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4. Omowienie osiagniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).
Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiagnieé, jak i
w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie, w przypadku,
gdy dane osiagniecie jest dzielem wspolautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci

wskazywania dorobku z okresu calej kariery zawodowej.
4.1. Tytul osiagnie¢cia naukowego:

Podstawe habilitacji stanowi cykl powigzanych tematycznie artykutow, w sktad
ktorego wchodza cztery oryginalne publikacje naukowe oraz dwie publikacje

przegladowe, opatrzony tytulem:

”Interakcje miedzykomorkowe w mikrosrodowisku czerniaka:

nowe kierunki badan i ich znaczenie terapeutyczne”

4.2. Cykl powiazanych tematycznie artykuléw naukowych.

Cykl powigzanych tematycznie artykuldow naukowych, skladajacych si¢ na cykl
habilitacyjny, obejmuje cztery prace oryginalne oraz dwie prace przegladowe. Laczny Impact
Factor (IF) prac, zgodnie z rokiem ich publikacji, wynosi 89.62, natomiast na dzien
27.02.2025 wynosi 90.1. Odpowiada to wartosci 810 punktéw MNiSW wedlug roku
publikacji oraz 960 punktow na dzien 27.02.2025. Zgodnie z obowigzujagcymi wytycznymi, w
kazdej z prac zaznaczylem swoj wktad merytoryczny w jej powstanie. Nalezy podkresli¢, ze
w pierwsze] publikacji z cyklu pierwsze autorstwo jest dzielone. Kolejnos$¢ artykutow

wchodzacych w sktad cyklu habilitacyjnego zostata uporzadkowana tematycznie
Publikacja 1.

Lund AW", Wagner M", Fankhauser M, Steinskog ES, Broggi MA, Spranger S, Gajewski
TF, Alitalo K, Eikesdal HP, Wiig H, Swartz MA. Lymphatic vessels regulate immune
microenvironments in human and murine melanoma. J Clin Invest. 2016 Sep 1;126(9):3389-

402. doi: 10.1172/JC179434.
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*Contributed equally to this work
IF (2016): 12.784 || IF (Na dzien 27.02.2025): 13.3
Pkt. MNiSW (2016): 50 || Pkt. MNiSW (Na dzien 27.02.2025): 200
Liczba cytowan (Na dzien 27.02.2025): 158

Indywidualny wktad w autorstwo:

M0oj udziat w pracy jako réwnorzedny pierwszy autor polegat na wspottworzeniu koncepcji
pracy, opracowaniu 1 przeprowadzeniu wigkszosci eksperymentéw z wykorzystaniem
mysiego modelu czerniaka za pomocg technik cytometrii przeptywowej, histochemii,
immunohistochemii, analizy cytokin przy uzyciu proteome profiler mouse cytokine array oraz
Western blot. W ramach tego projektu badawczego zajmowatem si¢ analiza, integracja
1 interpretacja wszystkich wynikow wykorzystanych w manuskrypcie. Bratem udziat
w przygotowaniu manuskryptu oraz dokonalem jego krytycznej oceny catosciowej, jak

1 odpowiedzi na recenzje.

Publikacja 2.

Wagner M*, Steinskog ES, Wiig H. Blockade of lymphangiogenesis shapes tumor-
promoting adipose tissue inflammation. Am J Pathol. 2019 Oct;189(10):2102-2114. doi:
10.1016/j.ajpath.2019.06.010.

*Corresponding author
IF (2019): 3.491 || IF (Na dzien 27.02.2025): 4.7
Pkt. MNiSW (2019): 140 || Pkt. MNiSW (Na dzien 27.02.2025): 140
Liczba cytowan (Na dzien 27.02.2025): 8

Indywidualny wktad w autorstwo:

Moj udziat w pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy, opracowaniu oraz
przeprowadzeniu wszystkich eksperymentow z wykorzystaniem mysiego modelu czerniaka.
W ramach tego projektu badawczego zajmowatem si¢ analizg, integracjg i interpretacja
wszystkich wynikéw wykorzystanych w manuskrypcie. Przygotowatem pierwotng wersje
manuskryptu oraz dokonatem jego krytycznej oceny cato$ciowej, uwzgledniajac uwagi

wspotautorow, oraz udzielitem odpowiedzi na recenzje.
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Publikacja 3.

Wagner M*, Koyasu S. A 3D skin melanoma spheroid-based model to assess tumor-immune

cell interactions. Bio Protoc. 2020 Dec 5;10(23):€3839. doi: 10.21769/BioProtoc.3839.
*Corresponding author

IF (2020): Brak || IF (Na dzien 27.02.2025): 1

Pkt. MNiSW (2020): 20 || Pkt. MNiSW (Na dzien 27.02.2025): 20

Liczba cytowan (Na dzien 27.02.2025): 2

Indywidualny wktad w autorstwo:

Moj udziat w pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy, opracowaniu oraz
przeprowadzeniu wszystkich eksperymentow. W ramach tego projektu badawczego
zajmowatem si¢ analizg, integracja 1 interpretacjg wszystkich wynikéw wykorzystanych
w manuskrypcie. Przygotowalem pierwotng wersj¢ manuskryptu oraz dokonalem jego
krytycznej oceny calo$ciowej, uwzgledniajac uwagi wspotautora, oraz udzielitem odpowiedzi

na recenzje.

Publikacja 4.

Wagner M*, Ealey KN, Tetsu H, Kiniwa T, Motomura Y, Moro K, Koyasu S. Tumor-
derived lactic acid contributes to the paucity of intratumoral ILC2s. Cell Rep. 2020 Feb
25;30(8):2743-2757.e5. doi: 10.1016/j.celrep.2020.01.103.

*Corresponding author
IF (2020): 9.423 || IF (Na dzien 27.02.2025): 7.5
Pkt. MNiSW (2020): 200 || Pkt. MNiSW (Na dzien 27.02.2025): 200
Liczba cytowan (Na dzien 27.02.2025): 51

Indywidualny wktad w autorstwo:

Moj udziat w pracy polegat na wspoditworzeniu koncepcji pracy, opracowaniu oraz

przeprowadzeniu wszystkich eksperymentow in vitro oraz wigkszos$ci eksperymentow in vivo



Zatacznik 3. Autoreferat

z wykorzystaniem mysiego modelu czerniaka. Dodatkowo przeprowadzitem kompleksowa
analiz¢ ludzkiego czerniaka. W ramach tego projektu badawczego zajmowatem si¢ analiza,
integracja 1 interpretacja wszystkich wynikow wykorzystanych w manuskrypcie.
Przygotowalem pierwotna wersje manuskryptu oraz dokonatem jego krytycznej oceny

catosciowej, uwzgledniajac uwagi wspotautoréw, oraz udzielitem odpowiedzi na recenzje.

Publikacja 5.

Wagner M*, Koyasu S. Cancer immunoediting by innate lymphoid cells. Trends Immunol.
2019 May;40(5):415-430. doi: 10.1016/}.it.2019.03.004.

*Corresponding author
IF (2019): 13.422 || IF (Na dzien 27.02.2025): 13.1
Pkt. MNiSW (2019): 200 || Pkt. MNiSW (Na dzien 27.02.2025): 200
Liczba cytowan (Na dzien 27.02.2025): 37

Indywidualny wktad w autorstwo:

Moj udziat w pracy polegatl na przegladzie literatury oraz stworzeniu koncepcji pracy.
Przygotowalem pierwotng wersj¢ manuskryptu oraz dokonatem jego krytycznej oceny

catosciowej, uwzgledniajac uwagi wspotautora, oraz udzielitem odpowiedzi na recenzje.

Publikacja 6.

Wagner M*, Nishikawa H, Koyasu S. Reinventing type 2 immunity in cancer. Nature. 2025
Jan;637(8045):296-303. doi: 10.1038/541586-024-08194-2.

*Corresponding author
IF (2025): 50.5 || IF (Na dzien 27.02.2025): 50.5
Pkt. MNiSW (2025): 200 || Pkt. MNiSW (Na dzien 27.02.2025): 200
Liczba cytowan (Na dzien 27.02.2025): 1

Indywidualny wktad w autorstwo:
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Moj udziat w pracy polegal na przegladzie literatury oraz stworzeniu koncepcji pracy.
Przygotowalem pierwotng wersj¢ manuskryptu oraz dokonatem jego krytycznej oceny

catosciowej, uwzgledniajac uwagi wspotautoréw, oraz udzielitem odpowiedzi na recenzje.

Liczba cytowan wedtug bazy Scopus.

4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem

ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Czerniak (tac. melanoma malignum) jest jednym z najbardziej zlosliwych
nowotworow skoéry, wywodzacym si¢ z neuroektodermalnych komoérek melanocytarnych.
Melanocyty to komorki odpowiedzialne za wytwarzanie melaniny, barwnika, ktéry nadaje
ciemniejszy odcien skory w odpowiedzi na promieniowanie ultrafioletowe (UV). W zwigzku
z tym najczestsza lokalizacjg czerniaka jest skora. Moze on jednak wystepowaé rowniez
w obrebie bton $Sluzowych (np. w jamie ustnej, odbycie, sromie) oraz w obrgbie blony
naczyniowej gatki oczne;j.

Jak podaje Krajowy Rejestr Nowotwordow, czerniak stanowi nieco ponad 2%
wszystkich nowotworow ztosliwych 1 5-7% nowotworow skory. W Polsce w 2021 roku
zarejestrowano 1876 przypadkow zachorowan u mezczyzn oraz 2218 u kobiet. W wyniku tej
choroby zmarlo 661 mezczyzn 1 616 kobiet, co plasuje czerniaka jako gtowna przyczyne
zgonow spowodowanych nowotworami skory [1]. Co wigcej, czerniak charakteryzuje si¢
najwyzszg dynamikg wzrostu liczby zachorowan w pordéwnaniu z innymi nowotworami.
W okresie od 1980 do 2020 roku liczba przypadkéw zachorowan na czerniaka wzrosta
trzykrotnie.

Promieniowanie UV, a w szczeg6lnosci promieniowanie UVB o $redniej dtugosci fali
290-320 nm, odgrywa kluczowg role w transformacji nowotworowej melanocytow,
bezposrednio wywotujagc mutacje w DNA. Jednak wptyw UV na mutacje jest zlozony
1 zréznicowany w zaleznos$ci od rodzaju czerniaka. Co wigcej, wspdlczesna klasyfikacja
molekularna opiera si¢ w duzej mierze na mutacjach, ktére nie sg bezposrednio zwigzane
z dzialaniem promieniowania UV. Przyktadem moze by¢ potwierdzenie ponad 20 lat temu
karcynogennej roli mutacji BRAF w powstawaniu czerniaka, ktéra wystepuje u ponad 50%

pacjentow, co zapoczatkowato rozwoj terapii celowanej w leczeniu tej choroby [2]. Warto
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podkresli¢, ze w miare postepu choroby czerniaki mogg nabywac kolejne mutacje, zwtaszcza
w fazie tworzenia przerzutow. Dodatkowo, rozne komorki nowotworowe u tego samego
pacjenta moga zawiera¢ odmienne mutacje, ktore wptywaja na rozwoj opornosci na leczenie.

Terapie molekularne zazwyczaj przynosza szybkie efekty, skutecznie spowalniajac
rozw6] nowotworu. Niestety, u niektorych pacjentow z czasem dochodzi do wystgpienia
opornos$ci 1 nawrotu choroby. W takich przypadkach konieczna jest zmiana strategii leczenia,
na przyktad poprzez zastosowanie immunoterapii. Jest to nowoczesna metoda, ktora
wykorzystuje uklad odpornosciowy pacjenta do zwalczania nowotworu. Mimo ze dziata
wolniej niz terapie molekularne, to zapewnia bardziej trwate efekty, ktére mogg utrzymywac
si¢ przez wiele lat.

Komoérki uktadu odpornosciowego, w tym komorki stanu zapalnego, sa czesto
obserwowane zarowno w zmianach przednowotworowych, jak 1 w rozwinigtych
nowotworach, gdzie moga tagodzi¢, jak i1 przyspieszac postep choroby. Jest to uzaleznione od
wielu czynnikow, w tym od rodzaju aktywowanej odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Na
przyktad, obecno$é cytotoksycznych limfocytow T CD8" w guzach nowotoworowych, w tym
czerniaka, z reguly koreluje z dobrym rokowaniem [3, 4]. Niemniej jednak, komorki
nowotworowe, aby uciec spod nadzoru immunologicznego, sa zdolne do ksztaltowania
mikrosrodowiska guza. W tym celu wykorzystuja rézne mechanizmy, miedzy innymi
indukcje tolerancji immunologicznej poprzez ekspresje ligandow hamujacych aktywacje
limfocytoéw T, takich jak ligand 1 programowanej $§mierci komorki (programmed death ligand
1, PD-L1). Komoérki nowotworowe rekrutujg rowniez komorki o  dziataniu
immunosupresyjnym. Dla przykladu, obecnos$¢ alternatywnie aktywowanych makrofagow
(tzw. makrofagi o fenotypie M2) zazwyczaj wigze si¢ z mikrosrodowiskiem sprzyjajacym
progresji nowotworu [5, 6]. Rekrutacja ta jest wspomagana migedzy innymi przez produkcje
1 gromadzenie kwasu mlekowego w niedotlenionych rejonach guza nowotworowego [6, 7].

Wspolczesna immunoterapia w leczeniu czerniaka opiera si¢ gldwnie na inhibitorach
punktow kontrolnych uktadu immunologicznego, jak na przyktad receptor programowanej
smierci 1 (programmed death 1, PD-1) lub antygen 4 cytotoksycznych limfocytow T
(cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4, CTLA-4), co umozliwia aktywacje
1 wzmocnienie odpowiedzi limfocytow T przeciwko nowotworowi. Efektywnos¢ inhibitorow
punktow kontrolnych uktadu immunologicznego zalezy jednak od obecnosci nacieku
komoérek uktadu odpornosciowego, zwlaszcza cytotoksycznych limfocytow T CDS', w guzie
nowotworowym [8, 9]. Wcigz jednak nie wiadomo, co decyduje o zdolnosci pacjenta do

wytworzenia endogennej odpowiedzi immunologicznej przeciwko nowotworowi [10].

10
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W przypadku braku takiej odpowiedzi mamy do czynienia z ,,guzem zimnym” (ang. ,,cold
tumor’”), ktory, w przeciwienstwie do ,,guzéw goracych” (ang. , hot tumors”), unika
rozpoznania przez uklad odpornosciowy i nie indukuje reakcji zapalnej, co sprawia, ze
immunoterapia jest wobec niego nieskuteczna [11].

Jednym z celow moich badan byta analiza roli naczyn limfatycznych w ksztattowaniu
procesow immunologicznych w mikrosrodowisku czerniaka, aby lepiej zrozumie¢, w jaki
sposoOb ten proces wplywa na rozwdj nowotworu. Znaczenie naczyn limfatycznych w rozwoju
nowotworow bylo dotychczas czgsto pomijane, gdyz wczesniejsze badania koncentrowaty sie
gléwnie na roli naczyn krwionosnych w tym procesie. Miato to zwigzek, miedzy innymi,
z brakiem specyficznych markerow naczyn limfatycznych, co utrudnialo zrozumienie ich
funkcji  [12]. Niemniej jednak odkrycie czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego C
(vascular endothelial growth factor C, VEGFC), ktory wigze si¢ z receptorem VEGFR3
na powierzchni komoérek naczyn limfatycznych, zmienito t¢ sytuacj¢, umozliwiajac glebsze
zrozumienie procesu formowania nowych naczyn limfatycznych, czyli limfangiogenezy, 1 jej
roli w progresji nowotwordw [13].

Gtowng funkcjg naczyn limfatycznych jest transport ptynu $rodmigzszowego (czyli
ptynnej fazy otaczajacej komodrki w tkankach) z powrotem do krazenia krwi [14, 15]. Wraz
z narzagdami limfatycznymi (m.in. weztami chtonnymi) tworza one réwniez uktad limfatyczny
[14]. Z wyjatkiem tkanek pozbawionych naczyn, takich jak naskorek, chrzastka i rogowka,
oraz kilku ukrwionych narzadow, takich jak siatkdwka 1 mozg (z wyjatkiem opony twarde;j
[16, 17]), wszystkie narzady zawierajg §lepo zakonczone wiosowate naczynia limfatyczne.
Wilosowate naczynia limfatyczne to cienkos$cienne naczynia, ktére w pordOwnaniu
z wlosowatymi naczyniami krwiono$nymi sg stosunkowo duze. Sg one zbudowane
z pojedynczej warstwy luzno przylegajacych komorek $rédbtonka. Naczynia te nie sg
otoczone perycytami ani komorkami migéni gladkich i charakteryzuja sie brakiem ciaglej
btony podstawnej. Transportuja sptywajacy ptyn srodmigzszowy, zwany limfa, do wigkszych
naczyn limfatycznych, przepltywajac przez wezty chtonne. Wigksze naczynia limfatyczne sg
wyscielone mig$niami gladkimi, ktére napedzaja ruch limfy spontanicznymi skurczami. Sg
one rowniez wyposazone w zastawki jednokierunkowe, ktore zapobiegaja cofaniu si¢ limfy,
dzigki czemu ostatecznie trafia ona do krazenia ogdlnoustrojowego w polaczeniach
limfatyczno-naczyniowych w okolicy szyjnej [14].

Guzy nowotworowe na ogdél sa pozbawione naczyn limfatycznych, a te, ktore
wystepuja, sa zazwyczaj zapadnig¢te 1 niefunkcjonalne. Skutkuje to akumulacjg plynu

srddmigzszowego, zawierajacego migdzy innymi produkty przemiany materii, oraz wzrostem
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jego cisnienia [15]. Podwyzszone ci$nienie ptynu $rodmigzszowego zmniejsza skutecznosé
dostarczania lekow przeciwnowotworowych, sprzyja wigkszej odpornosci na terapi¢ oraz
wspiera rozwd¢] agresywnego fenotypu nowotworu. Jednakze na obrzezach guza czgsto
dochodzi do stymulacji powstawania nowych naczyn limfatycznych. Obecnos$¢ tych naczyn
jest wystarczajaca, aby umozliwi¢ powstawanie przerzutéw, a ich gestos¢ koreluje z gorszym
rokowaniem u pacjentéw z czerniakiem [18].

Komorki nowotworowe przemieszczajg si¢ przez naczynia limfatyczne, wedrujac do
zatoki podtorebkowej wezta chtonnego, gdzie moga naciekac jego zrab 1 przedostawac si¢ do
krazenia krwi poprzez zylki o wysokim srodblonku (high endothelial venules, HEV).
Alternatywnie, moga przemieszcza¢ si¢ dalej przez naczynia limfatyczne i1 seri¢ wezldw
chtonnych, aby ostatecznie trafi¢ do krazenia ogolnoustrojowego. Komoérki nowotworowe
moga rowniez nacieka¢ poprzez torebke wezta chtonnego (extracapsular spread, ECS) do
otaczajgce] wezet tkanki tluszczowej, co w przypadku pacjentow z czerniakiem koreluje ze
znacznie gorszym rokowaniem [19, 20].

Niemniej jednak, naczynia limfatyczne odgrywaja rowniez istotng role w indukcji
odpowiedzi immunologicznej. Ich brak, a tym samym brak drenazu limfatycznego,
uniemozliwia migracj¢ obwodowo aktywowanym komoérkom dendrytycznym do weziow
chlonnych, co zakléca proces aktywacji odpowiedzi immunologicznej [21]. Mimo to, rola
naczyn limfatycznych w indukcji odpowiedzi immunologicznej zwigzanej z rozwojem guza
nowotworowego pozostaje niejasna. Wiadomo, ze w przypadku transplantacji tkanek
limfangiogeneza moze wspiera¢ odrzucenie przeszczepoéw, co zostato wykazane w przypadku
transplantacji rogowki. Z drugiej strony, stymulacja limfangiogenezy moze sprzyjacé
wygaszaniu przewleklego procesu zapalnego, co moze stanowi¢ nowg strategi¢ leczenia
przewlektych choréb skory, a by¢ moze takze innych narzadow [22-24]. Te obserwacje
sugeruja, ze naczynia limfatyczne petnig réznorodne 1 ztozone funkcje w regulacji lokalnych
procesOw immunologicznych, zaréwno poprzez ich indukcje, jak 1 wygaszanie.
Jednym z celé6w moich badan byta analiza roli naczyn limfatycznych w ksztattowaniu
procesOw  immunologicznych ~w  mikrosrodowisku  czerniaka, ze szczegdlnym
uwzglednieniem indukcji przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologiczne;.

Struktury limfatyczne, w tym naczynia limfatyczne 1 wezty chtonne, sa powszechnie
obecne w tkance tluszczowej. Tkanka tluszczowa z kolei ma istotny wplyw na wzrost guza,
szczegOlnie gdy staje si¢ zrodtem przewleklego stanu zapalnego [25-28]. Wpltyw naczyn
limfatycznych na regulacje stanu zapalnego tkanki tluszczowej w kontekscie rozwijajacego

si¢ guza nowotworowego byt dotychczas pomijany, mimo ze niektéore nowotwory, w tym
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czerniak, rozwijaja si¢ w bliskim sgsiedztwie tkanki tluszczowej, nierzadko ja infiltrujac.
W moich dalszych badaniach skupilem si¢ na analizie roli naczyn limfatycznych w regulacji
stanu zapalnego tkanki tluszczowej, aby lepiej zrozumie¢, w jaki sposdb ten proces wptywa
na rozwQj czerniaka.

Tkanka tluszczowa jest rowniez zrddtem nowo odkrytych komérek uktadu
odpornosciowego, obecnie znanych jako wrodzone komorki limfoidalne grupy 2 (group 2
innate lymphoid cells, ILC2) [29]. ILC2 nalezg do rodziny wrodzonych komorek
limfoidalnych (innate lymphoid cells, ILC), ktore sg limfocytami nie wykazujacymi ekspresji
receptorow antygenowych (T-cell receptor, TCR). Na podstawie ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych oraz produkcji cytokin podzielono je na pi¢¢ podtypow: komorki NK
(natural killer cells, NK), ILC1, ILC2, ILC3 oraz komoérki indukujace tkanke limfatyczng
(lymphoid tissue inducer cells, LTi) [30]. ILC1 produkuja cytokiny typu 1, takie jak IFN-y
1 TNF-a, oraz wykazuja ekspresje czynnika transkrypcyjnego T-bet. W przeciwienstwie do
komorek NK, nie sg cytotoksyczne 1 moga rozwija¢ si¢ bez eomesoderminy (eomes), ktora
jest kluczowa dla réznicowania komorek NK. Z kolei ILC2, wytwarzaja cytokiny typu 2,
takie jak IL-4, IL-5 1 IL-13. Ich rozwo¢j zalezy od ekspresji czynnikow transkrypcyjnych,
takich jak GATA3 oraz RORa. Kolejna grupg sa ILC3 oraz komorki LTi, ktore produkuja
IL-22 i/lub IL-17. Ich rozwdj jest uzalezniony od obecnosci czynnika transkrypcyjnego
RORyt. Komérki LTi dodatkowo wytwarzaja limfotoksyne (LT) i1 powstaja w wyniku
odmiennego procesu rozwojowego niz [ILC3.

ILC2, poprzez produkcje zwigkszonych ilosci cytokin typu 2, odgrywaja kluczowa
role w indukcji odpowiedzi immunologicznej typu 2, pierwotnie zwigzanej z ochrong przed
pasozytami (tzw. helmintami) [29]. W kontekscie choroby nowotworowej dotychczas
przypisywano im wylacznie udzial w ksztaltowaniu mikrosrodowiska sprzyjajacego
rozwojowi nowotworow. Mechanizm ten jest zwigzany =z rekrutacja komorek
immunosupresyjnych, w tym makrofagow o fenotypie M2 oraz komorek supresorowych
pochodzenia mieloidalnego (myeloid-derived suppressor cells, MDSC), co zostato wykazane
w przypadku raka piersi [31]. Biorgc pod uwage, ze obecnos¢ ILC2 zostata potwierdzona
takze w tkankach barierowych, takich jak skora, postanowilem zbada¢ ich potencjalng role
W rozwoju czerniaka.

Otrzymane wyniki badan dotyczace roli ILC2 oraz odpowiedzi immunologicznej typu
2 w nowotworzeniu postanowilem opublikowa¢ w formie dwoch artykutow przegladowych,
ktore zostaly uwzglednione w cyklu habilitacyjnym. Artykuly te nie tylko podsumowujg

aktualny stan wiedzy na temat funkcji ILC2 w mikrosrodowisku nowotworowym, ale takze
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przedstawiaja nowa hipotez¢ dotyczaca roli odpowiedzi immunologicznej typu 2 w procesie

nowotworzenia.

Cel naukowy

Celem niniejszej pracy jest szczegOtowa analiza interakcji miedzykomorkowych
w mikrosrodowisku czerniaka, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli naczyn limfatycznych
oraz wrodzonych komorek limfoidalnych grupy 2 (ILC2). Badania maja na celu zrozumienie
ich bezposredniego 1 posredniego wptywu na rozwo6j nowotworu oraz opracowanie nowych

strategii terapeutycznych opartych na modulacji proceséw immunologicznych.

Cele szczegotowe

1. Analiza wptywu naczyh limfatycznych na ksztaltowanie proceséw immunologicznych
w mikro$rodowisku czerniaka, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich roli w indukcji
przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej (Publikacja 1).

2. Zbadanie roli naczyn limfatycznych w regulacji stanu zapalnego tkanki tluszczowe;j
w rozwoju czerniaka (Publikacja 2).

3. Zbadanie mechanizméw interakcji pomiedzy komorkami nowotworowymi
a wrodzonymi komoérkami limfoidalnymi grupy 2 (ILC2) oraz ich roli w rozwoju
czerniaka. (Publikacja 3 oraz 4).

4. Przedstawienie mechanizméw stosowanych przez komoérki nowotworowe w celu
uniknigcia rozpoznania i eliminacji przez ILC (Publikacja 5).

5. Przedstawienie nowej roli odpowiedzi immunologicznej typu 2 Ww procesie

nowotworzenia (Publikacja 6) .

Uzyskane wyniki

Publikacja 1.

Lund AW*, Wagner M”, Fankhauser M, Steinskog ES, Broggi MA, Spranger S, Gajewski
TF, Alitalo K, Eikesdal HP, Wiig H, Swartz MA. Lymphatic vessels regulate immune
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microenvironments in human and murine melanoma. J Clin Invest. 2016 Sep 1;126(9):3389-
402. doi: 10.1172/JC179434.

*Contributed equally to this work

Glownym celem pracy byto zbadanie w jaki sposob naczynia limfatyczne wptywaja na
ksztaltowanie proceséw immunologicznych w mikrosrodowisku czerniaka, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich roli w indukcji przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej.

Analiza prébek ludzkiego czerniaka z wykorzystaniem ogolnodostepnej bazy danych
The Cancer Genome Atlas (TCGA) wykazala, ze ekspresja gendw kodujacych markery
zwigzane z komorkami $rédblonka naczyn limfatycznych, takich jak PDPN (podoplanin),
LYVEI (lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1) oraz VEGFC — ktore wspolnie
tworzg opracowany przez nas wskaznik limfatyczny (lymphatic score, LS) — koreluje z
ekspresjg genoéw specyficznych dla roznych komorek uktadu odpornosciowego, w tym CD45
(PTPRC), CD11B (ITGAM), F480 (ADGRE1), KLRBI, CD3D, CD8A, CD4 oraz FOXP3.

Biorgc pod uwage pozytywna korelacje miedzy LS a markerami komorek uktadu
odpornosciowego w ludzkim czerniaku, eksperymentalnie zbadalem rol¢ naczyn
limfatycznych w indukcji stanu zapalnego oraz odpowiedzi immunologicznej przeciwko
czerniakowi. W pracy wykorzystatem transgeniczne myszy K14-VEGFR3-Ig, ktore sa
pozbawione naczyn limfatycznych w skoérze na skutek kontrolowanej przez promotor
keratynowy (K14) ekspresji receptora VEGFR3. Receptor ten wigze si¢ z VEGF-C oraz
VEGF-D, neutralizujac je 1 zapobiegajac limfangiogenezie w skorze. Wyniki moich badan
pokazaty, ze guzy czerniaka B16F10 rozwijajace si¢ w myszach K14-VEGFR3-Ig
wykazywaly znacznie mniejszg infiltracje leukocytow oraz nizszy poziom cytokin
prozapalnych w poréwnaniu z guzami rozwijajagcymi si¢ w myszach typu dzikiego (WT).
Szczegdlowa analiza wykazata znaczace zmniejszenie liczebnosci dominujacych populacji
komorek uktadu odpornosciowego, w tym limfocytow T 1 B, komorek prezentujacych
antygen, jak réwniez limfocytow T regulatorowych oraz prozapalnych monocytéw, w guzach
rozwijajacych si¢ w myszach K14-VEGFR3-Ig. Wyniki te sugeruja, ze brak naczyn
limfatycznych znaczaco zmienia dynamike mikrosrodowiska guza, ostabiajgc indukcje
odpowiedzi immunologicznej 1 prowadzac do ograniczonej rekrutacji komorek
odpornosciowych. Zdolno$¢ komoérek dendrytycznych do migracji z guza do weztow

chlonnych byta réwniez ograniczona. Zgodnie z oczekiwaniami, myszy K14-VEGFR3-Ig
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wykazywaly zmniejszong podatno$¢ na rozwdj spontanicznych przerzutow do pluc
z pierwotnych czerniakow B16F10.

Dodatkowe eksperymenty z wykorzystaniem szczepionki profilaktycznej skierowanej
przeciwko komoérkom BI16F10, wykazujacym ekspresje ovalbuminy (B16F10.0VA),
potwierdzity, ze brak naczyn limfatycznych znaczaco ostabia indukcje odpowiedzi
immunologicznej, prowadzac do zmniejszonej infiltracji guzéw przez limfocyty T
specyficzne dla komorek B16F10.0VA oraz braku zahamowania ich wzrostu. Pomimo
ostabionej indukcji odpowiedzi immunologicznej w myszach K14-VEGFR3-Ig wobec guzow
B16F10.0VA, adoptywny transfer aktywowanych ex vivo limfocytéw T znaczgco zahamowat
wzrost guzoéw u tych myszy.

Podsumowujac, otrzymane wyniki sugeruja, ze obecno$¢ naczyn limfatycznych oraz
ich funkcja drenazowa maja kluczowe znaczenie dla indukcji odpowiedzi immunologiczne;j

przeciwko czerniakowi.

Publikacja 2.

Wagner M*, Steinskog ES, Wiig H. Blockade of lymphangiogenesis shapes tumor-
promoting adipose tissue inflammation. Am J Pathol. 2019 Oct;189(10):2102-2114. doi:
10.1016/j.ajpath.2019.06.010.

*Corresponding author

Glownym celem pracy bylo zbadanie roli naczyn limfatycznych w regulacji stanu
zapalnego tkanki thuszczowej w rozwoju czerniaka. Tkanka tluszczowa czesto zlokalizowana
jest w poblizu guzoéw nowotworowych, w tym szczegdlnie czerniaka, 1 moze stymulowaé
rozwoj guza, zwtaszcza gdy staje si¢ zrodtem przewleklego stanu zapalnego.

Korzystajac z myszy transgenicznych K14-VEGFR3-Ig, zaobserwowatem istotne
zmiany w tkance ttuszczowej otaczajacej guzy czerniaka B16F10. Jednym z najistotniejszych
odkry¢ byto wykazanie, ze blokada limfangiogenezy prowadzi do selektywnej akumulacji
w tkance tluszczowej makrofagow o fenotypie M2, ktore sg oznaczone markerem CD301
(CLEC10A). U myszy K14-VEGFR3-Ig makrofagi te wykazywaty zwiekszong proliferacje,
co moze wyjasnia¢ ich wyzszg liczbg.

Jak wykazalem w poprzedniej publikacji (Publikacja 1), indukcja odpowiedzi
immunologicznej zalezy od obecnosci naczyn limfatycznych i ich funkcji drenazowej. Guzy

rozwijajace si¢ u myszy KI14-VEGFR3-Ig wykazywaly znaczaco obnizong ekspresje
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mediatoré6w prozapalnych w poréwnaniu do guzow rozwijajacych si¢ u myszy WT.
Mediatory prozapalne, takie jak cytokiny typu 1 (np. IFN-y), sa znane z roli w modulowaniu
funkcji makrofagbw o fenotypie M2, w tym przez hamowanie ich funkcji
immunosupresyjnych. Uwzgledniajac te ceche, makrofagi z tkanki ttuszczowej u myszy K14-
VEGFR3-Ig moga by¢ bardziej podatne na lokalne mikrosrodowisko, ktéore wzmacnia ich
odpowiedz immunosupresyjng. Z kolei zwigkszona liczba makrofagow o fenotypie M2
w tkance tluszczowej otaczajacej guzy czerniaka B16F10 u myszy K14-VEGFR3-Ig tworzy
sprzyjajace srodowisko dla rozwoju nowotwordow. W rezultacie guzy rozwijaty si¢ znacznie
szybciej w tkance tluszczowej u myszy K14-VEGFR3-Ig 1 byly bardziej unaczynione
w porownaniu do myszy WT. Ponadto, gdy komoérki czerniaka zostalty podane myszom
wraz ze §wiezo wyizolowanymi z tkanki tluszczowej makrofagami, wzrost nowotworu byt
znacznie szybszy, a guzy bardziej unaczynione.

Rola tkanki tluszczowej 1 makrofagdw zostata rowniez potwierdzona w badaniach na
ludzkich probkach czerniaka z wykorzystaniem bazy danych TCGA. Analiza ekspresji genu
FABP4, kodujacego biatko wigzace kwasy tluszczowe, wykazata korelacje z genami
kodujacymi markery makrofagéw o fenotypie M2, w tym CLECI10A. Co istotne, zwigkszona
ekspresja FABP4 byta zwigzana z krotszym czasem przezycia pacjentow.

Podsumowujac, wyniki powyzszych badan sugeruja, ze naczynia limfatyczne
odgrywaja kluczowg role¢ w rozwoju czerniaka poprzez regulacj¢ stanu zapalnego w tkance
thuszczowej, a ich brak moze wplywac na rozw6j mikrosrodowiska sprzyjajacego wzrostowi

guza.

Publikacja 3.

Wagner M*, Koyasu S. A 3D skin melanoma spheroid-based model to assess tumor-immune
cell interactions. Bio Protoc. 2020 Dec 5;10(23):€3839. doi: 10.21769/BioProtoc.3839.

*Corresponding author

W  celu lepszego zrozumienia mechanizméw interakcji miedzy komodrkami
nowotworowymi a komorkami ukladu odpornosciowego stworzylem trojwymiarowy model
czerniaka w formie sferoidéw. Stanowilo to gldwny cel niniejszej pracy, ktorg opublikowatem
jako artykul metodyczny. Sferoidy stanowig cenne narzedzie badawcze, mogace wypehic
luke miedzy tradycyjnymi dwuwymiarowymi kulturami komorek nowotworowych a bardziej

ztozonymi guzami litymi, z ktérymi dzielg kluczowe cechy biologiczne, takie jak struktura
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przestrzenna, gradient tlenu oraz substancji odzywczych, a takze produktow przemiany
materii. Dzigki temu sferoidy lepiej odwzorowuja warunki panujgce w mikrosrodowisku
guza, w tym hipoksj¢ oraz metaboliczne zmiany adaptacyjne. W badaniach nad nowotworami
istotnym wyzwaniem jest uchwycenie dynamicznych i1 wzajemnych interakcji migdzy
komorkami guza a komodrkami uktadu odpornosciowego, ktore moga tlumi¢ odpowiedz
immunologiczng 1 wptywac na rozwdj i progresje nowotworu.

W pracy tej zastosowatem prosta metode generowania sferoidow, znang jako metoda
wiszacej kropli (ang. hanging drop method). Technika ta, ze wzgledu na swoja prostote oraz
brak koniecznosci uzycia specjalistycznego sprzetu, umozliwia szybkie i efektywne tworzenie
trojwymiarowych agregatow komorek nowotworowych. Sferoidy powstaja w wyniku
samoorganizacji komoérek w zawiesinie, ktére pod wplywem grawitacji tworza jednorodne
struktury.

Wykorzystanie sferoidow, w przeciwienstwie do dwuwymiarowych kultur komoérek
nowotworowych B16F10, doprowadzito do opracowania kolejnej publikacji (Publikacja 4).
W badaniach sferoidy wytworzone z komorek czerniaka B16F10 byly wspothodowane
z komorkami ILC2, co umozliwilo analize¢ wptywu nowotworu na funkcje tych komorek.
Wspoéthodowle prowadzono w wariancie posrednim, z uzyciem porowatych membran, ktore
umozliwialy wymiane sygnatéw chemicznych, jednoczes$nie izolujac komorki fizycznie.
Takie podejscie pozwolito na zbadanie interakcji o charakterze biochemicznym.

Prezentowana praca dostarcza nowego narzedzia badawczego do analizy zlozonych
interakcji miedzy komorkami nowotworowymi a komorkami mikrosrodowiska guza,

zwlaszcza komorkami uktadu odpornosciowego.

Publikacja 4.

Wagner M*, Ealey KN, Tetsu H, Kiniwa T, Motomura Y, Moro K, Koyasu S. Tumor-
derived lactic acid contributes to the paucity of intratumoral ILC2s. Cell Rep. 2020 Feb
25;30(8):2743-2757.e5. doi: 10.1016/j.celrep.2020.01.103.

*Corresponding author

Glownym celem pracy bylo zbadanie mechanizméw interakcji miedzy komodrkami
nowotworowymi czerniaka a ILC2 oraz okreslenie ich roli w rozwoju nowotworu.

W badaniach zastosowatem wspothodowle z wykorzystaniem modelu 3D czerniaka w formie
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sferoidow z komoérkami ILC2, co pozwolito wykaza¢, ze komorki nowotworowe, dzieki
intensywnemu metabolizmowi glukozy, produkuja znaczne ilosci kwasu mlekowego.
Powoduje to zakwaszenie mikro$rodowiska, ktore niekorzystnie wptywa na ILC2, prowadzac
do zahamowania ich proliferacji, funkcji efektorowych 1 przezywalnosci. W obecnosci
wysokiego stezenia kwasu mlekowego ILC2, stymulowane przez IL-33, tracg zdolno$¢ do
produkcji cytokin typu 2, w tym IL-5, niezbednej do aktywacji eozynofilow.

Oprocz badan in vitro wykorzystalem réwniez model in vivo, ktéry potwierdzit, ze
kwas mlekowy jest kluczowym czynnikiem redukujagcym liczebno§¢ ILC2. W modelu
czerniaka BI6F10 o obnizonej produkcji kwasu mlekowego (LDHA"Y) guzy
charakteryzowaty si¢ wolniejszym tempem wzrostu oraz wyraznym zwigkszeniem liczby
ILC2 1 eozynofilow. Podanie IL-33 myszom dodatkowo nasilito ten efekt, prowadzac do
dalszego wzrostu liczby ILC2 i eozynofilow oraz silniejszego hamowania wzrostu guza.
Zahamowanie wzrostu guza wigzato si¢ z cytotoksycznym dziataniem eozynofilow, ktoére
wydzielaty cytotoksyczne czasteczki, takie jak gtdéwne biatko zasadowe (major basic protein,
MBP).

Analiza probek ludzkiego czerniaka z wykorzystaniem bazy danych TCGA wykazata,
ze ekspresja IL33 koreluje dodatnio z genami kodujacymi markery charakterystyczne dla
ILC2 oraz eozynofilow, podczas gdy ekspresja LDHA koreluje ujemnie z genami kodujagcymi
markery tych komorek. Co wiecej, zwigkszona ekspresja /L33 oraz SIGLECS, markera
zwigzanego z eozynofilami, byta zwigzana z dluzszym czasem przezycia pacjentow.

Wyniki  moich badan sugeruja, ze nowotwory aktywnie manipulujg
mikrosrodowiskiem poprzez zmiany metaboliczne, aby unika¢ ataku ze strony uktadu
odpornosciowego. Badania te wskazuja rowniez na przeciwnowotworowg role komorek
ILC2, co rzuca nowe $§wiatlo na znaczenie odpowiedzi immunologicznej typu 2 w kontekscie
chorob nowotworowych, ktérym dotychczas przypisywano glownie role w ksztaltowaniu

mikro$rodowiska sprzyjajacego rozwojowi nowotworow.
Publikacja 5.
Wagner M*, Koyasu S. Cancer immunoediting by innate lymphoid cells. Trends Immunol.

2019 May;40(5):415-430. doi: 10.1016/5.1t.2019.03.004.

*Corresponding author
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Glownym celem pracy bylo omoéwienie roli wrodzonych komorek limfoidalnych
(ILC) w procesie ,,immunoedytowania nowotworow” (ang. “cancer immunoediting”). Proces
ten opisuje interakcje uktadu odpornosciowego z komdrkami nowotworowymi i sktada sie
z trzech faz: “eliminacji”, ,réwnowagi” 1 ,ucieczki”. W fazie ,eliminacji” uklad
odpornosciowy rozpoznaje i niszczy komorki nowotworowe. W fazie ,,rownowagi” czesci
komorek nowotworowych udaje si¢ przetrwac, ale ich wzrost pozostaje pod kontrolg uktadu
odpornosciowego. W fazie ,ucieczki” komodrki nowotworowe rozwijaja mechanizmy
unikania odpowiedzi immunologicznej co prowadzi do wzrostu guza. Proces ten
odzwierciedla ewolucje nowotworu w odpowiedzi na presj¢ immunologiczna.

Praca koncentruje si¢ na analizie, w jaki sposob ILC modulujga odpowiedz
immunologiczng. Uwaga poswiecona mechanizmom, dzigki ktérym ILC wptywaja na rozwoj
nowotworow, otwiera nowe mozliwosci w immunoterapii. Manipulacja funkcjami ILC moze
prowadzi¢ do opracowania skuteczniejszych strategii terapeutycznych, zwlaszcza w
przypadku nowotworéw opornych na tradycyjne metody leczenia. W pracy tej omoéwione sg
takze réznice w roli ILC w poszczegdlnych fazach immunoedytowania, podkreslajac
znaczenie dynamiczne] interakcji miedzy komoérkami nowotworowymi a uktadem
odpornosciowym. Praca porusza rowniez kwestie manipulacji mikrosrodowiskiem przez
komorki nowotworowe, m.in. poprzez zmiany metaboliczne, takie jak produkcja kwasu
mlekowego (Publikacja 4), co pozwala guzom unika¢ odpowiedzi immunologiczne;.
Na koniec przedstawiono perspektywy terapeutyczne, w tym potencjalne zastosowanie ILC
w zwickszaniu skuteczno$ci odpowiedzi przeciwnowotworowej oraz ograniczaniu

mechanizmow ucieczki guza.

Publikacja 6.

Wagner M*, Nishikawa H, Koyasu S. Reinventing type 2 immunity in cancer. Nature. 2025
Jan;637(8045):296-303. doi: 10.1038/s41586-024-08194-2.

*Corresponding author

Glownym celem pracy bylo przedstawienie przeciwnowotworowej roli odpowiedzi
immunologicznej typu 2. Dotychczas dominowalo przekonanie, ze odpowiedz
immunologiczna typu 2, kojarzona z walka z pasozytami, sprzyja gloéwnie rozwojowi
nowotworow, na przyklad ze wzgledu na czesta obecno$¢ w mikrosrodowisku

nowotworowym komoérek zaangazowanych w t¢ odpowiedz, takich jak makrofagi o fenotypie
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M2 oraz MDSC. Jednak analiza dostepnej literatury naukowej, uzupetniona wynikami
naszych badan (Publikacja 4), pozwolita mi wysuna¢ hipoteze, ze wplyw odpowiedzi
immunologicznej typu 2 na powstawanie nowotworéw moze by¢ bardziej ztozony, niz

dotychczas sadzono.

4.4. Podsumowanie osiagnie¢. Znaczenie i zastosowanie uzyskanych wynikow, wklad

w rozwoj dyscypliny naukowej.

Podsumowanie

Badania opisane w cyklu powigzanych tematycznie artykutow dostarczajg istotnych
informacji na temat interakcji zachodzacych w mikrosrodowisku czerniaka, poglebiajac nasza
wiedze w tym zakresie. Ponadto wskazuja na potencjalne kierunki nowych badan, majacych
na celu stworzenie nowych terapii oraz narzedzi diagnostycznych, ktore mogltyby umozliwié¢
wczesniejsze wykrywanie zmian nowotworowych 1 przyczyni¢ si¢ do poprawy skutecznosci
leczenia.

W pierwszej czesci przeanalizowano rolg naczyn limfatycznych w rozwoju czerniaka
w konteks$cie indukeji odpowiedzi immunologicznej. Naczynia limfatyczne, w poréwnaniu
do naczyn krwionos$nych, byty dotychczas stosunkowo stabo zbadane. Uwazano je gtownie
za biernych uczestnikOw przerzutowania, stanowiacych jedng z drég przemieszczania si¢
komorek nowotworowych. Obecnie jednak wiadomo, ze ich obecnos¢ jest kluczowa dla
aktywacji uktadu odpornosciowego, co stanowi podstawg immunoterapii.

Czerniak jest szczegdlnie atrakcyjnym celem immunoterapii ze wzglgdu na swoja
wysokg immunogenno$¢. Immunoterapia, szczegélnie z wykorzystaniem inhibitorow
punktow kontrolnych, takich jak anty-PD-1 i1 anty-CTLA-4, zrewolucjonizowata leczenie
nowotworow. Jednakze jej efektywno$¢ jest uzalezniona od obecnosci w mikrosrodowisku
nowotworowym komorek efektorowych, zwlaszcza cytotoksycznych limfocytow T CDS".
Wciaz nie jest jasne, co decyduje o zdolnosci konkretnego pacjenta do wygenerowania
endogennej odpowiedzi immunologicznej przeciwko wiasnemu nowotworowi. W niniejszej
pracy przeanalizowano rol¢ naczyn limfatycznych w indukcji takiej odpowiedzi. Opracowano
wskaznik LS (ang. lymphatic score) oparty na ekspresji gendw kodujacych markery naczyn
limfatycznych, takich jak PDPN, LYVEI i VEGFC. PDPN oraz LYVEI wykazywaly istotng
korelacje zarowno miedzy sobg, jak 1 z VEGFC, nie korelujgc jednoczesnie z innymi

czynnikami VEGF, co wskazuje na specyficzno$¢ szlaku sygnalizacyjnego VEGF-
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C/VEGFR3. Pacjenci z wysokim wskaznikiem LS wykazywali konsekwentnie wyzsza
ekspresje markerow immunologicznych, podczas gdy pacjenci z niskim wskaznikiem
charakteryzowali si¢ obnizong ekspresjg tych samych markerow.

Niniejsze badanie byto pierwszym, ktére na podstawie materiatu ludzkiego sugeruje,
ze ekspresja markerow zwigzanych z naczyniami limfatycznymi moze stanowi¢ predyktor
srodowiska immunologicznego w czerniaku, co moze zosta¢ wykorzystane jako narzedzie
diagnostyczne w klasyfikacji pacjentow kwalifikujacych si¢ do immunoterapii, szczegolnie
tej opartej na inhibitorach punktéw kontrolnych. Kluczowym wyzwaniem pozostaje jednak
identyfikacja metod pozwalajacych na zahamowanie funkcji naczyn limfatycznych, ktore
sprzyjaja przerzutowaniu. Wyniki badan wykazaty, bowiem, ze u myszy K14-VEGFR3-Ig,
pozbawionych naczyn limfatycznych w skorze, liczba przerzutow czerniaka B16F10 byta
nizsza w poréwnaniu do myszy WT. Ta wiedza moze znalez¢ zastosowanie w praktyce
klinicznej. Odpowiednie modulowanie funkcji naczyn limfatycznych, np. poprzez
promowanie drenazu 1 prezentacji antygenow lub blokowanie funkcji przerzutowej naczyn,
mogloby prowadzi¢ do zwigkszenia efektywnos$ci immunoterapii lub zmniejszenia ryzyka
przerzutow.

W nastepnej czesci badan skupiono si¢ na analizie wptywu naczyn limfatycznych na
regulacje stanu zapalnego tkanki tluszczowej otaczajacej guz czerniaka. Wpltyw naczyn
limfatycznych na stan zapalny w tkance tluszczowej w kontek$cie rozwijajacego si¢ guza
nowotworowego byl dotychczas pomijany, mimo ze niektére nowotwory, w tym czerniak,
rozwijajg si¢ w bezposrednim sgsiedztwie tkanki tluszczowej, nierzadko ja infiltrujac.
Obecnie wiadomo, ze tkanka thuszczowa moze aktywnie stymulowac jego rozwoj, zwlaszcza
gdy staje si¢ zrodtem przewleklego stanu zapalnego. Badania wykazaly, ze brak naczyn
limfatycznych zmienia srodowisko zapalne w tkance tluszczowej, prowadzac do selektywne;j
akumulacji makrofagdw o fenotypie M2, oznaczonych markerem CD301 (CLEC10A), ktore
tworza mikrosrodowisko sprzyjajace rozwojowi czerniaka B16F10. Ekspresja markerow
takich jak FABP4 1 CLEC10A w materiale ludzkim moze stanowi¢ narzg¢dzie prognostyczne,
umozliwiajace lepszag ocen¢ agresywnosci nowotworu 1 dostosowanie terapii do
indywidualnych potrzeb pacjenta. Ponadto makrofagi oznaczone markerem CD301
(CLEC10A) moga stanowi¢ potencjalny cel terapeutyczny. Otrzymane wyniki wskazuja na
modulacje¢ funkcji tkanki thuszczowej jako nowy kierunek terapeutyczny w celu zahamowania
wzrostu guza. Jest to szczegélnie istotne w kontekscie globalnego wzrostu zachorowan na

otytos¢, ktora zwigksza ryzyko raka prostaty 1 zoladka u mezczyzn, raka piersi

22



Zatacznik 3. Autoreferat

(po menopauzie), macicy, szyjki macicy i jajnikéw u kobiet, a takze raka przetyku, watroby,
pecherzyka zotciowego, trzustki, jelita grubego 1 nerek u obu pici.

Ostatnia cz¢$¢ badan poswigcona byta analizie roli nowo odkrytych komoérek ILC2
w rozwoju czerniaka. Komorki te, mimo ze pierwotnie odkryte w tkance ttuszczowej [29],
sa obecne przede wszystkim w tkankach barierowych, takich jak skéra [32]. Zbadanie
interakcji migdzy komorkami nowotworowymi a ILC2 bylo mozliwe dzigki wykorzystaniu
modelu 3D w postaci sferoidow. Model ten, dzigki swojej prostocie i elastycznos$ci, moze by¢
szeroko stosowany w badaniach nowotworowych, umozliwiajac latwe wprowadzanie
dodatkowych modyfikacji eksperymentalnych oraz testowanie nowych terapii. Wykorzystanie
tego modelu wykazato, ze komorki czerniaka B16F10, poprzez produkcje kwasu mlekowego,
hamuja proliferacje, funkcje efektorowe oraz przezywalno$¢ ILC2 w warunkach in vitro.
Negatywna rola kwasu mlekowego produkowanego przez komoérki nowotworowe in vivo
zostala potwierdzona przez zmniejszenie ekspresji genu LDHA w komorkach B16F10. Guzy,
w ktorych produkcja kwasu mlekowego byta zmniejszona, rosty wolniej i charakteryzowaly
si¢ zwigkszong liczbg ILC2, ktorym towarzyszyly eozynofile. Efekt ten zostat spotggowany
przez 1L-33, ktorej podanie dodatkowo hamowato wzrost czerniaka, charakteryzujacego si¢
bardziej intensywng infiltracjg ILC2 oraz eozynofili. Analiza bazy danych TCGA wykazata,
ze ekspresja genu /L33 koreluje ze zwigkszong przezywalnos$cig u pacjentdw z czerniakiem.
Ekspresja tego genu koreluje réwniez z markerami charakterystycznymi dla ILC2,
w odroznieniu od genu kodujacego kwas mlekowy, LDHA. Zwigkszona przezywalnosé
u pacjentow z czerniakiem zostata takze skorelowana z ekspresja markera eozynofilii
SIGLECS, co moze sugerowac o ich przeciwnowotworowej roli. Mozliwo$§¢ wzmocnienia
przeciwnowotworowej roli ILC2 poprzez ich aktywacje lub modyfikacje mikrosrodowiska na
takie, ktore w mniejszym stopniu hamuje ich aktywno$¢ (m.in. poprzez zmiany metaboliczne,
takie jak zahamowanie produkcji kwasu mlekowego), rodzi nadziej¢ na opracowanie
efektywnych terapii przeciwnowotworowych.

Podsumowujgc, badania opisane w cyklu powigzanych tematycznie artykutow
poglebiaja nasza wiedze w zakresie interakcji zachodzacych w mikrosrodowisku czerniaka.
Zrozumienie roli naczyn limfatycznych w guzie nowotworowym, ich wptywu na otaczajaca
tkanke tluszczowa oraz roli ILC2 otwiera perspektywy dla terapii ukierunkowanych na

mikrosrodowisko nowotworowe.

4.5. Dalsze plany badawcze.
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Odkrycie, ze ILC2 moga odgrywac istotng rolg przeciwnowotworowa, rzuca nowe
swiatto na dotychczasowe postrzeganie odpornosci typu 2, w ktorej ILC2 sg zaangazowane,
w kontekscie rozwoju nowotworéw. Do tej pory odpornos¢ typu 2 byla gléwnie kojarzona
ze wspieraniem progresji nowotworow. Przeciwnowotworowy potencjat odpornosci typu 2,
ktory byt w duzej mierze pomijany lub po prostu ignorowany, wymaga jednak dalszych
badan, w ktérych zamierzam aktywnie uczestniczyc¢.

Pierwotng rolg ILC2 jest ochrona przed pasozytami wnikajacymi do organizmu
1 powodujagcymi w nim spustoszenie. Jednakze komdrki nowotworowe rozprzestrzeniajg si¢
1 wyniszczaja organizm podobnie jak pasozyty. Analiza dostepnej literatury naukowej,
uzupelniona wynikami naszych badan, pozwolita mi wysung¢ hipotezg, ze ILC2
z ewolucyjnego punktu widzenia mogly przystosowaé si¢ do obrony przed komorkami
nowotworami. Lepsze zrozumienie mechanizmow przeciwnowotworowej aktywnosci ILC2
moze stanowi¢ podstawe do opracowania innowacyjnych strategii terapeutycznych.

W swojej dalszej pracy, prowadzonej obecnie w Sieci Badawczej Lukasiewicz —
PORT Polski Osrodek Rozwoju Technologii we Wroctawiu, realizuj¢ projekt badawczy
finansowany przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu Sonata Bis 12. Jego celem
jest analiza mechanizméw przeciwnowotworowej aktywnosci ILC2, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich interakcji z innymi komodrkami obecnymi w mikrosrodowisku czerniaka.

Réwnie istotnym aspektem moich badan jest identyfikacja nowych aktywatorow
1 inhibitorow ILC2. Wzmocnienie przeciwnowotworowej odpowiedzi ILC2 lub zahamowanie
ich dzialan sprzyjajacych rozwojowi nowotworu mogloby umozliwi¢ skuteczniejsze
wykorzystanie tych komorek w terapii nie tylko czerniaka, ale takze innych nowotwordw,
w tym raka piersi, w ktorym ILC2 wykazuja wlasciwos$ci wspierajgce progresje choroby.

Identyfikacja czynnikéw aktywujacych oraz hamujacych ILC2 jest $cisle zwigzana
z ich heterogenno$cig. ILC2 wykazuja znaczng rdéznorodnos¢ pod wzgledem ekspresji
markeréw powierzchniowych; na przyklad ILC2 obecne w plucach charakteryzuja sie
ekspresja receptora chemokiny C-C typu 4 (CCR4), podczas gdy ILC2 w jelitach wykazuja
ekspresje receptora C-C typu 2 (CCR2) [33, 34]. Zidentyfikowanie specyficznych podtypow
ILC2 oraz analiza ich zdolno$ci do migracji 1 osiedlania si¢ w okreslonych tkankach, a takze
okreslenie roli, jaka odgrywaja w procesie chorobotworczym, moze przyczyni¢ si¢ do
opracowania precyzyjniejszych narzedzi diagnostycznych i1 bardziej skutecznych strategii
terapeutycznych.

Bazujac na wynikach badan przedklinicznych, chciatbym przeanalizowa¢ obecnosé

specyficznych podtypow ILC2 w roéznych rodzajach nowotworow u ludzi, koncentrujac sie
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szczegoOlnie na nowotworach skory na réznych etapach ich rozwoju — od tagodnych zmian
barwnikowych po forme¢ przerzutowa czerniaka. Glownym celem moich badan jest
skorelowanie obecnosci tych komoérek ze stadium rozwoju choroby, co pozwoli na lepsze
zrozumienie ich potencjalnej roli w progresji nowotworu. Wsrdéd dostepnych narzedzi
diagnostycznych zamierzam zastosowa¢ w szczegoOlnosci techniki immunofluorescencyjnej
mikroskopii wieloparametrycznej, ktore umozliwia jednoczesng analiz¢ wielu markeréw
w jednej probce tkankowej, pozwalajac na szczegdtowa ocene fenotypu i lokalizacji ILC2
w kontekscie mikrosrodowiska nowotworowego. Wsrod strategii terapeutycznych jedng
z najbardziej obiecujacych metod jest adoptywny transfer komorek. Polega on na izolacji
ILC2 z odpowiednich tkanek pacjenta, ich stymulacji ex vivo za pomocg specyficznych
aktywatorow, a nastepnie ponownym podaniu w celu modulacji odpowiedzi
immunologicznej. Stworzenie w petni skutecznej strategii terapeutycznej z wykorzystaniem

ILC2 wymaga jednak odpowiedzi na przedstawione powyzej pytania.

4.6. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych.

Prace przed uzyskaniem tytutu doktora.

Moje zainteresowanie badaniami nad chorobami nowotworowymi rozpoczgto sie
w trakcie studiéw licencjackich na kierunku biotechnologia na Uniwersytecie Slaskim
w Katowicach. Zainteresowanie to zaowocowalo powstaniem pracy licencjackiej
zatytutowanej ,,Wykorzystanie bakterii w leczeniu chorob nowotworowych”, ktérej realizacja
miata miejsce w Katedrze Mikrobiologii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach pod opicka
prof. Zofii Piotrowskiej-Seget. Podczas studiow licencjackich odbywalem réwniez
wolontariat w Zaktadzie Biologii Molekularnej kierowanym przez prof. Stanistawa Szale
w Instytucie Onkologii w Gliwicach. Zainteresowania naukowe prof. Szali koncentrowaty sie
wowczas na badaniach nad naczyniami krwiono$nymi w guzach nowotworowych,
co pozwolito mi pozna¢ ich role oraz mozliwosci modulacji w terapii czerniaka. Wyniki tej
wspotpracy zaowocowaty publikacja, ktorej jestem wspotautorem, wykazujaca, ze potaczenie
przeciwangiogennej wazostatyny z cyklofosfamidem w okreslonych schematach dawkowania
optymalizuje zahamowanie wzrostu czerniaka B16F10 poprzez normalizacje naczyn
krwiono$nych, co prowadzi do poprawy dotlenienia guza oraz struktury sieci naczyniowej,

stanowigc strategie poprawy skutecznos$ci chemioterapii.
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Praca oryginalna:
* Cichon T, Jarosz M, Smolraczyk R, Ogorek B, Matuszczak S, Wagner M, Mitrus I,
Sochanik A, Jazowiecka-Rakus J, Szala S. Vasostatin increases oxygenation of B16-
F10 melanoma tumors and raises therapeutic efficacy of cyclophosphamide. Acta

Biochim Pol. 2012; 59(3):377-81.

Wolontariat w Instytucie Onkologii umozliwit mi réwniez realizacje pracy
magisterskiej pt. ,, Wplyw inhibitora cytokiny HMGBI1 — glicyryzyny na wzrost czerniaka
BI6FI10 u myszy” w tym samym zakladzie, ktorg obronitem w 2009 roku na Uniwersytecie
Slaskim z wynikiem celujacym. W swojej pracy skupitem si¢ na analizie roli glicyryzyny —
inhibitora biatka o duzej ruchliwosci elektroforetycznej (High Mobility Group Box 1,
HMGBI) — w terapii czerniaka. HMGBI1 to wysoko konserwatywne biatko jadrowe, ktore
w przestrzeni zewnatrzkomodrkowej pelni role alarminy, wywolujac stan zapalny, w tym
indukcje angiogenezy. Wyniki mojej pracy wykazaty, ze glicyryzyna poprawia skutecznos¢
terapii CAMEL, peptydu indukujacego nekrotyczng Smier¢ komoérkows. Glicyryzyna hamuje
formowanie naczyn krwiono$nych oraz zmniejsza stan zapalny wywotany przez obecno$¢
HMGBI1 w $rodowisku zewnatrzkomorkowym, co prowadzi do zahamowania wzrostu
czerniaka B16F10 u myszy. Stosowanie glicyryzyny moze zatem poprawi¢ efektywnosc
terapii przeciwnowotworowej, zwlaszcza w przypadku lekéw indukujacych $mierc
komorkows typu nekrozy.

W trakcie studiow magisterskich odbytem rowniez trzymiesigczne wakacyjne praktyki
studenckie w Zaktadzie Biologii Molekularnej, kierowanym przez prof. Ericha Gulbinsa na
Uniwersytecie Duisburg-Essen w Niemczech. Praktyki te zakonczyty si¢ publikacja artykutu
naukowego, ktérego jestem wspotautorem, opisujacego mechanizm, dzigki ktéoremu
przeciwnowotworowy lek gemcytabina indukuje $§mieré komorek glejaka poprzez aktywacje
kwasnej sfingomielinazy, prowadzaca do akumulacji ceramidu w lizosomach i indukcji

smierci komorkowe;.

Praca oryginalna:
*  Dumitru CA, Sandalcioglu IE, Wagner M, Weller M, Gulbins E. Lysosomal ceramide
mediates gemcitabine-induced death of glioma cells. J Mol Med (Berl). 2009
Nov;87(11):1123-32. doi: 10.1007/s00109-009-0514-8.
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Zdobyte wowczas doswiadczenie pozwolito mi na rozpoczecie studidow doktoranckich
na Wydziale Medycznym Instytutu Biomedycyny Uniwersytetu w Bergen w Grupie Badan
Translacyjnych nad Rakiem, kierowanej przez prof. Rolfa Bjerkviga, ktorego zainteresowania
naukowe ponadto koncentrowaly si¢ na badaniach nad naczyniami krwiono$nymi w guzach
nowotworowych, czego przykltadem jest praca przegladowa na ten temat, ktorej jestem

wspotautorem.

Praca przegladowa:
* Johannessen TC, Wagner M, Straume O, Bjerkvig M, FEikesdal HP. Tumor
vasculature: the Achilles heel of cancer? Expert Opin Ther Targets. 2013 Jan;17(1):7-
20. doi: 10.1517/14728222.2013.730522.

W trakcie studiow doktoranckich mialem réwniez mozliwo$¢ pracy naukowej na
Uniwersytecie Harvarda w Bostonie, USA. Jako cztonek Programu Badah nad Biologig
Naczyn w Szpitalu Dziecigcym oraz Wyzszej Szkole Medycznej Uniwersytetu Harvarda (The
Vascular Biology Program, Boston Children’s Hospital and Harvard Medical School)
w laboratorium kierowanym przez prof. Michaela Klagsbruna oraz pod opiekg dr. Andrew
Dudleya, mialem okazje¢ zglebi¢ wiedzg i ekspertyze na temat roli naczyn krwiono$nych
w nowotworzeniu, co ukierunkowato tematyke badawcza mojego doktoratu. Warto
nadmieni¢, ze Program Badan nad Biologiag Naczyn zostat zatozony przez zmartego prof.
Judaha Folkmana, tworce dziedziny badan nad angiogeneza. W trakcie pobytu badawczego w
USA szczegoélnie zainteresowata mnie rola tkanki thuszczowej w nowotworzeniu. W tamtym
okresie tkanka tluszczowa byta pomijana w badaniach nad wzrostem 1 rozwojem guzow,
mimo ze wiele guzow rozwija si¢ w jej bliskim sgsiedztwie lub przerzutuje do weziow
chtonnych, czesto osadzonych w tkance tluszczowej. W pionierskich, jak na owe czasy,
badaniach, ktére kontynuowatem w Norwegii, wykazalem, Ze rozwijajacy si¢ w tkance
thuszczowej guz indukuje w niej stan zapalny. Tkanka tluszczowa byta zrédtem makrofagow,
ktorych rekrutacja byta indukowana zaréwno przez aktywna, jak 1 pasywng sekrecje kwasow
thuszczowych poprzez komorki tluszczowe. Makrofagi obecne w tkance tluszczowej
w poblizu guza wykazywaty fenotyp podobny do makrofagdw zwigzanych z nowotworem
oraz przyczynialy si¢ do stymulacji angiogenezy, a w konsekwencji do wzrostu czerniaka
B16F10. Otrzymane wyniki wskazuja, ze modulacja rekrutacji lub polaryzacja makrofagow

moze spowolni¢ progresje nowotworow rozwijajacych si¢ w tkance tluszczowej. Rezultaty
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moich badan zaowocowaty dwiema oryginalnymi oraz jedng przegladowsa pracg, ktorych

jestem pierwszym autorem.

Prace oryginalne:

* Wagner M, Bjerkvig R, Wiig H, Melero-Martin JM, Ruei-Zeng L, Klagsbrun M,
Dudley AC. Inflamed tumor-associated adipose tissue is a depot for macrophages that
stimulate tumor growth and angiogenesis. Angiogenesis. 2012 Sep;15(3):481-95. doi:
10.1007/s10456-012-9276-y.

* Wagner M, Bjerkvig R, Wiig H, Dudley AC. Loss of adipocyte specification and
necrosis augment tumor-associated inflammation. Adipocyte. 2013 Jul 1;2(3):176-83.

doi: 10.4161/adip.24472.

Praca przegladowa:

* Wagner M, Dudley AC. A three-party alliance in solid tumors: Adipocytes,
macrophages and vascular endothelial cells. Adipocyte. 2013 Apr 1;2(2):67-73. doi:
10.4161/adip.23016.

W trakcie studidow doktoranckich zainteresowatem si¢ rowniez biologia naczyn
limfatycznych, ktorych rozwdj 1 funkcjonowanie jest $ciSle zwigzany z naczyniami
krwiono$nymi. T¢ mozliwos$¢ stworzyta wspotpraca z prof. Helge Wiigiem, kierownikiem
Grupy Badan nad Ukladem Sercowo-Naczyniowym na Wydziale Medycznym Instytutu
Biomedycyny Uniwersytetu w Bergen. Wspotpraca ta, majgca wptyw na rozwoj mojej dalszej
kariery, zaowocowata publikacja naukowa, ktorej jestem wspotautorem, opisujaca,
ze w modelu myszy transgenicznych KI14-VEGFR3-Ig z pierwotnym obrzekiem
limfatycznym, brak limfatycznych naczyh skornych, powstaly na skutek zahamowania
sygnalizacji VEGFR-3 w skorze, doprowadzit do zmniejszenia odpltywu ptynu tkankowego 1
zwiekszenia ci$nienia Srodmigzszowego w obszarach obrzeku, ale nie wywotat zwtdknienia
ani zapalenia. Pomimo wysokiej koncentracji bialka w przestrzeni $rodmigzszowe;,
przewlekly obrzgk nie byt wystarczajacy do wywotlania charakterystycznych zmian
zapalnych, co moze wplynag¢ na zrozumienie patofizjologii obrzeku limfatycznego. MJj
wktad w projekt obejmowat analiz¢ komoérek uktadu odporno$ciowego z wykorzystaniem

immunohistochemii oraz cytometrii przeptywowe;.
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Praca oryginalna:
* Markhus CE, Karlsen TV, Wagner M, Svendsen OS, Tenstad O, Alitalo K, Wiig H.
Increased interstitial protein because of impaired lymph drainage does not induce

fibrosis and inflammation in lymphedema. Arteriosclerosis Thromb Vasc Biol. 2013

Feb;33(2):266-74. doi: 10.1161/ATVBAHA.112.300384.

Prace po uzyskaniu tytutu doktora.

W 2014 roku, po zakonczeniu badan do rozprawy doktorskiej, dotagczytem do Grupy
Badan nad Uktadem Sercowo-Naczyniowym kierowanej przez prof. Helge Wiiga, gdzie
kontynuowatem prace badawcza nad naczyniami limfatycznymi.

Moje badania nad naczyniami limfatycznymi skupiaty si¢ przede wszystkim na ich
roli w rozwoju czerniaka, a uzyskane rezultaty uwzglednitem w swoich osiggni¢ciach
habilitacyjnych (Publikacja 11 2).

Pierwszy poboczny nurt tematyczny moich badan, stanowigcy dodatkowe
osiagniecie naukowe, skupia si¢ na naczyniach limfatycznych w mysim modelu raka piersi
(C3HBA) oraz migsaka (KHT-1), a takze na limfie w szczurzym modelu ostrej biataczki
szpikowej (acute myeloid leukemia, AML). W pierwszym z badan komorki C3HBA 1 KHT-1
podano myszom Chy z mutacja inaktywujaca receptor VEGFR-3, co powodowalo zaburzenia
limfangiogenezy w skorze. Wyniki wykazaty, ze ograniczona liczba naczyn limfatycznych
1 ostabiony odptyw limfy w mysim modelu Chy przyspieszaly wzrost guza w obu typach
nowotworow. Zaobserwowano takze zwigkszony udzial makrofagow o fenotypie M2,
co skutkowalo przesunigciem rownowagi w kierunku immunosupresji 1 ostabienia indukcji
przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej. Jednoczesnie w nowotworach C3HBA
zaobserwowano znacznie podwyzszony poziom IL-6 w plynie §rédmigzszowym guza.
Terapia z zastosowaniem przeciwciala anty-IL-6R (tocilizumab) skutecznie hamowata wzrost
raka piersi, co podkresla potencjalne znaczenie celowanej terapii IL-6 w leczeniu
nowotworow rozwijajacych si¢ w warunkach zaburzonej limfangiogenezy. Rola analizy ptynu
srodmigzszowego guza zostata szczegdtowo opisana przeze mnie w publikacji przegladowej
przedstawionej ponizej, natomiast wyniki powyzszych badan zostaty opublikowane
w oryginalnej publikacji naukowej, ktorej jestem wspotautorem. M6 wkltad w projekt

obejmowat analiz¢ cytokin pro- 1 przeciwzapalnych z wykorzystaniem techniki Western blot
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oraz analiz¢ komorek ukladu odpornosciowego 1 naczyn z wykorzystaniem

immunohistochemii.

Praca przegladowa:
* Wagner M, Wiig H. Tumor interstitial fluid formation, characterization and clinical

implications. Front Oncol. 2015 May 26;5:115. doi: 10.3389/fonc.2015.00115.

Praca oryginalna:
* Steinskog ES, Sagstad SJ, Wagner M, Karlsen TV, Yang N, Markhus CE, Yndestad
S, Wiig H, Eikesdal HP. Impaired lymphatic function accelerates cancer growth.
Oncotarget. 2016 Jul 19;7(29):45789-45802. doi: 10.18632/oncotarget.9953.

Wykorzystujac swoje doswiadczenie w cytometrii przeplywowej, bratem rowniez
udziat w analizie limfy odptywajacej ze S$ledziony oraz watroby, z wykorzystaniem
szczurzego modelu ostrej biataczki szpikowej. Wyniki tego projektu, opisane w publikacji
naukowej, ktorej jestem wspotautorem, wykazaty zmiany w sygnalizacji STAT3 1 CREB oraz
roznice w profilach bialek w limfie 1 osoczu migdzy AML a grupa kontrolna, co sugeruje, ze
limfa dostarcza unikalnych informacji o odpowiedzi immunologicznej w narzadach

infiltrowanych przez bialaczke.

Praca oryginalna:
* Steinskog ESS, Finne K, Wagner M, Enger M, Helgeland L, Iversen PO, McCormack
E, Wiig H, Tenstad O. Isolation of lymph shows dysregulation of STAT3 and CREB
pathways in the spleen and liver during leukemia development in a rat model.
Microcirculation. 2023 Apr;30(2-3):¢12800. doi: 10.1111/micc.12800. Correction.
2024 Feb;31(2):¢12850. doi: 10.1111/micc.12850.

Pierwszy poboczny nurt tematyczny obejmuje rowniez wyniki badan
przeprowadzonych we wspotpracy z firmg farmaceutyczng ROCHE w ramach projektu,
ktorego celem byta analiza farmakokinetyki dwoch bispecyficznych przeciwciat T (TCB)
o roznych powinowactwach do celu nowotworowego w osoczu oraz w plynie

srodmigzszowym guza ludzkiego raka zotagdka MKN45, a takze ocena uwalniania cytokin
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w modelu myszy humanizowanej. M6j wktad w projekt obejmowal podawanie przeciwciat
oraz analize kinetyki wzrostu guza, a wyniki zostaly opublikowane w artykule naukowym

ktorego jestem wspotautorem.

Praca oryginalna:

* Eigenmann MJ, Karlsen TV, Wagner M, Tenstad O, Weinzierl T, Fauti T, Grimm
HP, Skogstrand T, Klein C, Sam J, Umana P, Bacac M, Wiig H, Walz AC.
Pharmacokinetics and pharmacodynamics of T-cell bispecifics in the tumour
interstitial fluid. Pharmaceutics. 2021 Dec 7;13(12):2105. doi:
10.3390/pharmaceutics13122105.

Drugi poboczny nurt tematyczny moich badan, stanowigcy dodatkowe osiggniecie
naukowe obejmuje badania nad funkcja naczyn limfatycznych w kontekscie homeostazy
ptynu tkankowego oraz procesach regeneracyjnych. W pierwszym z badan wykorzystano
model transgenicznych myszy K14-VEGF-C, charakteryzujacych si¢ nadmierng ekspresja
VEGF-C w skorze, co skutkuje zwigkszong powierzchni¢ naczyn limfatycznych. Wykazano,
ze powiekszona sie¢ naczyn limfatycznych ulatwia formowanie limfy 1 zwigksza produkcje
chemokiny CCL21, ktéra dziata na receptor CCR7 znajdujacy si¢ na powierzchni komorek
dendrytycznych, umozliwiajgc ich migracje w stron¢ drenujacych weziéw chtonnych. Nie
zaobserwowano jednak wzmozonej migracji komoérek dendrytycznych do drenujacych
wezlow chltonnych w nastgpstwie miejscowego stanu zapalnego skory indukowanego
izotiocyjanianem fluoresceiny. M¢; wklad w projekt obejmowatl immunofluorescencyjne
barwienie 1 analize naczyn w probkach skory (ang. whole-mount staining) oraz cytometri¢
przeptywowa weztéw chtonnych. Wyniki badan zostaly opublikowane w publikacji

naukowej, ktérej jestem wspdlautorem.

Praca oryginalna:
* Karlsen TV, Reikvam T, Tofteberg A, Nikpey E, Skogstrand T, Wagner M, Tenstad
O, Wiig H. Lymphangiogenesis facilitates initial lymph formation and enhances the
dendritic cell mobilizing chemokine CCL21 without affecting migration. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 2017 Nov;37(11):2128-2135. doi:
10.1161/ATVBAHA.117.309883.
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Opierajac si¢ na doswiadczeniu zdobytym w pracy z myszami transgenicznymi K14-
VEGFR3-Ig oraz K14-VEGF-C nawigzalem rowniez wspotprace z prof. Ellen Berggreen
z Uniwersytetu w Bergen w ramach projektem, ktorego celem byto zbadanie roli naczyn
limfatycznych w gojeniu ran po ekstrakcji zebow. W badaniu, ktérego wyniki zostaly
opublikowane w publikacji naukowej, ktorej jestem wspdltautorem, wykazano, ze u myszy
K14-VEGFR3-Ig opoznione byly epitelizacja 1 regeneracja koSci, co bylo zwigzane
z obnizonym poziomem naskorkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor, EGF)
oraz przewleklym stanem zapalnym. Nadmiernie rozbudowane naczynia limfatyczne
w myszach K14-VEGF-C nie przyspieszyty procesu gojenia. Wyniki sugeruja, ze poczatkowe
naczynia limfatyczne w blonie Sluzowej odgrywaja kluczowa rolg we wczesnym etapie
gojenia ran jamy ustnej. Moj wklad w projekt obejmowat analiz¢ zebow oraz dzigset pod

katem profilu cytokinowego z wykorzystaniem techniki Western blot.

Praca oryginalna:
* Virtej A, Marti L, Wagner M, Wiig H, Xue Y, Bletsa A, Berggreen E. Contribution
of initial lymphatics to oral wound healing after tooth extraction. Eur J Oral Sci. 2024

Aug;132(4):e13006. doi: 10.1111/e0s.13006.

Po uzyskaniu tytulu doktora wspoétpracowatem rowniez z prof. Hrvojem Mileticem
oraz prof. Hansem Hermanem Gerdesem z Uniwersytetu w Bergen nad analiza interakcji
migdzy komoérkami nowotworowymi a komorkami zrgbu guza w warunkach in vitro 1 in vivo
co stanowi trzeci poboczny nurt tematyczny moich badan oraz dodatkowe osiagniecie
naukowe. Wspolpraca z prof. Mileticem obejmowata badania nad hodowlg ksenograftow
ludzkiego glejaka w tradycyjnych dwuwymiarowych kulturach oraz sferoidach, a takze
optymalizacj¢ warunkow hodowli w celu zahamowania propagacji komorek zrgbowych na
rzecz komorek nowotworowych. Natomiast wspolpraca z prof. Gerdesem koncentrowata si¢
na analizie transferu organelli 1 bialek migedzy komoérkami oraz roli tunelujgcych nanorurek
(tunneling nanotubes, TNT) w tym procesie. TNT to struktury btonowe umozliwiajgce
wymiang organelli 1 biatek, takich jak receptor dla transferyny (Tf) skoniugowany z biatkiem
fluorescencyjnym mCherry (Tf-RmCherry), migdzy komodrkami nowotworowymi
a zrebowymi. W badaniach in vitro wykazano, ze proces ten zachodzi w sposob zalezny od
bezposredniego kontaktu komoérkowego z udzialem biatka Rab8. W modelu ksenograftu raka

piersi in vivo potwierdzono wymian¢ bialek miedzy komorkami nowotworowymi
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a zrgbowymi, co podkresla ztozonos¢ komunikacji w mikrosrodowisku guza. Moj wkiad
w oba projekty obejmowat prace z modelem mysim oraz analiz¢ immunohistochemiczng
1 immunofluorescencyjng uzyskanych materiatow. Wyniki tych badan zostaty opublikowane

w publikacjach naukowych, ktérych jestem wspotautorem.

Prace oryginalne:
* Talasila KM, Brekka N, Mangseth K, Stieber D, Evensen L, Rosland GV, Torsvik A,
Wagner M, Niclou SP, Mahesparan R, Vintermyr OK, Bjerkvig, Nigro JM, Miletic
H. Tumor versus stromal cells in culture-survival of the fittest? PloS One. 2013 Dec

2;8(12):e81183. doi: 10.1371/journal.pone.0081183.

* Burtey A, Wagner M, Hodneland E, Skaftnesmo KO, Scholermann J, Mondragon IR,
Espedal H, Golebiewska A, Niclou S, Bjerkvig R, Kogel T, Gerdes HH. Intercellular
transfer of transferrin receptor by a contact-, Rab8-dependent mechanism involving
tunneling nanotubes. FASEB J. 2015 Nov;29(11):4695-712. doi: 10.1096/1.14-
268615.

Moje zainteresowanie rolg tkanki ttuszczowej w rozwoju chorob nowotworowych nie
ostabto po uzyskaniu tytutu doktora, czego dowodem jest praca oryginalna badajgca wptyw
naczyn limfatycznych na mikrosrodowisko zapalne w tkance tluszczowej otaczajacej guzy
(Publikacja 2), uwzgledniona w moich osiagnigciach habilitacyjnych. Chroniczny stan
zapalny, charakteryzuje réwnie tkanke tluszczowag w otylosci, co jest zwigzane z nasilonym
nagromadzeniem prozapalnych makrofagow o fenotypie M1.

W dwéch pracach przegladowych, stanowigcych czwarty poboczny nurt tematyczny
moich badan oraz dodatkowe osiggniecie naukowe wskazatem, ze zwigkszona liczba
makrofagéw o fenotypie M1 oraz produkowane przez nie czynniki zapalne, takie jak
reaktywne formy azotu, mogg tworzy¢ srodowisko mutagenne. Taki mechanizm potencjalnie
zwieksza ryzyko rozwoju nowotworow oraz wpltywa na wyzszg $miertelnos¢ z ich powodu.
Otylo$¢ jest znanym czynnikiem ryzyka, zwigzanym ze zwigkszong $miertelnoscig z powodu
raka prostaty 1 zotadka u mezczyzn, raka piersi (po menopauzie), macicy, szyjki macicy
1 jajnikow u kobiet, a takze raka przetyku, watroby, pecherzyka zotciowego, trzustki, jelita

grubego 1 nerek u obu pici.
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Prace przegladowe:
* Wagner M*. A dangerous duo in adipose tissue: High-mobility group box 1 protein
and macrophages. Yale J Biol Med. 2014 Jun 6;87(2):127-33.

*Corresponding author

*  Wagner M*, Steinskog ES, Wiig H. Adipose tissue macrophages: the inflamamtory
link between obesity and cancer? Expert Opin Ther Targets. 2015 Apr;19(4):527-38.
doi: 10.1517/14728222.2014.991311.

*Corresponding author

W 2010 roku prof. Shigeo Koyasu wraz ze wspotpracownikami z RIKEN Instytutu
Badan Fizycznych 1 Chemicznych w Jokohamie, Japonia, odkryt w tkance tluszczowej
wrodzone komorki limfoidalne grupy 2 (ILC2), poczatkowo okreslane jako naturalne komorki
pomocnicze (NH, natural helper cells) [29, 35]. Podczas mojego postdoca oraz pozniejsze]
pracy na stanowisku starszego naukowca na Uniwersytecie w Bergen w Norwegii, z racji
wczesniejszego zainteresowania tkankg thuszczowa, postanowilem zaglebi¢ si¢ w analizg roli
ILC2 w rozwoju czerniaka. Obecnie wiadomo, ze ILC2 wystepuja takze w tkankach
barierowych, takich jak skora, co ukierunkowato moja dalszg $ciezke kariery naukowej az do
dnia dzisiejszego. Mozliwos$¢ realizacji tego projektu stworzyla wspotpraca z prof. Koyasu,
w ktorego laboratorium miatem okazj¢ pracowa¢ w latach 2016-2017 w ramach postdoca
oraz 2017-2022 jako starszy naukowiec, w ramach projektu finansowanego przez grant
FRIPRO Mobility Grant ufundowany przez Norweska Rad¢ Naukowg (The Research Council
of Norway).

Wyniki badan zostaly uwzglednione w moich osiggnigciach habilitacyjnych
(Publikacje 3, 4, S 1 6). Nie wlaczylem do nich jednak dodatkowych publikacji
przegladowych, ktore koncentrowaly si¢ na plastycznosci ILC oraz roli ILC w nowotworach

skory 1 tkanki thuszczowej, co zostato ujete jako piaty poboczny nurt tematyczny.

Prace przegladowe:
* Wagner M*, Moro K, Koyasu S. Plastic heterogeneity of innate lymphoid cells in
cancer. Trends Cancer. 2017 May;3(5):326-335. doi: 10.1016/j.trecan.2017.03.008.

*Corresponding author
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* Bald T, Wagner M, Gao Y, Koyasu S, Smyth MJ. Hide and seek: Plasticity of innate
lymphoid cells in cancer. Semin Immunol. 2019 Feb;41:101273. doi:
10.1016/j.smim.2019.04.001.

*  Wagner M*, Koyasu S. Innate lymphoid cells in skin homeostasis and malignancy.
Front Immunol. 2021 Oct 8;12:758522. doi: 10.3389/fimmu.2021.758522.

*Corresponding author

*  Wagner M*, Koyasu S. Cancer immunosurveillance by ILC2s. Trends Cancer. 2022
Oct;8(10):792-794. doi: 10.1016/j.trecan.2022.06.010.

*Corresponding author

* Misawa T, Wagner M, Koyasu S. ILC2s and Adipose tissue homeostasis: progress to
date and the road ahead. Front Immunol. 2022 Jun 16;13:876029. doi:
10.3389/fimmu.2022.876029.

W 2023 roku przyjalem propozycje pracy w PORT Polskim Osrodku Rozwoju
Technologii, bedagcym czeScig Sieci Badawczej Lukasiewicz, na stanowisku Mlodszego
Lidera Grupy Badawczej Odpornosci Wrodzonej. W tym samym roku rozpoczatem 1 nadal
realizuj¢ projekt badawczy finansowany przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu
Sonata Bis 12, w ktérym kontynuuj¢ badania nad mechanizmami przeciwnowotworowej
aktywnosci ILC2 w odniesieniu do czerniaka, zapoczatkowane w Japonii. Ponadto monitoruj¢
powigzany tematycznie projekt badawczy finansowany przez Narodowe Centrum Nauki
w ramach konkursu Miniatura 8, przyznany dr Martynie Stachowicz-Suhs, zatrudnionej na

stanowisku postdoc w kierowanej przeze mnie grupie.

Praca przegladowa:
* Marciniak M, Wagner M*. Innate lymphoid cells and tumor-derived lactic acid: novel
contenders in an enduring game. Front Immunol. 2023 Oct 5;14:1236301. doi:
10.3389/fimmu.2023.1236301.

*Corresponding author
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W Lukasiewicz-PORT nawigzatem takze Scistg wspotprace z dr Heng-Chang Chenem,
Mtodszym Liderem Grupy Badawczej Wirusologii Ilosciowej, z ktorym prowadze badania
nad rolg odpowiedzi immunologicznej typu 2 w patologii HIV, co mozna réwniez zaliczy¢ do

kategorii dalszych badan naukowych.

Praca oryginalna:
*  Wisniewski J, Wiecek K, Ali H, Pyrc K, Kula-Pacurar A, Wagner M, Chen HC.
Distinguishable topology of the task-evoked functional genome networks in HIV-1

reservoirs. iScience. 2024 Oct 21;27(11):111222. doi: 10.1016/j.1s¢1.2024.111222.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowa albe—artystyezng
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczego6lnosci zagranicznej.

5.1. Wspolprace z osSrodkami krajowymi i zagranicznymi.

Jednotematyczny cykl prac, stanowigcy moje osiggnigcie, zrealizowatem

we wspolpracy z nastepujacymi osrodkami naukowymi:

1. Department of Biomedicine, University of Bergen, Bergen, Norway (Eli S.
Steinskog, Helge Wiig).

2. Department of Clinical Science, University of Bergen, Bergen, Norway (Hans P.
Eikesdal).

3. Department of Oncology, Haukeland University Hospital, Bergen, Norway (Hans P.
Eikesdal).

4. Department of Cell, Developmental and Cancer Biology and Knight Cancer Institute,
Oregon Health and Science University, Portland, Oregon, USA (Amanda W. Lund).

5. Institute of Bioengineering and Swiss Institute of Experimental Cancer Research
(ISREC), Ecole Polytechnique Federale de Lausanne, Lausanne, Switzerland
(Amanda W. Lund, Manuel Fankhauser, Maria A. Broggi, Melody A. Swartz).

6. Institute for Molecular Engineering, University of Chicago, Chicago, Illinois, USA
(Melody A. Swartz).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Wihuri Research Institute and Translational Cancer Biology Program, Biomedicum
Helsinki, University of Helsinki, Helsinki, Finland (Kari Alitalo).

Department of Pathology, University of Chicago, Chicago, Illinois, USA (Stefani
Spranger, Thomas F. Gajewski).

Department of Medicine, University of Chicago, Chicago, Illinois, USA (Thomas F.
Gajewski).

Laboratory for Immune Cell Systems, RIKEN, IMS Center for Integrative Medical
Sciences, Yokohama, Japan (Shigeo Koyasu).

Department of Microbiology and Immunology, Keio University School of Medicine,
Tokyo, Japan (Shigeo Koyasu).

Laboratory for Innate Immune Systems, RIKEN, IMS Center for Integrative Medical
Sciences, Yokohama, Japan (Kafi N. Ealey, Hiroe Tetsu, Tsuyoshi Kiniwa, Yasutaka
Motomura, Kazuyo Moro).

Department of Medical Life Science, Graduate School of Medical Life Science,
Yokohama City University, Yokohama, Japan (Hiroe Tetsu, Kazuyo Moro).
Laboratory for Innate Immune Systems, Department of Microbiology and
Immunology, Osaka University Graduate School of Medicine, Osaka, Japan
(Yasutaka Motomura, Kazuyo Moro).

Laboratory for Innate Immune Systems, Immunology Frontier Research Center
(IFReC), Osaka University Graduate School of Medicine, Osaka, Japan (Kazuyo
Moro).

National Institutes for Quantum Science and Technology, Chiba, Japan (Shigeo
Koyasu).
Department of Immunology, Nagoya University Graduate School of Medicine,

Nagoya, Japan (Hiroyoshi Nishikawa).
Division of Cancer Immunology, Research Institutte/EPOC, National Cancer Center,

Tokyo, Japan (Hiroyoshi Nishikawa).

Pozostale prace powstaty we wspdlpracy z nastepujacymi osrodkami naukowymi:

Quantitative Virology Research Group, Population Diagnostics Center, L.ukasiewicz

Research Network — PORT Polish Center for Technology Development, Wroctaw,
Poland (Janusz Wisniewski, Kamil Wigcek, Heng-Chang Chen).
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10.

11

13.

14.

15.

Molecular Virology Group, Malopolska Centre of Biotechnology, Jagiellonian
University, Krakéw, Poland (Haider Ali, Anna Kula-Pacurar).

Virogenetics Laboratory of Virology, Matopolska Centre of Biotechnology,
Jagiellonian University, Krakow, Poland (Krzysztof Pyrc).

Department of Clinical Dentistry, Faculty of Health Sciences, The Arctic University
of Tromse, Tromsg, Norway (Anca Virtej, Ying Xue).

Department of Oral Surgery, Haukeland University Hospital, Bergen, Norway
(Anca Virtej).

Department of Clinical Dentistry, University of Bergen, Bergen, Norway (Anca
Virtej, Ying Xue, Athanasia Bletsa).

Oncology and Cellular Immunology, QIMR Berghofer Medical Research Institute,
Herston, Queensland, Australia (Tobias Bald).

Immunology in Cancer and Infection, QIMR Berghofer Medical Research Institute,
Herston, Queensland, Australia (Yulong Gao, Mark J. Smyth).

School of Medicine, University of Queensland, Herston, Queensland, Australia
(Yulong Gao, Mark J. Smyth).

Wihuri Research Institute and Translational Cancer Biology Program, Biomedicum

Helsinki, University of Helsinki, Helsinki, Finland (Kari Alitalo).

. Department of Biosciences, University of Oslo, Oslo, Norway (Anne Burtey).

12.

Department of Biomedicine, University of Bergen, Bergen, Norway (Anca Virtej,
Larissa Marti, Tore Reikvam, Anne Tofteberg, Elham Nikpey, Trude Skogstrand,
Anne Burtey, Kai Ove Skaftnesmo, Julia Schoelermann, Ivan Rios Mondragon, Heidi
Espedal, Tanja Kogel, Hans-Hermann Gerdes, Krishna M. Talasila, Narve Brekka,
Lasse Evensen, Gro V. Rosland, Carl Erik N. Markhus, Anja Torsvik, Janice M.
Nigro, Hrvoje Miletic, Solfrid J Sagstad, Ning Yang, Tine V. Karlsen, Olav Tenstad,
Ellen Berggreen, Helge Wiig, Rolf Bjerkvig).

NorLux Neuro-Oncology Laboratory, Department of Oncology, Centre de
Recherché Public de la Santé, Luxembourg, Luxembourg (Anna Golebieweska,
Daniel Stieber, Simone P. Nicolu, Rolf Bjerkvig).

Department of Pathology, Haukeland University Hospital, Bergen, Norway (Kjersti
Mangseth, Olav K. Vintermyr, Hrvoje Miletic).

Department of Neurosurgery, Haukeland University Hospital, Bergen, Norway
(Rupavathana Mahesparan).
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Department of Anesthesia and Intensive Care, Haukeland University Hospital,
Bergen, Norway (Qyvind Sverre Svendsen).

Department of Clinical Science, University of Bergen, Bergen, Norway (Synneve
Yndestad, Hans P. Eikesdal, Oddbjorn Straume, Erlend Hodneland).

Department of Oncology, Haukeland University Hospital, Bergen, Norway
(Synnegve Yndestad, Hans P. Eikesdal, Oddbjorn Straume).

Center for Translational Research and Molecular Biology of Cancer, Maria
Sklodowska-Curie Memorial Cancer Center and Institute of Oncology, Gliwice
Branch, Gliwice, Poland (Tomasz Cichon, Magdalena Jarosz, Ryszard Smolarczyk,
Barbara Ogorek, Sybilla Matuszczak, Iwona Mitrus, Aleksander Sochanik, Joanna
Jazowiecka-Rakus, Stanistaw Szala).

Department of Cardiac Surgery, Children’s Hospital Boston and Harvard Medical
School, Harvard University, Boston, MA, USA (Ruei-Zeng Lin, Juan M. Melero-
Martin).

Vascular Biology Program, Children’s Hospital Boston and Harvard Medical School,
Harvard University, Boston, MA, USA (Michael Klagsbrun).

Department of Surgery, Children’s Hospital Boston and Harvard Medical School,
Harvard University, Boston, MA, USA (Michael Klagsbrun).

Department of Cell and Molecular Physiology, Lineberger Comprehensive Cancer
Center and McAllister Heart Institute, University of North Carolina at Chapel Hill,
Chapel Hill, NC, USA (Andrew Dudley).

Department of Molecular Biology, University of Duisburg-Essen, Essen, Germany
(Claudia A. Dumitru , E. Gulbins).

Department of Neurosurgery, University of Duisburg-Essen, Essen, Germany
(Ibrahim E. Sandalcioglu).

Department of Neurology, University Hospital Zurich, Zurich, Switzerland
(Michael Weller).

W latach 2018-2021, podczas mojego zatrudnienia na Uniwersytecie w Bergen

w Norwegii, wspotpracowalem z ROCHE Innovation Center w Szwajcarii w projekcie,

ktorego celem byta analiza farmakokinetyki i farmakodynamiki bispecyficznych przeciwciat

w plynie tkankowym guza nowotworowego z wykorzystaniem modelu ludzkiego raka

zotadka.
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1. Roche Pharma Research and Early Development, Roche Innovation Center Zurich,
Switzerland (Tina Weinzierl, Tanja Fauti, Christian Klein, Johannes Sam, Pablo
Umana, Marina Bacac).

2. Roche Pharma Research and Early Development, Roche Innovation Center Basel,

Switzerland (Miro J. Eigenmann, Hans P. Grimm, Antje-Christine Walz).

Aktualna wspodtpraca migdzynarodowa.

1. Laboratory for Immune Cell Systems, RIKEN, IMS Center for Integrative Medical
Sciences, Yokohama, Japan (Takuma Misawa, Shigeo Koyasu).

2. National Institutes for Quantum Science and Technology, Chiba, Japan (Shigeo
Koyasu).

3. Laboratory for Innate Immune Systems, RIKEN, IMS Center for Integrative Medical
Sciences, Yokohama, Japan (Kazuyo Moro).

4. Laboratory for Innate Immune Systems, Department of Microbiology and
Immunology, Osaka University Graduate School of Medicine, Osaka, Japan (Kazuyo
Moro).

5. Laboratory for Innate Immune Systems, Immunology Frontier Research Center
(IFReC), Osaka University Graduate School of Medicine, Osaka, Japan (Kazuyo
Moro).

6. Research Institute for Biomedical Sciences, Tokyo University of Science, Tokyo,
Japan (Yasutaka Motomura).

7. Institute of Microbiology, Infectious Diseases and Immunology, Charité

Universitdtsmedizin Berlin, Germany (Christoph Klose).

Aktualna wspoélpraca krajowa.

1. Zaktad Biochemii Lekarskiej, Katedra Biochemii 1 Immunochemii, Wydziat Lekarski,
Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroclawiu (prof. Matgorzata
Krzystek-Korpacka).

2. Grupa Badawcza Wirusologii Ilosciowej, Centrum Diagnostyki Populacyjnej, Siec¢
Badawcza tukasiewicz — PORT Polski Osrodek Rozwoju Technologii, Wroctaw,

Poland (dr Heng-Chang Chen).
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5.2. Staze.

Od momentu rozpoczgcia studiow doktoranckich pracowatem tacznie w czterech
niezaleznych jednostkach naukowych. W trakcie doktoratu (2010-2013), realizowanego na
Uniwersytecie w Bergen w Norwegii, cz¢$¢ badan (07.2010-02.2011) przeprowadzitem na
Uniwersytecie Harvarda, a dokltadniej w Szpitalu Dziecigcym oraz Wyzszej Szkole
Medycznej Uniwersytetu Harvarda w Bostonie w USA (Boston Children's Hospital and
Harvard Medical School), w laboratorium kierowanym przez prof. Michaela Klagsbruna pod
opiekg dr. Andrew Dudleya. Po obronie doktoratu kontynuowatem prace na Uniwersytecie
w Bergen. W trakcie postdoca w ramach $rodkéw witasnych Uniwersytetu w Bergen
spedzitem ponad rok w RIKEN Instytucie Badah Fizycznych i Chemicznych w Japonii
(09.2016-12.2017) w laboratorium kierowanym przez prof. Shigeo Koyasu. Ponownie
pracowatem w tym laboratorium od 09.2021 do 12.2022 dzigki finansowaniu przyznanemu
przez Norweska Rade Naukowg. Od 2023 roku jestem Mtodszym Liderem Grupy Badawczej
w Sieci Badawczej Lukasiewicz — PORT Polski Osrodek Rozwoju Technologii.

Pobyty w wyzej wymienionych jednostkach naukowych odegraly kluczowsa role
W moim rozwoju naukowym, umozliwiajgc mi znaczace poszerzenie wiedzy oraz zdobycie
cennego doswiadczenia. W trakcie tych wizyt przeprowadzitem szereg badan, ktorych wyniki
byly prezentowane na migdzynarodowych konferencjach, a takze opublikowane w uznanych
czasopismach naukowych. Ponadto, uzyskane rezultaty stanowily solidng podstawe
merytoryczng, umozliwiajacg mi skuteczne aplikowanie o finansowanie kolejnych projektow

badawczych, co pozwolito na kontynuacje 1 rozwdj mojej kariery naukowe;.

5.3. Kierowanie mi¢dzynarodowymi lub Kkrajowymi projektami badawczymi lub

udzial w takich projektach.

Podczas swojej kariery naukowej aktywnie staralem si¢ o pozyskiwanie funduszy na
realizacje¢ badan, w ktérych bralem czynny udzial. Cze$¢ projektéw badawczych zostata
zrealizowana dzigki $srodkom wilasnym Uniwersytetu w Bergen, jak réwniez wsparciu
finansowemu z instytucji zewnetrznych. Efektem tych dzialan sg liczne publikacje, ktore
stanowig wymierny rezultat mojej pracy badawczej. Ponizej przedstawiam projekty

badawcze, w ktorych uczestniczytem, oraz te, ktorymi kierowatem.

Przed uzyskaniem tytutu doktora.
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2010—-2013 Stypendium doktoranckie ufundowane przez Western Norway
Regional Health Authority — 1 000 000 NOK — Kierownik
1 glowny wykonawca projektu: Marek Wagner. Projekt
zrealizowany. Publikacje z projektu: 2 prace przegladowe,

2 prace oryginalne.

2012 -2013 Grant na prowadzenie badan nad rakiem ufundowany przez
The Meltzer Family Fund — 45 000 NOK - Kierownik
1 glowny wykonawca projektu: Marek Wagner. Projekt
zrealizowany. Publikacje z projektu: 2 prace przegladowe,

1 praca oryginalna.

Po uzyskaniu tytutu doktora.

2014 -2016 Grant na prowadzenie badan nad rakiem ufundowany przez
The Rakel og Otto-Kristian Bruun’s Fund, UNIFOR
Norwegia (Management Foundation of funds and endowments),
,, The inflammatory tumor microenvironment and its impact on
tumor growth and progression”- 600 000 NOK — Kierownik
projektu: Helge Wiig, gloéwny wykonawca projektu: Marek
Wagner. Projekt zrealizowany. Publikacje z projektu: 1 praca

przegladowa, 2 prace oryginalne.

2016 —-2017 Grant na prowadzenie badan nad rakiem (Legat for forskning
av kreftsykdommer) ufundowany przez Uniwersytet w Bergen,
Norwegia, ,, The impact of inflammatory microenvironment on
melanoma growth and progression”- 90 000 NOK — Kierownik
1 glowny wykonawca projektu: Marek Wagner. Projekt
zrealizowany. Publikacje z projektu: 1 praca przegladowa,

1 praca oryginalna.

2019 - 2020 Grant na prowadzenie badan nad rakiem (Legat for forskning

av kreftsykdommer) ufundowany przez Uniwersytet w Bergen,
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2020-2023
2022 -2023
2023 -2027

Norwegia, ,, The impact of tumor metabolsim on ILC2-mediated
immune responses”- 80 000 NOK — Kierownik 1 gltowny
wykonawca projektu: Marek Wagner. Projekt zrealizowany.

Publikacje z projektu: 2 prace przegladowe, 1 praca oryginalna.

The Research Council of Norway, FRIPRO Mobility Grant,
,,Deciphering the molecular and functional heterogeneity
of group 2 innate lymphoid cells in cancer.” - 3 876 000 NOK —
Kierownik 1 glowny wykonawca projektu: Marek Wagner.
Projekt zrealizowany. Publikacje z projektu: 4 prace

przegladowe, 1 praca oryginalna.

Grant na prowadzenie badan nad rakiem ufundowany przez
Dr med. F. G. Gades Legat, ,, Heterogeneity of group 2 innate
lymphoid cells in cancer” — 40 000 NOK — Kierownik 1 glowny
wykonawca projektu: Marek Wagner. Projekt zrealizowany.

Publikacje z projektu: 1 praca przegladowa.

Narodowe Centrum Nauki, Sonata Bis 12, ,, Dissecting the
tumoricidal potential of ILC2s in melanoma” — 3 954 000 PLN
— Kierownik projektu: Marek Wagner. Projekt w toku realizacji.
Publikacje z projektu: 1 praca przegladowa.

5.4. Konferencje, sympozja, zjazdy naukowe.

Podczas mojej dotychczasowej kariery naukowej aktywnie uczestniczytem w licznych

konferencjach, sympozjach oraz zjazdach naukowych poswigconych immunologii i onkologii.

Prezentowatem wyniki swoich badan zaro6wno na wydarzeniach krajowych (6 plakatow,

Uniwersytet w Bergen, Norwegia), jak 1 migdzynarodowych — w formie plakatow (4 plakaty)

oraz wyktadow (3 wyklady). Ponize; przedstawiam zestawienie wydarzen o zasiggu

migdzynarodowym, podczas ktorych prezentowatem swoje badania.

Przed uzyskaniem tytutu doktora.
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Gordon Research Conference. Molecular mechanisms in lymphatic function in health
and disease. Ventura, CA, USA (2012). Zasi¢gg miedzynarodowy. Plakat naukowy.

Keystone Symposia on molecular and cellular biology. Adipose tissue biology.
Keystone, CO, USA (2013). Zasieg miedzynarodowy. Wyktad na zaproszenie i plakat
naukowy. Wyklad zatytutowany: ,,Adipose tissue-derived macrophages, endothelial

cells and cancer.”.

Po uzyskaniu tytutu doktora.

1.

4.

Ad hoc seminarium, Spanish National Cancer Research Centre (CNIO), Madryt,
Hiszpania (2016). Zasieg mig¢dzynarodowy. Wyklad na zaproszenie. Wyktad
zatytutowany “The tumor microenvironment and its contribution to melanoma growth
and progression”.

Symposium on Bioscience. Takeda Science Foundation, Tokyo, Japonia (2017).
Zasieg miedzynarodowy. Plakat naukowy.

The World Congress on Cancers of the Skin, Sydney, Australia (2018). Zasieg
migdzynarodowy. Plakat naukowy.

Ad hoc seminarium, The Medical University of Vienna, Austria (2020). Zasigg
miedzynarodowy. Wyktad na zaproszenie. Wyktad zatytutlowany: ”Deciphering the

molecular and functional heterogeneity of ILC2s in cancer.”.

5.5. Czlonkostwo w miedzynarodowych lub krajowych organizacjach i

towarzystwach naukowych.

0Od 2019 roku jestem cztonkiem:

* The Norwegian Society for Immunology,
* The Scandinavian Society for Immunology,
* The European Federation of Immunological Societies (EFIS)

* The International Union of Immunology Societies (IUIS).

0Od 2023 roku jestem cztonkiem:

* The International Eosinophil Society (IES).
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Od 2025 roku jestem cztonkiem:
* Polskie Towarzystwo Immunologii Doswiadczalnej i Klinicznej (PTIDiK)

6.0. Informacja 0 osiagnie¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

6.1. Dzialalnos$¢ dydaktyczna.

Poczawszy od studiow doktoranckich, bylem zatrudniany na stanowiskach
badawczych, co ograniczalo moéj rozwdj dydaktyczny glownie do pomocy mtodszym
naukowcom w pracy laboratoryjnej. Niemniej jednak, w 2021 roku miatem okazj¢ prowadzié
wyklady na Wydziale Medycznym Uniwersytetu w Bergen w Norwegii. W ramach kursu
,, Tumor Biology” (BMED331) dla studentow studiéw magisterskich (10 ECTS) wygtositem
dwa wyktady: ,, Apoptosis” oraz , Invasion and Metastasis”. Zajecia byly prowadzone
w jezyku angielskim, a kurs konczyt si¢ egzaminem, w ktdrego organizacji 1 przeprowadzaniu
aktywnie uczestniczytem. W 2022 roku, podczas mojego pobytu badawczego w Instytucie
RIKEN w Japonii, poprowadzitem seminarium ,, Tips for Scientific Writing” skierowane do
studentow studiow magisterskich i1 doktoranckich. Podczas tego spotkania podzielitem si¢
praktycznymi wskazowkami dotyczacymi skutecznego pisania publikacji naukowych,
omawiajac kluczowe aspekty struktury, precyzji jezykowej oraz skutecznego komunikowania

wynikow badan.

6.2. Opieka nad mlodymi naukowcami.

Od 2014 do 2017 roku pelitlem na Uniwersytecie w Bergen w Norwegii role
promotora pomocniczego doktorantki Elham Nikpey. Obrona rozprawy doktorskiej
zatytutowanej ,,Rola mikrosrodowiska zewngtrzkomorkowego i naczyn limfatycznych
w regulacji elektrolitow i cisnienia krwi” (“Role of the extracellular microenvironment and
lymphatics in electrolyte and blood pressure regulation) odbyla si¢ 22 maja 2017 roku.

Ponadto efektem naszej wspotpracy jest ponizsza praca oryginalna.

Praca oryginalna:
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Karlsen TV, Reikvam T, Tofteberg A, Nikpey E, Skogstrand T, Wagner M, Tenstad
O, Wiig H. Lymphangiogenesis Facilitates Initial Lymph Formation and Enhances the
Dendritic Cell Mobilizing Chemokine CCL21 Without Affecting Migration.
Arterioscler  Thromb  Vasc  Biol. 2017  Nov;37(11):2128-2135.  doi:
10.1161/ATVBAHA.117.309883.

W latach 2015 — 2017 pehlitem takze role promotora pomocniczego doktorantki Eli

Sihn Samdal Steinskog na Uniwersytecie w Bergen w Norwegii. Obrona rozprawy

doktorskiej zatytutowanej ,,Rola mikrosrodowiska oraz naczyn limfatycznych w rozwoju

raka” (“Role of the microenvironment and lymphatics in cancer development) odbyla si¢ 20

pazdziernika 2017 roku. Ponadto efektem naszej wspolpracy sg cztery prace oryginalne oraz

jedna praca przegladowa.

Prace oryginalne:

Steinskog ESS, Finne K, Wagner M, Enger M, Helgeland L, Iversen PO,
McCormack E, Wiig H, Tenstad O. Isolation of lymph shows dysregulation of STAT3
and CREB pathways in the spleen and liver during leukemia development in a rat
model. Microcirculation. 2023 Apr;30(2-3):¢12800. doi: 10.1111/micc.12800.
Correction. 2024 Feb;31(2):€12850. doi: 10.1111/micc.12850.

Wagner M*, Steinskog ES, Wiig H. Blockade of lymphangiogenesis shapes tumor-
promoting adipose tissue inflammation. Am J Pathol. 2019 Oct;189(10):2102-2114.
doi: 10.1016/j.ajpath.2019.06.010.

*Corresponding author

Lund AW, Wagner M, Fankhauser M, Steinskog ES, Broggi MA, Spranger S,
Gajewski TF, Alitalo K, Eikesdal HP, Wiig H, Swartz MA. Lymphatic vessels
regulate immune microenvironments in human and murine melanoma. J Clin Invest.
2016 Sep 1;126(9):3389-402. doi: 10.1172/JCI79434.

*Contributed equally to this work
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* Steinskog ES, Sagstad SJ, Wagner M, Karlsen TV, Yang N, Markhus CE, Yndestad
S, Wiig H, Eikesdal HP. Impaired lymphatic function accelerates cancer growth.
Oncotarget. 2016 Jul 19;7(29):45789-45802. doi: 10.18632/oncotarget.9953.

Praca przegladowa:
*  Wagner M*, Steinskog ES, Wiig H. Adipose tissue macrophages: the inflammatory
link between obesity and cancer? Expert Opin Ther Targets. 2015 Apr;19(4):527-38.
doi: 10.1517/14728222.2014.991311.

*Corresponding author

Jako Mtodszy Lider Grupy Badawczej Odpornosci Wrodzonej w Sieci Badawczej
Lukasiewicz - PORT Polski Osrodek Rozwoju Technologii od 2023 roku pelni¢ role
promotora pomocniczego doktoranta Mateusza Marciniaka. Efektem dotychczasowej

wspotpracy jest ponizsza praca przegladowa.

Praca przegladowa:
* Marciniak M, Wagner M. Innate lymphoid cells and tumor-derived lactic acid: novel
contenders in an enduring game. Front Immunol. 2023 Oct 5;14:1236301. doi:
10.3389/fimmu.2023.1236301.

Ponadto pelni¢ rol¢ opiekuna praktyk studenckich dla o0s6b zwigzanych
z dolnoslaskimi uczelniami. W latach 2023-2024 trzy osoby odbyly praktyki pod moim

kierunkiem.

6.3. Udzial w komitetach organizacyjnych mi¢dzynarodowych i Kkrajowych

konferencji naukowych, recenzje artykulow naukowych i prac dyplomowych.

W latach 2023-2024 bylem cztonkiem komitetu organizacyjnego oraz naukowego
migdzynarodowej konferencji PORT for Health: Oncology, zorganizowanej we Wroctawiu
(19 - 20 wrzesien, 2024). Bylem odpowiedzialny za stworzenie programu oraz harmonogramu
sesji poswigcone] Biologii Nowotworéw (ang. Cancer Biology), a takze wyszukanie

1 zaproszenie prelegentow.
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W ramach pracy jako recenzenta artykutow naukowych, dotychczas dokonatem
recenzji 32 artykutéw naukowych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym: AJP —
Heart and Circulatory Physiology; Angiogenesis; Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular
Biology (ATVB) (3 prace); Bio-protocol (3 prace);, Cancers (4 prace); Cell Reports, Cells
(2 prace),; Cellular Immunology, Frontiers in Immunology (2 prace); Frontiers in Oncology,
Frontiers in Cardiovascular Medicine; Frontiers in Cell and Developmental Biology,
Heliyon; Immunology, International Journal of Molecular Sciences; Journal of Clinical
Medicine; Journal of Endocrinology; Journal of Molecular Endocrinology, Journal of
Functional Foods, Molecular and Cellular Endocrinology; Molecular Medicine; PLOS ONE;
Scientific Reports, The International Journal of Biochemistry and Cell Biology.

Od 2020 roku pelni¢ funkcje stalego cztonka komisji recenzentow czasopisma Bio-

protocol (ang. Peer Review Board).

6.4. Udzial w pracach komitetow, komisji, zespoldow i programow warunkujacy

dzialalno$¢ organizacyjng i naukowo-dydaktyczna.

W 2016 roku bylem czlonkiem komisji oceniajacej program badawczy w ramach
srodokresowej ewaluacji doktoratu Larsa Andreasa Ystaasa na Uniwersytecie w Bergen
w Norwegii.

W 2019 roku uczestniczylem w pracach komisji oceniajacej wniosek o stanowisko
postdoca zlozony na Uniwersytecie Insubria we Wtoszech. W 2022 roku bratem udzial w
pracach komisji oceniajgcej wniosek o dofinansowanie projektu dla mtodego badacza w

poczatkowej fazie dziatalnosci badawczej na Uniwersytecie we Florencji.

6.5. Dzialalnos¢ ekspercka.

Od 2017 roku peti¢ funkcje eksperta zarejestrowanego w Rejestrze Ekspertow
Naukowych (Registro dei Revisori dei Prodotti della Ricerca, REPRISE), ktory shuzy
do oceny projektow badawczych oraz §wiadczenia doradztwa w zakresie rozwoju nauki,
ustanowionym przez Wtoskie Ministerstwo Uniwersytetow 1 Badan (Ministero dell'Universita
e della Ricerca, MUR). Uczestniczylem w ewaluacji wnioskdw grantowych w ramach

nastepujacych programow:
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* PRIN 2017 (Progetti Di Ricerca Di Rilevante Interesse Nazionale): projekty
badawcze o znaczeniu strategicznym dla kraju: 8 ocenionych wnioskow grantowych.

* PRIN 2020 (Progetti Di Ricerca Di Rilevante Interesse Nazionale): projekty
badawcze o znaczeniu strategicznym dla kraju: 6 ocenionych wnioskow grantowych.

* FISR 2020 (Fondo Integrativo Speciale Per La Ricerca): projekty badawcze
odpowiadajagce na wyzwania zwigzane z pandemig SARS-CoV-2 i chorobg COVID-
19: 30 ocenionych wnioskow grantowych.

* RICERCA 2.0. 2022: konkurs na projekty badawcze obejmujace szeroki zakres
obszaréw badan biomedycznych: 24 ocenione wnioski grantowe.

* ICPerMed Recognition 2023: konkurs skoncentrowany na wspieraniu implementacji

medycyny spersonalizowanej poprzez badania: 3 ocenione wnioski grantowe.

6.6. Nagrody i wyrdznienia.

W 2015 roku, w uznaniu za wybitne osiggni¢cia naukowe oraz po nominacji przez
Norweska Akademi¢ Nauki i1 Literatury, mialem zaszczyt jako jedyny reprezentowac
Uniwersytet w Bergen na 65. Spotkaniu z Laureatami Nagrody Nobla w Lindau. Jednym
z wymiernych efektow uczestnictwa w tym wydarzeniu byla mozliwo$¢ przeprowadzenia
wywiadu z prof. Richardem J. Robertsem, ktory wspolnie z prof. Phillipem Sharpem otrzymat
Nagrode¢ Nobla w dziedzinie fizjologii lub medycyny w 1993 roku ,,za odkrycie genow
podzielonych”. Wywiad o charakterze popularnonaukowym zostat opublikowany na tamach

czasopisma Science.

* Roberts RJ, Wagner M. Do it for love. Science. 2015 Jun 19;348(6241):1394. doi:
10.1126/science.348.6241.1394.

W 2018 roku otrzymatem od Fundacji rodziny Meltzer (The Meltzer Family Fund,)
grant na pokrycie kosztow podrdzy na konferencj¢ “The World Congress on Cancers of the

Skin”, ktéra odbyta si¢ w Sydney, Australia.

7.0. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne

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

7.1. Wybrane szkolenia i kursy:
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2009

2021

2021

2021

2021

2023

2023

2023

Szkolenie teoretyczne z zakresu nauk o zwierzetach laboratoryjnych dla
naukowcow posiadajacych kategorie C zgodnie z certyfikacja FELASA,
Norwegian School of Veterinary Science, Oslo, Norwegia.

Szkolenie z zakresu rozwijania umiejetnosci mentorskich w prowadzeniu
rozmow zorientowanych na ucznia (CSE001: Coaching skills for learner-
centered conversations), Imperial College London, UK.

Szkolenie z zakresu zarzadzania procesami nauczania 1 uczenia si¢ (GSE2x:
Leaders of Learning), Harvard University, USA.

Szkolenie z zakresu ksztattowania sprawiedliwych praktyk edukacyjnych
(0.503x: Becoming a More Equitable Educator: Mindsets and Practices),
Massachusetts Institute of Technology, USA.

Szkolenie z zakresu ¢wiczenia przywodztwa (LEADI1x: Exercising leadership:
Foundational Principles), Harvard University, USA.

Szkolenie teoretyczne dla osdb uczestniczagcych w wykonywaniu procedur,
Polskie Towarzystwo Nauk o Zwierzgtach Laboratoryjnych PolLASA,
Warszawa, Polska.

Szkolenie teoretyczne dla oso6b wykonujacych procedury i1 dla 0sob
u$miercajacych  zwierzeta  wykorzystywane lub  przeznaczone do
wykorzystywania do celow naukowych lub edukacyjnych, Polskie
Towarzystwo Nauk o Zwierzetach Laboratoryjnych PolLASA, Warszawa,
Polska.

Szkolenie teoretyczne dla osob odpowiedzialnych za planowanie procedur i
doswiadczen oraz ich przeprowadzanie, Polskie Towarzystwo Nauk o

Zwierzetach Laboratoryjnych PolLASA, Warszawa, Polska.

8.0. Sumaryczne zestawienie calego dorobku naukowego.

Moj dorobek naukowy obejmuje 30 publikacji naukowych, z czego 7 zostato

opublikowanych przed uzyskaniem tytutu doktora, a 23 po jego uzyskaniu. Wsrdd nich

znajduje si¢ 17 oryginalnych publikacji naukowych (w tym 5 pierwszoautorskich oraz 1 ze

wspotdzielonym pierwszym autorstwem) oraz 13  artykuldéw przegladowych (9

pierwszoautorskich). Ponadto jestem autorem 1 pracy popularnonaukowej oraz 1 rozdzialu w

monografii.
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Laczny wspolczynnik IF wszystkich prac (z wylaczeniem pracy popularnonaukowej)
w roku publikacji wynosi 201.352, natomiast na dzien 27.02.2025 wynosi 216.1.
* [F prac opublikowanych przed uzyskaniem stopnia doktora w roku publikacji wynosi
15.591, natomiast na dzien 27.02.2025 wynosi 34.4.
* [F prac opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora w roku publikacji wynosi

185.761, natomiast na dzien 27.02.2025 wynosi 181.7.

Laczna liczba punktow MNiSW dla wszystkich prac (z wytaczeniem pracy
popularnonaukowej) w roku publikacji wynosi 2130, natomiast na dzien 27.02.2025 wynosi
3530.

*  Punkty MNiSW dla prac opublikowanych przed uzyskaniem stopnia doktora w roku

publikacji wynosza 135, natomiast na dzien 27.02.2025 wynosza 690.

*  Punkty MNiSW dla prac opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora w roku

publikacji wynosza 1995, natomiast na dzien 27.02.2025 wynosza 2840.

Liczba cytowan moich prac (z wykluczeniem autocytowan) wedtug bazy Scopus na
dzien 27.02.2025 wynosi 670. Indeks Hirscha (z wykluczeniem autocytowan) wedtug bazy
Scopus na dzien 27.02.2025 wynosi 15.
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