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4.1. Tytul osiagniecia naukowego

Osiagniecie naukowe stanowi jednotematyczny cykl publikacji pod wspolnym tytutem:

»Eksperymentalne terapie nowotworow otrzewnej na modelach komorkowych oraz

modelu zwierzecym §wini domowej (Sus scrofa domestica)”

Cykl obejmuje 4 oryginalne prace opublikowane w czasopismach indeksowanych w bazie
Journal Citation Reports (JCR), ktérych sumaryczny IF wynosi 12,968 a taczna liczba
punktow Mnisterstwa Edukacji i Nauki to 240.

4.2. Publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego:

P1. Mikolajczyk, A.; Khosrawipour, V.; Schubert, J.; Grzesiak, J.; Chaudhry, H.;
Khosrawipour, T. Effect of Liposomal Doxorubicin in Pressurized Intra-Peritoneal Aerosol
Chemotherapy (PIPAC). Journal of Cancer 2018, 9, 5. doi: 10.7150/jca.26860 (IF=3,182; 30
pkt. MNiSW)

Udzial wiasny: W niniejszej publikacji bytam wspotautorem koncepcji badawczej, bytam
odpowiedzialna za pozyskanie tkanek do badan, opracowatam uktad eksperymentalny oraz
wykonatam zaplanowane eksperymenty. Dokonatam analizy wigkszosci wynikow, pisalam
czeS¢ manuskryptu.

P2. Mikolajczyk, A.; Khosrawipour, T.; Kulas, J.; Migdal, P.; Arafkas, M.; Nicpon, J.;
Khosrawipour, V. The Structural Effect of High Intensity Ultrasound on Peritoneal Tissue: A
Potential Vehicle for Targeting Peritoneal Metastases. BMC Cancer 2020, 20, 481,
doi:10.1186/s12885-020-06981-4. (IF=4,430; 100pkt. MNiSW)

Udzial wiasny: W niniejszej publikacji bytam wspotautorem koncepcji badawczej, bytam
odpowiedzialna za pozyskanie tkanek do badan, opracowatam ukiad eksperymentalny oraz
wykonatam zaplanowane eksperymenty. Dokonatam analizy wynikow, pisatam czesé
manuskryptu.

P3. Mikolajczyk, A.; Khosrawipour, V.; Lau, H.; Li, S.; Migdal, P.; Labbé, M.K.; Kielan, W_;
Nicpon, J.; Stieglitz, S.; Khosrawipour, T. Exploring the Potential of Taurolidine in Inducing
Mobilization and Detachment of Colon Cancer Cells: A Preliminary in-Vitro Study. BMC
Pharmacol Toxicol 2022, 23, 38, doi:10.1186/s40360-022-00572-8. (IF=2,605; 70pkt. MEiN)

Udziat wtasny: W niniejszej publikacji bytam wspotautorem koncepcji  badawczej,
opracowalam uktad eksperymentalny oraz wykonatam zaplanowane eksperymenty. Dokonatam
analizy wynikow, pisalam czes¢ manuskryptu.



P4. Thelen, S.; Mikolajczyk-Martinez, A.; Diakun, A.; Khosrawipour, T.; Zielinski, K.;
Nicpon, J.; Kietbowicz, Z.; Przadka, P.; Liszka, B.; Kuropka, P.; Li, S.; Lau, H.; Kielan, W;
Khosrawipour, V. Evaluating the Concept of Gas-based Intraperitoneal Hyperthermia beyond
43°C in the Treatment of Peritoneal Metastasis: A Pilot Study. Experimental and Therapeutic
Medicine 2022, 24 (6), 1-9. https://doi.org/10.3892/etm.2022.11687. (IF=2,75; 40pkt. MEiN)

Udzial wiasny: W niniejszej publikacji bytam wspotautorem koncepcji badawczej, bytam
odpowiedzialna za uzyskanie zgody komisji bioetycznej, wspodiprojektowatam badania,
koordynowatam prace zespolu wykonujgcego eksperymenty na Swiniach oraz
wspotwykonywatam i uczestniczytlam w  eksperymentach. Wykonywatam wszystkie
eksperymenty in vitro. Dokonatam analizy czesci wynikow z badan in vivo i wszystkich wynikow
z czesci in vitro, pisatam czes¢ manuskryptu.

4.3. Omowienie osiggniecia naukowego
4.3.1. Wprowadzenie:

Srodotrzewnowy rozsiew nowotworéw jest obecnie duzym problemem w medycynie
ludzkiej a w medycynie weterynaryjnej stanowi coraz czgsciej diagnozowang jednostke
chorobowa [1-3]. Szacuje si¢, ze $mie¢ 30-50% psoéw 1 kotéw jest wynikiem choroby
nowotworowej. Z kolei postgpujacy rozwoj w naukach medycyny weterynaryjnej, sprawia, ze
coraz wigcej zwierzat dozywa swojej fizjologicznej starosci [4]. Dlatego tez istnieje duze
prawdopodobienstwo, ze nowotwory beda coraz czesciej wykrywanymi jednostkami
chorobowymi, a co za tym idzie zwigkszy si¢ rowniez ilo$¢ rozpoznawanych nowotworow
otrzewnej. W przypadku psow i kotow opisano rozsiewy nowotworowe w postaci rakowatosci
oraz mig¢sakowatosci otrzewnej, ktore powstaly w wyniku przerzutowania nowotworow
pierwotnych z: jelit, nerek, sledziony, trzustki, tarczycy, ptuc, jajnika, naczyn oraz kosci [5],
rzadziej wystepuja nowotwory pierwotne w postaci migdzybtoniaka otrzewnej [6]. Obecnie nie
ma w medycynie weterynaryjnej ustandaryzowanego protokotu leczenia tego typu
nowotworow, ani systemowego ani zaleznego od lokalizacji guza pierwotnego. Ze wzgledu na
zte rokowania pacjenci czgsto poddawani sg eutanazji [2,7], natomiast w przypadku podjecia
leczenia, stosuje si¢ chirurgiczne usuwanie guzow, chemioterapic systemowa oraz
chemioterapi¢ dootrzewnowa, co prowadzi do wydtuzenia przezycia zwierzat nawet do 3 lat

[6.8].

U ludzi ta jednostka chorobowa jest gtownie wynikiem przerzutowania nowotworoéw
przewodu pokarmowego oraz zenskich narzadéow pitciowych, natomiast rzadziej odnotowuje
si¢ nowotwory pierwotne otrzewnej (migdzybtoniak, §luzak rzekomy). Leczenie rakowato$ci

otrzewnej stanowi aktualny problem w onkologii cztowieka, a grupa pacjentow jest stosunkowo
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liczna i obejmuje okoto 15% chorych na raka jelita grubego i okoto 40% chorych na raka
zotadka oraz nawet do 70% kobiet chorych na raka jajnika [9—11]. Pacjenci z rozpoznaniem tej
jednostki chorobowej maja zte rokowania i statystycznie nie przezywaja pierwszego roku po
postawieniu diagnozy ze wzgledu na szybka progresje nowotworu oraz komplikacje, ktore
temu towarzysza [12,13]. Nalezy podkresli¢, ze dostgpne metody terapeutyczne wcigz sg mato
skuteczne i obarczone wieloma komplikacjami. Jedng z gléwnych przyczyn niepowodzen
leczenia tego typu nowotworow jest brak skutecznej chemioterapii systemowej wynikajacej z
wchlaniania si¢ chemioterapeutyku w trakcie obiegu w organizmie, a przez to braku mozliwosci
osiggnigcia terapeutycznego stezenia leku w otrzewnej [14,15]. W zwiazku z tym, w latach 80.
XX wieku podjeto proby leczenia miejscowego, poprzez zastosowanie chemioterapii
wewnatrzotrzewnowej, ktéra umozliwita zwickszenie biodostgpnosci chemioterapeutyku do
guzow nowotworowych. Takie leczenie czgsto polaczone jest z zabiegiem chirurgicznym
cytoredukcji oraz chemioterapig systemowg [16-18]. W dalszym rozwoju metod
terapeutycznych zaczeto stosowanie chemioterapeutykow o temperaturze wyzszej, od
temperatury fizjologicznej ciata i opracowano metod¢ chemioterapii dootrzewnowej w
hipertermii wraz z zabiegiem cytoredukcji (Cytoreductive Surgery and Hyperthermic
Intraperitoneal Chemiotherapy; CRS+HIPEC) [19-21]. Metoda ta Igczy chirurgiczne
usuwanie guzoéw nowotworowych rozsianych w otrzewnej z chemioterapia bezposrednig
stosowang wewnatrzotrzewnowo, w ktorej stosowany chemioterapeutyk podgrzewany jest do
temperatury 41-43°C. Moze ona prowadzi¢ do dlugotrwalej kontroli choroby i wydtuza czas
przezy¢ u chorych. Jednakze odsetek pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem otrzewne;j,
ktorzy kwalifikujg si¢ do zabiegu CRS+HIPEC jest bardzo niewielki. Wnika to z faktu, iz
pacjenci musza spetni¢ szereg wymagan zdrowotnych, aby moc by¢ poddanym tej terapii, a
wykluczenia obejmujg: przerzuty pozaotrzewnowe, wyniszczenie, zaburzenia biatkowo-
elektrolitowe, obcigzenia kardiologiczne, niewydolnosé nerek, niewydolno$¢ watroby, wiek
pacjenta powyzej 60 r.z., otytos¢ 1 in. [22-24]. Ponadto zabieg HIPAC, ze wzgledu na swoja
inwazyjnos$¢ jest obarczony wiecloma powiklaniami i wysokg $miertelnoscig po zabiegu. Stad
chorzy, ktorzy nie kwalifikowali si¢ do zabiegu CRS+HIPEC nie mieli dostgpnej, skuteczne;j
alternatywy leczenia. Dlatego poszukiwano nowych rozwigzan terapeutycznych dla tej grupy
pacjentdw, co spowodowalo opracowanie i wprowadzenie nowej metody terapeutycznej:
PIPAC  (Pressurized Intraperitoneal  Aerosol = Chemotherapy; PIPAC), czyli
wewnatrzotrzewnowej podci$nieniowej chemoterapii w aerozolu. Stanowi ona potgczenie
technik laparoskopii z nowoczesnym sposobem wewnatrzotrzewnowego dostarczania

chemioterapeutyku do jamy otrzewnej. Leczenie t3 metodg zastosowano po raz pierwszy w
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Niemczech w 2001 roku (pierwsze zastosowanie metody w Polsce w 2017 roku) i do tej pory
jest ona udoskonalana i stosowana w wielu o$rodkach (ponad 100) na $wiecie [25-27].
Wskazaniem do podjgcia terapii ta metoda jest wieloogniskowy rozsiew nowotworowy w
obrebie jamy otrzewnej, przy ktorym pacjent nie kwalifikuje si¢ do zabiegu CRS+HIPEC, czyli
jako terapia paliatywna. Ostatnio rowniez zaczeto jg stosowac jako terapi¢ neoadjuwantows,
umozliwiajacg, po czg¢sciowej remisji nowotworu, zastosowanie w drugiej kolejnosci zabiegu
CRS+HIPAC [28-30]. PIPAC wykazat rowniez inne korzysci w poréwnaniu ze standardowa
chemioterapia wewnatrzotrzewnowa (Intraperitoneal chemiotherapy; IPC) lub HIPEC, takie
jak: zmniejszenie dawki chemioterapeutyku [27] i lepszg dystrybucje w jamie otrzewnej [31].
Niemniej jednak dystrybucja w jamie otrzewnowej oraz stopien penetracji chemioterapeutyku
w glab tkanki, przy zastosowaniu tej terapii, nadal nie jest optymalny [31,32]. Dlatego
niezbedne jest testowanie i analiza mozliwosci wykorzystania nowych technik, ktére pokonaja
te bariery, umozliwiajac tym samym wigksza wyleczalno$¢ wsrod pacjentow dotknietych
rakowatoscig otrzewnej. Dotychczas, tak jak juz wcze$niej wspomniano, gldéwne metody
terapeutyczne w leczeniu tej jednostki chorobowej to: chemioterapia systemowa,
wewnatrzotrzewnowa chemioterapia bezposrednia, chemioterapia w hipertermii (HIPAC) oraz
wewnatrzotrzewnowa podcisnieniowa chemioterapia w aerozolu (PIPAC). Coraz czgsciej
podejmowane sg proby udoskonalania i modyfikacji powyzszych metod oraz wprowadzania
nowych procedur, ktore stosowane w leczeniu innych schorzen nowotworowych, moga by¢

rowniez skuteczne w terapii rozsianych nowotwordw powierzchni otrzewne;.

Niniejsze opracowanie zawiera w sobie elementy medycyny translacyjnej, ktore maja

potencjal dwukierunkowy:

(1) Od ludzi do zwierzat — terapia, leki i procedury stosowane w medycynie ludzkiej moga z

powodzeniem zosta¢ przetestowane i zastosowane w medycynie weterynaryjne;j.

(2) Od zwierzat do ludzi - zastosowanie modelu §winskiego w badaniach przedklinicznych na

potrzeby medycyny ludzkie;.

Ad.1. Biorgc po uwage zbiezno$¢ cze$ci nowotworow pierwotnych, ktore moga
podobnie przerzutowac do otrzewnej u ludzi oraz u pséw i kotow jak rowniez brak efektywnego
leczenia i ustandaryzowanych protokolow terapeutycznych w medycynie weterynaryjnej a
takze powyzej opisane ograniczenia w medycynie ludzkiej, niniejsze opracowanie ma realny

potencjat do translacji badan w kierunku medycyny weterynaryjnej. Réwniez fakt, iz przy



leczeniu psow i1 kotow, stosowane terapie s3 tozsame z terapig stosowang u ludzi, swiadczy o

wysokim potencjale translacji badan nad nowotworami otrzewne;.

Ad.2. Pomimo rozlicznych modeli nowotworow ludzkich na myszach oraz naczelnych
innych niz czlowiek (non-human primates; NHP), odnotowuje si¢ 18,1% niepowodzen w
badaniach klinicznych pierwszej fazy. Jedng z glownych przyczyn niepowodzen badan
klinicznych pierwszej fazy sa komplikacje, ktorych nie zaobserwowano w badaniach
przedklinicznych. Wynika to m.in. z niemoznosci dokladnego przewidzenia skutkéw
ubocznych terapii przeciwnowotworowych u ludzi, przy uzyciu obecnie dostepnych modeli
nowotworé6w na matych zwierzgtach w fazie badan przedklinicznych. Ta krytyczna kwestia
wspiera potrzebe tworzenia nowych modeli nowotwordow, na duzych zwierzgtach takich jak
swinie. Moze to poprawi¢ przewidywalno$¢ skutecznosci terapii oraz efektow ubocznych, jakie
moga wystapi¢ przy proponowanym leczeniu u ludzi. Swinie, ze wzgledu na ich anatomiczne,
fizjologiczne, immunologiczne, metaboliczne i genetyczne podobienstwo do ludzi, sg istotnymi
zwierzetami modelowymi do badan chorob ludzkich. Swinie sa roéwniez szeroko
wykorzystywane w opracowywaniu i testowaniu urzagdzen medycznych do r6znych zastosowan
klinicznych, w tym w terapiach regionalnych nowotworow pod kontrolg radiologii
interwencyjnej, a takze sg powszechnym modelem w terapii bezposredniej nowotworow
otrzewnej. W rakowatosci otrzewnej kluczowa kwestig jest uwzglednienie objetosci i
powierzchni jamy brzusznej, lokalizacji guzoéw nowotworowych oraz mozliwo$ci uzycia i
sprawdzenia skutecznosci urzadzen do ich terapii. Dodatkowo, w przypadku stosowania terapii
hipertermicznej w jamie otrzewnej zachodza procesy absorbcji energii, jej wymiany,
termoregulacji poprzez unaczynienie otrzewnej i jej narzadow, ktore to procesy sa zalezne od
wielkos$ci, masy i metabolizmu danego zwierzgcia. Dlatego wprowadzenie modelu §wini w
badaniach nad rakowatosci otrzewnej jest jedyna mozliwoscia jak najblizszego oddania

specyfiki tej choroby i jej leczenia, przyblizong do ludzkiej

W przedstawionym przeze mnie dokonaniu ocenitam mozliwo$¢ zastosowania oraz
stabilnos¢ 1 fizyczne wlasciwosci nanoczasteczek liposomalnych zawierajacych
doksorubicyng, (P1); Mozliwo$¢ zastosowania i korzysci, jakie moze przynies¢ implementacja
ultradzwigkoéw w leczeniu nowotworow otrzewnej (P2); Ponadto odkrytam, ze lek, taurolidyna,
ktory znany jest z  dzialania przeciwbakteryjnego, a cieszy si¢ coraz wigkszym
zainteresowaniem jako lek przeciwnowotworowy, moze potencjalnie prowadzi¢ do
zwigkszenia przerzutowania komorek nowotworu ludzkiego raka jelita grubego (P3) oraz

dokonatam oceny koncepcji dootrzewnowego podania hipertermii gazowej powyzej 43°C (P4)



4.3.2. Omowienie wynikow osiagniecia.

Publikacja 1. Mikolajczyk, A.; Khosrawipour, V.; Schubert, J.; Grzesiak, J.; Chaudhry, H.;
Khosrawipour, T. Effect of Liposomal Doxorubicin in Pressurized Intra-Peritoneal Aerosol
Chemotherapy (PIPAC). Journal of Cancer 2018, 9, 5. doi: 10.7150/jca.

Stosowanie chemioterapii dootrzewnowej stalo si¢ powszechng praktyka dostarczania
lekéw przy zmianach nowotworowych zlokalizowanych w jamie otrzewnej, a jej celem jest
zwigkszenie dostepnosci, a przez to wnikania chemioterapeutyku, z jamy otrzewnej, w giab
komorek nowotworowych [16,17,33]. Skomplikowany mechanizm transportu przez otrzewna
oraz odmienna dyfuzja lekoéw w glab otrzewnej prawidlowej, w stosunku do transportu lekow
do guzkéw nowotworowych powierzchni otrzewnej, sprawiaja, ze wcigz poszukiwane sa
najbardziej efektywne formy dostarczania lekow przeciwnowotworowych w trakcie terapii.
[34-36]. Szybkie wchianianie si¢ drobnoczgsteczkowych chemioterapeutykow do krwiobiegu,
jest powodem niemoznosci dluzszego ich dziatania 1 osiagnigcia pozadanego efektu
terapeutycznego w jamie otrzewnej [37]. Dlatego jednym z wyzwan jest zastosowanie takiej
postaci leku, ktory charakteryzowatby si¢ wydtuzonym dzialaniem w jamie brzusznej, tym
samym wolniejszym wchtanianiu do krwiobiegu i mniejszg toksycznoscig wobec pozostatych
tkanek, a dodatkowo byl selektywny wobec komoérek nowotworowych i miat mozliwosé
wnikania do nich [38,39]. Stad pojawita si¢ koncepcja dostarczania lekow z no$nikami w
postaci nanoczasteczek, ktore moga mie¢ posta¢ polimerow, lipidow, metali i wegla. Na
szczegblng uwage zashuguja czasteczki liposomalne, ze wzgledu na dobra biokompatybilnos¢,
unikalng struktur¢ pozwalajaca na zamykanie w swojej otoczce zarowno lekow hydrofilowych
jak 1 hydrofobowych oraz mozliwo$¢ kontrolowanego uwalniania z nich substancji
terapeutycznej [35]. Istnieja doniesienia o stosowaniu liposomalnej doksorubicyny w
procedurze CRS + HIPAC, ktore wykazaly dobrg tolerancje leku przez pacjentow, z
zachecajagcym wskaznikiem przezy¢é a ich farmakokinetyka wskazuje na mozliwosc
przedtuzonego dziatania takiej postaci leku w jamie otrzewnej [40,41]. Nie byto natomiast do
tej pory zadnych badan, ktére testowalyby mozliwos¢ wykorzystania liposomalnej

doksorubicyny (LD) w procedurze PIPAC.

Celem przedstawionej przeze mnie pracy byta ocena mozliwosci zastosowania liposomalne;j
doksorubicyny (LD) w procedurze PIPAC. Dokonalam tego poprzez analize¢ stabilnosci
czasteczek LD w trakcie wykonywania tej procedury oraz pomiar glebokosci ich wnikania w

otrzewna, przeprowadzong na modelu ex vivo z wykorzystaniem tkanek $wini.



Badanie zostato przeprowadzone na $wiezej tkance otrzewnej $wini, ktora zostata
podzielona na 12 probek o wymiarach: 4,0x4,0x0,5 cm. Probki zostaty umieszczone w czterech
r6znych pozycjach, w plastikowym pojemniku, o pojemnosci 3,51, ktéry stanowi model jamy
brzusznej (Ryc.1.). W $rodkowej czesci pokrywy pojemnika, poprzez otwor wprowadzono
trokar o $rednicy Smm, przez ktdory wprowadzono mikrokateter (MC, PW-205V Olympus
Surgical Technologies Europe), zatwierdzony przez amerykanska agencj¢ zywnosci i lekow

(FDA).

Ryec.1. Model ex-vivo jamy brzusznej, w ktorym zostaly umieszczone probki otrzewnej w
roznej lokalizacji: 1. - dolna czg$¢; 2 - cze$¢ boczna; 3 — cze$¢ gorna; 4 — cze$¢ dolna
przystonigta. A. tuba doprowadzajaca gaz; B. - trocar; C. - mikrokateter

Eksperyment obejmowat dwie grupy badane: grupe A, na ktorej zastosowano procedurg PIPAC
przy uzyciu wodnego roztworu chlorowodorku doksorubicyny (PFS®, 2mg/ml, Pfizer Europe),
natomiast grupa B zostata potraktowana preparatem doksorubicyny liposomalnej (Caelyx®,
Janssen-Cilag, BHZOV00). Preparaty zarowno wodnej doksorubicyny jak i liposomalnej (LD),
rozpuszczono w 50ml 0,9% roztworu NaCl, w iloSci 3mg. Tak przygotowane roztwory
aerolizowano poprzez MC, wprowadzajac je przy uzyciu strzykawki. Nastepnie rozpylone
roztwory doksorubicyny pozostawiano na tkankach jeszcze przez 0,5 godziny, po czym probki
zbierano, przemywano 0,9% r-rem NaCl w celu usunig¢cia chemioterapeutyku pozostajacego na
powierzchni tkanek. Kolejno tkanki zanurzano w cieklym azocie i przechowywano w -80°C do
czasu dalszego przygotowywania skrawkow histologicznych do analizy na mikroskopie
fluorescencyjnym. Natomiast probki przeznaczone do obrazowania przy uzyciu mikroskopu
elektronowego, umieszczano w 2,5% glutardehydzie. Skrawki histologiczne przygotowywano
na kriostacie 1 zatapiano w preparacie Vecta Shield, zawierajacym 1,5 pg/ml 4',6-diamidyno-

2-fenyloindol (DAPI), w celu obrazowania jader komodrkowych. Doksorubicyna ma



wlasciwosci fluorescencyjne, wiec jej obrazowanie nie wymagato dodatkowego barwienia.
Glebokos¢ wnikania byla mierzona przy pomocy analizy na mikroskopie fluorescencyjnym.
Zdjecia z mikroskopu elektronowego byly przygotowywane i analizowane przy uzyciu
kriogenicznego, skaningowego mikroskopu elektronowego (Cryo-SEM).

Analiza wynikéw wykazata, ze doksorubicyna w liposomalnej formulacji, w kazdej

lokalizacji, tylko w niewielkim stopniu penetruje tkanke w poréwnaniu do jej roztworu

wodnego, co zostalo przedstawione w tabeli 1.

Lokalizacja Gleboko$¢ penetracji Gleboko$¢ penetracji
wodnego r-ru liposomalnego r-ru
doksorubicyny (um) doksorubicyny (nm)
Dolna 325+ 51 pm 10+ 12
Boczna 152 + 54 2+4
Gorna 81+ 38 Niemierzalna
Dolna przystonicta 71 pm + 37 Niemierzalna

Tabela 1. Porownanie glebokosci penetracji wodnego r-ru dokdorubicyny z doksorubicyng
liposomalna, w poszczegolnych lokalizacjach modelu ex-vivo.

Analiza przy uzyciu mikroskopu elektronowego wykazata, iz kapsuly liposomalne zachowuja
swojg integralnos¢ pomimo zastosowanego stresu mechanicznego, jaki wystepuje w trakcie
procedury PIPAC. Czasteczki zobrazowanej liposomalnej doksorubicyny miaty $rednice 71nm
+ 14 nm, a niektore z nich tworzyly wigksze konglomeraty o wielkosci od 0,5um do Sum.

(Ryc.2.)

Ryc.2. Nanoczasteczki i konglomeraty mikroczasteczek LD zobrazowane za pomoca kriogenicznego
skaningowego mikroskopu elektronowego.

Nalezy zaznaczy¢, ze byly to pierwsze badania, ktore obrazowaly sposob zachowania si¢
czasteczek liposomalnych w trakcje przeprowadzania procedury PIPAC oraz analizowaty ich

stopien wnikania, w poréwnaniu do roztworu wodnej doksorubicyny.
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Wyniki te niosg ze sobg istotne informacje:

1. Liposomalna doksorubicyna zachowuje swoja integralno$¢ w trakcie przeprowadzania

procedury PIPAC

2. Wnikanie doksorubicyny zamknigtej w kapsutach liposomalnych w glab tkanki

otrzewnej jest bardzo ograniczona.

Biorgc pod uwage ograniczone dziatanie chemioterapeutykéw drobnoczasteczkowych w
jamie brzusznej, ze wzgledu na ich szybkie wchtanianie do krwiobiegu, informacja o braku
dezintegracji LD, sugeruje mozliwos$¢ jej uzycia w postaci zdeponowanej, z dalszg mozliwoscia
ich uwolnienia przy uzyciu np. ultradzwigkow, co udowodnitam w innej publikacji (P11), badz
innych czynnikéw fizycznych. Ponadto, ograniczenie penetracji LD moze nie$¢ za soba
korzysci w postaci mniejszej cytotoksycznosci wobec tkanek prawidtowych, a uwalnianie moze

nastepowac w sposob kontrolowany, w miejscach zmienionych nowotworowo.

Publikacja 2. Mikolajczyk, A.; Khosrawipour, T.; Kulas, J.; Migdal, P.; Arafkas, M.; Nicpon,
J.;Khosrawipour, V. The Structural Effect of High Intensity Ultrasound on Peritoneal Tissue:
A Potential Vehicle for Targeting Peritoneal Metastases. BMC Cancer 2020, 20, 481,
doi:10.1186/s12885-020-06981-4.

Ultradzwigki o wysokim natgzeniu (High Intensity Ultrasounds; HIUS) juz od ponad 20 lat
sa przedmiotem badan nad ich wykorzystaniem w terapii nowotworéw, ze wzgledu na ich
nekrotyczny efekt wzgledem tkanek [42]. Sprawdzano i1 opisano pozytywne rezultaty
wykorzystania takiej terapii w nowotworach: trzustki, watroby, nerek, piersi oraz prostaty [43—46].
Znane i1 dobrze opisane jest rowniez ich zastosowanie w zwigkszeniu efektywnosci dostarczania
chemioterapeutykow, biatek i materialu genetycznego [47]. Nekroza w tkankach poddanych
dziataniu HIUS jest wynikiem hipertermii i mechanicznego uszkodzenia tkanek. Mechaniczne
uszkodzenie z kolei wiaze si¢ ze zjawiskiem kawitacji, ktore jest gwaltownym procesem akumulacji
energii pochodzacej z ultradzwickdw w niewielkiej objetosci. Skutkuje to powstaniem
mikropgcherzykoéw gazu, ktore scalajg si¢ ze sobg a nastepnie rozpadajg tworzac strumien, ktory
moze powodowac¢ uszkodzenie powierzchni znajdujacej si¢ w poblizu tego procesu. W przypadku
komorek, dochodzi do uszkodzenia btony komodrkowej [48,49].

Jak juz wspomniano we wprowadzeniu, jednym z ograniczen wewnatrzotrzewnowej chemioterapii
jest ograniczony stopien penetracji tkanek przez chemioterapeutyk, ktory osigga kilkaset
mikrometréw, nie przekraczajac jednego milimetra [32,50]. Wiadomo rowniez, ze zwigkszenie
penetracji leku, wykazuje silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe [51]. Dlatego szukanie
sposobow na zwigkszenie wnikania chemioterapeutykow w glab tkanki jest jednym z wazniejszych

wyzwan leczenia nowotworéw otrzewne;.
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Celem przedstawionej pracy byla analiza zmian w strukturze otrzewnej po zastosowaniu
ultradzwigkow, ktore moga utatwi¢ wnikanie chemioterapeutykow w glab otrzewnej, w trakcie
stosowania chemioterapii bezposrednie;j.

W badaniu postuzono si¢ modelem ex-vivo, w ktorym §wiezg tkanke otrzewnej Swini, o
wymiarach 3 cm x 3 cm x 0,5 cm, umieszczono w szalce Petriego, a nastgpnie dodano 0,9% r-r
NaCl, tak aby przykrywat tkanke. Kolejno do probki przytozono w bardzo bliskiej odlegltosci (okoto
3 mm), koncoéwke sonikatora, przez ktorg zastosowano ultradzwigki o mocy 70 W i czestotliwosci
20kHz. W zalezno$ci od grupy badanej, wiazka ultradzwigkow byla przyktadana na czas: 30, 60,
120 badz 300 sekund. Grupa kontrolna nie otrzymata wigzki ultradzwickoéw, a byla jedynie
zanurzona roztworze NaCl. Kolejno przeprowadzono analizg przy uzyciu mikroskopu §wietlnego,
mikroskopu fluorescencyjnego, z barwieniem jader roztworem 1,5 pg/ml 4',6-diamidyno-2-
fenyloindolu (DAPI) oraz kriogenicznego skaningowego mikroskopu elektronowego (cryo-
SEM).

Analiza przy uzyciu mikroskopu $wietlnego, wykazala, ze w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, grupa, ktora otrzymata wiazke ultradzwickow wykazywala zmiang powierzchni
otrzewnej w postaci powstania bialej blony o zmienionej konsystencji, co widoczne jest na
ryc. 3. Analiza przy uzyciu mikroskopu elektronowego wykazata dezintegracje struktury
otrzewnej, z rozdzielonymi wigzkami, natomiast proba kontrolna charakteryzowata si¢ gtadka,

nienaruszong, zwartg struktura (Ryc.3.; czgs¢ dolna).
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Ryec. 3. Wizualizacja tkanki otrzewnej $wini przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (gorna czg$¢) oraz
mikroskopu elektronowego (dolna cze$¢). Strona prawa obrazuje proby kontrolne, natomiast strona
lewa przedstawia tkanke poddang dziataniu ultradzwickow i widoczne zmiany w strukturze tkanki.

Obrazowanie przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego wykazato, ze stopien rozwarstwienia
tkanki zalezny jest od czasu dzialania wigzki ultradzwickowej oraz, ze rézne zmiany
obserwowane sg w zalezno$ci od warstwy otrzewnej. W przypadku mezotelium wraz z tkanka
laczna, dezintegracja okazala si¢ przebiega¢ w postaci poziomych rozszczelnien tkanki,
tworzacych swoiste “tunele” pomiedzy widknami przy dziataniu wigzki w czasie 120 sekund i
dluzej. Z kolei w czg$ci podotrzewnowej, w warstwie migsni, rozwarstwienia majg charakter
pionowy i wystepuja w postaci “jam”. Glebokos¢ dezintegracji struktur zalezy od czasu
dziatania ultradzwickow i przy 30 sekundach sigga okoto 500 um i wzrasta w momencie
wydhluzenia czasu dziatania wigzki HIUS, przy 300 sekundach zmiany siggajg okoto 800 pm
(Ryc.4.).
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Ryc.4. Zmiany w strukturze otrzewnej obserwowane po zastosowaniu ultradzwigkow o wysokim
natezeniu, w warstwie mezotelim i tkanki tgcznej (lewa strona) oraz w warstwie migs$ni (prawa strona)
obrazowane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego,

Uzyskane dane sugeruja, ze HIUS moze stanowi¢ znaczace ulepszenie w leczeniu
nowotworow otrzewnej. Przedstawione badania daja pierwszy wglad w mikroskopowe zmiany
w strukturze otrzewnej, przy zastosowaniu HIUS. Praca ta stanowi wyjasnienie obserwacji o
zwigkszonym wnikaniu doksorubicyny przy tej metodzie, opisane zarowno przez inne grupy
badawcze, na modelu nowotworu trzustki [52], jak i badan wilasnych. W przytoczonych
badaniach wtasnych (P10, P11) udowodnitam, Zze obserwowane zmiany opisane w powyzszym
manuskrypcie majg bezposrednie przetozenie na glebokos¢ penetracji doksorubicyny, zarowno
wodnego jej roztworu jak i doksorubicyny liposomalnej, zwigkszajac znaczaco wnikanie do
tkanek traktowanych wczesniej ultradzwickami o wysokim natezeniu. Dodatkowo nasza grupa
badawcza opublikowata rowniez koncept mozliwosci zastosowania tej metody w praktyce
klinicznej, bazujac na modelu $wini post-mortem (P13). WykazaliSmy roéwniez mozliwo$¢
zwigkszonej penetracji w glab tkanek czasteczek o wigkszych rozmiarach, przy zastosowaniu
wiazki ultradzwickow, co rozszerza mozliwosci zastosowania w.w. metody do wigkszych

struktur, takich jak biatka, czy inne no$niki (P12).

Publikacja 3. Mikolajczyk, A.; Khosrawipour, V.; Lau, H.; Li, S.; Migdal, P.; Labbé, M.K_;
Kielan, W.; Nicpon, J.; Stieglitz, S.; Khosrawipour, T. Exploring the Potential of Taurolidine
in Inducing Mobilization and Detachment of Colon Cancer Cells: A Preliminary in-Vitro Study.
BMC Pharmacol Toxicol 2022, 23, 38, do0i:10.1186/s40360-022-00572-8
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Taurolidyna jest zwigzkiem syntetycznym, bedgcym pochodng tauryny [53]. Zwigzek
ten charakteryzuje si¢ szerokim dzialaniem przeciwbakteryjnym, zaré6wno wobec
drobnoustrojow tlenowych jak i beztlenowch, przy jednoczesnym braku ogdlnoustrojowe;j
cytotoksycznosci [54]. W zwigzku z tym jest powszechnie stosowanym $rodkiem przeciw
powstawaniu biofilméw bakteryjnych przy dlugotrwatym stosowaniu cewnikéw oraz przy
leczeniu zapalenia otrzewnej [55-57]. Pojawiaja si¢ rowniez doniesienia o mozliwosci
stosowania taurolidyny w terapii przeciwnowotworowej, gdzie wykazano cytotoksyczno$é
zwigzku wobec kilku linii nowotworowych in vitro oraz postulowano skuteczno$¢ dziatania
przeciwnowotworowego in vivo [58,59]. Dziatanie to ma mie¢ zwigzek z indukcja apoptozy
[60] oraz wlasciwosciami przeciwzapalnymi [61] i przeciwadhezyjnymi [62]. Dlatego
poczatkowe zatozenie opierato si¢ na sprawdzeniu cytotoksycznego dziatania taurolidyny w
zalezno$ci od jej stgzenia, wobec ludzkiej linii nowotworu jelita grubego — HT-29, jako badania
wstepnego przed zastosowaniem zwigzku in vivo. Jednak juz na wstepie, zaobserwowana
zmiana morfologii komoérek sklonita mnie do zmiany kierunku eksperymentu i sprawdzenia
wptywu taurolidyny na mozliwos$¢ indukcji przerzutow. Ponadto, oprocz wspomnianych prac
wspierajgcych uzycie tego zwigzku jako potencjalnego leku przeciwnowotworowego, mozna
znalez¢ doniesienia, gdzie udowodniono nasilenie przerzutowania kostniakomigsaka po

stosowaniu tej pochodnej tauryny, w badaniu iz vivo na modelu mysim [63].

Celem powyzszej pracy byla analiza wplywu taurolidyny na morfologi¢, mobilizacje i

potencjal przerzutowania linii komorek ludzkiego raka jelita grubego — HT-29.

Komoérki ludzkiego nowotworu jelita grubego linii HT-29 traktowano rdéznymi
stezeniami roztworu taurolidyny w preparacie Taurolin (Ringer, Berlin-Chemie AG, Germany).
Analizowano nastgpujace stezenia taurolidyny: 0.045%, 0.06%, 0.09%, 0.135% oraz 0.18%.
Kontrolg¢ pozytywng stanowily komorki traktowane roztworem oksaliplatyny o stezeniu
0,24mg/ml rozpuszczonym w 5% roztworze glukozy, natomiast kontrole negatywna stanowity
komorki hodowane tylko w petnym medium komoérkowym, tj. Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM—high glucose, Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Germany),
suplementowanym 10% plodowa surowica bydlecg (FBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Poland) oraz 2 mmol/L glutaming, 100 IU/mL penicyling oraz 100 pg/mL streptomycyna
(wszystkie suplementy Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Komorki wysiane
na 24-dotkows plytke, po 48-godzinnej hodowli traktowane byty przez 1 godzing powyzszymi

15



stezeniami roztworu taurolidyny oraz roztworem oksaliplatyny. Kolejno, komorki hodowano
w medium pelnym przez nastepne 24 godziny. Po tym czasie komoérki poddawano wytrzasaniu
o predkosci 300 rpm przez 2 minuty, po czym aspirowano medium z dotkéw, w ktorym
znajdowaly si¢ potencjalnie oderwane komorki i przenoszono je do dotkéw nowej ptytki 24-ro
dotkowej, a do komorek z uprzedniej hodowli dodawano 1 ml §wiezego medium. Hodowle na
plytce poczatkowej kontynuowano przez kolejne 24 godziny, natomiast na ptytce po transferze
komorek po wytrzasaniu przez kolejne 48 godzin, po czym przeprowadzano analize zywotno$ci
komorek z obu hodowli. W tym celu przeprowadzono test proliferacji komorek (MTS -
CellTiter 96®AQueous One Solution assay, Promega, Poland) oraz test wykluczania btekitu
trypanu (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Analiz¢ komorek przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego oraz mikroskopu elektronowego przeprowadzono po 24 godzinach od
traktowania komorek taurolidyng o koncentracji 0,045% oraz 0,18%.

Analiza zywotnoéci wykazata, ze w dotkach ptytki z hodowli poczatkowej po
wytrzasaniu, wraz ze wzrostem stg¢zenia taurolidyny zmniejsza si¢ istotnie statystycznie
zywotno$¢ komorek, przy najmniejszej zywotnosci dla kontroli pozytywnej traktowanej
oksaliplatyng. Z kolei w dotkach ptytki po transferze oderwanych komoérek najwicksza
zywotnos$¢ obserwuje si¢ w dotkach z komorkami traktowanymi taurolidyng i ro$nie ona wraz
ze wzrostem jej stezenia, jednak tylko do stezen 0,06% i 0,09%, przy ktorych jest najwyzsza i
znaczaco spada dla stezenia 0,135% oraz 0,18%, przy najnizszej zywotnosci dla komorek
kontroli pozytywnej. Test wykluczenia biekitu trypanu w duzej mierze odzwierciedla wyniki
proliferacji, wskazujac na wicksza ilo$¢ oderwanych komorek, ktore moga przezy¢ i
proliferowa¢, po traktowaniu komorek roztworem taurolidyny. Analiza przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego wykazata, Zze po ekspozycji na taurolidyne oraz po wytrzasaniu,
widocznie wigcej komorek byto oderwanych, wraz ze wzrostem stgzenia taurolidyny, natomiast
niewielka ilos¢ oderwanych komorek widoczna byta w probie kontrolnej oraz po traktowaniu
oksaliplatyna. Ponadto widoczna byta zmiana ksztaltu i przylegania wzgledem siebie i podtoza
komorek, tj. komorki kontrolne charakteryzuja si¢ wielobocznym, sptaszczonym ksztattem,
ktore w wigkszos$ci przylegaja $cisle do siebie i do podtoza. Natomiast komorki traktowane
taurolidyng przybieraja posta¢ sferyczna, utozone sa w pewnej odleglosci wzglgdem siebie i
maja mniejszg powierzchni¢ styczng z podlozem. Analiza przy uzyciu mikroskopu
elektronowego potwierdzita obserwacje z mikroskopu $§wietlnego, wykazujac znaczng zmiane
ksztaltu i interakcji migdzykomorkowych oraz przylegania do podtoza, w stosunku do kontroli

negatywnej oraz pozytywnej oraz niskiego stezenia taurolidyny (Rye. 5.).
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Ryec. 5. Zmiany w ksztatcie komorek i interakcji migdzykomoérkowych oraz wzglgdem podtoza
komorek traktowanych wysokim stezeniem taurolidyny (D) w stosunku do kontroli negatywnej
(A), kontroli pozytywnej (B) oraz komorek traktowanych niskim st¢zeniem taurolidyny (C)

Podsumowujgc, w swojej pracy wykazatam, ze komorki traktowane taurolidyng
zmieniajg ksztalt oraz interakcje miedzykomoérkowe oraz interakcje wzgledem podtoza.
Ponadto wraz ze wzrostem ste¢zenia roztworu taurolidyny, komorki majg wigksza tendencje do
odrywania si¢ od pierwotnej hodowli komoérkowej i jednoczesnie oderwane komorki maja
mozliwo$¢ ponownego przylegania do podtoza i proliferacji. Istotng informacjg w konteks$cie
leczenia przeciwnowotworowego z wykorzystaniem taurolidyny jest to, ze przy okreslonym
stezeniu, tj. 0,06%-0,09%, taurolidyna nie jest na tyle cytotoksyczna aby skutecznie zabié
komorki, ale jest to wystarczajace stezenie do mobilizacji komoérek z hodowli pierwotnej
(potencjalnie ogniska pierwotnego nowotworu), ktéore to komorki mogg zostaé
przetransportowane w inne miejsce, z mozliwoscig wtornej adhezji i proliferacji. W zwigzku z
tym, ze moje dokonanie dotyczy poszukiwania innowacyjnych metod leczenia nowotworow
otrzewnej, a opisany zwiazek cieszy si¢ rosngcym zainteresowaniem w terapii NOwotworow
otrzewnej powyzsza praca niesie ze sobg niezwykle istotne informacje, ktore musza by¢ brane
pod uwage przy decyzji o stosowaniu taurolidyny w leczeniu omawianej jednostki chorobowe;j.
Zaproponowany po raz pierwszy w niniejszej pracy mechanizm (Rye. 6) moze thumaczy¢
wczesniejsze doniesienia o zwigkszonym przerzutowaniu kostaniakomig¢saka u myszy, po

zastosowaniu tej pochodnej tauryny.
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Ryc.6. Schemat obrazujacy mozliwos¢ odrywania komorek nowotworowych od ogniska
nowotworu 1 ich rozsiewanie.

Publikacja 4. Thelen, S."; Mikolajczyk-Martinez, A."; Diakun, A.; Khosrawipour, T.;
Zielinski, K.; Nicpon, J.; Kielbowicz, Z.; Przadka, P.; Liszka, B.; Kuropka, P.; et al. Evaluating
the Concept of Gas-based Intraperitoneal Hyperthermia beyond 43°C in the Treatment of
Peritoneal Metastasis: A Pilot Study. Experimental and Therapeutic Medicine 2022, 24, 1-9,
doi:10.3892/etm.2022.11687. (IF=2,75; 40pkt. MEiN)

* rownorzedny udziat

Hipertermia jest jedng z metod terapeutycznych w leczeniu nowotwordw, ktora polega na
podniesieniu temperatury tkanek powyzej jej warto$ci fizjologicznej (37°C) poprzez
dostarczenie ciepta ze zrédet zewnetrznych [66]. Efekt terapeutyczny hipertermii opiera si¢ na
bezposrednim zabijaniu komorek nowotworowych oraz ich uwrazliwianiu na radioterapig,
chemioterapig, terapi¢ genowa i immunoterapi¢, bez uszkodzenia lub przy minimalnym
uszkodzeniu zdrowych tkanek. Zostalo takze udowodnione, ze zastosowanie hipertermii o
temperaturze 50-55°C wobec mysiego modelu czerniaka, efektywnie stymuluje odpowiedz
immunologiczng w myszach a w trakcie jej stosowania tworzona jest przeciwnowotworowa
pami¢¢ immunologiczng [67]. Glownym celem hipertermii na poziomie molekularnym jest
denaturacja biatek komorkowych, co odpowiada za destabilizacje blony komorkowej,
cytoszkieletu czy enzymow, a takze powoduje zaburzenie funkcjonowanie jadra komorkowego
poprzez zakldcanie systemow naprawczych DNA [66]. Hipertermi¢ w wickszosci przypadkow
stosuje si¢ jako terapi¢ adjuwantowa (uzupetnienie terapii zasadniczej), np. zostato opisane, ze

stosowanie hipertermii wraz z radioterapia w leczeniu czerniakow daje szybsza regresje
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nowotworu niz sama radioterapia [68]. Jak juz przedstawiono we wstepie, najskuteczniejsza
dotychczas metoda terapii nowotworow otrzewne;j jest procedura CRS wraz z HIPEC, w ktore;j
zwigkszona skuteczno$¢ opiera si¢ na stosowaniu chemioterapeutykow o podniesionej
temperaturze, co daje lepsze rezultaty, niz w przypadku metody chemioterapii bezposrednie;,
w ktorej temperatura roztworu leku przeciwnowotworowego zblizona jest do temperatury ciala.
Skuteczniejsze dziatanie chemioterapii skojarzonej z hipertermig, w tym przypadku opiera si¢
na lepszej penetracji chemioterapeutyku do komorek nowotworowych, wolniejszym ich
usuwaniu z jamy otrzewnej oraz zwickszonej cytotoksycznosci wobec komorek
nowotworowych [21]. W opisane] metodzie, zadawany ptyn chemioterapeutyczny ma
temperature 42-43°C. Jednym z aspektow bezpieczenstwa pacjenta jest koniecznosé cigglego
monitorowania i nieprzekraczania zadanej temperatury pltynu, gdyz jego podniesienie grozitoby
zwigkszeniem temperatury glebokiej ciata, co stanowi zagrozenie dla zdrowia i zycia pacjenta.
Ta niezdolno$¢ do dalszego zwickszania temperatury stosowanej w wewnatrzotrzewnowej
chemioterapii jest jednym z kluczowych ograniczen w podejsciu HIPEC. Ze wzgledu na
wlasciwosci fizyczne, zastosowanie hipertermicznych roztworéw cieczy na bazie wody jest
ograniczone. Woda ma pojemnos¢ cieplng 4,186 kJ / litr, co stanowi najwicksza pojemnosc¢
cieplng sposrod wszystkich powszechnie znanych substancji. Oznacza to, ze duza ilo$¢ energii
jest przenoszona na kazdy stykajacy sie obiekt, powodujac szybki wzrost temperatury
otoczenia. Natomiast powietrze ma pojemnos¢ cieplng 0,00081 kJ / litr przy gestosci 1,127 kg
/ m3, w temperaturze 40°C, przy ci$nieniu atmosferycznym, co znacznie ogranicza zdolno$¢
transferu energii do glebszych partii ciata [69-71]. W rozsianych nowotworach powierzchni
otrzewnej, komorki nowotworowe infiltruja w glab otrzewnej jedynie na kilka milimetrow
[72,73]. Dlatego wprowadzenie hiperetrmii gazowej, ktéra wptywa jedynie na powierzchniowa

warstwe komorek jest bardzo korzystne z punktu widzenia bezpieczenstwa pacjenta.

Stad celem przedstawionych badan bylo sprawdzenie mozliwo$ci zastosowania

hipertermii gazowej powyzej 43°C, jako potencjalnej metody leczenia nowotwordw otrzewne;.

Eksperyment obejmowat cze$¢ in vitro, ex vivo oraz in vivo. W badaniu in vitro komorki
ludzkiego nowotworu jelita grubego HT-29 wysiewano w ilosci 2x10° komoérek na dotek
24-dotkowej ptytki i hodowano przez 48 godzin. Po tym czasie przeprowadzano eksperyment
krotkiej ekspozycji na hipertermiczny plyn, tj. medium hodowlane aspirowano a w zamian
umieszczano na 10 sekund medium podgrzane do nastepujacych temperatur: 37°C (kontrola
negatywna), 42°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C, 70°C. Po tym czasie do komorek dodawano

$wieze medium hodowlane o temperaturze 37°C i hodowano przez kolejne 24h. Kontrole
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pozytywna stanowity komorki traktowane roztworem oksaliplatyny o stezeniu 1,2 mg/ml
rozpuszczonym w 5% roztworze glukozy przez 1 godzing, po czym hodowane w peilnym
medium hodowlanym przez kolejne 23 godziny. Po tym czasie zywotnos¢ komorek
kontrolnych oraz prob badanych oceniana byla przy uzyciu testu proliferacji komorek
(colorimetric CellTiter 96® AQueous One Solution assay, Promega, Poland), natomiast
cytotoksyczne dziatanie temperatury na komorki mierzone byto przy uzyciu testu uwalniania
dehydrogenazy mleczanowej (Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit; Thermo Scientific).

W czesci ex vivo, komercyjne skrawki §winskiej otrzewnej Sciennej, o wymiarach 5 cm x
5 cm x 8 cm, umieszczono w zamknigtym, plastikowym pudetku, izolowanym styropianem i
folig pecherzykowa. W pudetku zostaty umieszczone dwa trokary: na §cianie bocznej i gorne;j,
przez ktoére umieszczone byly probniki temperatur oraz dostarczane byto ogrzane powietrze o
temperaturze: 47°C, 50°C, 60°C, 66°C oraz 69°C. Tak przygotowany model umieszony zostat
w podgrzewanej tazni wodnej, a podgrzane powietrze dostarczane byto w sposob ciagly przez
1h, z predkoscia 15 L/min. Pomiar temperatury obejmowat okoto 5 mm nad powierzchnig
tkanki, oraz na glebokosci 2 mm oraz 5 mm w glab tkanki. W podobny sposéb umieszczono
12 cm odcinek jelita cienkiego, w ktorego swietle umieszczono czujnik temperatury, nastgpnie
$wiatlo jelita zamknigto z obu stron, a tkanke traktowano ogrzanym powietrzem o temperaturze

70°C badz ogrzanym roztworem 0,9% NaCl o temperaturze 68°C, 70°C 1 72°C przez 50 sekund.

Eksperyment in vivo i dane przedstawione w powyzszej publikacji stanowit czgscé
obszernego eksperymentu na modelu $wini, dotyczacego mozliwosci wykorzystania
hipertermii gazowej i dehydratacji w leczeniu nowotworow powierzchni otrzewnej. Ta czgsé
eksperymentu obejmowata 3, 65-dniowe $§winie o wadze okoto 50 kg. Zwierzgta poddano
zabiegowi laparoskopii w pelnym znieczuleniu wziewnym, a w powlokach jamy brzusznej
umieszczono 5 trokaréw laparoskopowych. W pierwszym trokarze umieszczona zostala
plastikowa tuba doprowadzajgca ogrzane powietrze, trokar drugi stanowit odprowadzenie
wprowadzanego powietrza, natomiast poprzez 3 pozostale trokary zostaly umieszczone
czujniki temperatury. Ogrzane powietrze (48°C; 49°C; 50°C) ttoczono do jamy brzusznej przez
45 minut a przeplyw wynosit 15 L/min. Temperature stale odczytywano z 9 czujnikoéw
temperatury umieszczonych w roznych miejscach w przestrzeni jamy brzusznej, bezposrednio
na otrzewnej $ciennej, na watrobie, na skorze i wewnatrzprzetykowo, a takze w $wietle
wlotowym i wylotowym rury doprowadzajacej i odprowadzajacej ogrzane powietrze (Rye. 7.).
Po zabiegu $winie byty poddane obserwacji przez 7 dni, po czym poddano je eutanazji i pobrano

probki do analizy histopatologiczne;.
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W badaniach in vitro, przy stosowaniu krétkiej, 10-cio sekundowej hipertermii cieczowej,
wykazano, ze zywotno$¢ komorek ludzkiego raka jelita grubego spada w stosunku do kontroli
negatywnej dopiero przy zastosowaniu temperatury 65°C o okoto 18%, a wigksze spadki, tj. o
okoto 40%, 78% 1 85%, przy temperaturach odpowiednio 70°C, 75°C 1 80°C. Wyniki testu na
cytotoksyczno$¢ odzwierciedlajg test na zywotnos¢, gdyz niewielka, ok. 5% cytotoksycznos¢
zaczynamy obserwowac przy temperaturze 65°C, ktora znaczaco wzrasta do ponad 60% dla
temperatur 75°C 1 80°C. W obu testach, dwie najwyzsze temperatury przekraczajg efekt
zmniejszenia zywotnosci oraz cytotoksycznosci notowany dla oksaliplatyny. W badaniach ex-
vivo wykazano najwigkszy wzrost temperatury, przekraczajacy 45°C przy ttoczeniu powietrza
o temperaturze 69°C, gdy pomiaru dokonywano nad tkanka. Sensor, umieszczony na
glebokosci 2 mm w glab tkanki odnotowat juz tylko osiggnigcie maksimum 45°C przy ttoczeniu
w.w. temperatury, a na glebokos¢ 5 mm, temperatura wzrastata maksymalnie do 42°C. Z kolei
przy pomiarze temperatury wewnatrz $wiatla jelit, wzrost temperatury obserwujemy nawet do
70°C, gdy fragment narzadu otoczony jest podgrzanym do 70°C roztworem 0,9% NaCl,
natomiast przy dziataniu powietrza o takiej samej temperaturze, temperatura wewnatrz $wiatta
jelit przekraczata nieznacznie 37°C. W eksperymencie in vivo na modelu $wini,
zaobserwowano znaczng roznice¢ temperatur mierzonych sensorami na wlocie ogrzewanego
powietrza oraz na wylocie ogrzewanego powietrza. Temperatura wlotowa byla na poziomie
48°C, 49°C150°C, czyli osiggata poziom przez nas zadawany, natomiast temperatura wylotowa
ze wszystkich trzech temperatur oscylowata wokot 36°C. Sensory umieszczone wewnatrz jamy
brzusznej rowniez nie odnotowywaty temperatur wyzszych niz 40°C, przy czym najwyzsza
temperature wskazywat czujnik umieszczony na powierzchni watroby — okoto 38°C. Swinie
przez caty 7 — dniowy okres obserwacji nie przejawiaty zachowan, ktore moglyby swiadczy¢ o
naruszeniu homeostazy ich organizmu (pobor pokarmu adekwatny do wieku, regularne
oddawanie moczu i katu, temperatura ciata w normie, interakcje ze zwierzgtami w tym samym
boksie zachowane), co oznacza, ze procedura ta byla dobrze przez nie tolerowana. Badania
histopatologiczne, przeprowadzone po okresie obserwacji wykazaly zmiany w obrgbie

otrzewnej, w postaci zwickszenia grubo$ci otrzewnej oraz zwigkszonej infiltracji tkanki przez

krwinki biate (neutrofile).

Podsumowujac, przedstawione badania daja pierwszy wglad w mozliwo$¢ zastosowania
klinicznego hipertermii gazowej w postaci wtlaczania ogrzanego powietrza do jamy brzuszne;.
Badania in vitro wskazaly gorng granice zastosowanych temperatur, badania ex-vivo

umozliwity przesledzenie zakresu przekazywanego ciepta w glab tkanki a badanie in vivo
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udowodnito wykonalno$¢ i bezpieczenstwo zabiegu, wskazato zakresy temperatur osiggane w
r6znych punktach jamy brzusznej w trakcie wykonywanego zabiegu oraz dato wglad w zmiany

histopatologiczne otrzewnej po zastosowaniu hipertermii gazowe;.

Experimental setting
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Ryc.7. Schemat obrazujacy wykonanie zabiegu hipertermii gazowej na modelu swinskim
4.3.3. Podsumowanie osiggni¢cia naukowego

Wyniki moich badan zaprezentowanych w cyklu czterech publikacji moge podsumowac

nastepujaco:

1. Wykazatam, iz liposomalna doksorubicyna nie ulega rozkladowi w trakcie
przeprowadzania procedury PIPAC, natomiast akumuluje si¢ na powierzchni otrzewnej w
postaci pojedynczych czasteczek liposomow badz tez ich konglomeratow.

2. Wykazatam, iz penetracja liposomalnej doksorubicyny w glab tkanki otrzewnej, jest bardzo
ograniczona, tj. w stosunku do wodnego roztworu doksorubicyny penetruje okoto 30-
krotnie stabiej, na glebokos$¢ okoto 10 um w najbardziej dostepnej lokalizacji.

3. Wykazatam, ze zastosowanie ultradzwickdow o wysokiej czestotliwosci powoduje
dezintegracje struktury zarowno powierzchniowej warstwy mezotelium z tkankg taczng jak
1 warstwy mig¢s$ni pod otrzewna, przy czym charakter zmian zalezy od glebokosci ich
lokalizacji.

4. Wykazatam, ze komorki traktowane taurolidyna zmieniajg ksztalt oraz rozluzniaja
interakcje migdzykomodrkowe oraz interakcje z podtozem.

5. Traktowanie komorek taurolidyng zmniejsza ich adhezje w hodowlach pierwotnych

umozliwiajac adhezj¢ i proliferacj¢ w nowym miejscu.
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6.
7.

Wskazatam goérng granicg temperatury bezpiecznej dla przezycia komorek

Wykazatam, iz mozliwe jest z technicznego punktu widzenia i bezpieczne dla zwierzecia
przeprowadzenie wewnatrzotrzewnowej hipertermii gazowej o temperaturze do 50°C na
modelu $wini domowe;j.

Wykazalam, Zze zmiany histopatologiczne w obrebie otrzewnej S$ciennej, w postaci
zwigkszenia grubosci mezotelium wraz z tkankg laczng oraz nacieku neutrofilow,

wystepuja w jej powierzchownej warstwie, bez zmian w strukturze warstwy migsni.

Podsumowujac, wyniki omawiane w przedstawionych pracach znacznie rozszerzajg dostgpng

wiedz¢ na temat mozliwosci zastosowania innowacyjnych metod w leczeniu nowotworow

otrzewnej zardwno ludzi i zwierzat oraz maja duzy potencjal wdrozenia omawianych metod do

zastosowania klinicznego.
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Miejsce: Faculty of Natural Sciences, Brandenburg University of Technology Cottbus,
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Senftenberg, Niemcy,

Temat: Testowanie i optymalizacja metody negatywnej selekcji do mutagenezy pateczek
Salmonella

Badania na temat roli fimbrii typu 1 pateczek Salmonella spp. we wczesnym etapie
patogenezy zakazen ludzi i zwierzat, ktore sa jednymi z badan statutowych Katedry Biochemii
i Biologii Molekularnej realizowalam réwniez w ramach w.w. stazu naukowego. Sal/monella
spp. maja zdolno$¢ do ekspresji fimbrii typu 1 (TIF), ktore sa wiokienkowatymi,
powierzchniowymi strukturami, bedacymi jednym z czynnikow wirulencji bakterii. Struktury
te odpowiedzialne sa za adhezje do nablonka m.in. jelit w trakcie zakazenia. Wickszos¢
serowarow, w tym serowar S. Enteritidis (SE), ekspresjonuje T1F, ktére maja zdolnos¢ do
wigzania glikoprotein bogatych w mannoze, dzigki biatku FimH, znajdujacym si¢ na szczycie
T1F. Adhezyna FimH odpowiada za bezpo$rednie wigzanie do ligandéw bogatych w mannozg.
Natomiast serowar S. Gallinarum (SG) ekspresjonuje T1F, ktore posiadajg wariant alleliczny
biatka FimH, z substytucjg jednego aminokwasu (T781), co w konsekwencji prowadzi do utraty
zdolnos$ci wiazania reszt bogatomannozowych. W rezultacie serowar SG ma obnizong zdolnos¢
do adhezji komorek nablonkowych. Celem stazu byto otrzymanie wariantu pateczek SE, z
ekspresja mannozoopornych T1F, poprzez zamian¢ sekwencji genu fimH szczepu dzikiego, na
sekwencje genu fimH pochodzacego od SG. Model ten miat stluzy¢é do badania roli
mannozozaleznych fimbrii typu pierwszego w adhezji, inwazji przezywalnos$ci i
cytotoksycznosci wobec kurzych linii komorkowych. Otrzymanie tego mutanta bakteryjnego
przeprowadzane byto metodg negatywnej selekcji. Metoda ta jest stosunkowo nowa (Khetrapal
et all., 2015r.) i niezbgdne byto jej zwalidowanie. W ramach w/w stazu zwalidowatam metode
oraz otrzymatam wariant bakterii Salmonella Enteritidis z mannozoopornym biatkiem FimH
pochodzacym od Salmonelli Gallinarum. Otrzymatam takze konstrukt biatka FimH z
substytucja jednego nukleotydu, co skutkuje zmiang jednego aminokwasu w biatku FimH
(Thr78lle), ktora jak wczesniej wspomniano, jest przyczyng utraty wlasciwosci wigzania reszt
mannozy przez fimbrie typu 1 pochodzace od pateczek Salmonella. Dokonatam tego metoda
ukierunkowanej mutagenezy. Konstruktem w.w. biatka, wprowadzonego do plazmidu
pET22b+ transformowane nastgpnie zostaty bakterie E.coli BL21, co umozliwia produkcje
biatka FimH, a nastepnie oczyszczanie przy uzyciu ztoza NiNTA, dzigki metce histydynowe;j
(6HisTag), zawartej w konstrukcie biatka. Tak oczyszczone biatko umozliwia badanie m.in.
jego oddziatywan z potencjalnymi ligandami. Podsumowujac, staz ten zaowocowat
stworzeniem narzedzi badawczych, umozliwiajacych kontynuowanie i poglebienie badan

dotyczacych patogenezy pateczek Salmonella, co jest jednym ze statutowych tematow badan
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Katedry Biochemii i Biologii Molekularnej. Wyniki badan powstate w trakcie tego stazu
zostaly rowniez przedstawione na konferencji: 29.08. — 01.09.2016; 5 American Society for
Microbiology (ASM) Conference on Salmonella, Postdam, Niemcy. Plakat: Automated
enumeration of Salmonella spp. in cell line infection assays and screening of cell line infectivity
among various Salmonella isolates; Autorzy: Michal Burdukiewicz, Agata Mikelajczyk,

Istvan Szabo,Jorg Nitschke, Alexander Bohm, Peter Schierack, Rafat Kolenda

5.2. Staz podoktorski:
01.10.2022r — do chwili obecnej (pobyt planowany do 31.03.2024r.)

Aktualnie prowadze badania dotyczace specyficzno$ci substratowej enzymu deaminazy
peptydyloargininowej w ramach stazu podoktorskiego w renomowanej jednostce, jaka jest
Katedra Chemii Biologicznej i Bioobrazowania Politechniki Wroctawskiej, ktorej
kierownikiem jest prof. dr hab. Marcin Drag. Wygratam konkurs na stanowisko adiunkta
badawczego i zostalam zatrudniona w mig¢dzynarodowym grancie GRIEG, pt.: ,,Novel
mechanisms of PAD activity regulation. Substrate specificity and activation of peptidyl
arginine deiminase in the context of rheumatoid arthritis”. Jest to wspolpraca Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Uniwersytetu w Bergen (Norwegia) oraz Politechniki Wroctawskiej. Dzigki
obecnosci w tej jednostce, pod superwizjg dr hab. Marcina Porgby, prof. uczelni, zglebiam
molekularne podstawy prozapalnej $mierci komorkowej, ktora ma kluczowe znaczenie w
przypadku zarowno procesow nowotworowych jak i chorob autoimmunologicznych. Oprocz
prowadzenia  badan  nad  specyficzno$cig ~ substratowa  enzymu:  deaminazy
peptydyloargininowej (PAD), zoptymalizowatam aktywacje i wizualizacje¢ aktywno$ci enzymu
proteolitycznego kalpainy-1, ktory jest jednym z enzymoéw biorgcych udziat w prozapalnej
smierci komorkowej jaka jest pyroptoza oraz prowadze -charakterystyke ludzkich
makrofagopodobnych linii komoérkowej THP-1 pozbawionych genoéw biorgcych udzial w tej
pro-zapalnej $mierci komoérkowej, tj. kaspazy-1 oraz gadermidny D. Badania te sa cz¢$cia
manuskryptu, ktory jest w trakcie przygotowywania. Wiedza i do§wiadczenie, ktore zdobywam
w trakcie pobytu w tej jednostce maja na celu rozszerzenie mojego warsztatu badawczego o
wiedzy dotyczacej molekularnych podstaw prozapalnej $mierci komorkowej, ktora chce
wykorzysta¢ w dalszych badaniach dotyczacych molekularnych podstaw roli sygnalizacji

prozapalnej w przebiegu rozsianych nowotworéw powierzchni otrzewnej.
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5.3.

2018 - do chwili obecnej - stala wspoélpraca zagraniczna
W 2018r. rozpoczetam wspodtprace z dr hab. Verig Khostsrawipour oraz dr hab. Tanja
Khosrawipour z Heinrich Heine-University and University Hospital Duesseldorf, Duesseldorf,
Niemcy. Wspolpraca rozpoczgta si¢ projektem: ,,Testowanie nowoczesnych technik
chemioterapii bezposredniej, w oparciu o metode podcisnieniowej wewnatrzotrzewnowej
chemioterapii w aerozolu, w leczeniu nowotworéw otrzewnej”. Zostalam kierownikiem tego
projektu po stronie Polskiej, w ktorym zaangazowane byly nastepujace jednostki: Katedra
Biochemii i Biologii Molekularnej, Katedra Higieny Zywno$ci i Ochrony Zdrowia Konsumenta
oraz Centrum Diagnostyki Eksperymentalnej i Innowacyjnych Technologii Biomedycznych
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. W trakcie jego trwania kierowalam pracami
dotyczacymi potencjalu i1 ograniczen metody podci$nieniowej, wewnatrzotrzewnowe;j
chemioterapii w aerozolu (Pressuarized Intraperitoneal Aerosol Chemotherapy; PIPAC). Czes¢
z prac powstatych w wyniku tego projektu wchodzi w sktad cyklu 4 tematycznie powigzanych
artykuléw naukowych stanowigcych podstawe tego wniosku habilitacyjnego i zostaly one
opisane w rozdziale 4. Pozostate prace, nie wchodzace w sklad cyklu a stanowigce efekt w.w.

projektu:

P5. Khosrawipour, T.; Schubert, J.; Khosrawipour, V.; Chaudhry, H.; Grzesiak, J.; Arafkas,
M.; Mikolajezyk, A. Particle Stability and Structure on the Peritoneal Surface in
Pressurized Intra-peritoneal Aerosol Chemotherapy (PIPAC) Analysed by Electron
Microscopy: First Evidence of a New Physical Concept for PIPAC. Oncology Letters
2019, /7, 4921-4927, doi:10.3892/01.2019.10162.

P6. Khosrawipour, V.; Mikolajczyk, A.; Schubert, J.; Khosrawipour, T. Pressurized Intra-
Peritoneal Aerosol Chemotherapy (PIPAC) via Endoscopical Microcatheter System.
Anticancer Research 2018, 38, 3447-3452, doi:10.21873/anticanres.12613.

P7. Mikolajczyk, A.; Khosrawipour, V.; Schubert, J.; Chaudhry, H.; Pigazzi, A.;
Khosrawipour, T. Particle Stability During Pressurized Intra-Peritoneal Aerosol
Chemotherapy (PIPAC). Anticancer Res 2018, 38, 4645-4649,
doi:10.21873/anticanres.12769.

P8. Mikolajczyk, A.; Khosrawipour, V.; Schubert, J.; Plociennik, M.; Nowak, K.; Fahr, C.;
Chaudhry, H.; Khosrawipour, T. Feasibility and Characteristics of Pressurized Aerosol
Chemotherapy (PAC) in the Bladder as a Therapeutical Option in Early-Stage Urinary

P9. Khosrawipour, V.; Mikolajczyk, A.; Paslawski, R.; Plociennik, M.; Nowak, K.; Kulas, J.;
Arafkas, M.; Khosrawipour, T. Intrathoracic Aerosol Chemotherapy via Spray-Catheter.
Mol Clin Oncol 2020, 12, 350-354, doi:10.3892/mc0.2020.1999.

P10. Khosrawipour, V.; Reinhard, S.; Martino, A.; Khosrawipour, T.; Arafkas, M.;
Mikolajczyk, A. Increased Tissue Penetration of Doxorubicin in Pressurized
Intraperitoneal Aerosol Chemotherapy (PIPAC) after High-Intensity Ultrasound (HIUS).
Int J Surg Oncol 2019, 2019, 6185313, doi:10.1155/2019/6185313.

P11. Mikolajczyk, A.; Khosrawipour, V.; Kulas, J.; Kocielek, K.; Migdal, P.; Arafkas, M.;
Khosrawipour, T. Release of Doxorubicin from Its Liposomal Coating via High Intensity
Ultrasound. Mol Clin Oncol 2019, 11, 483-487, doi:10.3892/mc0.2019.1917.
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P12. Mikolajczyk, A.; Khosrawipour, T.; Martino, A.; Kulas, J.; Pieczka, M.; Zacharski, M.;
Nicpon, J.; Khosrawipour, V. Enabling Microparticle Imprinting to Achieve Penetration
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Treatment of Peritoneal Metastasis. Int J Surg Oncol 2020, 2020, 9679385,
doi:10.1155/2020/9679385.
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doi:10.7150/jca.48519.

P14. Lau, H.; Khosrawipour, T.; Alexander, M.; Li, S.; Mikolajczyk, A.; Nicpon, J.; Schubert,
J.; Bania, J.; Lakey, J.R.T.; Khosrawipour, V. Islet Transplantation in the Lung via
Endoscopic Aerosolization: Investigation of Feasibility, Islet Cluster Cell Vitality, and
Structural Integrity. Cell Transplant 2020, 29, 096368972094924,
doi:10.1177/0963689720949244.

W P6 badalam mozliwos¢ zastosowania innego typu urzadzenia, niz dotychczasowo
stosowane, do przeprowadzania zabiegu dootrzewnowej chemioterapii podci$nieniowej w
aerozolu (PIPAC — Pressurized intraperitoneal aerosol chemiotherapy). W rozdziale 4.
przedstawilam problemy i wyzwania dotyczace leczenia rozsianych nowotworow otrzewnej
oraz przedstawilam zalety nowej metody jaka jest PIPAC. W metodzie tej roztwor zawierajacy
chemioterapeutyk w ksztalcie mikrokropelek dostarczany jest za pomocg mikropompy do jamy
brzusznej, po wytworzeniu odmy otrzewnowej o ci$nieniu 12 mm Hg. Do tej pory, w metodzie
tej wykorzystywano glownie mikropompge (MIP®, Micropump/Capnopen, Reger
Medizintechnik, Rottweil, Germany), ktorej stosowanie napotyka ograniczenia z powodu (1)
sztywnej budowy wtryskiwacza i glowicy dyszy, przez co dystrybucja chemioterapeutyku w
jamie otrzewnej jest niejednorodna, (2) wysokiej ceny urzadzenia, okoto 6 000 PLN, (3)
niewielkiej ilosci odpowiednio przeszkolonego personelu umiejacego korzysta¢ z takiej
mikropompy. Dlatego w P6 badatam mozliwosci wykorzystania w metodzie PIPAC, znanego
1 wczesniej juz stosowanego w chirurgii, gastroenterologii i pulmonologii, urzadzenia jakim
jest mikrokateter (MC; PW-205V Olympus Surgical Technologies Europe, Hamburg,
Germany), zatwierdzonego przez amerykanska agencj¢ zywnosci i lekow (FDA). Badania przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego, przeprowadzone na modelu $winskiej otrzewne;,
wykazaty, ze glebokos$¢ wnikania doksorubicyny (PFS®, 2mg/ml, Pfizer Europe) do tkanek,
dostarczanej przy uzyciu MC, jest na podobnym, a nawet wyzszym poziomie, niz przy uzyciu
MIP. W zwigzku z tym, ze MC ma elastyczng koncowke, ktora daje mozliwos¢ dotarcia duzo
bardziej precyzyjnie do $cian jamy otrzewnej, mozliwe jest pokonanie ograniczenia
niejednorodnej dystrybucji chemioterapeutyku w obrebie jamy otrzewnej, jakie wystepuje w

przypadku stosowania MIP, co w konsekwencji powinno zwigkszy¢ efektywnosc¢
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chemioterapii. Rowniez cena MC (okoto 300 PLN) jest dwudziestokrotnie nizsza niz MIP, a
dzieki powszechnosci stosowania MC, stosowanie metody PIPAC powinno mie¢ miejsce w
znacznie wigkszej liczbie o§rodkow niz byto to mozliwe przy uzyciu MIP. Wyniki te zostaly
potwierdzone przez inng grupe badawczg ( Toussaint L, Sautkin Y, Illing B, et al. Comparison
between microcatheter and nebulizer for generating Pressurized IntraPeritoneal Aerosol
Chemotherapy (PIPAC). Surg Endosc. 2021;35(4):1636-1643. doi:10.1007/s00464-020-
07546-z).

Aktualnie na $wiecie prowadzonych jest szereg badan nad wykorzystaniem w
bezposredniej terapii przeciwnowotworowej roznych pod wzgledem budowy i wielkosci
czasteczek jak: aktywowane ex-vivo makrofagi, przeciwciatla monoklonalne, czy syntetyczne
mikroczasteczki. W zwigzku z tym, w publikacji PS i P7, badalam mozliwo$¢ rozszerzenia
rodzaju stosowanych substancji metodg podcisnieniowej aplikacji w aerozolu, o wickszej
strukturze niz wodne badz liposomalne roztwory doksorubicyny. Przeprowadzitam seri¢
doswiadczen dajacych pierwszy wglad na strukturalng integralno$¢ i stabilno$¢ nano- i
mikroczasteczek w trakcie tworzenia aerozolu przy uzyciu w.w. mikrokatetera(MC). Badanymi
substancjami byty: roztwor bogato biatkowy (surowica ludzkiej krwi), bakterie oraz komorki
eukariotyczne. Analiza przy uzyciu metody SDS-PAGE, szacowania liczby jednostek
tworzacych kolonie oraz testu zywotno$¢ komorek za pomocg bekitu trypanu, wykazata, ze po
przeprowadzonej procedurze profil biatek z zakresu 10kDa-180kDa nie ulega zmianie, nie
odnotowano takze roznicy w ilosci jednostek tworzacych kolonie, natomiast statystycznie
istotne zmniejsza si¢ zywotnos¢ komoérek eukariotycznych, przy jednoczesnym zachowaniu
znacznej przewagi komorek zywych (84%).

W publikacjach P8. oraz P9. zajetam si¢ mozliwo$ciami zastosowania metody
podcisnieniowej terapii w aerozolu (PAC) przy podawaniu cytostatykow dopecherzowo (P8),
badz dooptucnowo (P9). W obu badaniach postuzono si¢ modelem §wini, ktore post-mortem
poddano procedurze cewnikowania przy uzyciu wczesniej opisanego mikrokateteru (MC) — P3,
badz przeprowadzono torakotomie¢, a przez trokar chirurgiczny wprowadzono MC — P4.
Nastegpnie dopecherzowo i dooplucnowo podano doksorubicyng w postaci aerozolu poprzez
wprowadzony MC. Przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego, stwierdzono, ze nawet
pigciokrotnie wyzsze st¢zenia doksorubicyny, niz st¢zenie tego cytostatyku stosowane w
bezposredniej chemioterapii dootrzewnowej, daje dwukrotnie nizszg penetracj¢ S$ciany
pecherza moczowego w poréwnaniu ze $ciang otrzewnej. Ponadto wykazano, ze wnikanie
doksorubicyny do oplucnej $ciennej jest podobna jak do otrzewnej Sciennej, natomiast

penetracja do optucnej ptucnej jest okoto 1,5x wigksza niz do optucnej $ciennej. W badaniach
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1)

tych po raz pierwszy wykazano, ze MC moze w sposob efektywny dostarczy¢
chemioterapeutyki w postaci aerozolu do pgcherza moczowego i jamy oplucne;j.

Kolejng fazg wspotpracy byly dalsze badania nad sposobami leczenia nowotworow
otrzewnej, w ktorych sprawdzalismy mozliwos$¢ zastosowania ultradzwickow w terapii tej
choroby. Oprocz pracy wchodzacej w cykl 4 powigzanych tematycznie artykutdow naukowych,
opisanej w rozdziale 4., w ktéorym omoéwiono rowniez rosngce zainteresowanie i mozliwosci
stosowania ultradzwigkéw w leczeniu nowotworéw, zostaty opublikowane roéwniez inne prace,
z tego zagadnienia, ktore powstalty we wspolpracy z kolejnym osrodkiem zagranicznym:
Division of Colorectal Surgery, Department of Surgery, University of California Irvine (UCI),
California, USA.

Dokonano analizy wplywu ultradzwigkéw na glgbokos$¢ penetracji doxorubicyny w postaci
wodnego roztworu (WD) (P10) oraz liposomalnej doxorubicyny (LD) (P11) w glab otrzewne;.
Badania wykazaty, ze zarowno LD jak i WD zdecydowanie lepiej penetrujg tkanke otrzewnej,
gdy sa stosowane w potaczeniu z ultradzwigkami, przy czym, WD penetruje lepiej zarowno bez
zastosowania ultradzwigkow jak i przy ich zastosowaniu. Wigze si¢ to z fizycznym
ograniczeniem czgsteczek LD, ktorych $rednica wynosi okoto 70nm, co bez uzycia
ultradzwigkow utrudnia penetracj¢ w glab otrzewnej. Zastosowanie ich prowadzi z jednej
strony do zniszczenia struktury liposomu, powodujac uwolnienie doksorubicyny, co zostato
pokazane przy uzyciu mikroskopu elektronowego, a z drugiej strony do rozluznienia struktury
otrzewnej, co ulatwia penetracje czasteczek w glab tkanki (P2 — rozdzial 4.). Sprawdzono
rowniez w modelu ex vivo mozliwo$¢ wprowadzania za pomocg ultradzwickow, w giab tkanki
otrzewnej wigkszych czasteczek (glinianu strontu), o wielkosci od Sum - 60um. Wykazano, ze
wprowadzenie nawet tak duzych czgsteczek w glab otrzewne;j jest mozliwa dzigki zastosowaniu
ultradzwigkow (penetracja do 300um), co otwiera nowe mozliwosci dotyczace rodzaju
stosowanych czasteczek jako potencjalnych no$nikéw lub substancji terapeutycznych w
leczeniu nowotworow otrzewnej badz innych jej schorzen (P12). Ponadto na modelu §winskim
post mortem, przeprowadzono eksperyment, w ktorym analizowano makroskopowo wptyw
ultradzwigkow na strukture otrzewnej $ciennej oraz makroskopowo i mikroskopowo otrzewne;j
trzewnej jelit, w zwigzku z tym, ze ta struktura moglaby by¢ w szczego6lnosci narazona na
potencjalne uszkodzenie, ktore mogloby zagraza¢ zdrowiu i zyciu pacjenta w trakcie takiego
zabiegu. W trakcie tego eksperymentu, jama brzuszna §wini zostata wypekiona 4L plynu
fizjologicznego a koncdéwka sonikatora, ktory wytwarzat ultradzwigki, zanurzona byta w ptynie
1 umieszczona w poblizu otrzewnej $ciennej i otrzewnej trzewnej jelit, nie majac jednak z nimi

bezposredniego kontaktu. Nie wykazano zmian makroskopowych w przypadku otrzewnej
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$ciennej oraz otrzewnej trzewnej jelit. Wykazano natomiast znaczace zmiany mikroskopowe
otrzewnej trzewnej jelit. Struktura otrzewnej (nabtonka jednowarstwowego ptaskiego wraz z
tkanka taczng) zostata zatarta i zwiekszyta swoja grubo$¢, co byto wprost proporcjonalne do
czasu dziatania ultradzwickow. Ponadto w warstwie podotrzewnowej widoczne jest
uszkodzenie warstwy miesni podtuznych, ktorego stopien jest wprost proporcjonalna do czasu
dziata ultradzwigkow, jednak bez wpltywu na warstwe mie$ni okreznych. Bardzo wyrazne
zmiany pojawily si¢ rowniez w obrgbie naczyn krwiono$nych wystepujacych na granicy
warstwy migsni podtuznych i okreznych, co przejawiato si¢ oddzieleniem $cian naczyn od
otaczajacej tkanki, co najpewniej spowodowane byto obecnoscia wickszej ilosci pecherzykow
gazoé6w wokol naczyn, a ich wigksza intensywno$¢ drgan na skutek dziatania ultradzwigkow jest
gldowna przyczyna uszkodzen mechanicznych powodowanych przez ultradzwigki (P13). Jedna
z prac, obejmowata rdéwniez mozliwos$¢ uzycia aerozolu do transplantacji wysp trzustkowych
do pecherzykow ptucnych, ktore docelowo moglyby produkowaé insuling. Wyspy trzustkowe
wyizolowano ze $win, ktore nastgpnie hodowano przez 7 dni zanim przystapiono do
eksperymentdw. Nastepnie porownano ich zywotno$¢ oraz zdolno$¢ do produkeji insuliny
przed i po aerolizacji za pomocg wcze$niej opisanego mikrokatetera (MC), w modelu ex-vivo,
gdzie nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic. Kolejno przeprowadzono zabieg
aerozolizacji zawiesiny wysp trzustkowych, przeztchawicowo, do pecherzykow ptucnych po
czym potwierdzono ich zagniezdzenie histopatologicznie. Badania daja wglad w mozliwos¢
zagniezdzenia wysp trzustkowych w obrebie pecherzykow phucnych, ktore potencjalnie
mogtyby produkowac insuling (P14).

Kolejno w momencie wybuchu pandemii koronawirusa SARS-CoV-2, Nasza grupa
badawcza dalej kontynuowata wspotprace z
2) Division of Colorectal Surgery, Department of Surgery, University of California Irvine

(UCI), California, USA.
oraz rozszerzyta o kolejne osrodki:
3) Katedra Medycyny Rodzinnej i Choréb Zakaznych Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie, z dr n med. Piotrem Kocbachem

Z tymi grupami badawczymi powstala seria publikacji oparta na analizie statystycznej.
Poczawszy od dystrybucji koronawirusa w zalezno$ci od ruchu lotniczego w danych panstwach
(P15), przez wplyw lock - down wprowadzanych w panstwach i skutecznosci poczatkowych
zabezpieczen na dalsze rozprzestrzenianie si¢ patogenu (P16;17;18) po metaanaliz¢ danych,
ktore badajg mozliwos¢ reinfekcji koronawirusowych (P19). W obliczu pandemii i jej bardzo

powaznych skutkéw spotecznych w wigkszosci panstw $wiata, kazde badania prowadzace do
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poznania, zrozumienia i zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ patogenu i wywolywanej przez
niego choroby jakg jest COVID-19 niosg bardzo duzg warto§¢ zaré6wno naukowg jak

1 spoteczng.

P15. Khosrawipour, V.; Lau, H.; Khosrawipour, T.; Kocbach, P.; Ichii, H.; Bania, J.;
Mikolajczyk, A. Failure in Initial Stage Containment of Global COVID-19 Epicenters.
Journal of Medical Virology 2020, 92 (7), 863—867. https://doi.org/10.1002/jmv.25883.

P16. Lau, H.; Khosrawipour, V.; Kocbach, P.; Mikolajczyk, A.; Ichii, H.; Schubert, J.; Bania,
J.; Khosrawipour, T. Internationally Lost COVID-19 Cases. J Microbiol Immunol Infect
2020. https://doi.org/10.1016/j.jmii.2020.03.013.

P17. Lau, H.; Khosrawipour, V.; Kocbach, P.; Mikolajczyk, A.; Schubert, J.; Bania, J.;
Khosrawipour, T. The Positive Impact of Lockdown in Wuhan on Containing the
COVID-19 Outbreak in China. J Travel Med 2020. https://doi.org/10.1093/jtm/taaa037.

P18. Lau, H.; Khosrawipour, V.; Kocbach, P.; Mikelajczyk, A.; Ichii, H.; Zacharski, M.;
Bania, J.; Khosrawipour, T. The Association between International and Domestic Air
Traffic and the Coronavirus (COVID-19) Outbreak. Journal of Microbiology,
Immunology and Infection 2020, 53 (3), 467-472.
https://doi.org/10.1016/j.jmii.2020.03.026P13.

P19. Arafkas, M.; Khosrawipour, T.; Kocbach, P.; Zielinski, K.; Schubert, J.; Mikolajczyk,
A.; Celinska, M.; Khosrawipour, V. Current Meta-Analysis Does Not Support the
Possibility of COVID-19 Reinfections. Journal of Medical Virology n/a (n/a).
https://doi.org/10.1002/jmv.26496.

W kolejnej fazie wspolpracy, w ktorej zaangazowana byta rowniez Il Katedra Chirurgii
Ogoblnej i Chirurgii Onkologicznej, Uniwersytetu im. Piastow Slaskich, przeprowadzilismy
seri¢ eksperymentéw, w ktorym sprawdzana byla mozliwosci zastosowania i biologiczna
odpowiedz na wewnatrzotrzewnowa hipertermi¢ wytworzong gazem powyzej 43°C,
przeprowadzone na modelu §winskim. Jedna z prac powstata w ramach tych eksperymentow
stanowi prace wchodzaca w mdj cykl prac habilitacyjnych (P4). Pozostate badania zostaty
opisane w nastgpujacych pracach:

P20. Diakun, A.; Khosrawipour, T.; Mikolajczyk-Martinez, A.; Kuropka, P.; Nicpon, J.;
Kietbowicz, Z.; Przadka, P.; Liszka, B.; Li, S.; Lau, H.; et al. In-Vivo Thermodynamic
Exploration of Gas-Based Intraperitoneal Hyperthermia. Frontiers in Oncology 2022,
12.

P21. Diakun, A.; Khosrawipour, T.; Mikoelajczyk-Martinez, A.; Nicpon, J.; Thelen, S.;
Kietbowicz, Z.; Przadka, P.; Liszka, B.; Kulas, J.; Zielinski, K.; et al. Safety, Feasibility,
and Application of Intraperitoneal Gas-Based Hyperthermia beyond 43°C in the
Treatment of Peritoneal Metastasis: An in-Vivo Pilot Study. Front Oncol 2022, 12,
953920, doi:10.3389/fonc.2022.953920.

P22. Diakun, A.; Khosrawipour, T.; Mikolajczyk-Martinez, A.; Nicpon, J.; Kielbowicz, Z.;

Przadka, P.; Liszka, B.; Kielan, W.; Zielinski, K.; Migdal, P.; et al. The Onset of In-
Vivo Dehydration in Gas -Based Intraperitoneal Hyperthermia and Its Cytotoxic Effects
on Colon Cancer Cells. Frontiers in Oncology 2022, 12.
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Wyniki z przedstawionych badan byly podstawa do dalszego rozwijania koncepcji, na bazie

ktorych napisatam i zdobytam fundusze w ramach grantu LIDER XIII (patrz ponizej)

5.4. Udzial w projektach i zadaniach badawczych
5.4.1. Projekty
2022 - 2024 - jestem wykonawca na stanowisku adiunkta badawczego w
miedzynarodowym projekcie GRIEG (UMO-2019/34/H/NZ1/00674)
Tytul: ,,Nowe mechanizmy regulacji aktywnosci PAD. Specyficznos¢ substratowa i aktywacja

deiminaz peptydyloargininy w kontekscie reumatoidalnego zapalenia stawow”
Zrédlo finansowania: Norweski Mechanizm Finansowy 2014-2020 - GRIEG-1

Jednostki: Matopolskie Centrum Biotechnologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow; Katedra
Chemii Biologicznej i Bioobrazowania, Politechnika Wroctawska; Uniwersytet w Bergen,
Norwegia

2023 — 2026 — zostalam laureatka programu LIDER XIII i bede¢ realizowala grant jako
kierownik projektu

Tytul: Zastosowanie hipertermii i dehydratacji gazowej skojarzonej z wewnatrzotrzewnowa
podci$nieniowg chemioterapiag w aerozolu jako innowacyjna metoda terapii nowotworéw

otrzewnej. Optymalizacja procedury oraz konstrukcja prototypu urzadzenia.
Zrédlo finansowania: Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (NCBiR)

Jednostka naukowa: Katedra Biochemii i Biologii Molekularnej, Wydziat Medycyny

Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

5.4.2. Zadania badawcze

2015-2016 Bytam kierownikiem zadania badawczego nr B030/0022/15 oraz B030/0023/16,
pt: ,,Badanie wplywu oddzialywan pomiedzy domeng lektynowa a pilinowa bialek FimH
Salmoenlla enterica serowar: Enteritidis, Typhimurium, Abortus-ovis, Choleraesuis,
Dublin i Gallinarum, na ich powinowactwo do struktur oligomannozowych”. Zadanie
finansowano z dotacji na prowadzenie badan naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan z
nimi zwigzanych, stuzacych rozwojowi miodych naukowcow oraz uczestnikow studiow

doktoranckich.

2018 Bylam kierownikiem zadania badawczego nr B030/0072/18, pt: ,,Okreslenie typu

$Smierci komérkowej kurzych makrofagéw po ich infekcji serowarami S. Enteritidis i

37



S. Gallinarum”. Zadanie finansowano z dotacji na prowadzenie badan naukowych lub prac
rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych, stuzacych rozwojowi mtodych naukowcow oraz

uczestnikow studidow doktoranckich.

2019 Kierowatam zadaniem badawczym nr B030/0046/19, pt: ,,Obrazowanie w czasie
rzeczywistym inwazji paleczek Salmonella Gallinarum wobec Kurzej monocytarno-
makrofagowej linii komoérek HD11” finansowane z dotacji na utrzymanie potencjalu

badawczego (mtodzi naukowcy)

5.5. Staze szkoleniowe
30.10.-03.11.2017 “21st Century Mouse Genetics” , The Jackson Laboratory
Highseas Conference Center in Bar Harbor, Maine, Stany Zjednoczone
AmeryKi (5 dni)

Staz szkoleniowy organizowany przez the Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA,
dotyczyt badan naukowych i najnowszej wiedzy dotyczacej mozliwo$ci tworzenia modeli
myszy modyfikowanych genetycznie. Czg$¢ teoretyczna kursu obejmowala: mozliwosci
zastosowania myszy w badaniach genomicznych, wiedze potrzebng do wyboru odpowiedniego
modelu do badan translacyjnych na myszach oraz zasady i narzedzia genetyczne jakie mozna
wprowadzi¢ do wilasnych projektow naukowych. Cze$¢ praktyczna obejmowala prace w
grupach, ktoéra dotyczyta: (1) dobrej praktyki technik laboratoryjnych uzywanych przy pracy z
myszami laboratoryjnymi; (2) zapoznanie z technikag CRISPR Cas, tj. projektowanie i
genotypowanie gRNA; (3) analizy danych RN Aseq oraz (4) Praktyka indywidualna w zakresie
pisania wnioskéw grantowych do National Healthcareer Association (NHA), ktére byly
recenzowane przez prowadzacych kurs z informacja o mocnych i stabych stronach
przyktadowego projektu. Podsumowujac, kurs ten wnidst wazne informacje dotyczace
najnowszych mozliwosci zastosowania myszy w badaniach genomicznych i genetycznych a
takze rozwinat moje umiejetnosci z zakresu podstawowych technik laboratoryjnych w pracy z
myszami. Szczegodlnie istotne byto wprowadzenie do techniki CRISPR Cas, ktéra jest jedng z
najnowoczesniejszych metod modyfikacji genetycznych zaréwno in vitro jak i in vivo.
Technike tg bede niebawem wykorzystywata w trakcie realizacji przyznanego mi grantu
LIDER XIII, ktérego jestem kierownikiem.

20.11 - 22.11.2017 Handling and Dosing Course, Catheter Workshop, Basic Anesthesia
in the Gottingen Minipig, Ellegaard Gottingen Minipigs A/S, Dalmose, Dania (3 dni)

Staz szkoleniowy organizowany przez firm¢ Ellegaard Gottingen Minipigs A/S,

Dalmose, Dania, umozliwit mi zapoznanie si¢ z podstawami dotyczacymi pracy ze Swiniami
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miniaturowimi Gottingen, ktére sg modelem duzych zwierzat do badan naukowych. Kurs
obejmowat czg$¢ teoretyczng i czg$¢ praktyczng. W czesci teoretycznej, ktorej rowniez
towarzyszylo oprowadzanie po catym terenie hodowli zwierzat, zapoznano mnie z
informacjami dotyczacych ich hodowli, biologii i rozrodu. W przypadku modeli duzych
zwierzat powszechnie wystepujagcym problemem jest rdéznorodnos¢ genetyczna i
mikrobiologiczna poszczegolnych osobnikow. W przypadku tych $win, ich genetyka i status
mikrobiologiczny sa zdefiniowane i niezmienne pomi¢dzy osobnikami, co czyni je bardzo
dobrym modelem do badan naukowych. Ponadto przedstawione zostaly metody postepowania
ze zwierzetami w zakresie oswajania i przeprowadzania kontroli ich stanu zdrowia i ich
pielegnacji. Omowiono takze wiadomosci z zakresu anatomii, anestezji i anelgezji, niezb¢dne
do przeprowadzenia zabiegoéw chirurgicznych. Kolejno kurs obejmowat cze$¢ praktyczna, w
ktdérej nauczytam si¢ postepowania przy pierwszym kontakcie ze zwierzgtami i ich oswajania.
Nastepnie nauczytam si¢ technik poskramiania oraz iniekcji podskornych i pobierania krwi z
zyty usznej, odpiszczelowej i szyjnej. Kolejno pod nadzorem prowadzacego kurs wykonatam
kateteryzacje: zyly usznej, zyly odpiszczelowej oraz zylty szyjnej. Przeprowadzitam takze
procedure umieszczania kateteru w zyle szyjnej, ktory jest polaczony z systemem do
deponowania lekow lokowanym na karku. System ten moze by¢ wykorzystywany przez kilka
tygodni do dozylnego podawania lekéw bez konieczno$ci ponownego naktuwania zwierzat, co
minimalizuje ich stres i zaoszczgdza czas. Cze$¢ praktyczna obejmowata rowniez intubacje
dotchawiczg oraz zaktadanie cewnika u samic oraz przeprowadzanie eutanazji zwierzat. Kurs
ten dal mi niezwykle wazne umiejetnosci zwigzane z planowaniem i wykonywaniem
eksperymentéw na tym gatunku zwierzat. Wykorzystatam te umiej¢tno$ci przy pracy w
projekcie dotyczacym leczenia nowotworoéw otrzewnej u ludzi, gdyz model $winski, ze
wzgledu na rozmiar zwierzat, jest najlepszym modelem zwierzecym do badan nad chorobami
obejmujacymi jam¢ brzuszng. Na bazie zdobytych do$wiadczen, napisatam projekt, ktory
dostat finansowanie w ramach programu LIDER XIII, dotyczacy wtasnie stworzenia modelu

nowotworu otrzewnej u $wini i metod jego leczenia.

28.11. - 01.12.2017 “Workshop on Surgical Techniques in the Laboratory
Mouse”, The Jackson Laboratory, Faculté de Médecine Pierre et Marie
Curiein Paryz, Francja (4 dni)

Staz szkoleniowy na Uniwersytecie Piotra i Marii Curie w Paryzu organizowany byt
przez The Jackson Laboratory, Bar Harbour, USA, podczas ktérego zdobylam praktyczna

wiedze 1 umiejetnosci z zakresu postgpowania i zabiegéw chirurgicznych przeprowadzanych
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na modelu mysim. Szkolenie obejmowato informacje z zakresu anatomii myszy, wprowadzenie
do anestezji i analgezji oraz procedur chirurgicznych wykonywanych na zwierzetach
laboratoryjnych. Podczas stazu samodzielnie wykonywatam iniekcje podskorne,
dootrzewnowe oraz zabiegi chirurgiczne takie jak: kastracje, wazektomie, splenektomie,
adrenalalektomie, nefrektomie, tymektomig¢, owariektomie, transplantacje jajnika, czy
kateteryzacje zyly szyjnej. Zdobyta podczas stazu wiedza i umieje¢tnosci praktyczne zostaly
przeze mnie wykorzystane w celach naukowych, gdyz w pozniejszej pracy badawczej nad
patogeneza zakazen paleczkami Salmonella, przeprowadzilam eksperyment dotyczacy roli
fimbrii typu 1 pateczek S. Enteritidis w indukcji zapalenia jelit na modelu mysim oraz zostanie
wykorzystana przy realizacji projektu LIDER XIII, gdyz w pierwszym etapie badan bedzie

obejmowat model mysi a dopiero, w kolejnym etapie przewidziany jest model $§winski.

Kursy i szkolenia

2021 Trening z podstaw cytometrii przeptywowej, CheekyScientist program ExCyte,
Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich, Wroctaw

2018 Szkolenie z zakresu dobrej praktyki laboratoryjnej; system jakosci GLP — regulacje
prawne i podstawowe wymagania

2015 ,Planowanie i wykonywanie procedur i do$wiadczen oraz u$miercanie zwierzat”;
Wroctaw, Pollasa (Polskie Towarzystwo Nauk o Zwierzetach Laboratoryjnych) - zapoznanie
sic z aktualng wiedzg 1 przepisami prawa z zakresu dobrostanu oraz procedur
przeprowadzanych na réznych gatunkach zwierzat laboratoryjnych (ptaki, mate ssaki).

2015 Multi-omica — biologia systeméw w badaniach medycznych, Katedra i Zaktad Biochemii
Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu

2014 Sukces amplifikacji i analizy ilo$ciowej —Podstawy oraz praktyczne wskazoéwki do
zaplanowania, przeprowadzenia i oceny wynikow PCR w czasie rzeczywistym

6. Informacja o  osiagni¢ciach  dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.
6.1. Osiagniecia dydaktyczne:

Od 2020 - jestem opiekunka roku na kierunku Weterynaria dla studiéw niestacjonarnych
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19.11.2020 - bylam cztonkinig komisji w sekcji nauk podstawowych na XXXVII Sejmiku
Studenckich K6t Naukowych

2019 - 2020 - bytam opiekunka wolontariatu studentow:

- Klaudii Kocietek, studentki III roku studiéw inzynierskich na kierunku Zootechnika na
Wydziale Biologii i Hodowlii Zwierzat, Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu w

okresie: od 06.2018 — 12.2018

- Marka Pieczki; studenta III roku studiéw licencjackich na kierunku Biologia na Wydziale
Biologii i Hodowlii Zwierzat, Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu w okresie: od

06.2018r. — 09.2019r.

2019 — do teraz - zaangazowatam studentke z kierunku weterynaria: Joanng Kulas w
miedzynarodowy projekt ,,Testowanie nowoczesnych technik chemioterapii bezposredniej, w
oparciu o metod¢ podci$nieniowej wewnatrzotrzewnowej chemioterapii w aerozolu, w leczeniu
nowotworow otrzewnej” W rezultacie jest ona wspotautorem w wydanych publikacjach.

od 2014 prowadze zajecia (¢wiczenia i seminaria) dla polskich, a od 2017 réwniez
anglojezycznych studentéw I i Il roku na kierunku weterynaria, z nast¢pujacych przedmiotow:
1) Chemia — 120 godzin/rok

2) Chemistry — 30 godzin/rok

3) Biochemia — 120 godzin/rok

Korzystam przy nauczaniu z metod ksztalcenia na odlegtos¢ — platforma EDUWET
(komunikacja ze studentami, umieszczanie materialow dydaktycznych, przeprowadzanie

testow)

6.2. Promotorstwa prac magisterskich i prac doktorskich

2022 — do chwili obecnej - Jestem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej Asystent 11
Katedry Chirurgii Ogolnej i Chirurgii Onkologicznej, Uniwersytetu im. Piastow Slaskich,
lek.med. Agaty Diakun, pt: ,,Analiza mozliwo$ci zastosowania i biologicznej odpowiedzi na
wewnatrzotrzewnowa hipertermi¢ wytworzong gazem powyzej 43°C”.

2022 — do chwili obecnej - Jestem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej doktoranta
Szkoty Doktorskiej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, mgr. Marka Pieczki, pt:
»Okreslenie réznorodnosci repertuaru i swoistosci receptorow antygenowych limfocytow w
przebiegu chtoniakow B i T komoérkowych psa w celu wytworzenia szybkich testow

diagnostycznych”
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2019 — 2021 - Petnitam role opiekuna pomocniczego pracy magisterskiej Marka Pieczki,
studenta Wydzialu Biologii i Hodowlii Zwierzat, Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu,
pt.: ,,Wplyw genu rfaH pateczek Salmonella Gallinarum na ich agregacj¢ oraz adhezje i
inwazyjno$¢ wobec kurzej monocytarno-makrofagowej linit HD11”. Praca zostala obroniona

z wyroéznieniem 14.07.2021r.

6.3. Dzialalnos¢ popularyzatorska

2019 — 2021 - Pelnitam role ambasadorki start up: ,,Lab Twin”, ktory zajmowat si¢ tworzeniem
aplikacji wspierajgcej pracg w laboratorium dla naukowcow, tj. mozliwo$¢ zdalnych komend
glosowych dla aplikacji, ktéra miala za zadanie odczytywac¢ protokoty badz je zapisywac,
gromadzi¢ informacje oraz pomoc w codziennej organizacji pracy. Moim zadaniem byto
udzielanie informacji, ktére pomogly w stworzeniu jak najbardziej funkcjonalnego i
praktycznego oprogramowania oraz wspieranie promocji aplikacji.

17.04. 2015 - Przeprowadzitam lekcje pokazowa z zakresu biologii molekularnej z aktywnym

uczestnictwem uczniéw z Zespotu Szkét Ogolnoksztatcacych w Swiebodzicach.

6.4. Dzialalnos¢ organizacyjna oraz przynaleznos¢ do stowarzyszen
2022 - do chwili obecnej - jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych
2022 - do chwili obecnej — jestem cztonkiem Migdzynarodowego Stowarzyszenia Badan nad
Optucng i Otrzewng ( International Society For The Study of Pleura and Peritoneum - ISSPP)
2019 Bedac na miedzynarodowej konferencji w Glasgow nawigzatam wspotprace oraz
zaprosilam 1 zorganizowatam goscinny wyktad przeprowadzony przez dr Jasona Paxmana
(Department of Biochemistry and Genetics, La Trobe Institute for Molecular Science La Trobe
University Melbourne, Australia) pt.: ,,Understanding the molecular roles of non-fimbrial
adhesins in bacterial infections”. Wyktad odbyt si¢ 09.09.2019 na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej we Wroctawiu
2018 — do chwili obecnej — jestem Cztonkiem Komisji ds. sprawozdawczosci 1 informacji o
dziatalnosci badawczej przy Radzie Dyscypliny Weterynaria (POLON). Moim zadaniem jest
koordynowanie dzialan majacych na celu doktadne i sprawne przygotowanie danych do
ewaluacji dzialalnosci naukowej Katedry Biochemii i Biologii Molekularne;j
2016 — 2018 - pelnitam role cztonka Komisji Dziekanskiej ds. informacji o dziatalnosci

naukowej Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
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7. Oproécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac¢ inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

7.1. Nagrody:
2023 - Otrzymalam Nominacje do Nagrody: ,,Naukowiec Przyszlosci 2023 — Kobieta
nauki, ktéra zmienia §wiat” — przyznawang przez Fundacje¢ Forum Inteligentnego Rozwoju
2022 - Otrzymalam Nagrode Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu,
indywidualna, specjalng: ,,Za najwyzsza liczbe cytowan”
2021 - Wg. ewaluacji Nauczycieli akademickich Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu,
zostatam Najlepszym Asystentem Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, za lata
2017-2020
2020 - Otrzymalam Nagrode Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu,
Organizacyjna, Indywidualng III stopnia: ,, Za rozszerzanie wspotpracy migdzynarodowej na
rzecz podnoszenia jakosci badan naukowych, prac rozwojowych.”
2016 — Zostalam wyrdzniona za najlepszg prace przedstawiona przez mtodych pracownikow
nauki w Sekcji Nauk Podstawowych, Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych; PTNW,
Lublin; Wyglositam prezentacje ustna, pt: Expression, purification and analysis lectin domain

of FimH protein in selected serovars of Sa/monella enterica enterica

7.2. Recenzje i dzialalno$¢ edytorska
2020-2022 Przeprowadzitam 11 recenzji dla czasopism wyrdéznionych w JCR, m.in.:
Journal of Infection — IF 38,637
Biology - IF 5,168
Frontiers in Pharmacology - IF 5,988
Diagnostics - IF 3,992
International Journal of Environmental Research and Public Health — IF 4,614

Infectious Disease Reports — IF 1,57

2022 -2023 Jestem Edytorem w kolekcji specjalnej, zatytuowanej: "Advancements and

Challenges of Intrapleural and Peritoneal Drug Delivery"; Pharmaceutics, MDPI, IF 5,
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7.3. Dane bibliometryczne

Tabela 2. Sumaryczna punktacja publikacji.

Liczba prac | Punkty

Sumaryczny Impact factor publikacji' 18 86,551
Sumaryczny Impact factor prac cyklu habilitacyjnego! 4 12,968
Sumaryczny Impact factor po wylaczeniu prac stanowiacych cykl | 14 73,583
Habilitacyjny!

Sumaryczna punktacja MNiSW publikacji? 22 1340
Sumaryczna punktacja MNiSW prac wyréznionych w JCR? 18 1160
Sumaryczna punktacja MNiSW prac w czasopismach | 4 180
nieposiadajacych wspotczynnika IF?

Sumaryczna punktacja MNiSW prac cyklu habilitacyjnego? 4 240
Sumaryczna punktacja MNiSW po wylaczeniu prac stanowigcych 920
cykl habilitacyjny?

Referaty z konferencji i komunikaty zjazdowe 10 -

'Sumaryczna punktacja zawarta w tabeli 2 dotyczy publikacji zweryfikowanych przez Bibliotekg UPWr.
zgodnie z warto$cig 2-letniego IF.

2Punktacje MNiSW podano zgodnie z wykazem Ministra Edukacji i Nauki (zgodnie z wykazem MNiSW) w
roku publikacji.

Liczba cytowan wedlug bazy Scopus na dzien 09.01.2023r.: 975, bez autocytowan: 902
Liczba cytowan wedlug bazy Web of Science Core Collection na dzien 09.01.2023r.: 957,
bez autocytowan: 891

Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science: 10 pODp.s T
Indeks Hirscha wedlug bazy Scopus: 9 AGATA

MIKOLAJCZYK-MARTINEZ
27.03.2023 21:36:59 [GMT+2]

Dokument podpisany elektronicznie

podpisem zaufanym

(podpis wnioskodawcy)
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