projektu mini-grantu studenckiego WUM (1M19/1/M/MG/N/21)

pt. Wyprowadzenie opornych na terapie rytuksymabem linii komdrkowych
wywodzgcych sie z chfoniaka rozlanego z duzych komdrek B (DLBCL) jako
modeli do zbadania nowoczesnych strategii terapeutycznych

2017 - 2021 Wykonawca - Post-doc w projekcie Sonata Bis NCN (2015/18/E/NZ6/00702)

pt. Identyfikacja nowych terapii wzmacniajgcych skutecznos¢ immunoterapii
przeciwciatami anty-CD20 w modelach in vivo

2014: Wykonawca w grancie Opus NCN 2014/13/B/NZ5/03160 pt. Integralnosc¢
biatek kompleksu ligazy E3 ubikwityny jako biomarker odpowiedzi na leczenie
immunomodulujgce u chorych na szpiczaka plazmocytowego

2010-2011: Wykonawca w grancie luventus Plus MNiSW [P2010 046570 pt. Wpfyw
hipoksji na przeciwnowotworowq skutecznosc rytuksymabu i ekspresje CD20
w komorkach chfoniaka

6. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA | POPULARYZUJACA NAUKE

Dydaktyka stanowi istotng cze$¢ mojej pracy zawodowej:

Od 10/2023 prowadze seminaria z endokrynologii onkologicznej w ramach przedmiotu
Onkologia dla studentéw IV roku kierunku lekarskiego;

Od 10/2023 prowadze zajecia praktyczne z Endokrynologii dla studentéw VI roku kierunku
lekarskiego oraz jestem zaangazowana w opieke nad stazystami podyplomowymi z English
Division WUM;

W latach 2009-2017 prowadzitam wyktady i seminaria z Immunologii dla studentéw Wydziatu

Farmaceutycznego WUM.

Na aktualnym etapie Sciezki zawodowej jestem liderem zespotéw i opiekunem prac naukowych

mtodych badaczy:

W Zaktadzie Immunologii WUM bytam opiekunem naukowym studentki Matyldy Kubacz
sprawujgc nadzor nad realizowanym przez studentke projektem mini-grantem studenckim
WUM (1M19/1/M/MG/N/21)

Jestem opiekunem projektu Preludium NCN (2022/45/N/NZ6/01691) pt. Zbadanie roli
dopetniacza w ksztattowaniu opornosci na cytotoksycznos¢ komorek NK realizowanym przez
doktorantke mgr inz. Aleksandre Kusowska

W Klinice Choréb Wewnetrznych i Endokrynologii jestem opiekunem naukowym studentki
Zuzanny Roszkowskiej realizujgcej projekt dotyczacy aktualnych wyzwan w leczeniu pacjentéw

z rakiem kory nadnercza.
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Jestem promotorem pomocniczym w 2 przewodach doktorskich:

- Mgr inz. Aleksandry Kusowskiej, tytut: Poszukiwanie nowych strategii terapeutycznych
w leczeniu chtoniaka rozlanego z duzych komdrek B

- Lek. Niny Migzek-Zapaty, tytut: Regulacja ekspresji antygenu CD20 przez szlak sygnatowy
kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy AKT w komdrkach nowotworowych wywodzqgcych sie

z limfocytow B

W ramach dziatalnosci popularyzujacej nauke:

2024:

2024:

Jestem autorka artykutu popularnonaukowego pt. ,,Bezpieczne stosowanie antybiotykéw” na
portalu By¢ Zdrowym (https://www.byczdrowym.info/immunologia/bezpieczne-stosowanie-
antybiotykow/)

Jestem autorka artykutu pt: Wskazowki diagnostyczne przy podejrzeniu pheochromocytoma
w miesieczniku Po Dyplomie (wyd. 05/2024)

Udzielitam wywiadu na temat mojej pracy naukowej dla pisma Medycyna, Dydaktyka,
Wychowanie (wyd. 05/2017) wydawanego przez WUM

W latach 2016-2018 wspotredagowatam teksty popularnonaukowe publikowane na stronie
internetowej projektu STREAM finansowanego przez Komisje Europejskg w programie

Horyzont 2020

INNE
STYPENDIA

Stypendium w programie im. Walczaka Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej
na realizacje stazu naukowego w Klinice Endokrynologii Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego w Monachium, Niemcy

Stypendium w Il edycji programu The Polish Clinical Scholars Research Training
realizowanym przez Harvard Medical School Postgraduate Medical Education dla
Agencji Badan Medycznych

2021 —-2024: Stypendium dla Wybitnych Mtodych Naukowcdédw przyznane przez Ministerstwo

Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

Stypendium krotkoterminowe EMBO (EMBO Short Term Fellowship nr. 7637) na
pobyt naukowy w Klinice Dermatologii Szpitala Uniwersyteckiego w Zurychu,
Szwajcaria

2015-2016: Stypendium ETIUDA NCN (2015/16/T/NZ6/00034) dla doktorantéw

2012-2016: Stypendium Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego dla najlepszych

doktorantow
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7.2. NAGRODY

2020-2023:

2015, 2017,
2019:

2012:

Zespotowe Nagrody Naukowe JM Rektora Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego za publikacje z zakresu onkologii doswiadczalnej

Najwyzsza Nagroda Naukowa Prezesa Rady Ministrow za wybitng rozprawe
doktorska

Wyrdznienie w konkursie ,Innowator Mazowsza” finansowanym ze S$rodkdw
Regionalnego Programu Operacyjnego Wojewddztwa Mazowieckiego

Zespotowa Nagroda Naukowa Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
za cykl publikacji z zakresu onkologii eksperymentalnej

Nagroda Specjalna w konkursie ,Girls of the Future” dla miodych badaczek
organizowanym przez magazyn Elle i Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

7.3. STYPENDIA KONFERENCYJNE:

2024:

2024:

2013:

COST Harmonisation, stypendium konferencyjne na udziat w kongresie Europejskiej
Sieci Badawczej Guzéw Nadnerczy (ENSAT) w Palma de Mallorca, Hiszpania

European Society of Endocrinology Travel Grant, stypendium konferencyjne na
udziat w kongresie European Congress of Endocrinology w Sztokholmie, Szwecja

Stypendium Fundacji hr. Potockiego na udziat w kongresie ENSAT w Dubrowniku,
Chorwacja

National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Abstract Award, Grant
#1R13AI116024-01, stypendium na udziat w konferencji Keystone Antibodies
Meeting, Banff, Kanada

European Hematology Association, Travel Grant, stypendium na udziat
w kongresiel8th Congress of European Hematology Association, Sztokholm,
Szwecja

7.4, CZLONKOWSTWO W ORGANIZACJACH | TOWARZYSTWACH NAUKOWYCH

e European Society of Endocrinology — od 2023

e European Network for the Study of Adrenal Tumors —od 2022

e European Hematology Association —od 2013

7.5. DZIALALNOSC RECENZENCKA

A Recenzowanie publikacji w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym:
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e  Frontiers in Oncology — 1 manuskrypt
e  Oncology Letters — 1 manuskrypt
B. Recenzowanie wnioskéw w konkursach:
. Serbski Fundusz Nauki — ocena wnioskéw w konkursie Program for Excellent Projects of
Young Researchers — PROMIS — 6 zrecenzowanych projektéw
° Butgarski Fundusz Nauki - ocena wnioskdw w konkursie Competition for funding of
fundamental research on public challenges related to the COVID-19 pandemic — 2020 — 2

zrecenzowane projekty

M [Dgoremrc

(podpis wnioskodawcy)

Pismiennictwo cytowane w opisie osiggniecia naukowego

Akilov, O. E. (2023). What Does the Future Hold for Biomarkers of Response to Extracorporeal
Photopheresis for Mycosis Fungoides and Sézary Syndrome? Cells, 12(18), Article 18.
https://doi.org/10.3390/cells12182321

Arribas, A. )., Gaudio, E., Napoli, S., Herbaux, C. J. Y., Tarantelli, C., Bordone, R. P., Cascione, L., Munz,
N., Aresu, L., Sgrignani, J., Rinaldi, A., Kwee, I., Rossi, D., Cavalli, A., Zucca, E., Stussi, G., Stathis, A,
Sloss, C., Davids, M. S., & Bertoni, F. (2023). PI3Ké activation, IL6 over-expression, and CD37 loss
cause resistance to the targeting of CD37-positive lymphomas with the antibody-drug conjugate
naratuximab emtansine (p. 2023.11.14.566994). bioRxiv. https://doi.org/10.1101/2023.11.14.566994

Bobrowicz, M., Dwojak, M., Pyrzynska, B., Stachura, J., Muchowicz, A., Berthel, E., Dalla-Venezia, N.,
Kozikowski, M., Siernicka, M., Miazek, N., Zapala, P., Domagala, A., Bojarczuk, K., Malenda, A.,
Barankiewicz, J., Graczyk-Jarzynka, A., Zagozdzon, A., Gabrysiak, M., Diaz, J.-)., ... Winiarska, M.
(2017). HDACES inhibition upregulates CD20 levels and increases the efficacy of anti-CD20 monoclonal
antibodies. Blood, 130(14), 1628—1638. https://doi.org/10.1182/blood-2016-08-736066

Bobrowicz, M., Kusowska, A., Krawczyk, M., Zhylko, A., Forcados, C., Slusarczyk, A., Barankiewicz, J.,
Domagala, J., Kubacz, M., Smida, M., Dostalova, L., Marhelava, K., Fidyt, K., Pepek, M., Baranowska,
I., Szumera-Cieckiewicz, A., Inderberg, E. M., Walchli, S., Granica, M., ... Winiarska, M. (2024). CD20
expression regulates CD37 levels in B-cell ymphoma—Implications for immunotherapies.
Oncoimmunology, 13(1), 2362454, https://doi.org/10.1080/2162402X.2024.2362454

Bobrowicz, M., Slusarczyk, A., Domagala, J., Dwojak, M., Ignatova, D., Chang, Y.-T., Iselin, C., Miazek-
Zapala, N., Marhelava, K., Guenova, E., & Winiarska, M. (2020). Selective inhibition of HDAC6
sensitizes cutaneous T-cell lymphoma to PI3K inhibitors. Oncology Letters, 20(1), 533—-540.
https://doi.org/10.3892/01.2020.11587

Cho, A., Jantschitsch, C., & Knobler, R. (2018). Extracorporeal Photopheresis—An Overview. Frontiers
in Medicine, 5, 236. https://doi.org/10.3389/fmed.2018.00236
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Coiffier, B., & Sarkozy, C. (2016). Diffuse large B-cell ymphoma: R-CHOP failure-what to do?
Hematology. American Society of Hematology. Education Program, 2016(1), 366—378.
https://doi.org/10.1182/asheducation-2016.1.366

Cyrenne, B. M., Lewis, J. M., Weed, J. G., Carlson, K. R., Mirza, F. N., Foss, F. M., & Girardi, M. (2017).
Synergy of BCL2 and histone deacetylase inhibition against leukemic cells from cutaneous T-cell
lymphoma patients. Blood, 130(19), 2073-2083. https://doi.org/10.1182/blood-2017-06-792150

Davis, T. A., Czerwinski, D. K., & Levy, R. (1999). Therapy of B-Cell Lymphoma with Anti-CD20
Antibodies Can Result in the Loss of CD20 Antigen Expression. Clinical Cancer Research, 5(3), 611—
615.

Ducellier, S., Demeules, M., Letribot, B., Gaetani, M., Michaudel, C., Sokol, H., Hamze, A., Alami, M.,
Nascimento, M., & Apcher, S. (2024). Dual molecule targeting HDAC6 leads to intratumoral CD4+
cytotoxic lymphocytes recruitment through MHC-II upregulation on lung cancer cells. Journal for
Immunotherapy of Cancer, 12(4), e007588. https://doi.org/10.1136/jitc-2023-007588

Duvic, M., Evans, M., & Wang, C. (2016). Mogamulizumab for the treatment of cutaneous T-cell
lymphoma: Recent advances and clinical potential. Therapeutic Advances in Hematology, 7(3), 171-
174. https://doi.org/10.1177/2040620716636541

Frigault, M. J., Graham, C. E., Berger, T. R., Ritchey, J., Horick, N. K., El-Jawahri, A., Scarfo, I., Schmidsts,
A., Haradhvala, N. J., Wehrli, M., Lee, W.-H., Parker, A. L., Wiggin, H. R., Bouffard, A., Dey, A., Leick,
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