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4. OSIAGNIECIA NAUKOWE
4a. Tytul osiagniecia naukowego

Jako osiggniecie wynikajgce z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze
zm.), wskazuje jednotematyczny cykl czterech publikacji, zatytutowany:

Identyfikacja molekularnych mechanizméw patogenezy
i nowych celéw terapeutycznych w raku trzustki

Cykl czterech publikacji petnotekstowych opublikowanych w czasopismach z Listy Filadelfijskiej
(IF: 107,5; MNiSW: 195). Cykl ten obejmuje wytgcznie publikacje, w ktérych jestem pierwszym
autorem oraz autorem korespondencyjnym. Moj udziat obejmowat kierowanie zespotem
badawczym, uzyskanie funduszy, planowanie i wykonanie eksperymentéw, analiza wynikéw oraz
pisanie manuskryptu.

4b. Lista artykutéw petnotekstowych tworzacych cykl (autorzy, tytuty, czasopismo):

Opis mojego udziatu, w tym procentowego, w wykonaniu ponizszych prac zawiera zatgcznik 3.
Oswiadczenia wspotautoréow publikacji znajdujg sie w zatgczniku 4. Kopie prac zostaly zebrane w
zatgczniku 5.

1. Mazur PK#*, Herner A*, Mello SS, Wirth M, Hausmann S, Sanchez-Rivera FJ, Lofgren S,
Hahn SA, Vangala D, Trajkovic-Arsic M, Gupta A, Heid I, Noél PB, Braren R, Kuschma T,
Sayles LC, Erkan M, Kleeff J, Sipos B, Heikenwalder M, Esposito |, Jacks T, Bradner JE,
Khatri P, Sweet-Cordero EA, Attardi LD, Schmid RM, Schneider G, Sage J#, Siveke#.
*contributed significantly; #co-corresponding authors

Combined inhibition of BET family proteins and histone deacetylases as a potential
epigenetics-based therapy for pancreatic ductal adenocarcinoma.

Nature Medicine. 2015. IF=28,2; MNiSW=50

2. Mazur PK*, Reynoird N*, Khatri P, Jansen PW, Wilkinson AW, Liu S, Barbash O, Van Aller
GS, Huddleston M, Dhanak D, Tummino PJ, Kruger RG, Garcia BA, Butte AJ, Vermeulen M,
Sage J, Gozani O. *contributed significantly

SMYDa3 links lysine methylation of MAP3K2 to Ras-driven cancer.
Nature. 2014. IF=41,6; MNiSW=50

3. Jameson KL*, Mazur PK*, Zehnder AM, Zhang J, Zarnegar B, Sage J, Khavari PA, *equally
contributed

IQGAP1 scaffold-kinase interaction blockade selectively targets RAS-MAPK-driven tumors.
Nature Medicine. 2013. IF=28,1; MNiSW=50

Sumaryczny wspoiczynnik wplywu: IF=97,7
Sumaryczna punktacja wq. klasyfikacji MNiSW: 150




4c. Opis celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

wykorzystania

Cel i zakres badan

Problematyka mojej pracy naukowej koncentruje sie na procesach transformacji nowotworowej
trzustki. Histopatologicznie zdecydowang wiekszos¢ rakow trzustki u ludzi stanowi gruczolak
przewodowy trzustki (ang. Pancreatic Ductal Adenocarcinoma, PDAC). Gruczolakorak trzustki
nalezy do nowotworéw o najgorszym rokowaniu. Sredni czas przezycia od rozpoznania wynosi ok.
6 miesiecy i od czterech dekad nie ulegt on wiekszej zmianie (Mitry et al. 2008; Vincent et al.
2011). Znakomita wiekszos¢ (ok. 95%) przypadkéw PDAC jest powodowana aktywujgcymi
mutacjami w gene Kras. GTPaza K-RAS uczestniczy w aktywacji wielu szlakédw sygnalizaciji
komérkowej powodujgcych powstanie i agresywny wzrost raka trzustki. Zaréowno K-RAS, jak i
biatka zalezne sg zatem potencjalnymi celami terapeutycznymi. Gtéwnym celem moich badan jest
odkrycie molekularnych mechanizméw patogenezy raka trzustki w celu identyfikacji nowych celow
terapeutycznych i potwierdzenie ich uzytecznosci z wykorzystaniem przedklinicznych technik

medycyny translacyjne;.

Streszczenie uzyskanych wynikéw

Moje badania, zebrane w przedstawionym ponizej cyklu publikacji, dostarczajg kilku cennych

odkry¢ w zakresie mechanizmow nowotworzenia. Najwazniejsze to:

I. Odkrycie synergii terapeutycznej pomiedzy inhibitorami biatek BET i HDAC, biorgcych
udzial w regulacji epigenetycznej wraz z odkryciem mechanizmu molekularnego ich

dziatania.

Ostatnio opublikowane badania sekwencji genomowej komoérek raka trzustki odkryty szereg
mutacji w genach kodujgcych biatka zwigzane z regulacjg epigenetyczng (Biankin et al. 2012;
Witkiewicz et al. 2015). Sugeruje to ich wazng role jako potencjalnych celéw interwencji

terapeutycznej (McCleary-Wheeler et al. 2013).

Moje badania z wykorzystaniem ludzkich komorek raka trzustki oraz genetycznie

zmodyfikowanych endogennych zwierzecych modeli raka trzustki (modele omdéwione w pracy
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pogladowej (Mazur and Siveke 2012)) pozwolito zidentyfikowa¢ inhibitor - JQ1 jako potencjalny
terapeutyk. JQ1 dziata poprzez hamowanie aktywnosci biatek z rodziny BET (ang. bromodomain
and extraterminal protein, BET), (Delmore et al. 2011). Z kolei biatka BET Kkontrolujg

,odczytywanie” znakow acetylacji histondéw, czyli proces istotny w regulacji transkrypcji genow.

Szczegdtowe badania wykazaly, ze JQ1 skutecznie blokuje inicjacje nowotworow trzustki u
myszy i hamuje proliferacie komodrek rakowych. Co istotne terapia inhibitorem JQ1
zaawansowanego endogennego raka trzustki u myszy powoduje statystycznie znaczgce
wydtuzenie przezywalnos¢ (o ok 60%) i zmniejszenie lub ograniczenie wzrostu objetosci
nowotworu mierzonej in vivo w czasie rzeczywistym metodg rezonansu magnetycznego (MRI) za

pomoca sekwencji T2-zaleznych.

Nastepnie analiza markeréw nowotworowych i ekspresji gendw z uzyciem mikromacierzy
pozwolita na zidentyfikowanie molekularnych mechanizméw powodujgcych pozytywng odpowiedz
terapeutyczng. Mechanizm dziatania JQ1 powoduje zahamowanie funkcji biatek BET, co
powoduje transkrypcyjng represje genow cytokin wywotujgcych proces zapalny, ktory zwigzany

jest Scisle z patogenezag raka trzustki. Ponadto JQ1 zmniejsza aktywnosci sygnalizacji MYC.

Dalsze badanie z wykorzystaniem knokoutu genowego Myc
JQ1 SAHA

1 1

BET ~ HDAC

zidentyfikowato szczegodlnie wazng role tego biatka w procesie

nowotworzenia trzustki.

Jednak, terapia z uzyciem samego inhibitora JQ1 Ilub v cytokines |
skojarzona z chemioterapeutykiem gemcytabing nie wykazata MyC ¢ \557
petnej skutecznosci, gdyz testowany model zwierzecy rozwija STAT3/
szybkg opornosc. AKT

VY

W celu identyfikacji potencjalnej synergii terapeutyczne;, Proliferation Survival

przeprowadzitem badanie przesiewowe serii specyficznych \ A/
Tumorigenesis
Ryc. 1. Synergia pomiedzy
pomiedzy JQ1 a SAHA (Vorinostat) czyli inhibitorem deacetylazy | inhibitorami  biatek (BET i
HDAC) biorgcych udziat w
histonowej (HDAC). Uzycie kombinacji dwéch terapeutykdw | regulacji epigenetycznej
. o . . wykazuje wysokg skutecznosci
(JQ1+SAHA) w leczeniu przed-klinicznym modeli zwierzecych | w jeczeniu przed-klinicznych

modeli raka trzustki.

inhibitorow w kombinacji z JQ1. Analiza wykazata silng synergie

raka trzustki wykazato ponad 3-krotny wzrost przezywalnosci i

remisje czyli ponad 30% zmniejszenie objetosci nowotworu u wszystkich zwierzat. Nowotwor byt
mierzony nowatorskg technikg rezonansu magnetycznego (MRI) za pomocg sekwencji T2-

zaleznych w czasie rzeczywistym.

Dalsze barania immunohistologiczne i biochemiczne wykazaty znaczgce zahamowanie
proliferacji i indukcje apoptozy w nowotworach in vivo i komérkach rakowych in vitro leczonych

terapig skojarzong (JQ1+SAHA). Analiza markeréw nowotworowych i ekspresji genéw z uzyciem



mikromacierzy pozwolita na zidentyfikowanie molekularnych mechanizméw powodujgcych
pozytywng odpowiedz terapeutyczng, w tym odblokowanie ekspresji genu pro-apoptotycznego
p57/CDKN1C (Vlachos et al. 2007). Dalsze badanie z zastosowaniem po raz pierwszy metody
CRISPR (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) do edytowania DNA w
trzustce myszy poprzez wirusowe wprowadzenie nukleazy Cas9 i sgRNA do tkanki zwierzecia

potwierdzity szczegdlnie wazng role p57/CDKN1C w odpowiedzi na terapie (Ryc.1)

Przedstawione powyzej odkrycie synergii terapeutycznej pomiedzy inhibitorami biatek (BET i
HDAC) biorgcych udziat w regulacji epigenetycznej jest pierwszym, ktére wykazato wysokag
skuteczno$¢ w leczeniu przed-klinicznych modeli raka trzustki. Ponadto po raz pierwszy
zastosowano tu metode CRISPR do wytworzenia mutacji w komoérkach somatycznych w trzustce

myszy co pozwolito na sprawne potwierdzenie roli p57 w odpowiedzi terapeutyczne;.

Wyniki oméwionych badan zostaly opublikowane w: Mazur PK et al. Combined inhibition of

BET family proteins and histone deacetylases as a potential epigenetics-based therapy for

pancreatic ductal adenocarcinoma. Nature Medicine. 2015. IF=28,2 ; MNiSW=50

Wyniki tych badan byly komentowane w:

- Nature Reviews Gastroenterology and Hepatology Highlight: Targeting chromatin

remodeling proteins to treat pancreatic cancer (Thomas 2015).

- Cancer Discovery Research Watch: Combination therapy with the epigenetic drugs JQ1
and SAHA inhibits PDAC (Editorial. 2015b).

- Science Daily News: Combination drug therapy shrinks pancreatic tumors in mice
(Editorial. 2015a).

Il. Odkrycie molekularnego mechanizmu dziatania metylotransferazy SMYD3 w regulacji

szlaku sygnalizacji onkogennej K-Ras.

Mutacje aktywujgce w onkogenie RAS sg jednymi z najczesciej wykrywanych mutacji
nowotworowych (dotyczg ponad 30% wszystkich nowotworow i 95% nowotwordw trzustki). Z kolei
kontrolowany przez RAS szlak sygnalizacji RAS-RAF-MEK-ERK jest jednym z najwazniejszych
celow terapeutycznych (Pylayeva-Gupta et al. 2011). Jednak rozwdéj opornoéci i toksycznosé sa
gtdwnymi ograniczeniami dla stosowania inhibitorow sygnalizacji RAS. Rozwdj nowych i
komplementarnych terapii pozwalajgcych skutecznie zablokowa¢ nowotwory niosgce mutacje

RAS stanowig pilng potrzebg kliniczng.



Aberracyjne zmiany w aparacie potranslacyjnej modyfikacji biatek sg charakterystyczng cechg
komoérek rakowych (Helin and Dhanak 2013). Zmiany we wzorze metylacji biatek odgrywajg tu
szczegolng role, ale mechanizmy dziatania metylaz lizyn biatkowych (Lysine Methyltransferase,
KMT) sg stabo rozpoznane w procesach nowotworzenia. KMT sg potencjalnie cennymi celami
terapii przeciwnowotworowej, rowniez ze wzgledu na ftatwo$¢ wytworzenia specyficznych
inhibitoréw.

Przeprowadzitem analize ekspresji wszystkich metylotransferaz biatkowych w raku trzustki i
wykazatem, Zze najbardziej nadreprezentowang w porownaniu z normalnym poziomem w trzustce
jest metylaza biatkowa SMYD3. SMYD3 jest enzymem o bardzo mato znanej roli i mechanizmie

dziatania.

Moja analiza zwierzecych modeli raka trzustki i niedrobnokomérkowego raka ptuc z
wykorzystaniem knockoutu w genie Smyd3 i aktywujacg mutacjg Kras wykazaty, ze rozwdj
nowotworow jest zredukowany i powoduje znaczgce wydtuzenie przezywalnosci w porownaniu do
zwierzat kontrolnych. Doswiadczenia in vivo z ponownym wprowadzeniem dzikiego Smyd3-WT
ale nie zmutowanego Smyd3-F183A genu (mutacja F183A pozbawia aktywnosci enzymatycznej)
do komoérek pozbawionych Smyd3 przywraca petng zdolnos¢ transformacji nowotworowe;.
Dowodzi to, ze obserwowana rola SMYD3 jest wywotana funkcjg enzymatyczng. Nastepnym
etapem mojej pracy byta identyfikacja substratu metylazy biatkowej SMYD3. Uzytem macierzy
biatkowej (protein array) (Levy et al. 2011) w celu przebadania pond 9000 biatek jako
potencjalnych substratéow dla SMYD3. Posrdd nich tylko kinaza biatkowa MAP3K2 (Maruyama et
al. 2010) zostata zidentyfikowana jako specyficzny substrat. Nastepnie rezultat badan zostat
potwierdzony i dodatkowo rozpoznany jako potrojna metylacja lizyny 260 biatka MAP3K2 K260
przez analize w spektrometrze masowym. Kolejnym krokiem byto wytworzenie przeciwciata
rozpoznajgcego metyl-MAP3K2 K260 i potwierdzenie utraty tej specyficznej metylacji w

nowotworach pozbawionych SMYD3.

W celu zbadania funkcji kinazy biatkowej MAP3K2, ktérej rola nie byta rozpoznana w
komorkach raka trzustki, przeprowadzitem szczegotowe badania. Analizy wykazaty istotng role w
aktywacji sygnalizacji RAS (m.in. wzrost aktywacji ERK1/2), proliferacji i potencjatu

nowotworowego.

Moje badania wykazaly, ze kontrolowana przez SMYD3 metylacia MAP3K2 podwyzsza
aktywnos¢ kinaz bezposrednio fosforylowanych przez MAP3K2, ale co ciekawe nie zmienia
wewnetrznej aktywnosci enzymatycznej MAP3K2. Dzigki badaniom z uzyciem proteomiki
ilosciowej SILAC (ang. Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture), wykrytem ze
niemetylowany, w przeciwienstwie do metylowanego, fragment MAP3K2 wigze specyficznie

holoeznym fosfataze PP2A poprzez jej regulatorowg podjednostke PPP2R2A (Eichhorn et al.



2009). Blokada fosfatazy PP2A poprzez inhibitor kantarydyne (ang. cantharidine), (Li and Casida
1992) wywoduje podobny efekt (j. spadek MAP3K2) jak utrata SMYD3. To odkrycie zostato

nastepnie potwierdzone biochemicznie dowodzac, ze

SMYD3 poprzez metylacje kinazy MAP3K2 powoduje

Tumour-cell membrane

zmniejszenie jej powinowactwa do fosfatazy PP2A
zwiekszajgc tym samym aktywacje onkogennego szlaku /@ —
sygnalizacji RAS w komérkach raka (Ryec. 2). i N

Zgodnie z odkrytym mechanizmem, genetyczna lub - MAP3K2¢ o
farmakologiczna blokada metylazy SMYD3 doprowadzi do

obnizenia aktywnosci sygnalizacji RAS i zahamowania PP
wzrostu nowotworu. A zatem istotnym zastosowaniem e
mojego odkrycia jest potencjalna synergia z innymi A
inhibitorami Sciezki sygnalizacji RAS. W celu potwierdzenia E2
takiego zastosowania potencjalnych inhibitorow SMYDS3, L
przeprowadzitem badania przed-kliniczne z uzyciem eEe

tumour progression

genetycznie zmodyfikowanych zwierzecych modeli raka
Ryc. 2. SMYD3 poprzez metylacje kinazy
trzustki z knokoutem w genie Smyd3 i inhibitorem kinazy | MAP3K2 powoduje zmniejszenie jej
. . powinowactwa do fosfatazy PP2A
MEK (Tramatenlb). Badanie Wykaza*o, ze nOWOtWOfy zwiekszajgc  aktywacje onkogennego

. - - C o szlaku sygnalizacji w komorkach raka.
pozbawione SMYD3 sg bardziej wrazliwe na inhibitor MEK. | peyker g,?d McMéhon 2014)

Ponadto, 10-krotne obnizenie ilosci podanego inhibitora
MEK nadal wykazuje silne dziatanie terapeutyczne w nowotworach u myszy pozbawionych
SMYD3, ale nie u zwierzat niezmodyfikowanych. Ponadto, doswiadczenia z wykorzystaniem
knockoutu w genie Smyd3 wykazatly, ze zwierzeta pozbawione biatka SMYD3 sg w petni zdrowe,

co sugeruje matg toksycznos¢ terapii z wykorzystaniem inhibitoréow metylazy biatkowej SMYD3.

Wyniki powyzszych badan zostaly opublikowane w: Mazur PK et al. SMYD3 links lysine
methylation of MAP3K2 to Ras-driven cancer. Nature. IF=41,5 ; MNiSW=50

Wyniki tych badan byly komentowane w:

- Nature News & Views: Cancer biology: Enzyme meets a surprise target (Deuker and
McMahon 2014).

- Cell Research Highlight: Cancer signaling: when phosphorylation meets methylation (Ying
and DePinho 2014)

- Science Signaling Editors’ choice: MAPK Methylation Potentiates RAS Signaling
(Ferrarelli 2014).



- Cancer Discovery Research Watch: Methylation of MAP3K2 by SMYD3 contributes to
RAS-driven oncogenesis (Editorial 2014).

lll. Analiza funkcji i odkrycie zastosowania biatka rusztowania IQGAP1 w celu blokady

szlaku sygnalizacji RAS.

Kinazy aktywowane mitogenami (ang. Mitogen - Activated Protein Kinases, MAPK) to grupa
kinaz biatkowych serynowo-treoninowych, odgrywajgcych role w regulacji odpowiedzi na sygnaty
zewnetrzne dochodzgce do komorki (mitogeny). MAPK sg aktywowane w wyniku interakcji z
biatkami nalezgcymi do rodziny matych biatek GTPazowych, takich jak RAS. Mutacje aktywujgce
MAPK, w tym onkogenu RAS sg jednymi z najcze$ciej wykrywanych mutacji nowotworowych
(ponad 30% wszystkich nowotwordow i 95% nowotwordw trzustki), a szlak sygnalizacji RAS-RAF-
MEK-ERK jest jednym z najwazniejszych celéw terapeutycznych (Pylayeva-Gupta et al. 2011).
Zaleznos¢ od aktywacji MAPK (,oncogene addiction”) jest jednym z paradygmatéw biologii
nowotworéow dobrze udokumentowanym na przyktadzie czerniaka (melanoma), (Flaherty et al.
2010; Flaherty et al. 2012). Jednak silna i szybka remisja czerniaka (podobnie jak przypadku raka
trzustki - obserwacje wtasne) w odpowiedzi na inhibitory RAF lub MEK jest réwnie szybko
wytracana na skutek rozwoju opornosci lekowej (Solit and Rosen 2011). W dodatku sygnalizacja
MAPK jest wazna w normalnej homeostazie komoérek, zatem wszelkie inhibitory niosg ze sobg
niebezpieczenstwo toksycznosci i szczegdlnie ucigzliwych skutkédw ubocznych. Miedzy innymi z
tych powodow niedawno przeprowadzony eksperyment kliniczny z wykorzystaniem inhibitora MEK
okazat sie bezskuteczny w leczeniu raka trzustki (Infante et al. 2014). Istnieje zatem duza
potrzeba rozwoju nowych terapii pozwalajgcych skutecznie zablokowa¢ szlak sygnalizacji RAS-
RAF-MEK-ERK.

Biatka rusztowania petnig szczegolng role organizacyjng poprzez wigzanie elementow kaskad
sygnalizacyjnych, usprawniajg ich funkcje i integrujg przeptyw sygnatu w komoérce (Langeberg and
Scott 2015). Moja praca identyfikuje biatko rusztowania IQGAP1 (IQ motif-containing GTPase
activating protein 1) jako szczegolnie wazne dla transformacji nowotworowej inicjowane;j
mutacjami w Sciezce sygnalizacji RAS. IQGAP1 wigze kinazy RAF i MEK poprzez domene 1Q
oraz kinazy ERK poprzez domene WW powodujgc integracje sygnalizacji RAS-RAF-MEK-ERK
(Johnson et al. 2009), (Ryc. 3).



Moje badania wykazaty, ze wprowadzenie zmiany w stechiometrycznym bilansie pomiedzy
biatkiem rusztowania a wigzanymi przez nie kinazami oferuje mozliwos¢ ingerencji terapeutyczne;.
Na przykfad wykazatem, Zze zwierzeta pozbawione genu Iggap? nie poddajg sie transformaciji
nowotworowej skéry. Z kolei nadekspresja samej domeny WW biatka IQGAP1 (wigzgcej kinazy
ERK1 i ERK2) lub zastosowanie nowatorskiego peptydu (odpowiadajgcemu domenie WW)
penetrujgcego komoérke blokuje petng aktywacje sygnalizacji ERK1/2 w komérkach rakowych
trzustki i czerniaka. Ponadto uzycie peptydu WW dootrzewnowo lub podskérnie z uzyciem pompy
osmotycznej skutecznie hamuje wzrost transplantowanych do myszy komorek czerniaka, jelita
grubego i raka piersi niosgcymi mutacje w genach kodujgcych kinazy MAPK. Co wazne peptyd
ww

rakowych niezmutowanych w genach

nie hamuje wzrostu komorek

ERK1/2 sequestration
from IQGAP1
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Inhibition of tumor growth

MAPK, wskazujgc na precyzyjny i

swoisty charakter terapii (Ryc. 3).

Nastepnie przeprowadzitem badania
z uzyciem przedklinicznych genetycznie
zmodyfikowanych zwierzecych modeli

raka trzustki niosgcych mutacje w genie

Kras i pozbawione supresora

nowotworowego p53. Roéwniez te

badania wykazaty wysokg skutecznosc¢ ———

samego peptydu WW lub terapii Ryc. 3. Analiza funkcji i odkrycie zastosowania biatek
skojarzonej 2 chemolerapeutykiom | [0 GOARL v ol Do S e
gemcytabing. Leczenie zwierzat z biatka rusztowania zmienia stechiometrie oddziatujgcych kinaz

biatkowych MAPK powodujgc obnizenie aktywnosci catej
Sciezki sygnalizacyjnej i hamuje rozwéj nowotworu (Stuart and
Sellers 2013).

zaawansowanym rakiem trzustki

znaczgco wydtuzyto ich przezywalnos¢

bez toksycznosci obserwowanej podczas uzycia inhibitorow MEK lub klasyczng chemioterapis.

Nastepnie wykazatem, ze peptyd WW jest réwnie skuteczny w terapii czerniaka niosgcego
mutacje BRAF i opornego na inhibitor kinazy BRAF (vemurafenib). To znaczgco podnosi
znaczenie mojej nowotworami

pracy dla pacjentéw 2z zaawansowanymi i lekoopornymi

powodowanymi mutacjami w sygnalizacji MAPK.

Moje odkrycie peptyddéw blokujacych wigzanie do biatek rusztowania zmienia paradygmat
myslenia o rozwoju nowych terapii poprzez bezposrednie blokowanie kinaz (w tym MAPK) za
pomocg inhibitorow. Ponadto doswiadczenia z wykorzystaniem knockoutu w genie Iqgap1
wykazaly, ze zwierzeta pozbawione biatka IQAGP1 sg w petni zdrowe co sugeruje potencjalnie

matg toksycznos¢ nawet dtugiej terapii z wykorzystaniem peptydu WW.



Wyniki badan zostatly opublikowane w: Jameson KL*, Mazur PK* et al., IQGAP1 scaffold-

kinase interaction blockade selectively targets RAS-MAPK-driven tumors. Nature Medicine. 2013.
*equally contributed. IF=28,1 ; MNiSW=50

Wyniki badan byty tez komentowane w:

- Cancer Cell Preview: Mind the IQGAP (Sanchez-Laorden et al. 2013).

- Nature Medicine News & Views: Targeting RAF-MEK-ERK kinase-scaffold interactions in

cancer (Stuart and Sellers 2013).

- Cancer Discovery Research Watch: Scaffold blockade inhibits oncogenic kinase signaling
(Editorial 2013)

Podsumowanie i kierunki kontynuacji badan

Gruczolakorak przewodowy trzustki, ktéry jest moim gtéwnym tematem badawczym, jest
jednym z najgrozniejszym nowotworéw cziowieka. Ponad 75% chorych nie przezywa pierwszych
12 miesiecy po rozpoznaniu, a 5-letnia przezywalnos$¢ oscyluje wokot 5% i nie ulegta znaczacej
zmianie od lat 70-tych ubiegtego wieku. W Europie i Stanach Zjednoczonych rak trzustki stanowi
czwartg najczestszg przyczyne zgonéw z powodu nowotworéw ztosliwych. Niedawno
przedstawiona analiza wskazuje, ze do 2030 roku rak trzustki stanie sie druga, po raku ptuc,
przyczyng smierci chorych onkologicznych wyprzedzajgc raka piersi i jelita grubego (Rahib et al.
2014). Gtéwng przyczyng tego stanu rzeczy jest wcigz brak jakiejkolwiek skutecznej terapii raka
trzustki. Zauwazajgc ten nabrzmiewajgcy problem Prezydent i Parlament USA ustanowit nowe
wytyczne (Ustawa o badaniach nowotwordéw nie poddajgcych sie terapii, ang. Recalcitrant Cancer
Research Act) dla Narodowego Instytutu Zdrowia (NIH). Zwiekszajg one naklady finansowe i
organizacyjne stuzagce rozpoznaniu molekularnych mechanizméw i identyfikacji nowych celow

terapeutycznych. Moje badania i plany wpisujg sie w ten wysitek.

Uzywajgc precyzyjnych narzedzi medycyny translacyjnej, moim celem jest stworzenie
precyzyjnych terapii (ang. precision medicine) przeciw rakowi trzustki i szybkie wprowadzenie ich
do fazy badan klinicznych. Proponowana przeze mnie strategia zaklada dziatanie na czterech

wzajemnie uzupetniajgcych i wzmacniajgcych sie polach badawczych:

I. Badanie dynamicznej odpowiedzi nowotworu na terapie i rozwoj opornosci lekowej z
uzyciem zwierzecych modeli raka trzustki i tkanek rakowych transplantowanych od

chorego do myszy (ang. Pateint Derived tumor Xenograft, PDX), utrzymanych jako. kopie
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oryginalnego nowotworu pacjenta (ang. mouse avatars) (tak jak w mojej poprzedniej
publikacji Mazur et al., Nature Medicine, 2015).

Il. Systematyczne poszukiwanie synergii lekowej z uzyciem technik jednoczesnego (ang.
multiplex assay) wyciszania genowego (ang. RNA interference, RNAIi) dwdch sprzezonych
ze sobg celdéw terapeutycznych lub potgczonego z podaniem inhibitora w celu znalezienia

skutecznego partnera terapeutycznego.

lll. Uzycie metody CRISPR/Cas9 do budowy zwierzecych modeli nowotworowych (metoda
opracowana w mojej publikacji Mazur et al, Nature Medicine, 2015) w celu
przeprowadzenia farmakogenetyczych badan przesiewowych. Ze wzgledu na waski indeks
terapeutyczny wielu lekéw nalezy kompleksowo zbadacC jakie zmiany mutacyjne
predestynujg do konkretnej terapii (ang. personalized medicine). Ponadto planuje
przeprowadzi¢ korelacje pomiedzy ,molekularnymi rodzajami” raka trzustki powodowanymi

specyficznym zestawem mutacji a stosowaniem konkretnych terapeutykow.

IV. Zastosowanie zaawansowanych technik medycyny translacyjnej. Proponuje stworzenie
,Szpitala dla zwierzecych modeli raka trzustki” w tym genetycznie zmodyfikowanych
endogennych modeli mysich i tkanek rakowych transplantowanych od chorych do myszy
(PDX). W celu precyzyjnej i dynamicznej kontroli rozwoju nowotworu planuje badaé
zwierzeta poddane terapii w czasie rzeczywistym metodg rezonansu magnetycznego
(MRI) za pomocg sekwencji T2-zaleznych w celu okre$lenia objetosci nowotworu i

przypadkéw wystapienia przerzutow.

*kxk

Moje zamierzenia naukowe koncentrujg sie na budowie zespotu naukowego, ktéry w sposob
kompleksowy bedzie odkrywat molekularne Sciezki sygnalizacji nowotworowej z uzyciem
genetycznie zmodyfikowanych zwierzecych modeli raka trzustki. Uwazam, 2ze moje
dotychczasowe doswiadczenie i zdobyta wiedza pozwolg przetamaé dotychczasowy impas w

rozwoiju terapii przeciwnowotworowych.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO — BADAWCZYCH

Podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ nie wchodzacych w sktad habilitacji

Moj dorobek naukowy obejmuje: 18 prac eksperymentalnych (wszystkie z listy filadelfijskiej) oraz 3
prace przegladowe i rozdziat w podreczniku akademickim. W 10-ciu wymienionych publikacjach
jestem pierwszym lub dodatkowo korespondencyjnym autorem. Ponadto, w moim dorobku
naukowym znajduje sie 15 streszczen doniesien konferencyjnych publikowanych w czasopismach
miedzynarodowych oraz 4 referaty ustne na miedzynarodowych konferencjach, 7 nagréd za
dziatalnos¢ naukowa, kierownictwo 2 grantow na badania o tgcznej wartosci ca. 5 milionow ztotych
(1,25 min USD) i wspotpraca w 3 grantach badawczych jako wykonawca (szczegotowa lista

osiggnie¢ naukowych w zatgczniku nr 3).

Statystyka dorobku naukowego:

Liczba publikacji w czasopismach z Listy Filadelfijskiej (Journal Citation Reports): 21
Catkowity wspétczynnik wptywu (Impact Factor, IF): 270,37

Catkowita liczba punkéw wg. MNiSW: 789

Catkowita liczba cytowan: 703

Indeks Hirscha: 15
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identifies PTK7 as a survival gene in lung adenocarcinoma. Cancer Research. 2014.
*equally contributed, IF=9,3; MNiSW=45
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