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l. Ocena osiggnie¢ naukowo-badawczych

\6\
1. Ocena cyklu publikacji powigzanych tematycznie pt. , Zwiekszenie skﬁtecznoéci
terapii przeciwnowotworowej z udziatem komoérek dendrytycznych poprzez
immunomodulacje mikro$rodowiska nowotworowego w mysim modelu raka jelita
grubego” = ocena osiagniecia naukowego.

W doswiadczalnej] immunoterapii przeciwnowotworowej opartej na komoérkach
dendrytycznych (DC) zaproponowano juz rozne strategie stymulacji antygenami
nowotworowymi . Uwaza sie, ze DC stymuluja naiwne komérki T CD4 +, ktére sg
kluczowym elementem wielu mechanizméw odpornosciowych.

Istnieje szereg danych stwierdzajagcych, Zze genetycznie zmodyfikowane DC
zaangazowane w szczepionki komérkowe sg w stanie wywotaé dtugotrwate op6znienie
wzrostu guza wraz ze wzrostem liczby cytotoksycznych komérek T, jak réwniez
limfocytbw wytwarzajgcych cytokiny.  Skuteczno$é protokotéw  klinicznych
wykorzystujacych rézne rodzaje szczepionek opartych na DC jest nadal
niezadowalajgca i wymaga dalszych badan. Szczegélnie obiecujacym kierunkiem
badah na zwierzetach jest potgczenie chemioterapii z immunoterapig w réznych
nowotworach.

Z powyzszych wzgledéw podjecie prac, ktérych celem byto poznanie potencjatu
przeciwnowotworowego komérek dendrytycznych i wybranych czynnikow
immunomodulujgcych, nalezy uzna¢ za w petni uzasadnione nie tylko w sensie
poznawczym ale réwniez ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania w przysztosci
uzyskanych wynikéw w praktyce klinicznej.

W pierwszej z cyklu prac badania dotyczyty oceny skutecznosci terapii
przeciwnowotworowej mysiego raka jelita grubego z zastosowaniem komoérek
dendrytycznych stymulowanych antygenami nowotworowymi w skojarzeniu z
cyklofosfamidem (CY) oraz DC modyfikowanymi genetycznie do nadprodukcji IL-12.
W pracy wykazano, ze CY zwicksza aktywnos$é przeciwnowotworowg szczepionek
opartych na DC. Skojarzone zastosowanie cyklofosfamidu i DCs/Tag znaczaco
zwiekszato aktywno$¢ przeciwnowotworowg w modelu mysiego raka jelita grubego, co
nalezy uzna¢ za wazne osiggniecie naukowe Habilitantki. W tym miejscu mozna
dyskutowa¢ ze sformutowanymi osiggnieciami zamieszczonymi w autoreferacie.
Autorka za najwazniejsze osiggniecia uwaza m.in. , Wykazanie skutecznoséi
przeciwnowotworowej terapii skojarzonej...” Z pracy opublikowanej w J.Immunother.
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wynika, ze wykazano zwiekszong aktywnos$¢ przeciwnowotworowg w skojarzonym
zastosowaniu CY i modyfikowanych DC/IL12.

W tym miejscu nasuwa sie pytanie czy zostata wykonana dawko-zalezno$é
cyklofosfamidu i zastosowanych DC. Warto$¢ pracy znacznie by zyskata gdyby
doswiadczenia przeciagnieto w czasie. Czy po kilku tygodniach stosowania
skojarzonej terapii dosztoby do catkowitego wyleczenia?( skutecznoéé¢ terapii !) Uwaga
ta nasuwa sie po lekturze autoreferatu gdzie Habilitantka przytacza wyniki innych
autorow stosujgcy podobny model badawczy. Gonzalez-Aparicio_ i wsp. uzyskali
catkowitg eradykacje guza , a 25% myszy odrzrucito powtérny przeszczep raka jelita
grubego. Tym niemniej praca dr Rossowskiej zostata opublikowana w prestizowym
czasopismie specjalistycznym i posiada duzg warto$¢ poznawczg , a w przysziosci
by¢ moze réwniez aplikacyjna.

Celem drugiej pracy opublikowanej w Immunobiology byta odpowiedz na pytanie czy
krétkotrwata eliminacja IL-10 moze wzmocnié¢ dziatanie chemioimmunoterapii ztozonej
z CY i DCs/Tag lub CY i mieszaniny komérek DCs/Tag i DCs/IL-12. Podobnie jak w
przypadku pierwszej pracy nasuwa sie pytanie dlaczego zastosowano tylko
jednokrotng dawke CY , dlaczego nie stosowano chemioimmunoterapii przez diuzszy
czas aby stwierdzi¢ czy stosowana terapia jest w stanie wyleczyé chore myszy.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze czasowa eliminacja IL-10, poprzez podanie przeciwciat
neutralizujgcych, jest skutecznym sposobem na zmniejszenie supres;i
immunologicznej zwigzanej z aktywnoscia MDSC i stanowi przydatng strategie do
wzmochienia dziatania przeciwnowotworowego szczepionek opartych na komérkach
dendrytycznych stymulowanych antygenami nowotworowymi. Praca stanowi ciekawy
przyczynek do licznych bada’ majagcych na celu wzmochienie dziatania
przeciwnowotworowego CY i DCs/Tag i z pewnoscig jest znaczgcym osiggnieciem
naukowym Habilitantki.

Praca opublikowana w Front. Immunology stanowi pogtebione studium zmian
zachodzgcych w lokalnej i systemowej odpowiedzi immunologicznej po podaniu
wektoréw lentiwirusowych kodujgcych sekwencje shRNA wyciszajgcg ekspresje
TGF-B1. Za oryginalne osiggniecie w skali $wiatowej mozna uzna¢ wykazanie
skutecznosci wewnatrzguzowego zastosowania wektoréw lentiwirusowych niosacych
sekwencje shRNA specyficzne dla TGF-B1 w terapii CY i DCs. Komérki MC38 z
wyciszong ekspresjg TGF-B1 powodowaty redukcje aktywnosci supresyjnej komoérek
MDSC i T reg. Na podkresienie zastuguje zastosowanie roznych dawek
modyfikowanych komérek dendrytycznych oraz dwukrotne podanie CY w czesci
doswiadczen.



Szczeg6lng uwage zwraca schemat immunoterapii , ktéry zostat uzupetniony
podaniem jednokrotnej dawki CY poprzedzajacej podania DCs wektora
lentiwirusowego wyciszajgcego ekspresje TGF-B1. Na 32 dzien po zaszczepieniu
komorkami nowotworowymi  $rednia objeto$¢é ocenianych guzéw MC38 wynosita
wynosity 80 mm3 a pie¢ z oémiu myszy odrzucito przeszczep, natomiast srednia
objeto$¢ guzéow MC38 / shN wyniésta 150 mm3 a trzy z o§miu myszy odrzucity guzy.
W tym samym czasie kontrolne guzy MC38 z nietransdukowanymi komodrkami
osiagnely $rednig objetos¢ 1330 mm3. Wyniki te dobitnie $wiadczg o skutecznosci
zastosowanej skojarzonej terapii i stanowia znaczace osiagniecie naukowe o duzym
potencjale aplikacyjnym. Osiagniecie to bardzo mocno podbudowuje teze, ze redukcja
TGF-B1w $rodowisku nowotworu jest bardzo waznym aspektem terapii
przeciwnowotworowej. Osiggniecie dtugotrwatego efektu jest tego najlepszym
dowodem.

Czwarta praca przedstawiona jako osiggniecie naukowe (J.Exp.Clin. Cancer
Res.2018) stanowi kontynuacje badan nad wptywem eliminacji IL-10 z
mikro§rodowiska guza na skuteczno$¢ immunoterapii przeciwnowotworowej z
udziatem komérek dendrytycznych.

Duza ilo$¢ czynnikéw immunosupresyjnych obecnych w mikro§rodowisku guza
zmniejsza skuteczno$¢ szczepionek przeciwnowotworowych. Dlatego wyciszenie IL-
10 przy uzyciu wektoréw lentiwirusowych z sekwencjami kodujgcych shRNA
specyficznymi dla IL-10 (shIL10 LV) w mysim raku okreznicy MC38 byto logicznym
nastepstwem wczesniej wykonanych badan. Wektory shIL10 LV byty podawane
doguzowo dzien przed podaniem DCs/Tag. Podobny uktad doswiadczalny
uzupetniono wczesniejszym podaniem CY. W pracy wykazano skuteczno$¢ eliminacji
IL-10 z komérek mieloidalnych przy pomocy wetoréw lentiwirusowych .

Uzyskane dane pokazujg, ze zmiana mikrosrodowiska guza przez LV shIL10 i CY
zwieksza aktywno$é DCs. Z drugiej strony nie zaobserwowano zwiekszenia efektu
przeciwnowotworowego modyfikowanych DCs w kombinacji z LV shIL10, pomimo jak
podaje autorka same lentiwektory powodowaty zahamowanie wzrostu guzéow na
poziomie 70%. Poprzez skojarzone dziatanie DCs i CY uzyskano najlepszy efekt w
badanym uktadzie do$wiadczalnym. Przedstawione w pracy wyniki poszerzajg nasza
wiedze na temat skojarzonych terapii z zastosowaniem modyfikowanych komoérek
dendrytycznych i wytyczajg dalsze kierunki badan z wykorzystaniem rdéznych
wektoréw lentiwirusowych niosacych sekwencje wyciszajgce okreslone cytokiny.
Wyniki pracy stanowig wazne osiggniecie naukowe dr Rossowskiej i zostaty
opublikowane w prestizowym czasopi$mie.



Pigta praca opublikowana w Front.Immunology porusza bardzo istotny problem
poszukiwania nowych nosnikéw wykorzystywanych w badaniach aktywnos$ci
przeciwnowotworowej. Celem pracy byto opracowanie metody izolacji i analiza
aktywnosci przeciwnowotworowej egzosomoéw i mikropecherzykéw wydzielanych
przez komérki MC38 modyfikowane do nadprodukgji IL-12 i shRNA dla TGF-1.

Weczesniejsze dane wskazywaly, ze modyfikacja genetyczna komoérek guza to
skuteczna metoda zmiany pochodzacych =z nowotworéw egzosomow i
mikropecherzykéw w $rodki, ktére moga mieé dziatanie przeciwnowotworowe.
Mikropecherzyki sg zrodtem antygendw nowotworowych , ktére wykorzystano do
szczepienia myszy z przeszczepem raka jelita grubego MC38. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze modyfikacja genetyczna komérek nowotworowych MC38 typu dzikiego
jest mozliwa dzieki zastosowaniu egzosoméw i mikropecherzykow wydzielanych
przez komoérki nowotworowe MC38 (zaréwno TEx, jak i TMv). Oryginalnym
osiagnieciem byto wykazanie, ze egzosomy wydzielane przez komérki nowotworowe
modyfikowane do nadprodukcji IL-12 i/lub shRNA dla TGF-B1 sg bardzo dobrym
nosnikiem czgsteczek immunomodulujgcych. Dane te pokazujg nowe mozliwosci
szerokiego wykorzystania modyfikowanych egzosoméw pochodzenia nowotworowego
w przysztych skojarzonych immuno- i chemioterapiach przeciwnowotworowych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze osiagniecia naukowe prezentowane w cyklu
publikacji powigzanych tematycznie stanowig istotny wktad w poznawaniu
mechanizméw i rozwoju naszej wiedzy w zakresie skojarzonej chemio-
i immunoterapii . Osiggniecia naukowe, ktére oceniam bardzo wysoko, poszerzaja
naszag wiedzy z zakresu skojarzonej terapii przeciwnowotworowej z udziatem
cyklofosfamidu , komoérek dendrytycznych  stymulowanych  antygenami
nowotworowymi i/lub modyfikowanych genetycznie w celu zwiekszenia ich potencjatu
przeciwnowotworowego. Znaczgcym wkiadem w dziedzinie immunoterapii byto
wykazanie przez dr Rossowska potencjatu przeciwnowotworowego egzosomow
izolowanych z komérek nowotworowych genetycznie modyfikowanych. Osiagniecie to
otwiera nowe mozliwo$ci w poszukiwaniu skutecznych terapii przeciwnowotworowych.
Na podkreslenie zastuguje wiodgcy wkiad Habilitantki w koncepcje wszystkich
przeprowadzonych w ramach tzw. osiggniecia naukowego badan, ktérych zostaly
opublikowane w prestizowych czasopismach naukowych o $wiatowym zasiegu.



2. Ocena dorobku naukowego po uzyskaniu stopnia doktora = ocena istotnej
aktywnosci naukowej.

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 26 publikacji oryginalnych i
dwie prace pogladowe, trzy wyktady wygtoszone w placéwkach zagranicznych i pie¢
w macierzystym Instytucie. Zaskakuje tylko jedna praca oryginalna z pierwszym
autorstwem. Co wiecej tylko w tej jednej publikacji wktad Habilitantki polegat na
wspottworzeniu koncepcji pracy. W pozostatych pracach udziat polegat gtéwnie na
wykonaniu okreslonych eksperymentéw, pomiaréw , okresleniu zmian itp. A przeciez
habilitacja to furtka do samodzielno$ci naukowej, gdzie tworzenie nowych koncepciji
badawczych to gtébwne zadanie samodzielnego pracownika nauki.

Habilitantke w autoreferacie opisata przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia
doktora i zainteresowania badawcze, ktére sg bardzo spdjne tematycznie.
Obejmowaty one badania nad zwigkszeniem potencjatu przeciwnowotworowego
komérek dendrytycznych poprzez modulacje mikrosrodowiska nowotworowego oraz
transfer zwigzkéw przeciwnowotworowym do komoérek rakowych. Badania te
stanowity doskonaty punkt wyjsciowy do prac zaplanowanych jako tzw. ,rozprawa
habilitacyjna”.

Po doktoracie , z zastrzezeniem w/wsp., Habilitantka prowadzita badania, ktére miaty
na celu scharakteryzowanie mieloidalnych komérek supresorowych pochodzenia
nowotworowego izolowanych z mysiego raka jelita grubego. Godnym podkreslenia jest
fakt opracowania metody indukcji mieloidalnych komérek supresorowych pochodzenia
nowotworowego z komdrek szpikowych i z hodowli in vitro komérek mysiego raka jelita
grubego. Waznym osiggnieciem byto wyciszenie w MDDC IL-10 i IL10R przy uzyciu
wektorow lentiwirusowych z sekwencjami kodujgcych siRNA specyficznymi dla IL-10
i IL10R . Badania te byly podstawa do oceny lokalnej odpowiedzi immunologicznej
przeciwko komérkom MC38.

W badaniach zespotu, w ktérym brata udziat dr Rossowska opracowano metodyke
uzyskiwania nowej substancji czynnej LOS-OH o dziataniu przeciwnowotworowym.
Wykazano réwniez wptyw stymulujacy LOS-OH na komérki immunokompetentne w
warunkach in vitro i in vivo. Wyniki tych badan stanowig podstawe patentu, ktérego dr
Rossowska jest wspotautorem.

Waznym osiggnieciem w badaniach mozliwosci wykorzystania elektroporacji w terapii
przeciwnowotworowej byto wykazanie, ze elektroporacja znacznie wzmaga transport
do komérki nowotworowej wybranych cytostatykdéw, substancji pochodzenia
naturalnego, zwigzkéw fotouczulajgcych oraz réznych no$nikéw. Osiggnigcie to



otwiera nowe mozliwosci zastosowania elektroporacji w skojarzeniu z chemioterapig
i innymi sposobami leczenia wymagajgcymi efektywnego wprowadzenia leku do
komoérki docelowej. O wysokiej randze uzyskanych wynikéw $wiadczy ich
opublikowanie w bardzo dobrych czasopismach specjalistycznych.

W podsumowaniu uwazam, ze osiggniecia naukowe , uzyskane po otrzymaniu stopnia
doktora , stanowig znaczacy wktad w poznanie i rozwd] nowych mozliwosci
terapeutycznych nie tylko choréb nowotworowych. Dr Rossowska wykazata istotng
aktywno$¢é naukowa w pracy zespotowej, kidrej efektem byty liczne publikacje w
prestizowych czasopismach specjalistycznych.

O duzych mozliwosciach aplikacyjnych osiagnieé¢ naukowo-badawczych po uzyskaniu
stopnia doktora najlepiej $wiadczy udzielenie patentu zespotowi badawczemu, w
ktérym uczestniczyta dr Rossowska.

3. Sumaryczny impact factor wynosi 107,47 w tym dla prac z cyklu habilitacyjnego
24,03, prac opublikowanych po doktoracie 73,29.

4. Liczba cytowan — 343, w tym dla prac z cyklu habilitacyjnego 27, prac
opublikowanych po doktoracie 212.

Cytowalno$¢ prac z cyklu habilitacyjnego z pewno$cig znaczaco wzrosnie w
najblizszych latach z uwagi na wysoka range opublikowanych wynikow.

5. Indeks Hirscha — 13

Powyzsze wskazniki bibliometryczne bardzo dobrze $wiadczg o wysokim poziomie
prac publikowanych przez dr Rossowska i wsp. z zastrzezeniem wyzej opisanym.

6. Kierowanie miedzynarodowymi lub krajowymi projektami badawczymi lub udziat
w takich projektach.

Dr Rossowska brata udziat w realizacji 15 projektéw badawczych krajowych, w tym 5
jako kierownik projektu i w 1 jako opiekun naukowy. W tym miejscu ponownie
zdziwienie budzi fakt kierowania 5 projektami i tylko jedna praca + cykl habilitacyjny z
pierwszym autorstwem.



7. Miedzynarodowe ub krajowe nagrody za dziatalno§¢ naukowg

Dr Rossowska trzykrotnie otrzymata nagrode Dyrektora IITD PAN w tym jeden raz
za osiggniecia naukowe i organizacyjne oraz dwukrotnie za opublikowanie pracy
oryginalnej o najwyzszym wspétczynniku oddziatywania w roku 2017 i 2018. Te dwie
ostatnie nagrody $wiadcza dobitnie o randze osiagnie¢ naukowych Habilitantki, ktére
byty jej dzietem w ostatnich latach.

8. Wygtoszenie referatéw na miedzynarodowych lub krajowych konferencjach
tematycznych.

Zadziwiajacy jest brak wygtoszonych referatéw wobec udziatu ( lub tylko zgtoszenia
streszczenia badz plakatu ??) w bardzo licznych konferencjach miedzynarodowych
(52 razy !!) i krajowych (26 razy !).

Il. Ocena dorobku dydaktycznego i popularyzatorskiego oraz wspoétpracy
miedzynarodowej

1.Uczestnictwo w programach europejskich lub krajowych

Dr Rossowska w latach 2018-2019 byta czionkiem zespotu ds. Programu
Interdyscyplinarnych Studiéw Doktoranckich w IITD PAN w ramach programu
BioTechNan finansowanego z Funduszy Europejskich.

2. Udziat w miedzynarodowych lub krajowych konferencjach naukowych lub udziat w
komitetach organizacyjnych tych konferenciji.

W zat. 3 zestawiono opublikowane streszczenia konferencyjne . Na ich podstawie
trudno oceni¢ aktywny udziat w konferencjach, czy byly to tylko streszczenia czy by¢
moze plakaty ? Brak jest wzmianki o wygtoszonych referatach na konferencjach
krajowych i zagranicznych.

Habilitantka byta cztonkiem komitetu naukowego Sesji Specjalnych ,Analysis of
Image , Video and Motion Data in Life Science” w Wiethamie, Japonii i w Indonezji.

Byta rowniez cztonkiem komitetu naukowego i organizacyjnego trzech konferencji we
Wroctawiu.



3. Otrzymane nagrody i wyréznienia

Dr Rossowska jest laureatkg konkursu organizowanego w roku 2016 przez
Ambasade Francuska na stypendium w Centre de Biophysique Moleculaire, Orleans,
Francja.

4. Udziat w konsorcjach i sieciach badawczych
Brak informacji

5. Kierowanie projektami realizowanymi we wspétpracy z naukowcami z innych
osrodkdw polskich i zagranicznych
Brak informacji

6. Udziat w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism
Brak informacji

7. Cztonkostwo w miedzynarodowych lub krajowych organizacjach i towarzystwach
naukowych

Dr Rossowska jest sekretarzem Polskiego Towarzystwa Immunologii Doswiadczalnej
i Klinicznej od 2015r. Jest dwéch zespotdw dziatajgcych i ITD PAN we Wroctawiu.

8. Osiaggniecia dydaktyczne i w zakresie popularyzaciji nauki

Dr Rossowska posiada wybitne osiggniecia w zakresie popularyzacji nauki czego
najlepszym dowodem jest zorganizowanie w latach 2005 — 2018 14 pokazéw z
zakresu cytometrii przeptywowej i mikroskopii konfokalnej dla mfodziezy w ramach
Dolnoslgskiego Festiwalu Nauki

9. Opieka naukowa nad studentami i magistrantami

Dr Rossowska posiada znaczgce osiaggniecia dydaktyczne w zakresie dydaktyki
przedyplomowej jak i dydaktyki podyplomowej. Byta opiekunem 16 studentéw
odbywajgcych praktyki na Politechnice Wroctawskiej, Wydziale Chemicznym i
Biotechnologii oraz na  Uniwersytecie Wroctawskim, Wydziale Biotechnologii.
Sprawowata opieke naukowa nad dwojgiem absolwentéw w ramach stazy
organizowanych przez Powiatowy Urzad Pracy we Wroctawiu. Byta réwniez
promotorem 8 prac magisterskich i jednej pracy inzynierskiej. Na podkre$lenie
zastuguje zorganizowanie i przeprowadzenie w 2016 roku kursu praktycznego
z cytometrii przeptywowej dla pracownikéw naukowych WCB.



10. Opieka naukowa nad doktorantami

Dr Rossowska prowadzi od roku 2013 wyktady dla uczestnikéw Studium
Doktoranckego IITD PAN.
Sprawowata funkcje opiekuna pomocniczego nad jedng doktorantka.

11. Staze w zagranicznych lub krajowych osrodkach naukowych

Dr Rossowska odbyta pieé krétkoterminowych stazy naukowych w Centre de
Biophysique Moleculaire UPR CNRS w Orlean, Francja( 1 raz) i w Institute of
Molecular Genetucs ANRC w Pradze (4 razy).

12. Wykonanie ekspertyz lub innych opracowan na zaméwienie wtadzy publicznej
Brak informacji

13. Udziat w zespotach eksperckich i konkursowych
Brak informacji

14. Recenzowanie projektéw miedzynarodowych lub krajowych oraz prac w
czasopismach miedzynarodowych i krajowych

Habilitantka wydata opinie i ocene realizacji projektu w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka.

Recenzowata tez prace w Post. Hig. Med. Dosw. (1x),w wydawnictwie Tygiel (1x)
i w Lectures Notes in Artificial Intelligence (5X).

Na podstawie przeprowadzonej oceny stwierdzam, dr Rossowska spetia ustawowe
warunki i kryteria wymagane od kandydatéw ubiegajacych sie o stopien  doktora
habilitowanego. Wnosze do Rady Naukowej IITD PAN we Wroctawiu o nadanie
dr Rossowskiej stopnia doktora habilitowanego nauk medycznych w dyscyplinie

biologia medyczna.




