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1. Imie i nazwisko: Kamila Dus-Szachniewicz
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskie;j.

2016- dyplom doktora nauk medycznych, z wyrdznieniem- cum laude. Wydziat
Lekarski, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu; promotor Prof.
dr hab. Piotr Ziotkowski. Temat pracy doktorskiej: Analiza proteomu gruczolaka i
gruczolakoraka jelita grubego metodg spektrometrii mas z wykorzystaniem

archiwalnych tkanek zatopionych w parafinie.

2009- dyplom magistra biologii, specjalno$¢ genetyka i mikrobiologia, Wydziat Nauk
Biologicznych, Uniwersytet Wroctawski; promotor Prof. dr hab. Ewa Obtgk. Temat
pracy magisterskiej: Wrazliwos$¢ drozdzy piekarniczych Sacharomyces

cerevisiae na aminoestry i zwiagzki lizosomotropowe.

2007- dyplom licencjata biologii z chemia, Wydzial Nauk Biologicznych, Uniwersytet
Wroctawski; promotor Prof. dr hab. Ewa Obtak.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych Ilub

artystycznych.

Od X.2016r. do chwili obecnej- adiunkt w Zaktadzie Patologii Ogolnej i
Doswiadczalnej Katedry Patologii Klinicznej i Doswiadczalnej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Udokumentowana przerwa w aktywno$ci naukowej na
urlopie zdrowotnym (16.09.2018-7.03.2019) oraz wurlopach macierzynskim i
rodzicielskim (22.03.2012-22.08.2012 i 8.03.2019-6.03.2020).

4. Oméoéwienie osiagnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z
pozn. zm.). Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych
osiggnie¢, jak i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich

powstanie, w przypadku, gdy dane osiagniecie jest dzielem wspolautorskim, z



uwzglednieniem mozliwosci wskazywania dorobku z okresu calej Kkariery

zawodowej.

Rozprawe habilitacyjng stanowi cykl pigciu powigzanych tematycznie publikacji
naukowych. Publikacje powstaty w latach w latach 2018-2022, wszystkie z nich to prace
oryginalne. Rozprawa przedstawiana jest jako osiagniecie naukowe pt. Wykorzystanie
szczypiec optycznych do oceny wplywu wybranych czynnikow mikrosrodowiska

oraz lekow przeciwnowotworowych na adhezje¢ chloniakow nie-Hodgkina.

4.1 Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

1. Dus-Szachniewicz K, Drobczynski S, Ziotkowski P, Kotodziej P, Walaszek KM,
Korzeniewska AK, Agrawal A, Kupczyk P, Wozniak M. Physiological hypoxia

(physioxia) impairs the early adhesion of single lymphoma cell to marrow stromal cell

and extracellular matrix. Optical tweezers study. International Journal of Molecular
Sciences. 2018 Jun 26;19(7):1880.

IF: 4.183

Pkt. MEiN: 30.00

Moj wktad w powstanie pracy polegatl na: pozyskaniu funduszy na badania, stworzeniu
koncepcji oraz zapewnieniu integralnosci catego projektu, opracowaniu metody
pomiarowej, przeprowadzeniu badan, analizie merytorycznej i interpretacji wynikow,
analizie statystycznej, opracowaniu graficznym wynikow, przygotowaniu
manuskryptu, wykonaniu poprawek po recenzji. Méj udziat w realizacji pracy szacuj¢
na 80%.

2. Dus-Szachniewicz K, Drobczynski S, Wozniak M, Zduniak K, Ostasiewicz K,
Ziotkowski P, Korzeniewska AK, Agrawal AK, Kolodziej P, Walaszek K,
Bystydzienski Z, Rymkiewicz G. Differentiation of single lymphoma primary cells and

normal B-cells based on their adhesion to mesenchymal stromal cells in optical
tweezers. Scientific Reports. 2019 Jul 8;9(1):9885.

IF: 3.998

Pkt. MEiN: 140.00




Moj wktad w powstanie pracy polegal na: pozyskaniu funduszy na badania, stworzeniu
koncepcji oraz zapewnieniu integralno$ci catego projektu, przeprowadzeniu badan,
analizie merytorycznej i interpretacji wynikow, analizie statystycznej, opracowaniu
graficznym wynikéw, przygotowaniu manuskryptu, wykonaniu poprawek po recenzji.

Moj udzial w realizacji pracy szacuje na 80%.

Dus-Szachniewicz K, Rymkiewicz G, Agrawal AK, Kolodziej P, Wisniewski JR.

Large-scale proteomic analysis of follicular lymphoma reveals extensive remodeling of

cell adhesion pathway and identifies hub proteins related to the lymphomagenesis.
Cancers. 2021 Feb 5;13(4):630.

IF: 6.575

Pkt. MEIN: 140.00

Moj wktad w powstanie pracy polegat na: pozyskaniu funduszy na badania, stworzeniu
koncepcji oraz zapewnieniu integralno$ci catego projektu, przygotowaniu probek do
analizy proteomicznej, analizie biostatystycznej i interpretacji wynikow, opracowaniu
graficznym wynikow, przygotowaniu manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji.

Moj udzial w realizacji pracy szacuje na 90%.

Dus-Szachniewicz K, Gdesz-Birula K, Rymkiewicz G. Development and

Characterization of 3D hybrid spheroids for the investigation of the crosstalk between

B-cell non-Hodgkin lymphomas and mesenchymal stromal cells. OncoTargets and
Therapy. 2022 Jun 17;15:683-697.

IF: 4.345

Pkt. MEiN: 70.00

Moj wktad w powstanie pracy polegal na: pozyskaniu funduszy na badania, stworzeniu
koncepcji oraz zapewnieniu integralnosci catego projektu, opracowaniu metody
tworzenia steroidow mieszanych, analizie merytorycznej i interpretacji wynikow,
analizie  statystycznej, opracowaniu graficznym  wynikow, przygotowaniu
manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji. M6j udziat w realizacji pracy szacuj¢ na
90%.




5. Dus-Szachniewicz K, Gdesz-Birula K, Nowosielska E, Ziotkowski P, Drobczynski S.
Formation of lymphoma hybrid spheroids and drug testing in real time with the use of
fluorescence optical tweezers. Cells. 2022;11(13):2113.

IF: 7.666
Pkt. MEIN: 140.00

Moj wktad w powstanie pracy polegat na: pozyskaniu funduszy na badania, stworzeniu
koncepcji oraz zapewnieniu integralnosci catego projektu, opracowaniu metody
tworzenia steroidow w szczypcach optycznych, analizie merytorycznej i interpretacji
wynikéw, analizie statystycznej, opracowaniu graficznym wynikdéw, przygotowaniu
manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji. Mo6j udziat w realizacji pracy szacuj¢ na
90%.

Laczna punktacja pigciu prac oryginalnych stanowigcych podstawe osiggnigcia wynosi 520
punktow MNiSW, a sumaryczny wspotczynnik Impact Factor: 26,767. We wszystkich pracach

jestem pierwszym oraz korespondencyjnym autorem.

4.2 Wprowadzenie do omawianych prac.

Chloniaki nie-Hodgkina (ang. non-Hodgkin lymphoma, NHL) sa najczestszymi
nowotworami limfoproliferacyjnymi w krajach zachodnich, stanowigc szdsty nowotwoér pod
wzgledem czesto$ci wystgpowania oraz §miertelnosci u os6b dorostych [1]. NHL naleza do
chorob ukladu krwiotworczego 1 ich przewazajaca wickszo$¢ powstaje na skutek
nieprawidlowej proliferacji limfocytow B (85-90%), rzadziej limfocytow T (10-15%) oraz
komorek NK (<1.5%) [2,3]. Chtoniaki nie-Hodgkina stanowig niezwykle heterogenng grupe
nowotworow uktadu chtonnego pod wzgledem epidemiologicznym oraz klinicznym. W
ostatnich latach zapadalno§¢ na NHL wzrasta, a szczyt wystepuje pomigdzy 20-30 oraz migdzy

60-70 rokiem zycia [4].

Nieodlaczng cecha nowotworéw ztosliwych jest zdolno$¢ do rozsiewu komorek
nowotworowych z ogniska pierwotnego. Uogolniony proces nowotworowy poprzedza szereg
zmian zachodzacych na poziomie pojedynczej komorki, takich jak zmiany w adhez;ji,
ruchliwo$ci 1 migracji komodrek nowotworowych. Odziatywania typu komorka-komorka

stanowig jeden z podstawowych determinantoéw migracji komorek inwazyjnych. Bezposrednie



kontakty z innymi komérkami mogg zwieksza¢ aktywno$¢ ruchowg komorek nowotworowych

oraz wplywac na ich zdolno$¢ do efektywnego przemieszczania si¢ [5].

W literaturze naukowej szeroko udokumentowany zostat wptyw mikro$rodowiska nowotworu
na witasciwos$ci adhezyjne i migracyjne patologicznych komorek, jednakze w odniesieniu do
chtoniakow nie-Hodgkina procesy te sa bardzo stabo poznane. Tymczasem zajecie szpiku
kostnego przez komorki chloniaka zaobserwowa¢ mozna az u 25% pacjentéw z chloniakami o
wysokim stopniu zto§liwosci (ang. high grade B-cell lymphoma, HGBCL) [6,7]. Wiazg si¢ one
przewaznie ze ztym rokowaniem, czgsciowo ze wzgledu na protekcyjne interakcje komorek
chtoniaka z komérkami zrebu szpiku kostnego (ang. mesenchymal stromal cells, MSC) [8-10].
Komorki stromalne sg istotnym elementem mikrosrodowiska szpiku kostnego, ktore wplywa
na rozwodj i przezycie chtoniakow nie-Hodgkina. Aktualne dane sugeruja, ze MSC moga
zard6wno promowac, jak i hamowac¢ wzrost nowotwordw, z przewaga dzialania protekcyjnego.
Istniejg liczne dowody na to, ze MSC wspierajg wzrost chloniaka poprzez m.in. promowanie
angiogenezy [11,12] czy tez indukcje szlakow sygnatowych zwigzanych z proliferacja, takich
jak PI3K, Wnt i AKT [13]. Ponadto skomplikowana biologia molekularna komorek
stromalnych i ich odpowiednio ztozona dynamika pozostaja niezbadane. Kilka najnowszych
doniesien wskazuje, ze w rozwoju lekoopornosci kluczowa role odgrywa bezposredni kontakt
komorek nowotworowych z komorkami zrebu szpiku kostnego [14,15], dlatego rozumienie roli
MSCs w mikrosrodowisku chtoniakow uznano za jedno z najwigkszych wyzwan w

hematoonkologii

Metody stosowane dotychczas w badaniu adhezji komorkowej mozna zakwalifikowac
do dwdch kategorii. Pierwsza z nich obejmuje klasyczne techniki opierajace si¢ na wigzaniu
komorek z unieruchomionymi ligandami lub z pojedynczymi warstwami komorek w
warunkach statycznych [16]. Metody te wymagaja duzej ilosci materiatu do analiz, w zwigzku
z czym ich wyniki przedstawiaja jedynie usrednione wartosci oddziatywan zachodzacych w
grupie komoérek. Metody z drugiej kategorii oparte sa z kolei na bezposrednim pomiarze sit
adhezji z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych, mikropipety, szczypiec optycznych lub
tzw. nanowidelcow (ang. nanoforks) [17]. Wyniki uzyskane dzigki powyzszym
zaawansowanym technikom znaczaco uzupehity stan wiedzy na temat adhezji komorkowe;.
Jednakze przez wzglad na zloZzono$¢ tego procesu, zwigzek pomigdzy sita adhezji a

zachowaniem komorki pozostaje nieodkryty.

W ostatnich latach obserwuje si¢ rosngce zainteresowanie tematykg szczypiec optycznych w
zakresie precyzyjnego badania wlasciwosci adhezyjnych komorek. Szczypce optyczne to
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stosunkowo nowe narze¢dzie badawcze. Pierwsze dostgpne modele pojawily si¢ pod koniec lat
90-tych XX wieku [18], z kolei komercyjne modele holograficznej pgsety optycznej powstaly
okoto 2010 roku. Warto wspomnie¢, ze Nagroda Nobla z Fizyki w 2018 roku zostata przyznana
amerykanskiemu fizykowi Arturowi Ashkinowi wlasnie za wynalezienie szczypiec
optycznych. Owo odkrycie zapoczatkowalo nowg er¢ badan biologicznych, poniewaz mozliwe
stato si¢ bezdotykowe chwytanie 1 przemieszczanie w preparacie mikroskopijnych obiektow
(od 10 nm do kilkudziesigciu pm), takich jak czasteczki, organella komorkowe badz cate
komorki [18]. W ukladzie szczypiec optycznych manipulacja nano- i mikroobiektami
realizowana jest przy pomocy zogniskowanej wigzki $wiatta laserowego o dhugosci fali z
zakresu podczerwieni lub $wiatlta widzialnego [19]. W odroznieniu od innych metod
manipulacji obiektami biologicznymi, szczypce optyczne sg narzedziem nieinwazyjnym, w
ktérym sity przykladane do badanych probek sa precyzyjnie kontrolowane [20]. Dzigki temu
maleje ryzyko przypadkowego uszkodzenia delikatnych struktur biologicznych. Z kolei brak
elementow mechanicznych wprowadzanych do probki nie narusza jej integralno$ci oraz
upraszcza procedure przygotowania pomiaru. Dodatkowo, jako jedno z nielicznych urzadzen,
szczypce optyczne pozwalajg na pomiar dynamiki proceséOw biologicznych zachodzacych w
czasie rzeczywistym [21]. Preparat moze by¢ umieszczony na tradycyjnym szkietku

mikroskopowym lub w naczyniach do hodowli komoérkowej ze szklanym dnem.

Wykorzystanie szczypiec optycznych w przedstawionym przez habilitantke dziele polegato na
analizie bezposrednich oddziatywan prawidlowych limfocytoéw B oraz komorek chtoniakow
nie-Hodgkina z komorki B (B-cell non-Hodgkin lymphoma, B-NHL) z elementami
mikrosrodowiska, a dokltadniej: tworzeniu polaczen ze stromalnymi komorkami
mezenchymalnymi, a nastgpnie probach zrywania tych potaczen. Model taki pozwolit znacznie
precyzyjniej oceni¢ wilasciwosci adhezyjne komorek niz szeroko stosowane metody

populacyjne.

Badania z zakresu biologii komorek nowotworowych, jak i ocena wrazliwosci komorek
na substancje przeciwnowotworowe przeprowadzane sg w warunkach in vitro z
wykorzystaniem linii komoérkowych pozyskanych ze zrodet komercyjnych lub hodowli
pierwotnych komorek pobranych bezposrednio od pacjenta. Najpopularniejszym sposobem
hodowli komorkowej wcigz pozostaje hodowla dwuwymiarowa (2D) w formie pojedynczej
warstwy pokrywajacej naczynie hodowlane. Jednakze komorki nowotworowe rosngce w
warunkach stworzonych do uzyskania jednolitych fenotypowo hodowli nie odzwierciedlajg

heterogennej 1 ztozonej budowy guza rozwijajacego si¢ w organizmie [22]. Tradycyjna
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hodowla komoérkowa pozbawiona jest takze m.in. unaczynienia, komoérek zapalnych oraz
macierzy zewnatrzkomorkowej petligcych kluczowa role w proliferacji i réznicowaniu
komorek. W efekcie komorki poddane dziataniu lekéw reaguja na nie inaczej niz w sytuacji,
gdy znajduja si¢ w macierzystym organizmie. Wptywa to z kolei na trudno$¢ przetozenia
wynikow uzyskanych in vitro na ich zastosowanie w warunkach in vivo [23-25]. Powyzsze
ograniczenia zintensyfikowaly badania nad opracowaniem nowych metod hodowli komorek,

ktore bardziej przypominatyby ich fizjologiczne srodowisko.

W ciagu ostatniej dekady jedng z najpopularniejszych metod stata si¢ trojwymiarowa (3D)
hodowla sferoidow czyli agregatéw komoérek nowotworowych [26]. Wielokomoérkowe sferoidy
posiadaja cechy guza wzrastajacego we wcezesnej fazie w organizmie, w tym skladaja si¢ z
komorek o zroznicowanym fenotypie [27]. Liczne badania potwierdzity, ze w takim modelu
ekspresja gendw, bialek oraz fizjologia znacznie lepiej odzwierciedla warunki in vivo [28-31].
Co jest szczegoblnie istotne, odpowiedz sferoidow i guzoéw wystepujacych in vivo na substancje
przeciwnowotworowe jest zblizona [32-34]. Ogromne znaczenie ma takze fakt wystepowania
w sferoidzie oddziatywan komoérka-komorka [35]. Ponadto komorki rosngce w formie jednej
warstwy majg tatwy dostep do tlenu, w wyniku czego powstaje jednolita fenotypowo populacja.
Z kolei komorki zlokalizowane w glebi sferoidu dos§wiadczaja zjawiska hipoksji, poniewaz
ci$nienie parcjalne tlenu maleje w kierunku jego centralnej czesci [36]. Mimo dominujacej
przewagi hodowli trojwymiarowych, w badaniach podstawowych nad chtoniakami nie-
Hodgkina stosowane sa niemal wylacznie tradycyjne monokultury. Wynika to z faktu, ze w
obrgbie wezla chlonnego komorki pozostaja w bezposrednim kontakcie, ale nie tworza
zwartych struktur. Komorki chloniakow, w odroznieniu od komorek nowotwordw
nabtonkowych w hodowli komorkowej rosng w zawiesinie. Liczne proby uzyskania sferoidow
chtoniakow o stabilnej strukturze i regularnym ksztalcie jeszcze do 2017 roku byty bezowocne
[37]. Tymczasem opracowanie nowych przedklinicznych modeli z pewnoscig
zintensyfikowaloby rozwoj badan nad wptywem mikrosrodowiska na komorki chtoniakoéw nie-
Hodgkina oraz badaniem nowych lekow ukierunkowanych molekularnie. Uzycie modeli 3D
moze dodatkowo wptynaé na zmniejszenie odsetka niepowodzen w translacji wynikow badan

podstawowych 1 ograniczy¢ testowanie lekow na zwierzgtach.



4.3 Cel pracy.

Celem badan przedstawionych jako cykl powigzanych tematycznie publikacji bylo:

1. opracowanie modeli komoérkowych umozliwiajacych badanie oddzialywan migdzy
komoérkami chtoniakéw nie-Hodgkina z komodrki B oraz komoérkami zrebu szpiku
kostnego w szczypcach optycznych w czasie rzeczywistym,

2. roznicowanie komorek chloniakéw nie-Hodgkina na podstawie ich wiasciwosci
adhezyjnych,

3. ocena  wpltywu  wybranych  warunkéw  mikrosrodowiska  oraz  lekow
przeciwnowotworowych na adhezj¢ komoérek chtoniakéw nie-Hodgkina za pomoca

szczypiec optycznych.

4.4 Omoéwienie publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego.
Publikacja nr. 1

Dus-Szachniewicz K, Drobczynski S, Ziotkowski P, Kolodziej P, Walaszek KM, Korzeniewska
AK, Agrawal A, Kupczyk P, Wozniak M. Physiological hypoxia (physioxia) impairs the early
adhesion of single lymphoma cell to marrow stromal cell and extracellular matrix. Optical

tweezers study. International Journal of Molecular Sciences. 2018 Jun 26;19(7):1880.

Pierwsza praca w cyklu publikacji przedstawia metodologi¢ badania wlasciwosci
adhezyjnych komorek chtoniakow nie-Hodgkina z komorki B w czasie rzeczywistym w
uktadzie szczypiec optycznych. Specyfika preparatu komérkowego i nowy sposodb pomiaru sit
adhezji wymusily rozbudowe istniejagcego ukladu oraz modyfikacj¢ oprogramowania
sterujagcego pracg catego systemu, co szczegétowo opisano w publikacji. Wiasciwosci
adhezyjne oceniane byly na podstawie czasu niezbednego do utworzenia przez pojedyncza
komorke chtoniaka stabilnej kokultury z komorka zrgbu szpiku kostnego (linia HS-5). Jako
stabilng kokulture okre$lono stan, w ktorym przytwierdzona uprzednio komorka chtoniaka nie
pozwala si¢ odciggna¢ od komorki zrebu za pomocg putapki optycznej generowanej laserem o
mocy 100 mW na wyjsciu lasera. W pracy przetestowano adhezje 479 komorek chloniakéw
nalezacych do szesciu linii B-NHL. Dodatkowo zmierzono adhezj¢ 449 komorek chtoniakéw
do matrizelu. Ustalono, ze komoérki B-NHL wykazuja heterogenne witasciwosci adhezyjne

charakterystyczne dla danej linii komodrkowe;.

Obecnie zdecydowana wiekszo§¢ badan in vitro z wykorzystaniem hodowli

komorkowych przeprowadzana jest w atmosferycznych warunkach tlenowych nie



odzwierciedlajacych fizjologicznego stezenia tlenu w zywym organizmie. Tymczasem st¢zenie
tlenu stanowi istotny parametr regulujacy proliferacj¢ komorek, wptywajac istotnie na ich
wzrost [38], réznicowanie oraz przezywalno$¢ [39]. W celu zbadania wptywu tlenu na
wiasciwosci adhezyjne komorek, hodowla komoérkowa oraz pomiary w szczypcach optycznych
przeprowadzone zostaty w warunkach fizjologicznego stezenia tlenu w we¢zle chtonnym czyli

tzw. fizjoksji (5% O).

Fizjologiczny poziom tlenu okresla cis§nienie parcjalne tlenu w tkance 1 wynosi u cztowieka
od 0.5% do 12% w zaleznosci od rodzaju tkanki [40]. Stgzenie tlenu w obwodowych narzagdach
limfatycznych oraz w szpiku kostnym wynosi od 0.6 do 4.5%, czyli istotnie mniej niz
standardowo przyjmowana w laboratoriach warto$¢ 21%, okre$lana jako normoksja [41].
Komorki linii modelowych oraz pierwotne prawidlowe limfocyty B inkubowane byly w
warunkach fizjoksji odpowiednio 96 oraz 24 godziny. Przy uzyciu szczypiec optycznych
zmierzono czas tworzenia stabilnej kokultury, zaréwno z komoérkami zrgbu szpiku kostnego,
jak 1 czas przylegania komoérek do matrizelu, tak aby model badawczy rekonstruowat
mikrosrodowisko komorek. Pomiary wykonano w zaprojektowanej do tego celu komorze
stanowigcej doposazenie uktadu szczypiec optycznych (zgloszenie patentowe wspottworzone
przez habilitantke nr. P.424002 pn. Kompaktowa komora pomiarowa kompatybilna z uktadem
szczypiec optycznych w warunkach kontrolowanego stezenia tlenu oraz mig¢dzynarodowe
zgloszenie patentowe nr PCT/PL2018/050069 pn. Compact measuring chamber compatible

with optical tweezers system under controlled oxygen level conditions).

Ustalono, ze komorki B-NHL w warunkach fizjoksji tworzg stabilne kokultury z komoérkami
zrebu szpiku kostnego od 1.7 do 5.1 razy wolniej niz w standardowych warunkach tlenowych.
W odniesieniu do adhezji do matrizelu, jedynie w przypadku jednej linii nie zaobserwowano
zmian w adhezyjnosci komorek, a pozostate linie tworzyly potaczenia z podtozem od 1.6 do
3.2 razy wolniej w fizjoksji. Podobnie sytuacja wygladala w przypadku pierwotnych
limfocytow B. Sredni czas tworzenia stabilnej kokultury w standardowych warunkach
hodowlanych wynosit 20.3£10.3 s, podczas gdy komorki pierwotne inkubowane w fizjoksji
tworzyty kokulture srednio w 32.8+22.8 s. Co istotne, zmiany w adhezji obserwowane w
warunkach fizjoksji byty odwracalne po inkubacji komoérek w standardowych warunkach
tlenowych. Dodatkowo wykazano wigksza stabilno$¢ wiasciwosci adhezyjnych komoérek w
warunkach normoksji w czterech z pieciu analizowanych przypadkow. Podsumowujac,

uzyskane wyniki §wiadcza 0 przydatnosci szczypiec optycznych do precyzyjnej oceny
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wlasciwosci adhezyjnych komorek chtoniakow oraz potwierdzaja hipoteze dotyczacg wptywu

stezenia tlenu na adhezje komorek modelowych oraz pierwotnych.

Publikacja nr. 2

Dus-Szachniewicz K, Drobczynski S, Wozniak M, Zduniak K, Ostasiewicz K, Ziotkowski P,
Korzeniewska AK, Agrawal AK, Kotodziej P, Walaszek K, Bystydzienski Z, Rymkiewicz G.
Differentiation of single lymphoma primary cells and normal B-cells based on their adhesion

to mesenchymal stromal cells in optical tweezers. Scientific Reports. 2019 Jul 8;9(1):9885.

Gléwnym zatozeniem drugiej pracy bylo rozpoznanie czy istnieje mozliwosé
rozroézniania W szczypcach optycznych komorek pierwotnych chtoniakéw nie-Hodgkina z
komorki B na podstawie ich whasciwosci adhezyjnych, czyli tego, jak szybko przylegaja do
komorek zrebu szpiku kostnego i tworza z nimi stabilne potaczenia. Na podstawie dostepnych
danych literaturowych oraz do$wiadczenia nabytego w trakcie pozyskiwania pierwszych
probek opracowano szczegdétowe procedury dotyczace pobrania, mrozenia oraz transportu
materiatu klinicznego, tak by zachowac sterylno$¢ probek oraz dobrg przezywalno$¢ komorek.
Procedury te zostaly ujednolicone i wdrozone w kazdym z osrodkow, w ktorych uzyskiwano
materiat kliniczny na drodze biopsji cienkoigtowej (Narodowy Instytut Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie— Panstwowy Instytut Badawczy) oraz s$rodoperacyjnie (Samodzielny
Publiczny Szpital Kliniczny Nr. 1 we Wroctawiu, Specjalistyczny Szpital im. dr Alfreda
Sokotowskiego w Watbrzychu).

Komorki pierwotne izolowane byty na postawie protokotu Manual MACS® Cell Separation,
Miltenyi Biotec. Metoda ta jest jedna z najpopularniejszych manualnych technik izolacji
komorek nowotworowych 1 stosowana jest na szerokg skale w badaniach naukowych jak i
praktyce klinicznej. Komorki pierwotne izolowano magnetycznymi kulkami powleczonymi
przeciwciatami anty-CD20, anty-CD3, anty-CD5 i anty-CD10, w zalezno$ci od dostarczonego
rozpoznania. Analiza cytometryczna wybranych przypadkéw po izolacji, uzyskane wyniki
oceny przezywalnosci limfocytow B po separacji oraz ich obserwacja mikroskopowa
potwierdzity skuteczno$¢ wybranej metody izolacji komorek pierwotnych. Material kliniczny
stanowily komorki nowotworowe uzyskane od pacjentdow z rozpoznanym chtoniakiem
rozlanym z duzych komorek B (ang. Diffuse Large B-cell Lymphoma, DLBCL) oraz komorki
kontrolne uzyskane od pacjentow ze zdiagnozowanym procesem zapalnym weztow chtonnych
,bez zaburzen limfoproliferacyjnych. Do badan wlaczono takze komorki izolowane od

pacjentow z chtoniakiem grudkowym (ang. Folicullar Lymphoma, FL), chtoniakiem z komoérek
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ptaszcza (ang. Mantle Cell Lymphoma, MCL), chioniakiem typu MALT (ang. Mucosa
Associated Lymphoid Tissue Lymphoma, MALT), chioniakiem Burkitta (ang. Burkitt
Lymphoma, BL) oraz chtoniakiem o wysokim stopniu zto§liwosci z komorek B (ang. High
Grade B-Cell Lymphoma, HGBCL). Nowotwory te, podobnie jak chtoniak DLBCL,

charakteryzuja si¢ klonalnym rozrostem limfocytow B.

Do badania wigczono komoérki nowotworowe wyizolowane od 37 pacjentow z B-NHL oraz
limfocyty B uzyskane z 15 kontrolnych weztow chtonnych. Wykorzystujac protokét opisany w
Publikacji nr. 1 mierzono czas niezbedny do utworzenia potgczen adhezyjnych miedzy

komorkami pierwotnymi z komérkami zrgbu szpiku kostnego w szczypcach optycznych.

Ustalono czas niezbgdny do utworzenia potaczenia z komoérka zrgbu dla 2187 komorek
patologicznych (208.8+102.3 s) oraz 1087 komorek kontrolnych (26.7+16.6 s). Z
przeprowadzonych pomiarow wynika, ze komodrki chtoniaka tworzg stabilne potaczenie z
komorkami zrgbu szpiku kostnego od 2.2 do 20.5 razy wolniej niz komorki prawidtowe. Celem
oszacowania wartosci odcinajacej (cut-off) dla testu rozrdzniajacego komorki patologiczne od
prawidtowych przeprowadzono analiz¢ krzywych ROC. Dla wartosci odcinajacej t>60 s
czutos$¢ testu wyniosta 6.4% a swoisto$¢ 98.5%. Wykazano, ze czas utworzenia stabilnego
polaczenia miedzy komorkami patologicznymi i prawidlowymi jest istotnie r6zny bez wzgledu
na pte¢ pacjenta 1 jego wiek. Przy zaobserwowanych w badaniu warto$ciach $rednich i
odchyleniach standardowych czasu stabilnego polaczenia komorek, minimalna liczba
przetestowanych komoérek powinna wynosi¢ 15. Dla tej liczby komorek przy poziomie
istotnosci p = 0.001 moc testu wynidst f=0.92. Tym samym wykazano, ze opracowana metoda
umozliwia odrdéznienie komorek prawidtowych od patologicznych na podstawie czasu

tworzenia kokultury z komorka zrebu.

Nastepnie poréwnano wlasciwosci adhezyjne komodrek nowotworowych w grupie
chtoniakow nie-Hodgkina. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca testu
nieparametrycznego U Manna-Whitneya. Zaobserwowano, ze komorki chtoniaka DLBCL
uzyskane z guzéw o lokalizacji poza weztowej tworzg istotnie szybciej kokulture z komorkami
zrebu niz komorki wywodzace si¢ z lokalizacji weztowej (155.1+£53.9 s vs. 231.2+90.0 s)
Zalezno$¢ ta nie zostala potwierdzona dla calej populacji analizowanych przypadkow.
Dodatkowo komorki wysoce agresywnych chtoniakow HGBL mialy znaczaco obnizone

wlasciwosci adhezyjne w porownaniu z komorkami chtoniaka DLBCL oraz MCL.
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Na podstawie uzyskanych wynikow habilitantka opracowata zgloszenie patentowe nr.
P.423266 pn. Sposob diagnozowania nowotworéw uktadu chionnego oraz mig¢dzynarodowe
zgloszenie patentowe nr CT/PL/2018/000103 pn. Method for diagnosing neoplasms of
lymphoid tissue).

Publikacja nr. 3

Dus-Szachniewicz K, Rymkiewicz G, Agrawal AK, Kolodziej P, Wisniewski JR. Large-scale
proteomic analysis of follicular lymphoma reveals extensive remodeling of cell adhesion
pathway and identifies hub proteins related to the lymphomagenesis. Cancers. 2021 Feb
5;13(4):630.

Celem kolejnej publikacji wchodzacej w sktad rozprawy habilitacyjnej byta identyfikacja
panelu biatek odpowiedzialnych za zaburzenia adhezji w komorkach chtoniaka technikami
proteomicznymi. Do badania wigczono 29 probek klinicznych uzyskanych na drodze biops;ji
cienkoigtowej (Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie— Panstwowy
Instytut Badawczy) badz $rodoperacyjnie (Uniwersytecki Szpital Kliniczny im. Jana
Mikulicza-Radeckiego we Wroctawiu), w tym 15 przypadkéw chioniaka grudkowego oraz 14
kontroli uzyskanych ze zmian o charakterze odczynowym. Patologiczne oraz prawidlowe
limfocyty B izolowane byly protokolem MACS (Miltenyi Biotech) za pomoca kulek
magnetycznych powleczonych przeciwcialem anty-CD19 (CD19 Positive Isolation Kit).

Skuteczno$¢ izolacji dla wybranych probek zostala potwierdzona w cytometrze
przeplywowym.

Peptydy do analizy spektrometrycznej uzyskano wedlug wspottworzonego przez
habilitantke protokotu Multienzyme Digestion- Filter-Aided Sample Preparation (MED-FASP)
[42]. Analizg proteomiczng wszystkich probek wykonano w wiodacym w dziedzinie badan nad
biatkami Instytucie Biochemii Maxa Plancka w Martinsried w tandemowym spektrometrze mas
Orbitrap Q Exactive (Thermo Fisher). Analiza widma mas wykonana byla za pomoca
algorytmow programu MaxQuant (Max Planck Institute of Biochemistry). Surowe warto$ci
intensywnosci dla okoto 7700 biatek normalizowano za pomoca programu MaxQuant.
Kompletne listy zidentyfikowanych biatek dotaczono jako suplement do publikacji oraz
umieszczono w bazie danych Proteomics Identification Database (PRIDE) pod numerem:
PXD011683.

Opracowanie statystyczne wynikow wykonata habilitantka w programie Perseus (Max Planck

Institute of Biochemistry) oraz wykorzystujac platformy typu open source: Search Tool for the
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Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING), Cytoscape oraz Metascape. Z analizy
wylaczono biatka, ktorych nie zidentyfikowano w co najmniej 75% wszystkich probek, po
czym dane poddano dane transformacji logarytmicznej (log2). W rezultacie dalsza analiza
objeto 6724 biatka. Dane analizowano pod katem roznic w catych proteomach miedzy
probkami chtoniaka grudkowego a probkami kontrolnymi oraz zmian w profilu adhezyjnym

komoérek nowotworowych.

Zaklada sig¢, ze bialka o zmienionej ekspresji mogg by¢ wyktadnikami procesu transformacji
zdrowej komorki w komorke nowotworowg. W pracy zidentyfikowano 1186 biatek roznigcych
si¢ istotnie ekspresja, w tym 579 biatek o co najmniej dwukrotnie podwyzszonym stg¢zeniu w
chioniaku grudkowym 1 607 probek o co najmniej dwukrotnie obnizonym st¢zeniu.
Zidentyfikowano sze$¢ biatek o co najmniej 20-krotnie podwyzszonej ekspresji w chloniaku
grudkowym, w tym biatka NUCKS1, SLC14A1, GPALPP1, ADPRH, CD72 oraz PRDM15
oraz trzy biatka o co najmniej 20-krotnie obnizonej ekspresji (ITGAV, NT5E oraz PLTP). W
celu uwidocznienia réznic w ekspresji bialek pomiedzy probkami dane poddano
hierarchicznemu klasterowaniu oraz opracowano wykresy typu volcano plot w programie
Perseus. Nastepnie za pomocg programu STRING ze 1186 biatek réznigcych sig istotnie
ekspresjg utworzono ztozong sie¢ oddzialtywan typu biatko-biatko, po czym wykorzystujac trzy
algorytm programu cytoHubba (Cytoscape) wytypowano 20 biatek petnigcych kluczowa role
w powyzszej sieci. Ustalono, ze sze$¢ z nich: FN1, CTNNBI1, CDHI, ITGB1, ICAM1 oraz
ITGAYV to bialka, ktorych zmiany w ekspresji mogly doprowadzi¢ do stabszej adhezji komorek
chloniaka w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi, ktorg uprzednio zaobserwowano w
publikacjach nr. 1 i nr. 2. Podobnie analiza szlakow molekularnych w oparciu o baz¢ danych
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) wykazala, ze najistotniej zmienionymi
szlakami w chtoniaku grudkowym sg te zwigzane z procesem adhezji, w tym szlak odziatywan
komorka-macierz zewnatrzkomorkowa (ang. EMC-receptor interactions, nr. hsa04512), szlak
tworzenia fokalnych ognisk adhezji (ang. focal adhesion, nr. hsa04510) czy potaczen
adherentnych (ang. adherens junction, nr. hsa04520) oraz szlak biatek adhezyjnych (ang. cell

adhesion molecules, nr. hsa04514).

Dodatkowo w programie Cytoscape opracowano ztozong sie¢ oddziatywan wszystkich 51
biatek adhezyjnych zidentyfikowanych w probkach z uwzglednieniem bialek o zmienionej
ekspresji w chtoniaku grudkowym. Biatko ICAM1 (CD54), bedace funkcjonalnie potaczone z
27 innymi biatkami adhezyjnymi, zostatlo wskazane jako kluczowe w procesach adhezji. W

celach walidacyjnych wykonano analizg ekspresji wybranych biatek adhezyjnych- CDO,

14



ICAML1 oraz CD79B metodg cytometrii przeptywowej. Uzyskane wyniki byty zgodne z danymi

uzyskanymi na drodze analizy proteomicznej.

Istotnie, opisano takze zmiany w ekspresji biatek nalezagcych do kanonicznych szlakéw
sygnalowych prowadzace zwykle do niekontrolowanej proliferacji komérek nowotworowych
(m.in. szlaki sygnatowe kinaz mTOR i MAPK, szlak sygnatlowy chemokin), jak i zmiany w
kluczowym dla chtoniakéw nie-Hodgkina z komorki B szlaku odpowiadajgcym za transdukcje
sygnatow z receptoroOw powierzchniowych (ang. B cell receptor signaling pathway, BCR).
Powyzsze szlaki byly uprzednio szeroko opisywane w odniesieniu do chtoniaka grudkowego,
jednakze przytoczona praca jako pierwsza ukazuje w sposob globalny jednoczesne zmiany w
licznych szlakach komorkowych oraz zalezno$ci miedzy nimi. Niemniej, waga uzyskanych
wynikéw w opinii habilitantki polega gtéwnie na wskazaniu dowodow, ze zaburzenia adhezji

komoérkowej towarzysza transformacji prawidtowych limfocytéw B w komorki nowotworowe.

Publikacja nr. 4

Dus-Szachniewicz K, Gdesz-Birula K, Rymkiewicz G. Development and characterization of 3D
hybrid spheroids for the investigation of the crosstalk between B-cell non-Hodgkin lymphomas
and mesenchymal stromal cells. OncoTargets and Therapy. 2022 Jun 17;15:683-697.

W odréznieniu od komoérek nowotworowych wywodzacych si¢ z nowotwordw litych,
komorki chloniaka nie tworzg sferoidow za pomocag standardowych technik hodowli
trojwymiarowe] (3D). Zaobserwowana w pracach 1 1 2 zdolno$¢ do tworzenia potaczen
adhezyjnych miedzy komorkami chloniakow nie-Hodgkina a komorkami zrgbu szpiku
kostnego zostala wykorzystana do utworzenia stabilnych tréjwymiarowych sferoidow
mieszanych. Na potrzeby pracy opracowano protokét wydajnego pozyskiwania sferoidow.
Zwerytikowano szereg metod hodowli komoérek 3D, w tym metode hodowli w tzw. kropli
wiszacej, na plytkach o niskiej adhezyjnosci typu ULAP (ang. Ultra Low Attachement Plate)
oraz w zelach agarozowych, wykorzystujac roézne proporcje komoérek chtoniakow oraz
komorek zrebu szpiku kostnego. Ostatnia metoda umozliwila formowanie si¢ komorek w
sferoidy o $cisle kontrolowanym rozmiarze oraz ksztatcie. Uzyskane sferoidy zostaty utrwalone
w formalinie i1 zatopione w parafinie, a nastgpnie wykonano z nich preparaty mikroskopowe za
pomoca rutynowych, zautomatyzowanych technik histopatologicznych. Barwienie na obecno$¢
antygenu CD20 wykazato warstwowg morfologie sferoidu mieszanego, gdzie komoérki zrebu

organizujg si¢ w sferyczny rdzen, do ktorego przylegaja warstwy komoérek chtoniaka. Uzyskany
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model znakomicie odzwierciedla oddziatywania komorek stromalnych na komorki chtoniaka

W organizmie.

W publikacji przedstawione zostaty cechy sferoidow chtoniaka, w tym dynamika wzrostu, ktora
byta odmienna dla chtoniaka rozlanego z duzych komoérek B (linia Ri-1) oraz chloniaka
Burkitta (linia Raji). W przypadku obu linii zaobserwowano, ze agregacja komoérek chloniaka
w trojwymiarowe agregaty byla znaczaco szybsza w przypadku hodowli mieszanej z
komorkami zrebu szpiku kostnego. Podobnie przezywalno$¢ sferoidow mieszanych po 14
dniach inkubacji byta istotnie wyzsza w przypadku ko-kultury z komérkami zrebu, co sugeruje

ich protekcyjny wptyw na komorki chtoniaka.

Nastepnie wykazano wplyw komorek zrgbu szpiku kostnego na odpowiedz sferoidéw
chloniaka na leczenie doksorubicyng (DOX) oraz ibrutynibem (IBR). W pierwszym etapie
ustalono warto$ci dawki IC50 (dawka substancji powodujaca 50% maksymalnej inhibicji, ang.
inhibitory concentration) w trojwymiarowych monokulturach i hodowlach mieszanych,
nastgpnie dobrano eksperymentalne stezenia DOX i1 IBR w zakresie odpowiadajacym
stezeniom klinicznym. W przypadku DOX nie zaobserwowano roéznic mi¢dzy wptywem leku
na sferoidy utworzone z samych komorek chloniaka a sferoidy mieszane. Z kolei sferoidy
mieszane wykazaly istotnie mniejszg wrazliwos¢ na IBR. Wynik ten zdaje si¢ potwierdzac
ochronng rol¢ wywierang przez komorki stromalne na komoérki chioniaka, prawdopodobnie
jako efekt bezposrednich oddziatywan typu komorka-komorka. Istotnie, zaobserwowane
roznice w odpowiedzi na dwa badane leki potwierdzaja przydatno$¢ opracowanego modelu do

oceny efektywnosci terapii przeciwnowotworowych in vitro.

Publikacja nr.5

Dus-Szachniewicz K, Gdesz-Birula K, Nowosielska E, Ziotkowski P, Drobczynski S. Formation
of lymphoma hybrid spheroids and drug testing in real time with the use of fluorescence optical
tweezers. Cells. 2022;11(13):2113.

W ostatniej pracy z cyklu habilitacyjnego zdolno$¢ do tworzenia potaczen adhezyjnych
miedzy komorkami chtoniakow nie-Hodgkina a komoérkami zrgbu szpiku kostnego zostata
wykorzystana do utworzenia tréjwymiarowego sferoidu mieszanego za pomocg szczypiec
optycznych. Model stworzony de novo odzwierciedla swobodne formowanie si¢ mieszanych
sferoidow chloniaka i komorek zrebu szpiku kostnego w Zelu hydroagarozowym, gdzie rdzen

sferoidu stanowi masa komorek zrebu, do ktorego warstwowo przywieraja komorki chtoniaka,
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zgodnie z wynikami przedstawionymi w publikacji nr. 4. Przeprowadzenie zaplanowanych
doswiadczen wymusito uprzednia modyfikacje uktadu szczypiec optycznych. Wykonanie
trojwymiarowej struktury sferoidu wymagato kontroli potozenia putapki optycznej w objetosci
probki mikroskopowej. Pozycjonowanie putapki optycznej w ptaszczyznie preparatu uzyskano
za pomocg galwano-skanerow. Zmiana pozycji wzdluz propagacji wiazki laserowej mozliwa
byla za pomoca pionowego ruchu stolika mikroskopowego. State potozenie putapki optycznej
wzgledem obiektywu mikroskopowego koreluje z ostrym obrazowaniem danej plaszczyzny
probki mikroskopowej. Operator zmieniajgc ptaszczyzne obrazowania w mikroskopie,
przemieszczal rownoczesnie potozenie putapki optycznej w glab preparatu. Dzigki temu
uzyskano pelng kontrole nad pozycjonowaniem chwytanych komorek i budowa

trojwymiarowej struktury sferoidu.

W pierwszym etapie prac uzyskano sferoidy z komorek zrebu szpiku kostnego (linia HS-5) z
wykorzystaniem zeli hydroagarozowych. W celu uzyskania sferoidu mieszanego, komorki
chtoniaka byty kolejno putapkowane i przemieszczane za pomocg wigzki lasera do powierzchni
sferoidu szpiku kostnego, z ktorym pozostaty w kontakcie do utworzenia stabilnego polaczenia.
Kolejne komorki chioniaka byly przylaczane do sferoidu az do pokrycia jego powierzchni
dwoma warstwami komorek. Manipulacje przeprowadzono na liniach Ri-1 (DLBCL) oraz Raji
(BL) reprezentujacych chtoniaki o wysokim stopniu zlosliwosci. Sposob przeprowadzenia
eksperymentu zostal przedstawiony na wizualizacjach dotaczonych jako suplement do
publikacji nr.5. Sposéb pomiaru czasu potrzebnego na przylaczenie pojedynczej komorki
chloniaka zostal opisany w publikacji nr.l. Komorki chloniaka wykazaly wysokie
powinowactwo do sferoidu stromalnego tworzac potaczenia adhezyjne przecigtnie miedzy 10
a 20 sekunda od zainicjowania kontaktu dla obu linii komorkowych. Zywotnoéé sferoidu po
zakonczonej manipulacji potwierdzona zostata metoda barwienia fluorescencyjnego
LIVE/DEAD na podstawie ciggtosci bton cytoplazmatycznych. Co istotne, sferoidy utworzone
w szczypcach optycznych zachowaly tréjwymiarowg strukturg oraz zywotnos¢ przez kolejne

24 godziny.

W omawianej pracy zbadano roéwniez wplyw lekow przeciwnowotworowych:
doksorubicyny (DOX), ibrutynibu (IBR) oraz pleryksaforu (AMD3100) na adhezje komorek
chtoniaka do sferoidu szpiku kostnego. W tym celu komoérki Ri-1 i Raji inkubowano przez 48
godzin z AMD3100, DOX, IBR lub z kombinacja dwoch lekéw AMD3100/DOX oraz
AMD3100/IBR. Jak oceniono za pomocg szczypiec optycznych, traktowanie komorek

pojedynczymi lekami nie wplyng¢to na adhezje komoérek chioniakow. Z kolei obie linie
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komorkowe traktowane lekami ztozonymi mialy istotnie zmniejszong adhezje do sferoidu
utworzonego z komorek zrebu szpiku kostnego, przy czym wplyw leczenia skojarzonego na
adhezj¢ byl najlepszy w przypadku inkubacji komoérek linii Raji z AMD3100/IBR.
Synergistyczny wptyw wybranych lekow na wiasciwosci adhezyjne komorek nowotworowych
zostal szeroko udokumentowany w literaturze [43-45], jednakze dopiero zastosowanie
technologii szczypiec optycznych umozliwito oceng tego efektu z niespotykang dotychczas

doktadnoscia.

4.5 Whnioski z cyklu prac.

1. Szczypce optyczne umozliwiaja zardwno precyzyjne badanie wiasciwosci adhezyjnych
chtoniakéw nie-Hodgkina z komorki B w czasie rzeczywistym, jak i zmian w adhezji

spowodowanych warunkami mikrosrodowiska oraz wptywem terapii przeciwnowotworowych.

2. Linie komorkowe chtoniakéw Hodgkina z komorki B wykazuja heterogenne wilasciwosci

adhezyjne charakterystyczne dla danej linii komorkowe;j.
3. Poziom stgzenia tlenu wplywa na adhezje komorek chtoniakow nie-Hodgkina.

4. Mozliwe jest odrdznienie prawidtowych limfocytoéw B od pierwotnych komorek chloniakow

na podstawie pomiaréw adhezji w szczypcach optycznych.

5. Proteom komorek chtoniaka grudkowego istotnie ro6zni si¢ pod wzgledem ekspresji biatek

adhezyjnych od proteomu prawidtowych limfocytow B.

5. Komorki stromalne szpiku kostnego w kokulturze 3D z komoérami chtoniakow nie- Hodgkina
z komorki B zwigkszajg ich wlasciwosci adhezyjne umozliwiajac agregacje w sferoidy w zelach

agarozowych.

6. Wykazano przydatno$¢ szczypiec optycznych do utworzenia de novo stabilnego sferoidu
komorkowego. Takie podejscie stwarza mozliwos¢ sledzenia poczatkowych etapow organizacji
wielokomérkowych struktur 3D oraz formowania si¢ potaczen adhezyjnych miedzy

komoérkami.

7. Model ko-kultury chtoniaka utworzony de novo za pomoca Szczypiec optycznych pozwala
bada¢ wptyw substancji przeciwnowotworowych na adhezj¢ komorek chtoniaka nie-Hodgkina

z komorek B z niespotykang dotychczas doktadnoscia.
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5.1 Instytut Biochemii Maxa Plancka. Martinsried, Niemcy. W okresie od 1.V.2011 r do
28.11.2012 odbytam staz naukowy w Instytucie Biochemii Maxa Plancka w Martinsried pod
kierownictwem prof. Jacka Wisniewskiego oraz Prof. Matthiasa Manna, kierownika
Departamentu Proteomiki. Wspodlpraca z Prof. Jackiem Wisniewskim zaowocowata
opublikowaniem pieciu prac z zakresu proteomiki klinicznej oraz identyfikacji i walidacji
biomarkerow raka jelita grubego (lata 2012-2016). W styczniu 2018r. odbylam kolejna
tygodniowa wizyte studyjna w Departamencie Proteomiki, nastgpstwem ktorej bylo
opublikowanie dwoch prac obejmujgcych tematykg identyfikacje proteomu chtoniakow nie-
Hodgkina z komoérki B (2021r).

5.2 Instytut Optyki, Politechnika Wroclawska. Od 1X.2012r. wspotpracuje z dr hab.
Stawomirem Drobezynskim z Instytutu Optyki Politechniki Wroctawskiej w zakresie badania
wilasciwosci biomechanicznych komoérek nowotworowych z wykorzystaniem szczypiec
optycznych. Uktad szczypiec optycznych zostat zaprojektowany i skonstruowany na
Politechnice Wroctawskiej, z kolei w wyniku wspoélnie realizowanych projektow badawczych
wypracowane zostaly rozwigzania dostosowujace go do potrzeb badan oddziatywan migdzy
komorkami nowotworowymi a mikrosrodowiskiem. Efektem wykonanych prac byto uzyskanie
patentu nr. 237087 pt. Sposéb diagnozowania nowotworéw ukladu chtonnego (Metoda
réznicowania prawidtowych limfocytow B i komorek chtoniakow nie-Hodgkina komorki B w
szczypcach optycznych) oraz przygotowanie trzech zgloszen patentowych. W ramach
wspotpracy z Instytutem Optyki powstato sze$¢ oryginalnych publikacji petnotekstowych oraz

jedna monografia.

5.3 Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie- Panstwowy Instytut
Badawczy- wspotpraca od 2017r. z dr hab. Grzegorzem Rymkiewiczem w zakresie badania
adhezji chtoniakéw nie-Hodgkina, tworzenia modeli 3D chtoniakéw z komorek pierwotnych
oraz cystometrii przeptywowej chtoniakow. W ramach wspotpracy powstaly cztery oryginalne

publikacje naukowe.

5.4 Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych im. W}lodzimierza
Trzebiatowskiego Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu- w zakresie oceny wplywu
hipertermii na komodrki nowotworowe (prof. dr hab. Artur Bednarkiewicz). Efektem
wspotpracy byta publikacja: Drobezynski S, Prorok K, Tamarov K, Dus-Szachniewicz K, Vesa-
Pekka L, Bednarkiewicz A. Toward Controlled Photothermal Treatment of Single Cell:
Optically Induced Heating and Remote Temperature Monitoring In Vitro through Double
Wavelength Optical Tweezers. ACS Photonics 2017, 4, 8, 1993-2002.
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5.5 Zaklad Fizjologii i Neurobiologii Molekularnej, Uniwersytet Wroclawski- w zakresie
analizy danych proteomicznych (Prof. dr hab. Dariusz Rakus). W ramach wspotpracy powstata
publikacja: Wisniewski JR, Dus-Szachniewicz K, Ostasiewicz P, Zidtkowski P, Rakus D, Mann
M. Absolute Proteome Analysis of Colorectal Mucosa, Adenoma, and Cancer Reveals Drastic
Changes in Fatty Acid Metabolism and Plasma Membrane Transporters. J Proteome Res. 2015
Sep 4;14(9):4005-4018. Dodatkowo w ramach grantu nr. UMO-2020/37/B/NZ4/00808
Narodowego Centrum Nauki pod kierownictwem Prof. Dariusza Rakusa wykonatam analizg
proteomiczng do publikacji z zakresu neurobiologii: Krzystyniak A, Pytys A, Gostomska-
Pampuch K, Pudetko- Malik N, Wisniewski J.L., Miynarz P, Miazek A, Wojtowicz T,
Wiodarczyk J, Dus-Szachniewicz K, Gizak A, Wisniewski J.R, Rakus D, Drulis-Fajdasz D.
Glycogen phosphorylase inhibition improves cognitive function of aged mice. Praca znajduje

si¢ aktualnie w recenz;ji.

5.6 Klinika Chirurgii Ogoélnej i Chirurgii Onkologicznej, Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego im. Jana Mikulicza-Radeckiego we Wroctawiu- w zakresie pozyskiwania

materiatu klinicznego (1 prof. dr hab. Anil Kumar Agrawal).

5.7 Katedra Biochemii Lekarskiej, I Katedra i Klinika Ginekologii i Poloznictwa oraz
Katedra i Zaklad Chirurgii Stomatologicznej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu -

w zakresie identyfikacji 1 walidacji biomarkeréw nowotworowych.

6. Informacja 0  osiggnieciach  dydaktycznych, organizacyjnych  oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

6.1 Dydaktyka.

od 1.X.2022-obecnie- prowadzenie wykladow z patomorfologii dla studentow kierunku

lekarskiego english division.

od 1.X.2022- obecnie- objecie funkcji adiunkta dydaktycznego w Zaktadzie Patologii Ogolne;j

1 Doswiadczalnej,

2017-obecnie- objecie etatu adiunkta, prowadzenie ¢wiczen nieklinicznych z patomorfologii

dla studentow kierunku lekarskiego w jezyku polskim i angielskim (english division),

2016-2017- objecie etatu asystenta, prowadzenie ¢wiczen nieklinicznych z patomorfologii dla

studentow kierunku lekarskiego w jezyku polskim 1 angielskim (english division),
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2013-2015- prowadzenie dydaktyki w ramach studiow doktoranckich, 80h/rok (¢wiczenia
niekliniczne dla studentow kierunku lekarskiego z biochemii, mikrobiologii oraz

patomorfologii).

6.2 Promocja nauki.

V11.2017- opiekun miesigcznych praktyk letnich dla obcokrajowcoOw w ramach programu

Erasmus+,

2017-2018- organizacja lekcji przedsigbiorczos$ci w Katedrze Patomorfologii dla uczniow klas
licealnych z LO w Kluczborku (21.111.2017 oraz 21.111.2018),

9. 111.2018- organizacja Dni Otwartych w Katedrze Patomorfologii dla kandydatow na studia

medyczne,

6.1V.2022- organizacja zaj¢¢ praktycznych dla maturzystow z VII Liceum
Ogolnoksztatcacego we Wroctawiu objetych patronatem Uniwersytetu Medycznego we

Wroctawiu.

6.3 Opieka naukowa.

od X.2020- obecnie- promotor pomocniczy przewodu doktorskiego mgr. Katarzyny Gdesz-
Biruli pt. Opracowanie modeli 3D nowotworéw hematologicznych do analiz w szczypcach
optycznych. Praca wykonywana w ramach umowy stypendialnej w grancie pt. Opracowanie
multifunkcjonalnych szczypiec optycznych i mikrorobotow do badania wptywu zlokalizowanej
hipertermii na komorki i sferoidy nowotworowe uzyskane z hodowli pierwotnych (UMO-

2017/27/BIST7/01255) pod kierownictwem habilitantki.

1.2016-X11.2017- opiekun merytoryczny pracy doktorskiej mgr inz. Kingi Walaszek. Praca
wykonywana w ramach umowy stypendialnej w grancie pt. Wykorzystanie innowacyjnej
technologii szczypiec optycznych w celu opracowania mato inwazyjnej terapii celowanej
chtoniakéw (LIDER/016/275/L-5/13/NCBR/2014) pod kierownictwem habilitantki.

V1.2015-V1.2016- opiekun merytoryczny pracy magisterskiej mgr. inz. Magdaleny
Hermaszewskiej, pt. Uzyskanie ko-kultury komorek pierwotnych chtoniaka rozlanego z duzych
komorek B 1 komoérek stromalnych zrebu szpiku kostnego na potrzeby badania adhezji w
szczypcach optycznych, opiekun merytoryczny. Praca wykonywana w ramach umowy

stypendialnej w grancie pt. Wykorzystanie innowacyjnej technologii szczypiec optycznych w
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celu opracowania malo inwazyjnej terapii celowanej chloniakow (LIDER/016/275/L-

5/13/NCBR/2014) pod kierownictwem habilitantki.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

7.1 Staze naukowe.

Bolonia, Wtochy

Lp. Jednostka naukowa Czas pobytu Cel stazu

1. Instytut Biochemii Maxa Plancka, 8-12.1.2018 Analiza proteomiczna probek
Martinsried, Niemcy klinicznych chtoniakéw nie-

Hodgkina z komorki B.

2. Laboratorium Terapii Genowej 10-12.1.2017 Wizyta studyjna, zapoznanie si¢ ze
Nowotworow, Narodowe Centrum srodowiskiem naukowym,
Onkologii, Singapur wygloszenie wyktadu planarnego.

3. Uniwersytet Alberty, Edmonton, 25.X-7.X1.2015 Szkolenie Transformation.doc. z
Canada zakresu przedsigbiorczosci i

umiejetnosci migkkich realizowane
przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego.

4, Instytut Biochemii Maxa Plancka, V.2011-11.2012 Staz naukowy w ramach stypendium

Martinsried, Niemcy doktorskiego, realizacja grantu
HEALTH-F4-2008-201648,
przygotowanie rozprawy doktorskiej.

5. Instytut Badawczy Rizzoli, 1X.2009- 11.2010 Realizacja programu Erasmus

Internship w zakresie podstaw
hodowli komoérkowej oraz technik
biologii molekularnej.

7.2 Przynalezno$¢ do towarzystw naukowych.

Cztonek Polskiego Towarzystwa Patologow, European Society for Photobiology, Alumni

Association of Max Planck Institute of Biochemistry.

a. Dane bibliometryczne.

Mo¢j catosciowy dorobek w ujeciu bibliometrycznym na dzien 1.XI1.2022 ksztattuje sig

nastepujaco:

Liczba publikacji oryginalnych: 24

Liczba publikacji pogladowych:1

Liczba monografii naukowych:2

Sumaryczny Impact Factor: 90,666
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Punktacja MNiSW: 1267,00
Liczba cytowan wg. Web of Science: 477 (bez autocytowan): 449
Indeks Hirscha: 9

Liczba patentow i zgloszen patentowych: 4

Przed uzyskaniem stopnia doktora opublikowatam 13 prac o tacznym wspotczynniku IF
37,975, po uzyskaniu stopnia doktora opublikowatam 11 prac o acznym IF 52,691.
W 12 publikacjach jestem pierwszym badz ostatnim autorem, W 5 publikacjach jestem drugim

autorem. Szczegbdtowa analiza bibliometryczna zostata przedstawiona w zataczniku nr. 7

b. Obszary badawcze. Pozostaly dorobek publikacyjny z wylaczeniem dziela.
Prowadzone przeze mnie badania maja charakter interdyscyplinarny, obejmuja zagadnienia z
zakresu biologii molekularnej, proteomiki, inzynierii optycznej, histopatologii oraz genetyki.

Gltowne obszary badawcze to:

1. Zastosowanie szczypiec optycznych w biologii i medycynie.

Obszar realizowany od 2012 roku we wspotpracy z dr hab. Stawomirem Drobczynskim
(Politechnika Wroctawska) w ramach kierowanych przeze mnie grantow LIDER Narodowego
Centrum Badan i Rozwoju (LIDER/016/275/L-5/13/NCBR/2014) oraz OPUS Narodowego
Centrum Nauki (UMO-2017/27/B/ST7/01255). Efektem badan byto opracowanie metody
identyfikacji patologicznych limfocytow B oraz komory pomiarowej bedacej doposazeniem
uktadu szczypiec optycznych. Wynalazki zostaly zgloszone do ochrony patentowej (nr.
P.423266, PCT/PL2018/000103, P.424002, PCT/PL2018/050069), a takze zostaly nagrodzone
medalami w trakcie 70 Migdzynarodowej Wystawy Wynalazkow IENA w Norymberdze (ztoty
medal), oraz 12 Miedzynarodowej Warszawskiej Wystawie Wynalazkow IWIS w Warszawie
(srebrny medal). Moja praca w powyzszym obszarze zostala nagrodzona Polskg Nagroda
Inteligentnego Rozwoju w kategorii ,,Innowacyjny mtody lider nauki” pod patronatem Prezes

Urzedu Patentowego RP, dr Alicji Adamczak. W ramach wspotpracy powstaty nastgpujace

publikacje:
Lp. | Tytul, autorzy, zrodlo IF PK
1. Spectral analysis by a video camera in a holographic optical tweezers setup. 0,643 15,00

SEAWOMIR DROBCZYNSKI, KAMILA DUS-SZACHNIEWICZ, KRZYSZTOF
SYMONOWICZ, DARIA GEOGOCKA. Opt.Appl. 2013 Vol.43 no.4 s.739-746, ryc.,
bibliogr. 11 poz., summ. DOI: 10.5277/0a130410
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SEAWOMIR DROBCZYNSKI, KAMILA DUS-SZACHNIEWICZ.
J.Opt.Soc.Am.B-Opt.Phys. 2017 Vol.34 no.1 s.38-43, ryc., bibliogr. 19 poz.,
summ. DOI: 10.1364/J0SAB.34.000038

2. Real-time force measurement in double wavelength optical tweezers. 2,048 35,00

heating and remote temperature monitoring in vitro through double
wavelength optical tweezers. SELAWOMIR DROBCZYNSKI, KATARZYNA
PROROK, KONSTANTIN TAMAROV, KAMILA DUS-SZACHNIEWICZ,
VESA-PEKKA LEHTO, ARTUR BEDNARKIEWICZ. ACS Photonics 2017
Vol.4 n0.8 5.1993-2002, ryc., bibliogr. 86 poz., summ. DOI:
10.1021/acsphotonics.7b00375

3. Toward controlled photothermal treatment of single cell: optically induced | 6,880 40,00

DROBCZYNSKI, ALEKSANDRA KORZENIEWSKA, WERONIKA
LAMPERSKA, PIOTR WASYLCZYK, DOMINIK DRABIK, KAMILA DUS-
SZACHNIEWICZ. W: 21st Czech-Polish-Slovak Optical Conference on Wave
and Quantum Aspects of Contemporary Optics. Lednice, Czech Republic, 3-7
September 2018 Bellingham, Washington 2018, Society of Photo-Optical
Instrumentation Engineers, art.109760C [5 s.], bibliogr. 11 poz.

4, Double wavelength multifunctional optical tweezers. SLAWOMIR | —-—---- 20,00

2. Analiza proteomiczna wybranych nowotworéw czlowieka.

Celem badan wykonanych w ramach przewodu doktorskiego byla analiza proteomu
gruczolaka i gruczolakoraka jelita grubego z archiwalnych tkanek utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie. Badania przeprowadzitam w Departamencie Proteomiki Instytutu
Biochemii Maxa Plancka w Martinsried, bedagcym $wiatowym liderem w zakresie zastosowan
proteomiki w biomedycynie. 10- miesieczny staz naukowy odbytam w ramach 7 Programu
Ramowego Wspolnoty Europejskiej pt. Proteomics specifications in space and time (HEALTH-
F4-2008-201648). Aby analiza porownawcza archiwalnego materiatu pochodzacego od 0sob
chorych i zdrowych niosta istotne informacje kliniczne, niezb¢dne byto pokonanie kilku barier.
Istotnym aspektem analizy proteomu tkanek, ktory uprzednio zaburzat wyniki badan byta duza
heterogennos¢ guzéw. Archiwalne tkanki w postaci bloczkow parafinowych poddatam
mikrodysekcji laserowej, otrzymujac w efekcie jednorodne probki zawierajace $cisle okreslong

ilo$¢ materiatu do dalszych analiz.

Dzigki zastosowaniu nowatorskich protokotow przygotowania probek oraz najnowszej
generacji spektrometréw masowych QExactive, analiza poréwnawcza profili biatkowych
archiwalnych tkanek gruczolaka, gruczolakoraka i przerzutu do we¢ztow chtonnych zostata
wykonana z niespotykang wczesniej efektywnoscia na poziomie 10 000 biatek. Przyczynito si¢
to do lepszego poznania biologii tego nowotworu. Efektem badan byla réwniez walidacja
metody MED-FASP na materiale archiwalnym. Zastosowanie dwoéch enzymow do

proteolitycznego trawienia probek, mozliwa stata si¢ ilosciowa analiza niespetna kompletnego
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proteomu (ok. 99%) badanej tkanki, w tym archiwalnych tkanek utrwalonych w parafinie,

pozwalajac na prowadzenie analiz porownywalnych z analizami genomicznymi. Metoda ta

stanowi obecnie state-of-the-art w dziedzinie proteomiki klinicznej. Opisane powyzej prace

staly si¢ podstawg rozprawy doktorskiej pt. Analiza proteomu gruczolaka i gruczolakoraka

jelita grubego metodg spektrometrii mas z wykorzystaniem archiwalnych tkanek zatopionych

w parafinie. W ramach wspotpracy powstaly nastgpujace publikacje:

Lp.

Tytul, autorzy, Zrédlo

IF

PK

1.

Extensive quantitative remodeling of the proteome between normal colon
tissue and adenocarcinoma. JACEK R. WISNIEWSKI, PAWEL
OSTASIEWICZ, KAMILA DUS, DOROTA F. ZIELINSKA, FLORIAN
GNAD, MATTHIAS MANN. Mol.Syst.Biol. 2012 Vol.8 art. no.611 [15s.],
ryc., tab., bibliogr. 63 poz., summ.

11,340

45,00

Proteomic workflow for analysis of archival formalin-fixed and paraffin-
embedded clinical samples to a depth of 10 000 proteins. JACEK R.
WISNIEWSKI, KAMILA DUS, MATTHIAS MANN. Proteom.Clin.Appl.
2013 Vol.7 no.3-4 5.225-233, ryc., bibliogr. 43 poz., summ. DOI:
10.1002/prca.201200046

2,683

20,00

Absolute proteome analysis of colorectal mucosa, adenoma, and cancer
reveals drastic changes in fatty acid metabolism and plasma membrane
transporters. JACEK R. WISNIEWSKI, KAMILA DUS-SZACHNIEWICZ,
PAWEL OSTASIEWICZ, PIOTR ZIOLKOWSKI, DARIUSZ RAKUS,
MATTHIAS MANN. J.Proteome Res. 2015 Vol.14 no.9 5.4005-4018, ryc.,
bibliogr. 77 poz., summ. DOI: 10.1021/acs.jproteome.5b00523

4,173

40,00

Proteomic-based analysis of hypoxia- and physioxia-responsive proteins
and pathways in diffuse large B-cell lymphoma. KAMILA DUS-
SZACHNIEWICZ, KATARZYNA GDESZ-BIRULA, KRZYSZTOF
ZDUNIAK, JACEK R. WISNIEWSKI. Cells 2021 Vol.10 no.8 art.2025 [26
s.], ryc., tab., bibliogr. 93 poz., summ. DOI: 10.3390/cells10082025

7,666

140,00

Zastosowanie hodowli komorkowych, pltynéw ustrojowych i tkanek w
onkoproteomice (The application of cell cultures, body fluids and tissues
in oncoproteomics). KAMILA DUS-SZACHNIEWICZ, PAWEL
OSTASIEWICZ, MARTA WOZNIAK, ANDRZEJ GAMIAN.
Post.Hig.Med.Dosw. 2014 Vol.68 s.1312-1324, tab., bibliogr. 103 poz.,
streszcz., summ. DOI: 10.5604/17322693.1129117

0,573

15,00

3. Terapia fotodynamiczna w leczeniu wybranych nowotworoéw zlosliwych czlowieka.

Kolejny temat badawczy realizowany przeze mnie w Zakladzie Patologii Ogodlnej i

Dos$wiadczalnej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu to zastosowanie terapii

fotodynamicznej (PDT) w leczeniu nowotworow ztosliwych cztowieka. Obecnie terapia

fotodynamiczna cieszy si¢ duzym zainteresowaniem jako alternatywny sposob leczenia chorob,

W szczegdlnosci nowotworowych. Jest to metoda mato inwazyjna, a ze wzgledu na miejscowe
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podanie fotouczulacza jest mozliwa do zastosowania u chorych, u ktérych wykluczone sg

zabiegi chirurgiczne, chemioterapeutycznie i radiologiczne.

Celem badan, ktore prowadze od 2011 r. jest analiza wtasciwosci réznych fotouczulaczy oraz

ocena skutecznosci terapii fotodynamicznej w indukowaniu apoptotycznej $mierci komorek

raka jelita grubego 1 raka piersi, co w przysztosci pozwoli zakwalifikowac terapig

fotodynamiczng jako jedng z metod leczenia tych nowotworow. Badania nad wptywem PDT

na biatka regulatorowe powadzone sg na liniach koméorkowych oraz preparatach klinicznych.

Jako fotosensybilizatora uzywane sg zardOwno znane powszechnie prekursory protoporfiryny

IX — kwasu 5-amino lewulinowego oraz ich estry, jak i nowosyntetyzowane zwiazki. W ramach

wspotpracy powstaty nastepujace publikacje:

Lp.

Tytul, autorzy, zrédlo

IF

PK

1.

Vacata- and divacataporphyrin: new photosensitizers for application in
photodynamic therapy - an in vitro study. MAGDALENA KLYTA,
PAWEL OSTASIEWICZ, KAMIL JURCZYSZYN, KAMILA DUS,
LECHOSEAW LATOS-GRAZYNSKI, EWA PACHOLSKA-DUDZIAK,
PIOTR ZIOLKOWSKI. Lasers Surg.Med. 2011 Vol.43 no.7 5.607-613, ryc.,
bibliogr. 27 poz., summ. DOI: 10.1002/1sm.21086

2,748

32,00

Immunocytochemical studies on the nuclear ubiquitous casein and cyclin-
dependent kinases substrate following 5-aminolevulinicacid-mediated
photodynamic therapy on MCF-7 cells. KATARZYNA HOTOWY,
MARTA WOZNIAK, KAMILA DUS, ELZBIETA CZAPINSKA, BEATA
OSIECKA, MALGORZATA KRZYSTEK-KORPACKA, ANDRZEJ
BRONOWICZ, JACEK WISNIEWSKI, ANDRZEJ GAMIAN, GRZEGORZ
TERLECKI, PIOTR ZIOLKOWSKI. Photodiagn.Photodyn.Ther. 2013 Vol.10
no.4 s.518-525, ryc., bibliogr. 45 poz., summ. DOI:
10.1016/j.pdpdt.2013.03.009

2,524

20,00

Early induction of stress-associated Src activator/Homo sapiens
chromosome 9 open reading frame 10 protein following photodynamic
therapy. MARTA WOZNIAK, KATARZYNA HOTOWY, ELZBIETA
CZAPINSKA, KAMILA DUS-SZACHNIEWICZ, IZABELA SZCZUKA,
ELZBIETA GAMIAN, ANDRZEJ GAMIAN, GRZEGORZ TERLECKI,
PIOTR ZIOLKOWSKI. Photodiagn.Photodyn.Ther. 2014 Vol.11 no.1 s.27-
33, ryc., tab., bibliogr. 22 poz., summ. DOI: 10.1016/j.pdpdt.2013.11.002

2,014

25,00

Insulin-like growth factor-2 is induced following 5-aminolevulinic acid-
mediated photodynamic therapy in SW620 human colon cancer cell
line. MARTA WOZNIAK, KAMILA DUS-SZACHNIEWICZ, PIOTR
ZIOLKOWSKI. Int.J.Mol.Sci. 2015 Vol.16 no.10 5.23615-23629, ryc., tab.,
bibliogr. 26 poz., summ. DOI: 10.3390/ijms161023615

3,257

30,00

The assessment of the combined treatment of 5-ALA mediated
photodynamic therapy and thalidomide on 4T1 breast carcinoma and
2H11 endothelial cell line. KRZYSZTOF ZDUNIAK, KATARZYNA
GDESZ-BIRULA, MARTA WOZNIAK, KAMILA DUS-SZACHNIEWICZ,
PIOTR ZIOLKOWSKI. Molecules 2020 Vol.25 no.21 art.5184 [10 s.], ryc.,
bibliogr. 25 poz., summ. DOI: 10.3390/molecules25215184

4,412

140,00
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4. Identyfikacja i ocena przydatnosci biomarkerow nowotworowych.

Ostatni obszar badawczy stanowi fazg walidacyjna wymienionych powyzej aktywnos$ci
naukowych. Za pomocg metod immunohistochemicznych oraz genetycznych zweryfikowatam
potencjalng przydatno$¢ wybranych markerow raka jelita grubego, piersi oraz jamy ustnej do
celow klinicznych. W przewazajacej wigkszosci badania te zostaly wykonane w ramach

wspoOtpracy wewnatrzuczelniane;.

Lp. | Tytul, autorzy, zrodio IF PK

1. Immunohistochemical and Western blot analysis of two protein tyrosine 2,096 25,00
phosphatase receptors, R and Z1, in colorectal carcinoma, colon adenoma
and normal colon tissues. MARTA WOZNIAK, ELZBIETA GAMIAN,
IZABELA LACZMANSKA, MARIA M. SASTIADEK, KAMILA DUS-
SZACHNIEWICZ, PIOTR ZIOLKOWSKI. Histol.Histopathol. 2014 Vol.29
no.5 s.635-639, ryc., tab., bibliogr. 16 poz., summ. DOI: 10.14670/HH-
29.10.635

2. Immunohistochemical study of nuclear ubiquitous casein and cyclin- 1,269 15,00
dependent kinase substrate 1 in invasive breast carcinoma of no special
type. KRZYSZTOF SYMONOWICZ, KAMILA DUS-SZACHNIEWICZ,
MARTA WOZNIAK, MAREK MURAWSKI, PAWEL KOLODZIEJ, BEATA
OSIECKA, KAMIL JURCZYSZYN, PIOTR

ZIOLKOWSKI. Exp.Ther.Med. 2014 Vol.8 no.4 5.1039-1046, ryc., tab.,
bibliogr. 28 poz., summ. DOI: 10.3892/etm.2014.1847

3. Pattern of melanotransferrin expression in human colorectal tissues: an 1,895 20,00
immunohistochemical study on potential clinical application. KAMILA
DUS-SZACHNIEWICZ, PAWEL OSTASIEWICZ, MARTA WOZNIAK,
PAWEL KOLODZIE]J, JACEK R. WISNIEWSKI, PIOTR ZIOLKOWSKI.
Anticancer Res. 2015 Vol.35 no.12 s.6551-6561, ryc., tab., bibliogr. 56 poz.,
summ

4. Protein tyrosine phosphatase receptor R and Z1 expression as independent | 2,760 40,00
prognostic indicators in oral squamous cell carcinoma. KAMILA DUS-
SZACHNIEWICZ, MARTA WOZNIAK, KAMIL NELKE, ELZBIETA
GAMIAN, HANNA GERBER, PIOTR ZIOLKOWSKI. Head Neck 2015
Vol.37 no.12 5.1816-1822, ryc., tab., bibliogr. 26 poz., summ. DOI:
10.1002/hed.23835.

5. Quantitative analysis of gene expression in fixed colorectal carcinoma 1,692 20,00
samples as a method for biomarker validation. BEATA OSTASIEWICZ,
PAWEL OSTASIEWICZ, KAMILA DUS-SZACHNIEWICZ, KATARZYNA
OSTASIEWICZ, PIOTR ZIOLKOWSKI. Mol.Med.Rep. 2016 Vol.13 no.6
5.5084-5092, ryc., tab., bilbiogr. 51 poz., summ. DOI: 10.3892/mmr.2016.5200

6. Significance of matrix metalloproteinase 9 expression as supporting 3,226 30,00
marker to cytokeratin 19 mRNA in sentinel lymph nodes in breast cancer
patients. MAREK MURAWSKI, MARTA WOZNIAK, KAMILA DUS-
SZACHNIEWICZ, PAWEL KOLODZIEJ, MARTA RZESZUTKO, PIOTR
ZIOLKOWSKI. Int.J.Mol.Sci. 2016 Vol.17 no.4 art.571 [13s.], ryc., tab.,
bibliogr. 36 poz., summ. DOI: 10.3390/ijms17040571

7. The percentage of stained cells is a more reliable parameterin =~ | - 1,00
immunohistochemical analysis than scoring the intensity of staining:
expression of 9 molecular markers in progression and liver metastases of
colorectal cancer. ANIL KUMAR AGRAWAL, SIDDARTH AGRAWAL,
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MATEUSZ LUC, MARTA WOZNIAK, DOROTA SNOPKOWSKA-
WIADERNA, KAMILA DUS-SZACHNIEWICZ, TOMASZ SAWICKI,
PIOTR ZIOLKOWSKI. J.Cancer Ther. 2017 Vol.8 no.6 s.527-545, ryc., tab.,
bibliogr. 20 poz., summ.

8. Zastosowanie technologii mikrodysekcji laserowej w identyfikacji | -------- 4,00
biomarkerow choréb nowotworowych (The application of laser
microdissection technology to cancer biomarkers research). KAMILA
DUS-SZACHNIEWICZ. Od biotechnologii do ochrony $rodowiska. T.2 : praca
zbiorowa. Zielona Goéra 2014, Koto Naukowe Biologdw Uniwersytetu
Zielonogorskiego, s.153-166, ryc., bibliogr. 25 poz., summ, 978-83-7842-117-
7.

c. Kierowanie projektami badawczymi finansowanymi ze Zrodel zewnetrznych.

1. Tytuk: Opracowanie multifunkcjonalnych szczypiec optycznych i mikrorobotow do
badania wplywu zlokalizowanej hipertermii na komorki i sferoidy nowotworowe
uzyskane z hodowli pierwotnych.

Numer projektu: UMO-2017/27/B/ST7/01255

Instytucja finansujagca: OPUS 14, Narodowe Centrum Nauki

Kwota catkowita: 1 445 160 zt

Kwota dla Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu: 490 920 zt

Okres kierowania projektem: od 27.V11.2018 do 26.V11.2022

Opis wykonywanych zadan: Kierownik z ramienia partnera konsorcjum.

Streszczenie: We wspoétczesnej onkologii hipertermia definiowana jest jako kontrolowana

technika nagrzewania zmian nowotworowych. Za pomoca nadzorowanego przegrzania tkanki
nowotworowe s3 selektywnie niszczone w zwigzku z ich zwigkszong wrazliwoscig na
podwyzszong temperaturg w porownaniu z tkankami prawidtowymi. Leczenie ogolnoustrojowe
jest jednak obcigzajace dla pacjentow poddawanych zazwyczaj jednoczesnie chemio- lub
radioterapii. Ponadto w trakcie zabiegéw hipertermii ze wzgledow technicznych nie jest
mozliwe utrzymanie jednakowej dopuszczalnej temperatury we wszystkich punktach
nagrzewanego obszaru, co moze skutkowa¢ niepozadang degradacja okolicznych tkanek.
Alternatywa dla hipertermii ogdlnoustrojowej jest eksperymentalne leczenie zlokalizowane,
podczas ktorego do organizmu pacjenta wprowadzane sg biofunkcjonalizowane nano- i
mikromateriaty wykazujace efektywne przegrzewanie w miejscu ich akumulacji. Stosowanie
tej metody rodzi jednakze kolejne pytania, m.in. jak kontrolowa¢ proces hipertermii by unikna¢
przypadkowego zniszczenia zdrowych komoérek, w jakim stopniu i z jakich powodéw komorki

nowotworowe s3 podatne na HT w porownaniu do komoérek zdrowych oraz czy wszystkie
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nowotwory reaguja na hipertermi¢ w jednakowym stopniu. Na te, i wiele tozsamych zagadnien
probowali odpowiedzie¢ autorzy projektu. W tym celu stworzono mikrorozmiarowe materiaty
— tzw. mikroroboty kontrolowane wigzka laserowg. Narzgdzia te pozwolity za pomoca $wiatta
generowac ciepto, mierzy¢ temperatur¢ oraz kwasowo$¢, a takze a $ledzi¢ proces
programowanej $Smierci komérki w czasie rzeczywistym w modelu guza in vitro. Dodatkowo
autorzy rozbudowali unikalne narze¢dzie: szczypce optyczne, ktore pozwolity wybidrczo
chwyta¢ mikrorozmiarowe obiekty, w tym komorki, wielokomorkowe sferoidy oraz
mikroroboty. Za pomocg nowoopracowanych materiatdw i metod, w czasie rzeczywistym
badano wptyw zlokalizowanej stymulacji cieplnej na komorki prawidtowe oraz patologiczne w
uktadach pojedyncza komorka oraz wielokomorkowa hodowla sferoidow w modelu raka jelita

grubego oraz chtoniakow nie-Hodgkina.

2. Tytul: Wykorzystanie innowacyjnej technologii szczypiec optycznych w celu
opracowania malo inwazyjnej terapii celowanej chloniakow.

Numer projektu: LIDER/016/275/L-5/13/NCBR/2014

Instytucja finansujgca: Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, LIDER16

Kwota: 1 199 996 zt

Okres kierowania projektem: od 1.1.2015 do 31.111.2018

Streszczenie: Projekt pn. ,,Wykorzystanie innowacyjnej technologii szczypiec optycznych w
celu opracowania mato inwazyjnej terapii celowanej chloniakdw” realizowany byl w okresie
1.01.2015-31.03.2018 w Katedrze Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.
Glownym zatozeniem prowadzonych badan bylo rozpoznanie czy istnieje mozliwos¢
rozrdzniania komorek chtoniakow pobranych od pacjentéw na drodze biopsji cienkoigtowej na
podstawie ich wlasciwosci adhezyjnych, czyli tego, jak chetnie przylegaja do sasiadujacych
komorek i tworza z nimi stabilne potaczenia.

Projekt o interdyscyplinarnym charakterze realizowany byl we $cistej wspotpracy z polskimi 1
zagranicznymi oS$rodkami naukowymi, w tym Politechnika Wroctawska, Narodowym
Instytutem Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie- Panstwowym Instytutem Badawczym w
Warszawie, oraz Instytutem Biochemii Maxa-Plancka w Martinsried. W badaniach
wykorzystany zostat skonstruowany na Politechnice Wroctawskiej uktad holograficznych
szczypiec optycznych, ktory dostosowano do potrzeb projektu. Efektem wykonanych prac byto
uzyskanie dwoch patentéw (patent nr 228298 pn. Uklad i sposob do holograficznego

obrazowania metoda mikroskopii fluorescencyjnej z wygaszaniem przez emisj¢ wymuszong

32



oraz patent nr 228233 pn. Sposoéb i uktad do holograficznego obrazowania metoda mikroskopii
fluorescencyjnej z wygaszaniem przez emisj¢ wymuszong) oraz opublikowanie wynikow
badan w wiodacych czasopismach optycznych: 1. Drobczynski S. et al.: Toward controlled
photothermal treatment of single cell: optically induced heating and remote temperature
monitoring in vitro through double wavelength optical tweezers. ACS Photonics 2017 Vol.4
no.8; s.1993-2002, IF: 6.880, Pkt. MNiSW/KBN: 40.000; 2. Drobczynski S and Dus-
Szachniewicz K.: Real-time force measurement in double wavelength optical tweezers,
J.Opt.Soc.Am.B-Opt.Phys. 2017 VVol.34 no.1; s.38-43, IF: 2.048, Pkt. MNiSW/KBN: 35.000.

Kolejng kwestig zwigzang z realizacjg projektu bylo zapewnienie fizjologicznych warunkow
tlenowych w trakcie inkubacji komoérek oraz manipulacji w szczypcach optycznych, co stato
si¢ mozliwe dzigki zaprojektowaniu oraz wykonaniu innowacyjnej komory pomiarowej
(zgloszenie patentowe nr. P.424002 pn. Kompaktowa komora pomiarowa kompatybilna z
ukladem szczypiec optycznych w warunkach kontrolowanego stezenia tlenu oraz
migdzynarodowe zgloszenie patentowe nr PCT/PL2018/050069 pn. Compact measuring
chamber compatible with optical tweezers system under controlled oxygen level conditions).
Wyniki badan przeprowadzonych na panelu linii nowotworowych pokazuja ogromny wpltyw
stezenia tlenu na wlasciwosci adhezyjne komorek (Dus-Szachniewicz K et al. Physiological
hypoxia (physioxia) impairs the early adhesion of single lymphoma cell to marrow stromal cell
and extracellular matrix. Optical tweezers study. Int.J.Mol.Sci. 2018 Vol.19 no.7; art.1880
[23s.], IF:4.183, Pkt. MNiSW/KBN:30.000).

Dodatkowo, do$wiadczenie uzyskane w pracy nad wilasciwosciami adhezyjnymi linii
komorkowych, znalazto przetozenie w badaniach klinicznych. Wykazano, ze opracowana
metoda umozliwia odroznienie komoérek prawidtowych od patologicznych na podstawie czasu
tworzenia kokultury z komorka zrebu. (zgloszenie patentowe nr. P.423266 pn. Sposéb
diagnozowania nowotwordéw uktadu chtonnego oraz migdzynarodowe zgloszenie patentowe nr
CT/PL/2018/000103 pn. Method for diagnosing neoplasms of lymphoid tissue). Uzyskane
wyniki zebrano w formie publikacji: Dus-Szachniewicz K et al., Differentiation of single
lymphoma primary cells and normal B-cells based on their adhesion to mesenchymal stromal
cells in optical tweezers. Sci.Rep. 2019 Vol.9; art.9885 [13 s.], IF: 4.011, Pkt. MNiSW/KBN:
140.000.

Realizacja projektu zostala nagrodzona w marcu 2018r. Polska Nagroda Inteligentnego
Rozwoju pod patronatem Urzedu Patentowego RP w kategorii Innowacyjny Mtody Lider
Nauki. Wynalazek zostat takze doceniony w 2018r. na Migdzynarodowych Targach

Wynalazkow w Norymberdze oraz Warszawie zdobywajac odpowiednio ztoty oraz srebrny
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medal.

przeprowadzonych badan

Laczny Impact

Factor

zostaty

opublikowanych  prac

zaprezentowane na

wyniost:

licznych  krajowych

mi¢dzynarodowych konferencjach naukowych, w tym w Singapurze oraz USA.

17,122,

wyniki

oraz

3. Stypendium ,,Grant Plus” Urzedu Marszalkowskiego Wojewodztwa Dolnoslaskiego dla

doktorantéw, ktérych badania przyczyniaja si¢ do transferu i rozwoju technologii.

Nazwa projektu: Analiza proteomu gruczolaka i gruczolakoraka jelita grubego metoda

spektrometrii mas zwykorzystaniem archiwalnych tkanek zatopionych w parafinie.

Instytucja finansujgca: Program Operacyjny Kapital Ludzki, Priorytet VIII, dziatanie 8.2.

Kwota catkowita: 50 000 zt
Okres kierowania projektem: 01.X.2013-20.1X.2014

Opis wykonywanych zadan: Kierownik projektu

d. Uczestnictwo w projektach badawczych finansowanych ze zrodel zewnetrznych.

Lp. Tytul Numer Instytucja Okres trwania Funkcja

finansujaca projektu

1. Identyfikacja NR2011/01/B/NZ5/04 | Narodowe 2011-2014 Glowny
biomarkerow raka 253. Centrum Nauki wykonawca
jelita grubego przy
uzyciu technik
spektroskopii masowej.

2. Peseta optyczna w NR13-0023-10/2010 Narodowe 2010-2013 Wykonawca
zastosowaniach Centrum Nauki
biomedycznych.

3. Zastosowanie N N518 498839 Ministerstwo 2010-2013 Wykonawca
niskomocowych Nauki i
laserow Szkolnictwa
potprzewodnikowych Wyzszego
do generacji
holograficznych
pulapek optycznych.

4. Rola wybranych biatek | NR N N401 196539 Ministerstwo 2010-2013 Wykonawca
regulatorowych w Nauki i
odpowiedzi komorek Szkolnictwa
nowotworowych na Wyzszego
terapie¢
fotodynamiczng.

5. Proteomics HEALTH-F4-2008- Prospect, 7 2008- stypendysta
specifications in space | 201648. Program 2013 doktorant
and time. Ramowy

Wspolnoty
Europejskiej
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e. Zgloszenia patentowe i uzyskane patenty.

Lp. Tytul Nr. Data Nr. Data przyznania
zgloszenia zgloszenia patentu ochrony
1. Sposob diagnozowania P.423266 2.X1.2017 237087 22.X.2020
nowotworow uktadu
chlonnego (Metoda

roéznicowania prawidtowych
limfocytow B i komorek
chloniakéw nieziarniczych z
komérek B w szczypcach

optycznych).

2. Method for diagnosing PCT/PL2018 | 25.X.2018
Ezggksms of lymphoid /000103

3. Kompaktowa komora P.424002 21.X11.2017

pomiarowa kompatybilna z
uktadem szczypiec
optycznych w warunkach
kontrolowanego st¢zenia
tlenu.

4, Compact measuring chamber | PCT/PL2018 | 3.1.2020
compatible with optical

tweezers system under /050069
controlled oxygen level
conditions.

Ad.l. Sposéb diagnozowania nowotworéw ukladu chlonnego (Metoda réznicowania
prawidlowych limfocytow B i komorek chloniakéw nieziarniczych z komérek B w

szczypcach optycznych).

Twoércy: Kamila Dus-Szachniewicz (40%), Marta Wozniak (30%), Krzysztof Zduniak (10%),
Kinga Walaszek (10%), Stawomir Drobczynski (10%).

Opis: Opracowana metoda umozliwia wysoce skuteczne rozrdéznianie komorek prawidtowych
od komorek patologicznych na podstawie czasu niezbednego do utworzenia stabilnej kokultury
pomiedzy fibroblastami zrebu szpiku kostnego a limfocytami B w szczypcach optycznych.
Zastrzegana metoda moze znalez¢ zastosowanie jako nowatorska procedura diagnostyczna u
pacjentéw z podejrzeniem choroby rozrostowej uktadu chtonnego. Istotny aspekt stanowi fakt,
ze materiat do nowoopracowanej diagnostyki w szczypcach optycznych pobierany jest

ambulatoryjnie na drodze mato inwazyjnej biopsji cienkoiglowej. Pozwala to wyeliminowac
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dyskomfort zwigzany z hospitalizacjg oraz unikng¢ ewentualnych powiktan pooperacyjnych.
Do wykonania zaproponowanej procedury diagnostycznej niezbedny jest komercyjny uktad
szczypiec optycznych. Projekt wynalazczy pt. "Sposob diagnozowania nowotworéw uktadu
chlonnego (zgloszenie nr. P.423266 z dnia 25.X.2017) /"Wykorzystanie innowacyjnej
technologii szczypiec optycznych w celu opracowania mato inwazyjnej terapii celowanej
chtoniakow" zostal wybrany przez organizatorow wydarzenia IMPACT'2018 do prezentacji w

przestrzeni IMPACT LINK,13-14.06.2018, Krakow.

Ad. 2. Kompaktowa komora pomiarowa kompatybilna z ukladem szczypiec optycznych

w warunkach kontrolowanego st¢zenia tlenu.

Tworcey: Marcin Bacia (45%), Kamila Dus-Szachniewicz (35%), Marta Wozniak (20%)

Opis: Zgodnie z wynalazkiem, uktad szczypiec optycznych do pomiaréw fizycznych
wiasciwosci komorek w Scisle okreslonej atmosferze pozwala na przeprowadzanie manipulacji
optycznych w warunkach tlenowych podobnych, do tych, w jakich funkcjonujg komorki w
zywym organizmie (tzw. warunki fizjoksji). Zastrzegane rozwigzanie pozwala na odizolowanie
stanowiska pomiarowego od atmosfery zewnetrznej i usunigcie tlenu, poprzez wypchniecie go
przez neutralny gaz (azot). Zgodnie z wynalazkiem, opracowano hermetyczng komore do
manipulacji na zywych komorkach w szczypcach optycznych, ktéra stanowi nowy, dodatkowy
element uktadu holograficznych szczypiec optycznych. Komora stuzy do oceny wtasciwosci
biomechanicznych komorek, w tym elastycznosci, sprezystosci oraz wlasciwosci adhezyjnych
w warunkach stalej kontroli st¢zenia tlenu. Umieszczona jest miedzy dwoma elementami
uktadu szczypiec optycznych: bezposrednio sasiaduje z obiektywem od dotu 1 z uktadem
o$wietlacza od gory. Komora wedtug wynalazku jest szczelna i kompatybilna z ukladem
szczypiec optycznych. Niewielkie rozmiary komory pozwalaja na zachowanie szczelnosci
komory 1 utrzymanie zadanej atmosfery gazowej, a takze zapewniaja jej mobilnosc.
Zaprojektowany modul utrzymuje zadany sktad atmosfery poprzez ciagte dostarczanie gazoéw
w ustalonych proporcjach. Czyni to komorg pomiarowa uktadem przeplywowym. Aby uzyskac
warunki hipoksji, mieszane sa w odpowiednich proporcjach dwa sktadniki: powietrze
atmosferyczne na biezgco pobierane z otoczenia (zawarto$¢ tlenu ok. 21%) oraz azot

dostarczany z butli wysokocisnieniowe;j.
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f. Otrzymane stypendia.

2010-2014- Stypendium Naukowe dla Najlepszych doktorantoéw Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu

2012-2014- Stypendium projakosciowe dla doktorantow Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu

2014- Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla doktorantow za wybitne
osiggniecia na rok akademicki 2014/2015.

g. Otrzymane nagrody i wyrdznienia.

X1.2022- Nagroda Indywidualna I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
za publikacje: Dus-Szachniewicz K et al. Large-Scale Proteomic Analysis of Follicular
Lymphoma Reveals Extensive Remodeling of Cell Adhesion Pathway and Identifies Hub
Proteins Related to the Lymphomagenesis. Cancers (Basel). 2021 Feb 5;13(4):630.

X11.2020- Nagroda Specjalna Indywidualna Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
za cykl publikacji umieszczony w bazie Journal Citation Reports.

X.2018- Polska Nagroda Inteligentnego Rozwoju w kategorii ,,Innowacyjny mtody lider nauki”
za projekt ,, Wykorzystanie innowacyjnej technologii szczypiec optycznych w celu opracowania
mato inwazyjnej terapii celowanej chtoniakow”. Nagroda pod patronatem Prezes Urzedu

Patentowego RP, dr Alicji Adamczak.

2018- Nominacja do tytutlu ,,Symbol 2018 Monitora Biznesu za projekt pn. "Wykorzystanie
innowacyjnej technologii szczypiec optycznych w celu opracowania mato inwazyjnej terapii

celowanej chtoniakow”.

111.2018- Ztoty medal za wynalazek ,,An optical tweezers based assay to precisely differentiate
B-cell Imphoma cell from normal B-cell”. 70 Migdzynarodowa Wystawa Wynalazkéw IENA,
Norymberga, Niemcy. Organizator: AFAG Messen und Austellungen GmbH.

X.2018- Srebrny medal za wynalazek ,,An optical tweezers based assay to precisely
differentiate B-cell Imphoma cell from normal B-cell”. 12 Miedzynarodowa Warszawska
Wystawa Wynalazkéw IWIS, Warszawa. Organizator: Stowarzyszenie Polskich Wynalazcoéw

I Racjonalizatoréw, Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskie;.
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1.2017- Nagroda za najlepsze wystapienie ustne. The ICTMC 2017: 19th International
Conference on Traditional Medicine and Cancer, Singapur

Kamila Dus-Szachniewicz

38



