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Autoreferat

1. Imie i nazwisko: Magdalena Kowalewicz-Kulbat

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej

2000r dyplom magistra biologii w specjalnosci mikrobiologia, Wydziat Biologii i
Nauk 0 Ziemi, Uniwersytet L.odzki. Temat pracy magisterskiej ,,Reaktywnos¢ surowic
pacjentow z dyspepsja, gruzlica i choroba wiencowa oraz zdrowych krwiodawcow z
antygenem Helicobacter pylori” oraz antygenem Hsp65 Mycobacterium bovis BCG”,
Promotor prof. dr hab. Wiestawa Rudnicka

2005r dyplom doktora nauk biologicznych w zakresie biologii, nadany uchwata
Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.6dzkiego z dnia 22 marca
2005r. Temat rozprawy doktorskiej ,,Dendritic cells as the cells presenting bacterial
antigens in immunological hypersensitivity”.

Promotor prof. dr hab. Wiestawa Rudnicka

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych

2000-2005- doktorant Stacjonarnego Studium  Doktoranckiego Fizjologiczno-
Mikrobiologicznego Uniwersytetu Lodzkiego, Katedra Immunologii
1 Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu L.odzkiego

10.10.2003-2005-asystent w Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu
Lodzkiego

10.07.2005-obecnie adiunkt w Zaktadzie Immunologii Komérkowej Katedry Immunologii
I Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu Lodzkiego

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust.2 z dnia 14 marca 2003r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr 65, poz.595 ze zm.):

4.1 Tytul osiaggniecia naukowego/artystycznego

»Synapsa immunologiczna ludzkiej komorki dendrytycznej z limfocytem T formowana
w odpowiedzi na pratki Mycobacterium bovis BCG”

Przedstawione do oceny osiagnigcie naukowe stanowi monotematyczny cykl 10 publikacji (8 prac
oryginalnych i 2 prace przegladowe) z lat 2006-2018, ktorych sumaryczny IF wynosi= 16,463
(zgodnie z rokiem opublikowania), sumarycznej liczbie punktow MNiISW 190 pkt (zgodnie z
rokiem opublikowania) (200 pkt MNiSW wg wykazu z dnia 9.12.2016) i sumarycznej liczbie
cytowan 128, bez autocytowan=113 (wg Web of Science 31.07. 2018).
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4.2

Wykaz autorskich publikacji stanowigcych osiggni¢cie naukowe (autor/autorzy,

tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

Prace oryginalne:

Al.

A2.

A3.

A4.

Kowalewicz-Kulbat M., Pestel J., Biet F., Locht C., Tonnel A-B., Druszczynska M., Rudnicka
W. ,,Mycobacterium bovis BCG Mycobacteria-New Application”. Polish Journal of
Microbiology 2006;55(1):13-17

Udzial habilitanta: 73%, wspotautor koncepcji pracy, przygotowanie planu eksperymentow,
udziat W wykonaniu wigkszosci czesci eksperymentalnej (izolacja komorek dendrytycznych
pochodzenia monocytarnego oraz dziewiczych limfocytow T z krwi obwodowej, stymulacja
antygenami, oznaczenie produkcji cytokin), opracowanie i interpretacja wynikow, wykonanie
analizy statystycznej, przygotowanie manuskryptu.

Kowalewicz-Kulbat M., Kazmierczak D., Donevski S., Biet F., Pestel J., Rudnicka W. , Naive
helper T cells from BCG-vaccinated volunteers produce IFN-gamma and IL-5 to mycobacterial
antigen-pulsed dendritic cells”. Folia Histochemica et Cytobiologica 2008; 46(2):153-157

Udzial habilitanta: 80%, wspdtautor koncepcji pracy, wspotudzial w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (izolacja komorek dendrytycznych pochodzenia monocytarnego oraz
dziewiczych limfocytow T i calej frakcji limfocytarnej z krwi obwodowej, stymulacja
antygenami), opracowanie wynikow, wykonanie analizy statystycznej uzyskanych wynikéw,
przygotowanie manuskryptu.

Szpakowski P., Biet F., Locht C., Paszkiewicz M., Rudnicka W., Druszczynska M., Allain F.,
Fol M. Pestel J., Kowalewicz-Kulbat M. “Dendritic cell activity driven by recombinant
Mycobacterium bovis BCG producing human IL-18, in healthy BCG vaccinated adults”.
Journal of Immunology Research’, 2015;2015:359153. doi: 10.1155/2015/359153

*Journal of Immunology Research (poprzednia nazwa czasopisma Clinical and Developmental Immunology)

Udzial habilitanta: 56%, wspotautor koncepcji pracy, wspotudzial w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (wykonanie immunoblotu potwierdzajgcego ekspresje IL-18 przez szczep
rekombinowany Mycobacterium bovis BCGhIL-18, wspoludzial w wykonaniu analizy
ekspresji receptorow powierzchniowych na komorkach dendrytycznych za pomocg cytometrii
przeplywowej, analiza ilosciowa uwalnianych cytokin, czes¢ eksperymentalna zwigzana z
zastosowaniem  przeciwcial —neutralizujgcych), opracowanie i interpretacja analizy
statystycznej uzyskanych wynikow, przygotowanie manuskryptu, autor korespondencyjny

Druszczynska M., Kowalewicz-Kulbat M., Maszewska A., Rudnicka K., Szpakowski
P., Wawrocki S., Wtodarczyk M., Rudnicka W. ,,The balance between pro- and anti-
inflammatory cytokines in the immune responses to BCG and DTwP vaccines. Acta
Biochimica Polonica 2015;62:913-921.http://dx.doi.org/10.18388/abp.2015_1160 IF (2013):

Udzial habilitanta: 40%, wspotautor koncepcji pracy, wspotudziat w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (otrzymywanie komorek dendrytycznych, analiza ekspresji receptorow
powierzchniowych za pomocq cytometrii przepfywowej i interpretacja wynikéw, analiza
ilosciowa uwalnianych cytokin-1L-10 i IL-23 przez komorki dendrytyczne, zatozenie ko-
hodowli komorek dendrytycznych z limfocytami), analiza statystyczna uzyskanych wynikow,
wspotudziat w przygotowaniu manuskryptu, pierwszy i drugi autor majq rowny wktad w
powstanie pracy
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A5. Fol M., Nitecka-Blazlak A., Szpakowski P., Madiraju M.VVS., Rudnicka W., Druszczynska
M., Pestel J., Kowalewicz-Kulbat M. , Evaluation of two different dendritic cell preparations
to BCG reactivity ”. Archives of Biological Sciences 2016;68,263-271

Udzial habilitanta: 60%, wspotudzial W koncepcji pracy, wspotudzial w wykonaniu wigkszosci czesci
eksperymentalnej (izolacja monocytow z krwi obwodowej za pomocq techniki separacji magnetycznej
pozytywnej i negatywnej, hodowla komdrek dendrytycznych, stymulacja antygenami, wykonanie
dokumentacji fotograficznej obrazu mikroskopowego komorek dendrytycznych,wspotudzial w
przygotowaniu komorek do analizy cytometrycznej ekspresji receptoréw powierzchniowych, analiza
statystyczna uzyskanych wynikow, wspotudzial w opracowaniu graficznym otrzymanych
danych i ich interpretacja, przygotowanie manuskryptu, autor korespondencyjny

A6. Kowalewicz-Kulbat M., Ograczyk E., Wiodarczyk M., Krawczyk K., Fol M. “Efficiency and
impact of positive and negative magnetic separation on monocyte derived dendritic cells
generation”. Iranian Journal of Immunology 2016;13(2):132-140 doi: 1JIv13i2A6.

Udzial _habilitanta: _67%, wspotudzial w opracowaniu celu naukowego i koncepcji pracy,
zaprojektowanie i wykonanie wigkszosci pracy eksperymentalnej (otrzymywanie komoérek z krwi
obwodowej metoda separacji pozytywnej i negatywnej, hodowla komorek dendrytycznych, znakowanie
przeciwciatlami monoklonalnymi w celu wykonanania analizy cytometrycznej), analiza danych z
cytometru przepfywowego,analiza statystyczna, przygotowanie manuskryptu

A7. Kowalewicz-Kulbat M., Ograczyk E., Krawczyk K., Rudnicka W., Fol M. ,,Type of monocyte
immunomagnetic separation affects the morphology of monocyte-derived dendritic cells, as
investigated by scanning electron microscopy”. Journal of Immunological Methods 2016, 439:
79-82 doi: 10.1016/j.jim.2016.10.004.

Udziat habilitanta: 45% wspdlautor koncepcji pracy, wspotudziat w wykonaniu czesci doswiadczalnej
(przygotowanie komorek dendrytycznych, stymulacja antygenami, analiza cytometryczna, mikroskopia
skaningowa),analiza statystyczna uzyskanych wynikow, wspotudzial w opracowaniu zdjeé z
mikroskopu skaningowego, opracowaniu graficznym otrzymanych danych i ich interpretacja,
przygotowanie manuskryptu. Pierwszy autor i autor korespondencyjny majq réowny wktad w
powstanie pracy.

A8. Kowalewicz-Kulbat M., Szpakowski P., Locht C., Biet F., Kaplonek P., Krawczyk K.T.,
Pestel J., Rudnicka W. Tuberculin skin test reaction is related to memory, but not naive CD4* T
cell responses to mycobacterial stimuli in BCG-vaccinated young adults. Vaccine 2018
36(30):4566-4577. doi: 10.1016/j.vaccine.2018.05.068

Udzial habilitanta:60% wspotautor koncepcji pracy, wspotudzial w wykonaniu czesci doswiadczalnej
(przygotowanie komdrek dendrytycznych, stymulacja antygenami, analiza cytometryczna, ,analiza
statystyczna uzyskanych wynikéw, wspotudzial w opracowaniu graficznym otrzymanych
danych i ich interpretacja, przygotowanie manuskryptu. Pierwszy i korespondencyjny autor
pracy.

Prace przegladowe:
A9. Kowalewicz-Kulbat M, Locht C. BCG and protection against inflammatory and auto-immune
diseases. Expert Review of Vaccines 2017;16(7):1-10. doi: 10.1080/14760584.2017.1333906.
Udzial _habilitanta: 70% wspotudzial w opracowaniu celu i koncepcji artykutu, udzial w dyskusji
naukowej, bezposredni udzial w zbieraniu, analizie i wykorzystaniu danych zZrodiowych,
przygotowanie manuskryptu.

A10.Wawrocki S., Druszczynska M, Kowalewicz-Kulbat M*, Rudnicka W. Interleukin 18
(1L-18) as a target for immune intervention. Acta Biochimica Polonica 2016;63(1):59-63.

Udzial habilitanta: 30%, wspdtudzial w opracowaniu koncepcji artykutu, wspotudziat w zbieraniu,

analizie i wykorzystaniu danych zrodlowych, przygotowanie manuskryptu, autor korespondencyjny.
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Tabela 1 Wskazniki Impact Factor (podano wartosci IF dla czasopism zgodnie z rokiem
opublikowania pracy, punkty MNiSW (podano warto$ci zgodnie z rokiem opublikowania oraz wg
wykazu z dnia 9.12.2016) oraz liczba cytowan (na podstawie bazy Web of Science z dnia
31.07.2018r) publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe

Nr IF zgodny IF IF Punkty MNiSW Punkty Indeks
publikacji z rokiem biezacy 5-letni zgodne MNiSW cytowan
opublikowania z rokiem wg wykazu z (WoS)
opublikowania dnia z dnia
09.12.2016 31.07.18
Al - 0,746 0,938 10 15 -
A2 1,213 1,389 1,063 10 15 1
A3 2,812 3,276 2,833 25 30 4
A4 1,187 1,159 1,534 15 15 2
A5 0,352 0,352 0,487 15 15 1
A6 0,850 0,850 0,904 15 15 -
A7 2,100 2,100 2,094 20 20 1
A8 3,235 3,235 3,259 30 30 -
A9 3,555 3,555 3,638 35 30 -
A10 1,159 1,159 1,491 15 15 11
Suma 16,463 17,821 18,241 190 200 20

Oswiadczenia wszystkich wspotautoréw okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie
poszczegdlnych prac znajduja sie w Zataczniku 5.

Finansowanie i wspolpraca:

Prowadzone przeze mnie prace naukowe, stanowiace monotematyczny cykl publikacji,
finansowane byly przez Komitet Badan Naukowych w ramach dwoéch przyznanych projektow
badawczych, w ktorych petnitam funkcje Kierownika (N N401 015236) lub gtéwnego wykonawcy
(2PO5A 156 28), a takze jednego projektu wymiany dwustronnej polsko-francuskiej ,,Grant 6213.1/2005
w Programie Dziatan Zintegrowanych POLONIUM 2006”. Badania finansowane byly takze ze Srodkow
statutowych Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej UL.

Charakter prowadzonych przeze mnie badan wymagal kontynuacji, nawigzanej w okresie
wykonywania pracy doktorskiej, wspotpracy miedzynarodowej (Instytut Pasteura w Lille, Francja),
jak 1 krajowej (Miedzywydziatowa Katedra Immunologii Klinicznej i Mikrobiologii Uniwersytetu

Medycznego w Lodzi).
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4.3 Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie do tematyki badan

Gruzlica (TB; tuberculosis) pozostaje jedng z najgrozniejszych chordéb zakaznych,
umieszczanych obok AIDS i malarii na czele chorob infekcyjnych zagrazajacych zdrowiu cztowieka.
W 1882r Robert Koch podczas wyktadu w Berlinskim Towarzystwie Fizjologicznym oglosit, ze pratki
Mycobacterium tuberculosis (M.tb) stanowig czynnik etiologiczny gruzlicy. Szacuje si¢, iz obecnie
okoto 1/3 $wiatowej populacji cztowieka jest zainfekowana M. tuberculosis. Do rozwoju gruzlicy
dochodzi u okolo 5-10% o0s06b z tej populacji, a u pozostatych infekcja przybiera posta¢ bezobjawowa
(latentna). Wedlug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization)
[WHO TB report 2016] w 2016r z powodu gruzlicy na $wiecie zmarto 1,3 min osoéb oraz dodatkowo
0,4mln os6b z powodu koinfekcji wirusem HIV i zakazeniem M. tuberculosis. Ponadto odnotowano
10,4 mln nowych zachorowan, w tym milion dzieci do lat 14. [WHO TB report 2016]. Wigkszos¢
chorych stanowili me¢zczyzni-65%. Okoto 60% wszystkich chorych na gruzlice to mieszkancy Indii,
Indonezji, Chin, Nigerii, Filipin, Pakistanu i Potudniowej Afryki.

W Polsce, wedtug danych Krajowego Rejestru Zachorowan na Gruzlice, prowadzonego przez
Instytut Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie [Korzeniewska-Koseta 2017], w 2016r zapadalno$¢ na
gruzlice wszystkich postaci wynosita 16,7 przypadkow na 100 000 ludnosci, gruzlica pluc stanowita
94,9% zachorowan, a $redni wiek chorych wynosit 53,2 lat. Zagrozenie gruzlica rosnie nie tylko z
powodu narastajgcej czestosci izolowania wielolekoopornych szczepow M.th, braku nowych lekéw
przeciwgruzliczych, koinfekcji pratkow M.tb i wirusa HIV, braku prostych, szybkich testow
diagnozowania zakazen M.tb, ale takze z powodu niewystarczajacej efektywnosci protekcyjnej
stosowanej u ludzi szczepionki BCG.

Szczepionka BCG (Bacillus Calmette-Guérin) zostala opracowana na poczatku XX wieku w
Instytucie Pasteura w Lille we Francji przez Alberta Calmette i Camille Guérin, przez atenuacj¢
pratkow gruzlicy bydlgcej M. bovis, ktora osiagnieto po wykonaniu 231 pasazy w okresie 13 lat na
podtozu hodowlanym z zoétcig [Calmette A, 1909]. Przeciwgruzlicza szczepionka BCG zostata po raz
pierwszy podana czlowiekowi w 1921r, kiedy to zaszczepiono noworodka urodzonego przez chorg na
gruzlice matke. Do dnia dzisiejszego jest to jedyna dopuszczona do powszechnego uzycia szczepionka
przeciwpratkowa, ktorg dotychczas podano ponad 4 bilionom dzieci w 182 panstwach $wiata.
Pierwotnie szczepionka podawana byla doustnie, obecnie podawana jest gtéwnie $rodskornie. Do
kalendarza szczepieh obowigzkowych w Polsce szczepionka przeciw gruzlicy trafita w latach 50 XX
wieku. Niewatpliwg jej zaletg jest wysoka skuteczno$¢é w zapobieganiu najpowazniejszym formom

gruzlicy u dzieci, zwlaszcza gruzlicy oSrodkowego uktadu nerwowego i uogdlnionej gruzlicy zwanej
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»prosowka”. Niestety, wywolywany przez pratki M. bovis BCG efekt protekcyjny jest
niewystarczajacy [Kaufmann 2013, Rudnicka 2008], ulega znacznemu ostabieniu wraz z wiekiem i u
0sob dorostych, poziom ochrony wykonywanych szczepien BCG waha si¢ od 0-80% zaleznie od
regionu $wiata (Europa 60-80%, Indie i Pakistan 0%), w Polsce wynosi najwyzej 50% [Zatacznik 3b
Publikacja C6].

Przyczyn zroznicowanej skutecznosci szczepien jest kilka, wérdd nich istotng role odgrywaja
czynniki $rodowiskowe, genetyczne, kulturowe, a takze technika przeprowadzania immunizacji.
Jednym z czynnikdw zmniejszajacych skuteczno$¢ immunizacji moze by¢ nasilona ekspozycja
organizmu na niechorobotwoércze pratki srodowiskowe, prowadzaca do zahamowania namnazania si¢
pratkow szczepionkowych i ich przyspieszonej eradykacji z organizmu na drodze reakcji krzyzowej
(Demangel i wsp. 2005). W wielu krajach na $wiecie atenuowany szczep M. bovis BCG namnazano
do produkcji szczepionek co doprowadzito do powstania kilkunastu szczepow siostrzanych réznigcych
si¢ lokalizacja i liczba mutacji w genomowym DNA, a takze poziomem ekspresji niektorych gendéw
[Mostowy i wsp. 2003]. Stworzenie nowej, bardziej efektywnej szczepionki przeciwpratkowej, stato
si¢ jednym z zamierzen programu walki z gruzlicg ogloszonego przez WHO, ktory to program zaktada
zmnigjszenie na $wiecie do 2035 roku o 95% liczby zgondéw z powodu gruzlicy i o 90% Sredniej
zapadalnosci na gruzlice. W wielu osrodkach badawczych na $wiecie, w rdéznych modelach
eksperymentalnych podejmowane sg liczne proby stworzenia takiego preparatu, ktory doprowadzi do
efektywniejszego nabycia odporno$ci przeciw pratkom gruzlicy [Hewinson 2005, Cardona i Williams
2017, Voss i wsp. 2018]. Poglebienie wiedzy o mechanizmach odpornosci przeciwgruzliczej jest
niezbedne dla opracowania nowych szczepionek lub sposobow zwigkszenia skutecznosci dotychczas
stosowanych szczepow M. bovis BCG. Postuluje si¢, iz walka z gruzlica wymaga opracowania
szczepionek pobudzajacych skuteczna odpornos¢ przeciwgruzlicza u niemowlat i noworodkow,
szczepionek typu booster pozwalajacych na wzmocnienie odporno$ci wykazujacej tendencje do
zanikania wraz z wiekiem, czy wreszcie szczepionek, ktore zastosowane w trakcie aktywnej gruzlicy
nasilatyby naturalne mechanizmy odpornosci komoérkowej wspomagajac tym samym eliminacje
patogenu. Wsrdéd nich znalezé mozna szczepionki wykorzystujace atenuowane mykobakterie,
rekombinowane biatka pratkow, szczepionki DNA oraz szczepionki wykorzystujace no$niki wirusowe
[Global Tuberculosis Report 2017, VVoss i wsp. 2018], jednak zdaniem WHO prawdopodobnie zaden z
obecnie testowanych 13 nowych preparatow szczepionkowych w roznych fazach badan klinicznych,

[Voss i wsp. 2018] w najblizszej przysztosci nie zastapi obecnie stosowanej szczepionki BCG.

Istotnym elementem uktadu odpornosciowego, ktory w szczegdlny sposob zastuguje na
uwzglednienie w  poglgbianiu  wiedzy o mechanizmach odporno$ci przeciwgruzliczej
i wykorzystaniu tej wiedzy do opracowania nowych szczepionek uodporniajacych na chorobotwoércze
dziatanie pratkéw gruzlicy jest komorka dendrytyczna (KD), odkryta przez Ralpha Steinmana w 1973
roku (Nagroda Nobla 2011) [Rudnicka i wsp. 2012], cechujaca si¢ unikatowa funkcja prezentowania
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antygendéw limfocytom T, w tym dziewiczym limfocytom T. Komunikacja prezentujacej antygeny
komorki dendrytycznej z limfocytem zachodzi w obrgbie dynamicznej struktury zwanej synapsa
immunologiczng. Po raz pierwszy termin synapsa immunologiczna zastosowat M.A. Norcross w
1984r, a w 1998r Kupfer, jako pierwszy pokazat, iz biatka powierzchni kontaktowej pomiedzy
limfocytami a komorka prezentujaca antygen ulegajg selekcyjnemu przemieszczeniu. W trakcie
formowania synapsy nastgpuje szereg zmian ksztattu komorki, reorganizacji organelli komorkowych
oraz istotna rearanzacja bialek w btonie plazmatycznej w obszarze kontaktu. O ile dynamika
powierzchni komorek T i biatek sygnalowych w przestrzeni synaptycznej jest do$¢ dobrze znana, o
tyle znacznie mnie wiadomo o zmianach zachodzacych wewnatrz komorki, zwlaszcza podczas
tworzenia synapsy miedzy APC a limfocytami o fenotypie CD4" [Huppa i wsp. 2003]. Gtéwna
funkcja synapsy immunologicznej jest zapewnienie ukierunkowanego przekazu cytokin i czasteczek
sygnatowych. Kluczowym momentem w inicjacji adaptacyjnej odpowiedzi immunologiczne]j jest
aktywacja limfocytow T, w ktorej udzial biora trzy sygnaty. Formowanie I sygnatu jest zwiazane z
rozpoznaniem prezentowanego przez komorki dendrytyczne, w kontekscie czasteczek MHC,
immunopeptydu przez receptor TCR limfocytu. To swoiste rozpoznanie kompleksu MHC-
immunopeptyd przez TCR stanowi konieczny, ale niewystarczajacy sygnat aktywacji limfocytu.
Potrzebne jest dostarczenie dodatkowego II sygnatu przez ligacje receptorow kostymulujacych, takich
jak CD86, CD80, dla ktorych ligandem jest czasteczka CD28 na limfocycie. O ile samo powstawanie
sygnatu aktywacji limfocytu zalezy od typu antygenu rozpoznawanego i prezentowanego w kontekscie
czasteczek MHC przez TCR, to sita tego sygnalu i jego specyfika zalezg od profilu ekspresji
receptorow kostymulujacych. Ponadto, charakter tego sygnatu jest silnie determinowany przez
mikrosrodowisko cytokinowe, wydzielane przez kontaktujace si¢ ze soba komorki, co stanowi Il

sygnat aktywacji.

Zrozumienie proceséw zachodzgcych, w formowanej w odpowiedzi na pratki Mycobacterium
bovis BCG, synapsie immunologicznej jest niezbedne dla poznania i wyjasnienia mechanizmow
odpowiedzialnych za obserwowany brak odpowiedzi na szczepionke BCG wytworzeniem
nadwrazliwos$ci péznej W grupie zdrowych, mtodych oséb szczepionych w dziecinstwie szczepionka
BCG. Jednocze$nie, rozwdj wiedzy w tym zakresie moze stanowi¢ istotny element w konstruowaniu
nowej i bardziej skutecznej szczepionki, opartej na celowej ingerencji w procesy przetwarzania i

prezentacji antygenow pratkowych i pobudzania dlugotrwatej swoistej odpornosci typu komérkowego.

Cele/zadania badawcze

Problematyka badan prowadzonych przeze mnie w ramach przedlozonego do oceny
osiggniecia naukowego koncentruje sie wokol wyjasnienia proceséw komorkowych
zachodzacych w synapsie immunologicznej formowanej przez ludzkie komérki dendrytyczne z

limfocytami T, w odpowiedzi na antygeny pratkow szczepionkowych M. bovis BCG, z
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uwzglednieniem roli IL-18, jako modulatora w badanych reakcjach odpornosciowych, a takze
sposobu izolacji komorek dendrytycznych determinujacego ich wlasciwosci fenotypowe i
sekrecyjne.

Przestankg do podjecia takich badan byt niezadowalajacy efekt protekcyjny przeciwgruzliczej
szczepionki BCG, rosngce zainteresowanie szczepami M. bovis BCG, jako modulatorami odpowiedzi
odporno$ciowej, ale takze udokumentowany brak wiedzy w zakresie zrozumienia przyczyny braku
odpowiedzi u niektéorych mtodych, zdrowych oséb na stosowang w dziecinstwie szczepionke BCG,
manifestujgcg si¢ brakiem wytworzenia nadwrazliwosci typu pdznego na tuberkuling. Zatem proba
glebszego poznania procesow zachodzacych w centralnym miejscu styku komoérek dendrytycznych i
limfocytow, jak roéwniez podjgta proba zwigkszenia immunogennosci szczepu BCG poprzez
wprowadzenie rekombinowanego szczepu rBCG z ekspresja ludzkiej 1L-18 (rBCGhIL-18) jako
nowego modulatora odpowiedzi odpornosciowej jest w petni uzasadniona i wazna, pod wzgledem
poznawczym. Ponadto, po raz pierwszy dokonano proby weryfikacji oryginalnej hipotezy dotyczacej
potencjalnego wptywu sposobu uzyskiwania komorek dendrytycznych na ich wihasciwosci i
funkcjonowanie w synapsie immunologicznej co wydaje si¢ by¢ szczegodlnie istotne z punktu widzenia
zastosowania tych komorek w przysziosci jako narzedzia do walki z chorobami zakaznymi, w tym

gruzlica.

Podjety cel glowny obejmowal realizacje nastepujacych celéw posrednich:

Cell

Identyfikowanie receptorowych i funkcjonalnych wyznacznikéw proceséw komorkowych
zachodzacych w synapsie immunologicznej formowanej przez ludzkie komorki dendrytyczne z

limfocytami T, inicjowanych przez atenuowane pratki BCG i PPD.

Cel 2

Charakterystyka fenotypu komorki dendrytycznej i funkcjonalnych efektéw synapsy
immunologicznej formowanej przez ludzkie komérki  dendrytyczne z  dziewiczymi i
pamieciowymi limfocytami CD4" w odpowiedzi na BCG i PPD oraz préba ich modyfikacji w

srodowisku IL-18 produkowanej przez rekombinowany szczep rBCGhIL-18.

Cel 3

Poréwnanie morfologii, fenotypu receptorowego i aktywnosci sekrecyjnej komorek
dendrytycznych uzyskiwanych z ludzkiej krwi obwodowej metoda pozytywnej i negatywnej
separacji magnetycznej, jako cech potencjalnie istotnych dla aplikacyjnych zastosowan tych

komérek
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Badaniami obj¢to odpowiednio dobrang populacj¢ ztozong z osob miodych, zdrowych,
szczepionych w dziecinstwie szczepionkg BCG, u ktorych wykonano skorny test tuberkulinowy
bedacy miarg wytworzonej nadwrazliwosci pozniej na tuberkuling. Od 0s6b badanych izolowano
monocyty, ktore nastgpnie w warunkach in vitro przeksztalcano w komoérki dendrytyczne oraz
autologiczne limfocyty, z ktorych izolowano subpopulacje limfocytow dziewiczych i pamigci. Trzon
osiggnigcia naukowego stanowi 8 prac doswiadczalnych oraz 2 prace przegladowe, dostarczajace
nowatorskich danych o mechanizmie ztozonych reakcji odpornosciowych inicjowanych przez
szczepionkowe pratki M. bovis BCG z odniesieniem do ich aktywno$ci in vivo oraz mozliwosci
modyfikowania interakcji tych mykobakterii z komorkami dendrytycznymi i limfocytami przez ludzka
IL-18.

OPIS OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Cel 1 Identyfikowanie receptorowych i funkcjonalnych wyznacznikéw procesow komorkowych
zachodzacych w synapsie immunologicznej formowanej przez ludzkie komoérki dendrytyczne z

limfocytami T, inicjowanych przez atenuowane pratki BCG i PPD.
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A4 Druszczynska M., Kowalewicz-Kulbat M., Maszewska A., Rudnicka K., Szpakowski
P., Wawrocki S., Wiodarczyk M., Rudnicka W. ,,The balance between pro- and anti-inflammatory
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A8 Kowalewicz-Kulbat M, Locht C. BCG and protection against inflammatory and auto-immune
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Identyfikacja komorki dendrytycznej jako ogniwa posredniczacego pomiedzy elementami
odporno$ci nieswoistej i swoiste] otworzyta nowe mozliwosci szczegdtowego badania procesow
odpornosciowych i wykorzystania nowych odkry¢ do walki z chorobami zakaznymi. Wraz z postgpem
wiedzy rozszerza si¢ zakres funkcji, jaka petnig komorki dendrytyczne na wszystkich etapach reakcji

odpornosciowej. Unikatowa zdolno$¢ tych komodrek do prezentowania antygenow dziewiczym
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limfocytom T czyni je niezbednymi W rozwoju swoistej odpowiedzi komorkowej, w ktorej limfocyty
T pehia funkcje efektorows. Jednak komorki dendrytyczne sg nie tylko profesjonalnymi komorkami
prezentujacymi antygen, ale pierwszymi komoérkami wykrywajacymi sygnaty alarmowe w tkankach,
ktorych pojawienie si¢ stanowi efekt wnikajgcych drobnoustrojow. W wyniku kontaktu z antygenem
dochodzi to intensywnych zmian ksztattu i mobilnosci komoérek dendrytycznych, ktéra z formy
niedojrzalej przyjmuje posta¢ dojrzata ulatwiajaca czeste kontakty z limfocytami [Mempel 1 wsp.
2004]

Interakcja komorek dendrytycznych, zwlaszcza komodrek dendrytyczych pochodzenia
monocytarnego, z pratkami Mycobacterium bovis BCG przebiega wieloetapowo i odgrywa kluczowg
rolg w odpornosci przeciwpratkowej [Zatacznik 3a Publikacja C10, Humpreys i wsp. 2006]. Rodzaj
inicjowanej przez pratki BCG odpowiedzi odpornosciowej ustala si¢ podczas prezentacji antygenu
przez KD i zalezy od stopnia jej dojrzewania, stanu funkcjonalnego, fenotypu komorki dendrytycznej
w synapsie immunologicznej oraz produkowanych cytokin, ktore determinujg proliferacje i
réznicowanie si¢ rozpoznajacych antygeny limfocytéw. Niezwykle silne wiasciwosci pratkow
M. bovis BCG do wzbudzania odpowiedzi odpornosciowej typu Thl sprawily, iz aktywnos$¢ tych
bakterii jest doceniana nie tylko w kontek$cie ochrony przed gruzlica, ale takze innych chorob o
podtozu infekcyjnym, a takze pewnych choréb nowotworowych i autoimmunologicznych [Publikacja
A9]. Jednak wciaz pozostaje niejasne, czy pratki BCG sa wystarczajaco silnym stymulatorem zdolnym
do wzbudzenia odpowiedz Th1 u 0séb z silnie przesuni¢ta rownowaga odpowiedzi odporno$ciowej w
strong Th2, do ktorych nalezg osoby z alergig. Czy tym samym mozna si¢ spodziewac, ze komorki
odpornosciowe 0s6b wykazujacych stan nadwrazliwo$ci wczesnej na alergen, $wiadczacy o
preferencyjnym rozwijaniu alergeno-specyficznej odpowiedzi o profilu Th2, beda zdolne do
prawidlowej odpowiedzi na pratki M. bovis BCG stanowiagce szczepionke przeciwgruzlicza?
Analizujac powyzsze zagadnienie postawiono hipoteze, ze pratki M. bovis BCG pomimo
niesprzyjajacego Srodowisku Th2, w warunkach stymulacji alergenem, nadal wykazuja
wlasciwosci promowania silnej odpowiedzi typu Thl. W badaniach sprawdzono zdolno$¢ pratkow
M. bovis BCG prezentowanych przez KD do wzbudzania silnej produkcji IFN-y przez limfocyty
dziewicze nawet wowczas kiedy w srodowisku wystepowat silny alergen [Publikacja Al]. Dzigki
nawigzanej w okresie realizacji pracy doktorskiej wspotpracy z Katedra Immunologii, Mikrobiologii i
Astmy Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, udato mi si¢ jako model do tych badan uzyska¢ komorki
dendrytyczne i limfocyty dziewicze osob chorych z astmg alergiczng, uczulonych na alergen kurzu
domowego Der p 1 (Dermatophagoides pteronyssinus). Grupg odniesienia stanowity osoby zdrowe
mtode, ktore nigdy nie chorowaly na gruzlicg i u ktorych wykluczono podtoze alergiczne. Obie grupy
badane w dziecinstwie szczepione byly szczepionka BCG.

Analiza majgca na celu ocen¢ produkcji IFN-y przez limfocyty dziewicze osob zdrowych i chorych z
astma uczulonych na alergen kurzu domowego Der p 1 wykazata, iz ludzkie KD inokulowane zywymi

pratkami M. bovis BCG, w $rodowisku alergenu, w warunkach in vitro zdolne byty do wzbudzania
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silnej odpowiedzi Thl manifestujacej si¢ produkcja IFN-y przez limfocyty dziewicze zarowno W
grupie 0s6b zdrowych, jak i chorych. Ponadto, pratki M. bovis BCG pehnity funkcje modulatora
ostabiajgcego niekorzystng pro-alergiczng odpowiedz typu Th2 (spadek produkcji cytokin IL-4 i IL-5)
w strong anty-alergicznego profilu Thl. Doktadna analiza wynikéw uwidocznita kluczowa role
pratkow szczepionkowych M. bovis BCG jako silnego stymulatora odpowiedzi typu Thl nawet w
warunkach toczacej si¢ reakcji zapalnej, u ktorej podstaw lezy odpowiedz Th2. Otrzymane wyniki
pozwolily na wysunigcie wniosku, iz pratki BCG, ktéorych immunomodulacyjne wilasciwosci sg
stosowane w klinice w leczeniu raka pecherza [Herr i Dalbagni 2003] moglyby stanowi¢ wazny
element nowej strategii terapeutycznej wykorzystywanej w przysziosci w leczeniu chorob
alergicznych. Proby immunomodulacji reakcji alergicznej za pomoca komorek dendrytycznych i
pratkow Mycobacterium zostaty szerzej opisane w pracy przegladowej [Zatacznik 3a Publikacja C8].
Udowodnione silne wlasciwosci immunogenne i immunomodulatorowe pratkow BCG
sktonity mnie do sprawdzenia w kolejnej pracy [Publikacja AZ2], czy oprocz pratkéw, rowniez
oczyszczone biatko tuberkulinowe (purified protein derivative PPD) prezentowane przez komorki
dendrytyczne zdolne bedzie do wzbudzania silnej odpowiedzi Thl. Postanowitam takze sprawdzic,
czy odpowiedz cytokinowa, na antygen PPD i pratki BCG prezentowane przez KD, bedzie silniejsza,
czy slabsza w przypadku pobudzenia catej frakcji limfocytarnej w odniesieniu do limfocytow
dziewiczych. Grupe badang stanowity mtode, zdrowe osoby, szczepione w dziecinstwie szczepionkg
BCG. Przeprowadzone badania wykazaty, iz juz w pierwszej dobie ko-hodowli limfocytow z
prezentujgcymi PPD komoérkami dendrytycznymi, limfocyty dziewicze 91% ochotnikow i komorki
pelnej frakeji limfocytarnej wszystkich os6b badanych odpowiedziaty na antygen produkcja IFN-y.
Zaobserwowana, w odpowiedzi na antygen PPD prezentowany przez KD, istotnie nizsza produkcja
IFN-y przez limfocyty dziewicze w porownaniu do petnej frakcji limfocytarnej sugerowata, oprocz
limfocytow dziewiczych udzial innych komorek, takich jak: limfocyty pamigci, komorki NK,
limfocyty y/6 w produkcji IFN-y. Z kolei obserwowany, w odpowiedzi na pratki M. bovis BCG
prezentowane przez KD, brak istotnych roéznic w intensywno$ci produkcji IFN-y pomiedzy
limfocytami dziewiczymi i pelng frakcja limfocytarng wskazuje na kluczowy udziat limfocytow
dziewiczych w produkcji tej cytokiny. Zaobserwowana w badaniach wczeéniejszych [Publikacja Al]
zdolnos$¢ pratkéw BCG do pobudzania limfocytéw dziewiczych osob zdrowych, szczepionych w
dziecinstwie szczepionka BCG, do produkcji Th2-zaleznej IL-5 sktonita mnie do sprawdzenia, czy
oczyszczone bialtko tuberkulinowe PPD prezentowane przez KD bedzie w stanie wzbudzié, podobnie
jak pratki BCG, produkcj¢ IL-5 przez limfocyty dziewicze i jesli tak, to czy ilos¢ produkowanej
cytokiny bedzie porownywalna z ilo$cig uwalniang przez peing frakcj¢ limfocytarng. Interleukina 5,
jako cytokina antagonistyczna w stosunku do IFN-y moze ogrywacé istotng role w odmiennej
reaktywnosci na oczyszczone biatko tuberkulinowe u o0s6b z dodatnim i ujemnym odczynem

tuberkulinowym. Biorac pod uwagg fakt, iz limfocyty poddane dziataniu KD niestymulowanych nie
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produkowaty IL-5, mozna uznaé, ze obserwowany poziom cytokiny w hodowlach komoérkowych
odzwierciedlal reakcje antygenowo-swoistg. Zaobserwowano, iz produkcja IL-5, zaréwno w
hodowlach dziewiczych limfocytow T, jak i pelnej, nierozdzielanej frakcji limfocytarnej, ksztattowata
si¢ na zblizonym poziomie w wyniku stymulacji komoérek dendrytycznych PPD i BCG. Analiza
poréwnawcza komorek stymulowanych PPD wzgledem komorek poddanych dziataniu pratkow BCG,
wykazata, iz antygen PPD istotnie silniej nasilal produkcje IL-5, niz pratki BCG zaréwno w
hodowlach limfocytow dziewiczych, jak i nierozdzielanej frakcji limfocytarnej. Uzyskane wyniki z tej
czeéci pracy wskazujg, iz limfocyty dziewicze o fenotypie CD4'CD45RA" izolowane od o0sob
szczepionych BCG przyjmuja posta¢ limfocytow efektorowych zdolnych do produkcji zar6wno IFN-y,
jak i IL-5, po stymulacji KD prezentujacymi mykobakteriowe biatka zawarte w PPD lub zakazane
pratkami M. bovis BCG. Kinetyka i intensywno$¢ pobudzanej przez komorki dendrytyczne
odpowiedzi Thl i Th2 $cisle zalezy od prezentowanego antygenu. Uzyskane rezultaty pozwolity na
wysunig¢cie wniosku, iz wlasciwa rownowaga odpowiedzi Th1/Th2 stanowi Kluczowy czynnik w
monitorowaniu odpowiedzi komoérkowej na zakazenia Mycobacterium.

Majac na uwadze powyzsze spostrzezenia, W Kolejnej pracy [Publikacja A4]
przeprowadzitam badania zmierzajace do sprawdzenia zalezno$ci pomigdzy uwalnianiem cytokin pro-
i przeciwzapalnych wydzielanych przez komorki prezentujace antygen oraz limfocyty w hodowlach
komoérkowych stymulowanych pratkami M. bovis BCG. Ponadto, zréznicowana odpowiedz na
podanie tuberkuliny PPD w testach tuberkulinowych [Zatacznik 3a Publikacja C6] u mtodych,
zdrowych 0s6b szczepionych w dziecinstwie szczepionkg BCG sklonita mnie do sprawdzenia, czy
brak rownowagi w produkcji cytokin Th1/Th2 moze ttumaczy¢ brak wytworzenia nadwrazliwosci
pbdzniej na tuberkuling (Delayed Type Hypersensitivity-DTH) oceniany in vivo. W literaturze brak byto
doniesien poswieconych analizie mechanizméw komorkowych lezgcych u podstaw braku rozwoju
DTH na tuberkuling u duzego odsetka os6b mtodych otrzymujacych wielokrotnie szczepionkg BCG, a
koncentrujacych si¢ na zjawiskach zachodzacych w synapsie immunologicznej pomiedzy komorka
prezentujgcg antygen a limfocytem.

Badania, ktorych wyniki opisano w Publikacji A4 przeprowadzono z udziatem duzej grupy
0sob miodych (118 osob), zdrowych, szczepionych w dziecinstwie szczepionka BCG, u ktorych
wykonano skorny test tuberkulinowy przed pobraniem krwi. Skorny test tuberkulinowy (tuberculin
skin test, TST) jest jedng z najstarszych i wciaz powszechnie uzywanych metod w diagnostyce
gruzlicy i stanowi miernik rozwoju swoistej odpornosci komorkowej na tuberkuling (PPD; ang.
Purified Protein Derivative) okre$lanej mianem nadwrazliwosci poznej (DTH). Test ten opiera si¢ na
$rodskornym wstrzyknigeiu w srodkowa czg$¢ przedramienia zazwyczaj 2 jednostek tuberkuliny (21U
International Unit) PPD RT23. Po czasie 48-72h ocenia si¢ $rednice¢ stwardnienia powstatego na
skutek rozwoju DTH. Immunologiczne podtoze tej reakcji zwigzane jest z naptywem limfocytow T i
B oraz monocytow, makrofagdéw do miejsca iniekcji oraz produkcjg przez ,,uczulone” komorki

mediatoréw reakcji zapalnej (IL-8, IFN-y, TNF-a) [Zalacznik 3a Publikacja B20]. W populacji
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polskiej, szczepionej BCG, za wynik dodatni przyjmuje si¢ naciek nie mniejszy niz 10mm. Test
tuberkulinowy nie odzwierciedla stanu odpornosci na gruzlice, ale jest dowodem na rozwoj swoistej
odpornosci komorkowej na produkty mykobakterii, do ktorej dochodzi u wigkszosci o0sob
szczepionych BCG. Ponadto, test ten jest jedynym obecnie stosowanym, ktory pozwala bada¢ reakcje
na antygeny mykobakterii w warunkach in vivo. Wyniki badan prowadzonych przez wiele lat w
Zaktadzie Immunologii Komoérkowej UL wskazaly, iz osoby zdrowe, mtode w wieku 18-30 lat,
poddawane szczepieniom BCG w dziecinstwie zgodnie z obowigzujacym kalendarzem szczepien w
Polsce, r6znig si¢ istotnie odpowiedzig na tuberkuling i jedynie 50-60% sposrod nich wykazuje odczyn
dodatni testu tuberkulinowego, pozostali sg tuberkulinoujemni [Zatagcznik 3a Publikacja C6,
Publikacja B13]. To wysokie zroznicowanie 0sobnicze sktonito do postawienia hipotezy, ze zjawisko
polaryzacji odpowiedzi immunologicznej w kierunku Th1/Th2 moze wplywac na obserwowany brak
DTH na tuberkuling. Analiza produkcji IFN-y przez stymulowane PPD limfocyty obwodowe os6b
tuberkulino dodatnich TST(+) i tuberkulino ujemnych TST(-) wykazata, iz cytokina ta byla istotnie
tuberkulinowym. Ponadto zaobserwowano pozytywna korelacje pomiedzy $rednica odczynu
tuberkulinowego a intensywnoscia produkcji IFN-y przez limfocyty obwodowe w warunkach in vitro,.
Przyczyna stabszej produkcji IFN-y przez limfocyty oséb TST(-) mogla by¢ nasilona produkcja
interleukiny 10 (IL-10), ktéra jest cytoking hamujaca wydzielanie IFN-y. Wykazano, iz limfocyty osob
TST(-) produkowaty w odpowiedzi na PPD istotnie intensywniej IL-10, w poréwnaniu do limfocytow
0sob TST(+). Stwierdzono takze odwrotng korelacje pomiedzy srednica odczynu tuberkulinowego a
produkcja IL-10 przez stymulowane PPD limfocyty obwodowe. Uzyskane wyniki badan oraz dane
literaturowe wskazujace, iz IL-10 moze ostabia¢ aktywnos$¢ komorek dendrytycznych poprzez
obnizanie ekspresji czasteczek zaangazowanych w przekazywanie sygnalow w synapsie
immunologicznej [Rizzuti i wsp. 2015] sktonity mnie do rozszerzenia badan o analiz¢ ekspresji
czasteczek powierzchniowych (HLA-DR, CD86 i CD80) oraz produkcje cytokin IL-12, 1L-23 i IL-10
przez stymulowane PPD i BCG komorki dendrytyczne osob mtodych, szczepionych w dziecinstwie
szczepionkg BCG, z ujemnym i dodatnim odczynem tuberkulinowym. Wyniki analiz wskazaty, iz
komorki dendrytyczne oséb TST(-) w odpowiedzi na stymulacj¢ PPD charakteryzowaty sie obnizona
zdolnoscia ekspresji antygenow MHC klasy IT (HLA-DR) i czasteczki kostymulujacej CD86 (I i Il
sygnal aktywacji w synapsie immunologicznej) w poréwnaniu do komoérek dendrytycznych osob
TST(+). Wiadomo, iz niska ekspresja receptoréw powierzchniowych KD jest istotnie zwigzana z
niedojrzatoscig KD, a tym samym ostabiong prezentacja antygenu limfocytom T [Steinman 2008].
Zjawisku temu towarzyszyta nasilona produkcja IL-10 przez stymulowane PPD limfocyty oséb TST(-
). Przeprowadzone badania pozwolily konkludowag¢, iz u podstaw braku DTH na tuberkuling u
osob tuberkulinoujemnych lezy ostabiona sita I i II sygnalu w synapsie immunologicznej oraz

silna polaryzacja odpowiedzi Th2 bedaca konsekwencja nasilonej produkcji IL-10 wydzielanej
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przez komoérki dendrytyczne stymulowane antygenami Mycobacterium, ktorej towarzyszyla
istotnie ostabiona produkcja IFN-y przez limfocyty obwodowe. A zatem IFN-y wydzielany przez
limfocyty (zwlaszcza o fenotypie CD4") [Publikacja A4] wydaje sie byé markerem
nadwrazliwo$ci typu péznego indukowanej przez pratki M. bovis BCG. Postawiona hipoteza o
kluczowym znaczeniu polaryzacji Th1/Th2 w rozwoju DTH na tuberkuling zostala pozytywnie
zweryfikowana.

Dalsze badania proceséw zachodzacych na etapie prezentacji antygenu i odpowiedzi
limfocytow na szczepionke BCG, rozszerzono o analize dodatkowych receptoréw powierzchniowych
na powierzchni komoérek dendrytycznych oraz uwzglgdnienie w badaniach odpowiedzi limfocytow
dziewiczych i pamigci. Wyniki tych analiz zostaty zaprezentowane w pracach dyskutowanych w
kolejnym rozdziale [Publikacja A3 i A8].

Za najwazniejsze wyniki badan przeprowadzonych w ramach | cyklu prezentowanej rozprawy

habilitacyjnej nalezy uzna¢:

1. wykazanie, iz komérki dendrytyczne stymulowane BCG zachowuja zdolno$¢ pobudzania
silnej odpowiedzi Thl nawet w Srodowisku silnej polaryzacji odpowiedzi komérkowej
typu Th2.

2. spostrzezenie, iz limfocyty dziewicze o fenotypie CD4", izolowane od 0s6b szczepionych
BCG, w odpowiedzi na prezentowane przez KD rozpuszczalne bialka tuberkulinowe
(PPD) lub antygeny zywych pratkéw M. bovis BCG, przyjmuja posta¢ limfocytéw
efektorowych zdolnych do zréwnowazonej produkcji cytokin Thl (IFN-y), jak i Th2
(IL-5). To potwierdza uzyteczno$¢ przyjetego modelu badawczego w monitorowaniu

adaptacyjnej odpowiedzi komérkowej na atenuowane pratki M. bovis BCG.

3. zaobserwowanie, iz oceniana in vivo areaktywno$¢ na PPD u szczepionych BCG oséb
TT(-) pozostaje w relacji z ulomna zdolnoscia KD stymulowanych PPD in vitro, do
zwiekszania ekspresji sygnalowych receptoré6w synapsy immunologicznej, jakimi sa
czasteczki HLA-DR, przy jednoczesnej nadprodukcji IL-10 i zredukowanej funkcji

pobudzania produkcji IFN-y przez komorki limfoidalne.
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Cel 2

Charakterystyka fenotypu komorki dendrytycznej i funkcjonalnych efektow synapsy
immunologicznej formowanej przez ludzkie komorki dendrytyczne z dziewiczymi i
pamieciowymi limfocytami CD4" w odpowiedzi na BCG i PPD oraz préba ich modyfikacji w

srodowisku IL-18 produkowanej przez rekombinowany szczep rBCGhIL-18.

A3 Szpakowski P., Biet F., Locht C., Paszkiewicz M., Rudnicka W., Druszczynska M., Allain F.,
Fol M. Pestel J., Kowalewicz-Kulbat M. “Dendritic cell activity driven by recombinant
Mycobacterium bovis BCG producing human IL-18, in healthy BCG vaccinated adults”. Journal of
Immunology Research, 2015;2015:359153. doi: 10.1155/2015/359153

A8 Kowalewicz-Kulbat M., Szpakowski P., Locht C., Biet F., Kaplonek P., Krawczyk K.T.,
Pestel J., Rudnicka W. Tuberculin skin test reaction is related to memory, but not naive CD4" T cell
responses to mycobacterial stimuli in BCG-vaccinated young adults. Vaccine 2018;36:4566-4577 doi:
10.1016/j.vaccine.2018.05.068

A10  Wawrocki S., Druszczynska M, Kowalewicz-Kulbat M*, Rudnicka W. , Interleukin 18 (IL-
18) as a target for immune intervention. Acta Biochimica Polonica 2016;63(1):59-63. doi:
10.18388/abp.2015_1153.

Zdolno$¢ do promowania okreslonego kierunku odpowiedzi limfocytow nie wynika jak
dawniej zaktadano z ,,zaprogramowanego z goéry” stanu funkcjonalnego komorki, ale jest efektem
zroéznicowanego dojrzewania KD, w ktorym to procesie istotng role odgrywa zaréwno ekspresja
receptorow synapsy immunologicznej, ale takze obecno$¢ czynnikow endogennych (cytokiny,
hormony) lub egzogennych (obecno$¢ drobnoustrojow) wzbudzajacych w KD predyspozycje
efektorowe 1 kierujgce roéznicowaniem limfocytow T [Steinman 2008]. Fenotyp komorki
dendrytycznej w synapsie immunologicznej okreslony na podstawie profilu ekspresji receptorow
stanowiacych II sygnat aktywacji oraz produkowane cytokiny, determinuja kierunek polaryzacji
odpowiedzi limfocytéw T na antygen. Pomimo ogromnego postgpu wiedzy w zakresie charakterystyki
uwalnianych cytokin przez komorki Th1,Th2,Th17,Treg, wewnatrzkomorkowych sygnatow bioragcych
udziat w tym procesie, zjawisko polaryzacji limfocytow wciaz kryje wiele tajemnic. Reakcja miedzy
kompleksem Ag-MHC na KD a receptorem TCR na limfocytach T zapoczatkowuje etap tworzenia
synapsy immunologicznej obejmujacy polaryzacj¢ limfocytu T, adhezje¢ limfocytu T i KD oraz etap
dojrzewania synapsy. Jak wskazujg badania, limfocyt T wykazuje zageszczenie receptorow TCR na
powierzchni kontaktu z KD i w obu komodrkach dochodzi do wzrostu ekspresji czasteczek
adhezyjnych, ktorych oddzialywania stabilizujg uktad MHC-AQ-TCR oraz biatek odpowiedzialnych
za przekazywanie sygnatow do jadra komorki. Transdukcja pierwszego sygnatu aktywacji do wnetrza
dziewiczego limfocytu T powoduje syntezg niewielkich ilosci IL-2. W przypadku braku drugiego

sygnatu aktywacji limfocyt przechodzi w stan anergii, co wigze si¢ z utratg zdolnosci dalszego
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réznicowania. Jesli jednak drugi sygnal aktywacji jest obecny, to limfocyt T powicksza swoje
rozmiary, proliferuje, uwalnia cytokiny (IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y, TNF, GM-CSF) oraz zwi¢ksza
ekspresjg¢ CD40L. Wigzanie CD80 i CD86 z CD28 powoduje w limfocytach T stabilizacjg mRNA dla
IL-2 i innych cytokin, co przedtuza dostarczanie sygnatow aktywacji. Ponadto, kostymulacja droga
CD28 wzmaga ekspresj¢ genu dla Bcl-x,, ktory chroni limfocyty T przed indukowang przez Fas
(CD95) apoptoza i wplywa na ich przezycie. Podczas procesu aktywacji limfocyt T wchodzi w
interakcj¢ z komorka prezentujaca antygen przez produkowane cytokiny lub przez kontakt
bezposredni, np. przez oddziatywanie czasteczki CD40L z CD40 na KD, ktére zwigksza ekspresje
antygendéw MHC, czasteczek kostymulujacych na KD i wzmaga sekrecje cytokin przez KD (IL-1,
TNF, IL-12), a takze ekspresje czasteczki OX40L na KD, przez ktora zostaje przekazany sygnat
dziewiczym limfocytom T do wytwarzania IL-4. Dopelnieniem bezposredniej prezentacji antygenéw
limfocytom T przez KD jest oddzialywanie na nie przez produkowane cytokiny, promujace dalszy
rozwoj limfocytow dziewiczych T do funkcjonalnych limfocytéw Thl, Th2, Thl7 i Treg.
Udowodniono istotng role IL-12 i IL-23 w promowaniu odpowiedzi Thl, podczas gdy IL-4 silnie
promuje rozw6j odpowiedzi Th2, IL-10 limfocytow Treg a IL-17 limfocytow Th17. Cze$¢ limfocytéw

stymulowanych antygenem przeksztatca si¢ w komorki pamigci.

Limfocyty T pamigci stanowia heterogenng grupe komorek o fenotypie CD45RO*CD45RA™
[Farber i wsp. 2014]. Ze wzgledu na obecno$¢ poszczegodlnych receptorow, zdolno$é do produkeji
cytokin oraz petniong funkcje w organizmie limfocyty dzielimy na rézne subpopulacje obejmujgce:
centralne komorki pamigci (Tem) obecne w narzadach limfatycznych, efektorowe komorki pamieci
(Tem) wystepujace w tkankach obwodowych [Niedzwiedzka-Rystwej i wsp. 2013], czy opisane w
ostatnich latach komorki Try wystepujace w narzadach nielimfatycznych i zaangazowane w ochrong
w migjscach wnikania drobnoustrojow. Istnieje kilka modeli opisujacych powstawanie odmiennych
grup komorek pamigci. Badania Stemberger i wsp. wskazuja, ze pojedynczy limfocyt T moze by¢
prekursorem heterogennej populacji limfocytow T pamigci. Stanowi to przestanki do przyjecia tzw.
»modelu postepujacego réznicowania” [Stemberger i wsp. 2007]. Zgodnie z ta hipotezg istnieje
$ciezka réznicowania opierajaca si¢ na sile sygnatu oraz stopniu aktywacji limfocytow. Efektem

réznicowania limfocytdw pamieci jest powstawanie komorek efektorowych (Tef¥).

Analizy przeprowadzone w I cyklu badan i opisane w pracy Druszczynska i wsp.[Publikacja
A4] wykazaly, iz jedng z przyczyn braku wytworzenia nadwrazliwosci typu pdznego na tuberkuline u
0sob TST(-) mogta by¢ ostabiona zdolno$¢ stymulowanych PPD komorek dendrytycznych do
ekspresji receptorow sygnatowych (HLA-DR, CD86) w synapsie immunologicznej, ktorej
towarzyszyta nasilona ekspresja IL-10 przez limfocyty obwodowe. Ponadto, istotnie stabsza produkcja
IFN-y przez limfocyty krwi obwodowej oséb TST(-), w poréwnaniu do limfocytéw osob TST (+),

zaobserwowana zaro6wno w przypadku bezposredniej stymulacji limfocytow antygenem PPD, jak i z
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udziatem autologicznych KD pulsowanych PPD, stata si¢ przestanka do uznania IFN-y jako markera

indukowanej pratkami M. bovis BCG nadwrazliwosci poznej na tuberkuling.

Biorgc pod uwagg fakt, iz limfocyty o fenotypie CD4" (w poréwnaniu do limfocytow CD8" i
komoérek NK CD56%) stanowity dominujaca populacje limfocytow odpowiadajacych produkcjg IFN-y
na antygeny PPD i BCG prezentowane przez KD [Publikacja A4, Zatacznik 3a Publikacja C7], jakK i
brak doniesien literaturowych na temat odpowiedzi limfocytow T CD4" dziewiczych i pamieci w
kontek$cie wywotywanej przez PPD nadwrazliwo$ci pdznej, postanowitam w drugim cyklu pracy,
stanowigcej osiagnigcie habilitacyjne, rozszerzy¢ dotychczasowe badania. Uwzgledniono znaczenie
tych komoérek w odpowiedzi odpornosciowej na pratki M. bovis BCG poprzez charakterystyke
uwalnianych cytokin Th1/Th2 (IFN-y i IL-10) przez limfocyty T CD4" dziewicze i pamigci w
odpowiedzi na antygen PPD i pratki BCG prezentowane przez KD.

Badania przeprowadzone z udzialem 60 os6b zdrowych, szczepionych w dziecinstwie szczepionka
BCG wskazaty, iz pobudzane PPD Iub BCG KD, stymulowaty odpowiedz dziewiczych limfocytow T
na niskim poziomie manifestujacg si¢ nieznaczng produkcjg IFN-y i IL-10. Z kolei w przeciwienstwie
do limfocytow dziewiczych, limfocyty pamigci odpowiedzialy intensywniejsza produkcja IFN-y i
IL-10 na PPD i BCG prezentowane przez KD. Procesowi temu towarzyszyly istotne zmiany w
fenotypie 1 produkcji cytokin przez KD. Wykazano, iz pobudzane pratkami BCG KD
charakteryzowaly si¢ istotnie wyzsza ekspresja receptora CD86, zaangazowanego w formowanie 11
sygnatlu aktywacji w synapsie immunologicznej, w poréwnaniu do PPD oraz istotnym ostabieniem
ekspresji receptora DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing
Non-integrin) na powierzchni KD, w porownaniu do stymulowanych PPD KD oraz KD
niestymulowanych [Publikacja A3]. Receptor DC-SIGN, znany jako biatko CD209, kodowane u
ludzi przez gen CD209, nalezy do receptorow lektynowych rozpoznajacych komponenty
wielocukrowe pratkdéw umozliwiajac internalizacje bakterii. Wykazano, iz pratki Mycobacterium (np.
M. tuberculosis, M. avium subsp. paratuberculosis i M. bovis BCG), wnikajg za pomocg DC-SIGN do
wnetrza komorek dendrytycznych 1 makrofagéw alweolarnych, w ktorych moga przetrwaé
[Geijtenbeek i wsp. 2003]. Gtéwnym antygenem pratkéw wigzgcym sie z receptorem DC-SIGN jest
mannozylo-LAM (man-LAM), ktory jest waznym czynnikiem chorobotworczosci pratkow [Ehlers
2010; Carroll i wsp. 2010]. Poprzez interakcje z receptorem mannozowym Man-LAM ogranicza
tworzenie fagolizosomow w makrofagach oraz efekt dziatania IFN-y ze strony limfocytow T [Fratti i
wsp., 2003, Hmama i wsp. 2004 ]. Dotychczasowe wyniki badan wskazujg na znaczenie mannozylacji
lipoarabino-mannanu dla wtasciwosci immunomodulacyjnych pratkow. Wykazano zdolno$é
mannozylowanego LAM do hamowania dojrzewania KD oraz produkcji 1L-12 [Nigou i wsp. 2001,
Nigou i wsp. 2002]. Wigzanie Man-LAM przez DC-SIGN indukuje wytwarzanie IL-10 przez KD
[Geijtenbeek i wsp. 2003]. W pracy Szpakowski i wsp. [Publikacja A3] wykazano istotne nasilenie

18



Zatacznik 2a Autoreferat

produkcji IL-10 przez stymulowane BCG KD w pordéwnaniu do KD niestymulowanych oraz
stymulowanych PPD.

Kluczowe znaczenie w odporno$ci przeciwpratkowej odgrywa odpornos¢ komorkowa typu
Thl1, w ktorej rozwoju udziat biorg cytokiny takie jak IL-12 i IL-23. Cecha charakterystyczng tych
cytokin jest podobienstwo molekularne oraz zblizony efekt dziatania przejawiajacy si¢ indukcja
produkcji IFN-y i promocja limfocytow Thl. Jednym z kierunkow ulepszenia dziatania stosowanej
szczepionki BCG jest proba modyfikacji obecnie dostgpnych szczepéw BCG np. poprzez
wprowadzenie obcych gendw, ktérych ekspresja zwickszataby immunogennos$¢ szczepu. Biatkiem
rozpatrywanym jako potencjalny czynnik ,ulepszajacy” obecnie stosowang szczepionke jest
interleukina 18 (IL-18). Badania na modelu mysim wykazaly nasilong zdolno$¢ rekombinowanych
pratkow M. bovis BCG z ekspresjg mysiej IL-18 do pobudzania produkcji IFN-y [Biet i wsp. 2002]
Interleukina 18 zostata opisana po raz pierwszy w 1989 roku, jako czynnik indukujacy produkcje IFN-
v (Interferon Gamma Inducing Factor (IGFI) [Nakamura i wsp.1989. Jest to cytokina nalezgca do
rodziny IL-1, produkowana przez monocyty, KD, makrofagi, komorki nabtonkowe, keratynocyty,
fibroblasty, limfocyty T i B. Sekwencja aminokwasowa ludzkiej IL-18 jest w 65% homologiczna z
mysig IL-18. Dokladna charakterystyka IL-18 obejmujaca budowe czasteczki, budowe receptora, oraz
wiasciwosci biologiczne zostata zaprezentowana w pracy przegladowej Wawrocki i wsp. [Publikacja
A10]. Obecnie wiadomo, ze sama IL-18 nie jest w stanie indukowaé produkcji IFN-y. Na poziomie
molekularnym IL-12 i IL-18 dziataja synergistycznie [Gracie i wsp. 2003; Tominaga i wsp. 2000; Ahn
i wsp. 1997]. W zwiazku z wzmocnieniem efektéw dziatania 1L-12 przez IL-18, pojawily sie realne
szanse wykorzystania tej cytokiny w nasilaniu odpowiedzi limfocytow Th1 lub komérek NK, w celu
zwalczania patogenow bakteryjnych, ktorych eliminacja jest zalezna od skutecznych mechanizméow
odpornosci komorkowej.

Wobec faktu, iz szczepionka BCG nie zapewnia u okoto 50-60% immunizowanych oséb
dostatecznie silnej odpowiedzi odpornosciowej [Zatacznik 3a Publikacja B13 i C6], postanowiono
sprawdzi¢, czy IL-18 moze nasila¢ interakcje komorek dendrytycznych z limfocytami dziewiczymi i
pamigci prowadzac do wzmozonej produkcji IFN-y, w grupie osob zdrowych, szczepionych w
dziecinstwie szczepionkag BCG. Ten etap pracy wymagal kontynuowania wspolpracy naukowej z
Instytutem Pasteura w Lille, zainicjowanej przeze mnie w trakcie pobytu i wykonywania czesci pracy
doktorskiej we Francji. W badaniach wykorzystatam stworzony przez dr Francka Bieta i wsp.
rekombinowany szczep pratkow BCG wydzielajacy ludzka IL-18 [Publikacja A3], ktory
charakteryzowat si¢ podobnie jak stworzony wczesniej rekombinowany szczep BCG z ekspresja
mysiej IL-18 (rBCGmIL-18) zdolnoscia do wydajniejszej, w poréwnaniu z wyjSciowym szczepem
BCG, produkcji IFN-y. Ponadto badania te dowiodly, iz wzrost st¢zenia IFN-y w odpowiedzi na
stymulacje PPD byt istotnie skutkiem wydzielania aktywnej mysiej IL-18 przez rBCGmIL-18 co
miato ogromne znaczenie w modulacji odpowiedzi immunologicznej w kierunku Thl [Kremer i wsp

1999]. Nalezy podkreslié¢, iz przedstawione wyniki zawarte w [Publikacji A3] sa pierwszymi w
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piSmiennictwie §wiatowym, ktére opisuja wzmozona immunomodulatorowg wlasciwo$é pratkow
rekombinowanych z ekspresja ludzkiej IL-18 w poréwnaniu do wyjsciowego szczepu BCG. Jako
model do badan wybralam grupe zdrowych miodych osob, w wieku 18-35 lat, ktore nigdy nie
chorowaly na gruzlicg, a ktore w wieku niemowlecym i szkolnym zostaty poddane obowigzkowemu
szczepieniu BCG. Efekt dziatania IL-18 obserwowalam na roznych poziomach funkcjonowania
komoérek dendrytycznych, wlaczajac analize fenotypowa 1 cytokinows. Biorac pod uwage
udowodniong zdolnos¢ IL-18 do wzbudzania ekspresji czasteczek kostymulujacych i czasteczek
adhezyjnych na powierzchni makrofagow i KD [Reddy i wsp. 2004; Gutzmer i wsp. 2003] w
pierwszym etapie badan postanowiono sprawdzi¢ jakie zmiany w fenotypie KD bedg obserwowane w
wyniku stymulacji pratkami rBCGhIL-18. Wykazano istotne nasilenie ekspresji czasteczek
kostymulujacych CD86 i CD80 na KD stymulowanych rBCGhIL-18 w poréownaniu do KD
niestymulowanych. Ponadto stwierdzono, iz stymulowane rBCGhIL-18 KD wykazywaty istotnie
silniejszg ekspresje CD86 w porownaniu do KD stymulowanych PPD. Nie stwierdzono natomiast
znamiennych réznic w ekspresji receptora HLA-DR i CD40. Zaobserwowano ponadto, iz pratki
rBCGhIL-18, podobnie jak BCG i PPD, zdolne byly do indukowania istotnego spadku ekspresji
receptora DC-SIGN na powierzchni KD w porownaniu do KD niestymulowanych. [Publikacja A3].
Obserwowanym zmianom w fenotypie KD stymulowanych rBCGhIL-18 towarzyszyly istotne zmiany
w produkcji cytokin manifestujgce si¢ istotnym nasileniem produkcji IL-10 (udziat w pobudzaniu
limfocytow regulatorowych), IL-23 (istotna rola w pobudzaniu limfocytow Th pamigci) i chemokiny
IP-10 (CXCL10) (udziat w przyciagganiu limfocytow do weztéw chtonnych, biomarker zakazenia M.

tuberculosis) w porownaniu do szczepu nierekombinowanego.

Wyniki badan przeprowadzone z udziatem szczepu rBCGhIL-18 prezentowanego przez KD
jednoznacznie wskazaty istotng zdolno$¢ pobudzania produkcji IFN-y przez dziewicze limfocyty T i
znacznie stabszg odpowiedz limfocytow pamigci. Ponadto, wykazano, iz stymulowane rBCGhIL-18
KD pobudzaly istotnie dziewicze limfocyty T CD4" do produkcji IL-10, podczas gdy KD
stymulowane nierekombinowanym szczepem BCG preferencyjnie pobudzaty limfocyty T CD4*

pamigci do produkgji tej cytokiny [Publikacja A3].

Uzyskane wyniki obrazujace istotny wptyw rBCGhIL-18 na: podwyzszona ekspresje
receptoroOw zaangazowanych w drugi sygnal aktywacji synapsy immunologicznej (CD86, CDSO0),
nasilenie produkcji IL-23 i IL-10 przez KD, a takze silne pobudzenie limfocytow dziewiczych
manifestujace si¢ zwigkszona produkcja IFN-y i IL-10 podkreslaja wyrdzniajace whasciwosci tego
szczepu jako silnego modulatora odpowiedzi odpornosciowej 1 dostarczaja cennej wiedzy o
mechanizmach odpowiedzi przeciwpratkowej, ktore mogg by¢é pomocne w programowaniu badan

shuzgcych opracowaniu nowych szczepionek przeciwgruzliczych.
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Biorac pod uwage uzyskane wyniki w dalszej czesci pracy postanowiono sprawdzié, czy
roznice w fenotypie i aktywno$ci KD mogg by¢ istotne z punktu widzenia rozwoju nadwrazliwosci
p6znej na tuberkuling u os6b szczepionych BCG. Zadano pytanie, czy skoro KD stymulowane
rBCGhIL-18 pobudzaty limfocyty do produkcji IFN-y, to czy taka whasciwos¢ moze by¢ jednakowo
przypisana komorkom 0sob z odmienng reaktywnos$cig na tuberkuling TST(+) i TST(-)? Czy IL-18
uwalniana przez rBCGhIL-18 bedzie wystarczajaco silnym stymulatorem zdolnym do przetamania
obserwowanej anergii odpowiedzi komorkowej 0sob z ujemnym odczynem tuberkulinowym, opisanej
w pracy Druszczynska i wsp. 2015 [Publikacja A4]? Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, w kolejnej
pracy Kowalewicz-Kulbat i wsp. 2018 [Publikacja A8] przeprowadzono badania z udziatem 71
zdrowych ochotnikow w wieku 25-30 lat uodparnianych w dziecinstwie szczepionka BCG, ktorzy na
podstawie wartosci odczynu tuberkulinowego zostali podzieleni na grupe oséb TST(+) ($rednica
zaczerwienienia i stwardnienia >10mm) i TST(-) (<10mm). W obu grupach badanych analizie
poddano fenotyp KD (ekspresje CD86, CD80, CD40, DC-SIGN), produkcje cytokin (IL-10, IL-23, IP-
10) oraz odpowiedz limfocytow dziewiczych i pamigei (IFN-y i IL-10). Wykazano zmiany w
fenotypie KD w obu grupach badanych manifestujace si¢ istotnym ostabieniem ekspresji receptora
DC-SIGN na stymulowanych PPD, BCG i rBCGhIL-18 KD o0s6b TST(-), w poréwnaniu do KD o0s6b
TST(+). Ponadto, zaobserwowano istotne nasilenie ekspresji receptora CD40 na stymulowanych PPD,
KD os6b TST(+), ale nie TST(-), w poréwnaniu do KD niestymulowanych, Wykazano wzmozona
zdolno$¢ stymulowanych rBCGhIL-18 KD oséb TST(+) i TST(-) do wydzielania IL-23 w poréwnaniu
do KD stymulowanych szczepem nierekombinowanym. Biorac pod uwage kluczowe znaczenie
limfocytow T CD4" produkujacych IFN-y w rozwoju DTH na tuberkuline, pordwnano W pracy
odpowiedz limfocytow T dziewiczych CD4" 0s6b TST(+) i TST(-). Stwierdzono brak istotnych réznic
w produkcji IFN-y i IL-10 przez limfocyty dziewicze osob TST(+) i TST(-) w wyniku stymulacji KD
PPD, BCG i rBCGhIL-18. Zaobserwowano jednak istotng zdolno$¢ pratkow rBCGhIL-18 do nasilenia
produkcji IFN-y przez limfocyty dziewicze, w porownaniu do nierekombinowanego szczepu BCG. Z
kolei limfocyty pamigci 0sob TST(-) wydzielaly istotnie mniej IFN-y w odpowiedzi na stymulacje KD
PPD, BCG i rBCGhIL-18, niz limfocyty pamigci osob TST(+). Nalezy w tym miejscu podkresli¢, iz
efekt ten nie byl spowodowany odmienng liczbg limfocytow T pamieci CD4+ os6b TST(+) i TST(-),
bowiem liczba tych komorek w obu grupach badanych byta podobna. Ponadto, zaobserwowano
dodatnig korelacje pomiedzy poziomem IFN-y produkowanego przez limfocyty pamieci w odpowiedzi
na stymulacje¢ PPD i BCG i rBCGhIL-18 prezentowanymi przez KD a $rednica odczynu

tuberkulinowego.

W pracy oceniono takze poziom IL-10 produkowanej przez limfocyty dziewicze i pamigci w
odpowiedzi na prezentowane przez KD antygeny: PPD, BCG i rBCGhI-18. Wykazano brak istotnego
wplywu antygendéw pratkow na poziom uwalnianej IL-10 przez limfocyty dziewicze. Co wigcej,

poziom IL-10 uwalnianej przez limfocyty osob TST(+) i TST(-) w odpowiedzi na stymulacje KD
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prezentujacymi antygeny pratkéw pozostawat na podobnym poziomie. Z kolei limfocyty pamigci os6b
TST(-) produkowaly istotnie intensywniej IL-10 w odpowiedzi na stymulacje rBCGhIL-18
prezentowanymi przez KD w poréwnaniu do limfocytow pamieci oséb TST(+). Nalezy jednak
podkresli¢, iz poziom IL-10 w tych hodowlach nie byl istotnie wyzszy w poréwnaniu do poziomu
IL-10 uwalnianej przez same KD stymulowane rBCGhIL-18, co podkresla kluczowa role KD w
produkcji tej cytokiny.

Nasilona zdolno$¢ rekombinowanego szczepu rBCGhIL-18, w pordéwnaniu do
nierekombinowanych pratkéw BCG, prezentowanych przez KD, do pobudzania silnej produkcji IFN-y
przez dziewicze limfocyty T CD4" (w przeciwienstwie do limfocytow T CD4" pamieci) sugeruje
istnienie réznic w pochodzeniu, fenotypie 1 funkcji tych komoérek [Publikacja AS8].
Wyniki zaprezentowane w Publikacji A3 oraz Publikacji A8 staty si¢ podstawg zaproponowania
mechanizmu ttumaczacego brak wytwarzania DTH na tuberkuling u 0séb z ujemnym odczynem
tuberkulinowym i wskazaty, iz pobudzane pratkami KD osob TST(+) i TST(-) posiadajag odmienne
wiasciwosci wzbudzania produkcji IFN-y. Mozna przypuszczac, iz obserwowany ,,defekt” limfocytow
pamieci 0sob TST(-) mogt by¢ efektem stabszych wihasciwosci KD jako komorek prezentujacych
antygeny limfocytom T, w poréwnaniu do ,,kondycji” KD 0séb TST(+).

Biorac pod uwage:

e drastyczny spadek ekspresji DC-SIGN, ktorego skutkiem byta ostabiona zdolnos¢ KD do
interakcji z pratkami BCG i ich komponentami (tuberkulina wydzielana i zawarta w ciele
pratkow) [Publikacja A8]

e brak mobilizacji receptora CD40 na KD pod wptywem PPD [Publikacja A8]

e brak mobilizacji HLA-DR na stymulowanych PPD KD [Publikacja A4]

e nadprodukcje IL-10 w odpowiedzi na BCG przez KD [Publikacja A3]

o zredukowang zdolnos$¢ limfocytow pamieci immunologicznej do produkcji IFN-y i brak
wytworzenia DTH na tuberkuling [Publikacja A8]

postawiono pytanie, czy IL-18 moze w jakim$§ stopniu przywroci¢ rownowage w

funkcjonowaniu synapsy immunologicznej u osob TT-?

OdpowiedZ na to pytanie jest twierdzaca, bowiem w $rodowisku IL-18 produkowanej przez

rBCGhIL-18, komoérki dendrytyczne zarowno osdb TST(+), jak i TST(-) stymulowaty limfocyty T

CD4" dziewicze do réownie intensywnej produkcji IFN-y, a wladciwos¢ ta pozostawata w zwigzku

z nasilong produkcja IL-23 [Publikacja A8].
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Za najwazniejsze wnioski wyplvywajace z tej czeSci pracy uwazam:

1. Wykazanie udzialu receptoréow DC-SIGN i CD86 KD w pobudzaniu produkcji IFN-y
przez pamieciowe limfocyty T CD4" swoiste w stosunku do antygenéw szczepionkowych
pratkow BCG i zawartych w PPD, ktéremu towarzyszy tylko znikoma reaktywnos¢
limfocytéw T CD4" dziewiczych.

2. Stwierdzenie defektu w produkcji IFN-y przez limfocyty pamieci immunologicznej
w odpowiedzi na antygeny BCG i PPD prezentowane przez KD, u 0séb z areaktywno$cia
tuberkulinowa i wskazanie na mozliwy zwigzek tego defektu z nadmierng tendencjg KD
do obnizania ekspresji DC-SIGN i brakiem mobilizacji receptorow HLA-DR i CD40

3. Udokumentowanie silnego pobudzenia limfocytéw T CD4" dziewiczych produkujacych
IFN-y w hodowlach z KD stymulowanych pratkami rBCG produkujacymi ludzka IL-18,
zarowno w grupie ochotnikow TST(+), jak i TST(-), pozwala ostroznie sugerowac
wzmocniong aktywno$¢ immunogenna rekombinanta i rozwazy¢ jego potencjalne

zastosowanie jako immunomodulatora promujacego silng odpowiedz typu Thl.

Cel 3

Porownanie morfologii, fenotypu receptorowego i aktywnos$ci sekrecyjnej komoérek

dendrytycznych uzyskiwanych z ludzkiej krwi obwodowej metoda pozytywnej i negatywnej
separacji magnetycznej, jako cech potencjalnie istotnych dla aplikacyjnych zastosowan tych

komorek.

Ab Fol M., Nitecka-Blazlak A., Szpakowski P., Madiraju M.VVS., Rudnicka W., Druszczynska
M., Pestel J., Kowalewicz-Kulbat M. ,Evaluation of two different dendritic cell
preparations to BCG reactivity”. Archives of Biological Sciences 2016;68:263-271

A6 Kowalewicz-Kulbat M., Ograczyk E., Wtodarczyk M., Krawczyk K., Fol M. Efficiency and
impact of positive and negative magnetic separation on monocyte derived dendritic cells
generation. Iranian Journal of Immunology 2016;13(2):132-140 doi: 1J1v13i2A6.

AT Kowalewicz-Kulbat M., Ograczyk E., Krawczyk K., Rudnicka W., Fol M. Type of
monocyte immunomagnetic separation affects the morphology of monocyte-derived
dendritic cells, as investigated by scanning electron microscopy. Journal of Immunological
Methods 2016;439:79-82 doi: 10.1016/j.jim.2016.10.004.

Z uwagi na kluczowe znaczenie komorek dendrytycznych (KD) w odpowiedzi
odpornosciowej na pratki Mycobacterium bovis BCG, ktére opisano w badaniach w czgsci 11 11,

podjetam w czesci III bardziej szczegdtowy charakterystyke tych komoérek z uwzglgdnieniem metody
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ich uzyskiwania. To pozwala rozszerzy¢ wiedzg¢ o istotnej roli, jaka odgrywaja KD nie tylko w
odpowiedzi na czynniki infekcyjne, ale takze w nowotworach co moze okazaé si¢ szczegolnie wazne
w kontekscie wykorzystania ludzkich KD w immunoterapii. Badania nad biologig i zréznicowaniem
funkcjonalnym ludzkich KD postepowaty znacznie wolniej niz w modelu mysim, z powodu ich stabej
dostepnosci w tkankach organizmu i niewielkiego odsetka tych komorek wystepujacych we krwi
(okoto 0,2%). Dlatego tez wiedza na temat morfologii, zréznicowania, aktywnos$ci i funkcji tych
komorek pochodzi gléwnie z badan przeprowadzonych w warunkach iv vitro w oparciu o analize KD
pozyskiwanych ze skory, komérek prekursorowych CD34" krwi, a zwlaszcza w drodze réznicowania
monocytow krwi (CD14"). Przez dhugi czas sadzono, iz ludzkie KD wywodza sie bezposrednio z
monocytow. W 1994r Sallusto i Lanzavecchia opracowali system hodowli KD w warunkach in vitro i
opisali nowy rodzaj komorek- KD pochodzenia monocytarnego (MoDCs). To odkrycie
zrewolucjonizowato badania nad biologig ludzkich KD, a tym samym dalo podstawe do rozwoju
badan nad szczepionkami z udziatem KD [Sallusto i wsp.1994; Kastenmuller i wsp.2014]. Biorac pod
uwage niezwykle zdolnosci KD jako komérek inicjujacych i regulujacych odpowiedz odpornosciows,
zostaty one wykorzystane do przygotowywania szczepionek nie tylko w walce z drobnoustrojami, ale
takze z nowotworami [Santos i Butterfield 2018]. Cechami KD, ktore petnig decydujaca role w
rozwoju nowych strategii terapeutycznych sa: ich lokalizacja, sposob pochtaniania antygenu,
dojrzewanie i wystepowanie wielu subpopulacji, ktore petnig rozne funkcje w organizmie [Steinman
2008]. Wraz z rozwojem metod badawczych i zaawansowanych technologii stato si¢ mozliwe w
ostatnich latach uzyskiwanie KD w wigkszej liczbie, co pozwolito na ich szersze zastosowanie W
celach terapeutycznych. Pierwsza probe klinicznego zastosowania szczepionki z uzyciem KD
przeprowadzit Hsu i wsp. u czterech pacjentow z chtoniakiem grudkowym. [Hsu i wsp. 1996]. W
kolejnych latach najliczniejsze, a zarazem najbardziej obiecujace proby kliniczne przeprowadzono u
chorych na czerniaka ztosliwego [Figdor i wsp. 2004; Turtle i wsp. 2004]. Podejmowane sa takze
proby stosowania immunoterapii z udziatem KD u chorych na raka piersi, raka prostaty, w chorobach
nowotworowych ptuc, jelita grubego, przetyku, zotadka oraz szyjki macicy, a takze u chorych z
przewlekta biataczka limfatyczng. Niektore szczepionki przeciwnowotworowe z uzyciem KD
testowane sa w I, I , a nawet III fazie badan klinicznych. [Santos i Butterfield 2018]. Badania z
udziatem szczepionek zawierajacych KD testowane w ponad 200 prébach klinicznych odniesionych
do 20 rodzajow nowotworow wskazaly, iz ten nowy, eksperymentalny typ immunoterapii jest
skuteczny, dobrze tolerowany i nie wywoluje czgstych objawow ubocznych czy reakcji
poszczepiennych. Badania kliniczne z wykorzystaniem KD prowadzone sa w wielu osrodkach na
swiecie, a w roku 2010 pierwsza szczepionka -Sipuleucel-T (Provenge® Dendreon) w postaci
autologicznych KD stymulowanych biatkiem fuzyjnym ztozonym z antygenu swoistego dla komorek
raka prostaty-kwasnej fosfatazy sterczowej sprzezonego z GM-SCF uzyskata rejestracje
Amerykanskiej Agencji ds Zywnosci i Lekow-FDA [Kantoff i wsp 2010]. Jednak wcigz pozostajg

otwarte pytania dotyczace: typu subpopulacji KD najbardziej optymalnej z punktu widzenia
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zastosowan aplikacyjnych, drogi podania i dawki antygenu do stymulacji KD czy drogi podania KD
pacjentom (sroédskornie, dozylnie, bezposrednio do weztow chtonnych, czy bezposrednio do wnetrza
guza). Ze wzgledu na wiele stosowanych technik przygotowania szczepionki (rézne zrodto, metody
aktywacji i roznicowania KD), sposobu jej podawania oraz monitorowania odpowiedzi
odpornosciowej i klinicznej, interpretacja i porownanie wynikéw dotychczasowych doniesien jest
trudne. Dlatego prowadzenie dalszych badan klinicznych z uzyciem szczepionek z KD wymaga
odpowiedniej standaryzacji.

Obecnie w badaniach nad biologiag komorek dendrytycznych powszechnie wykorzystuje si¢
komorki pochodzenia monocytarnego, uzyskiwane z monocytéw krwi obwodowej w trakcie 5-6
dniowych hodowli w $rodowisku cytokin (GM-CSF i IL-4). Dostepnych jest kilka protokotow
pozyskiwania KD z monocytow (leukafereza, metoda adherencji, separacja magnetyczna, sorter z
wykorzystaniem cytometrii przeptywowej) [Meyer-Wentrup i Burdach 2003; Strasser i Eckstein 2010;
Erdmann i Schuler-Thurner 2010; Hus i wsp.2012, Neu i wsp. 2013; Bhattacharjee i wsp. 2017].
Nalezy zaznaczy¢, ze w zaleznosci od sposobu réznicowania, otrzymuje si¢ KD o nieco odmiennych
wiasciwo$ciach. Ostatnie badania transkryptomiczne, epigenetyczne oraz wielokolorowa cytometria
przeptywowa wskazaty, iz monocyty w zaleznosci od mikrosrodowiska cytokinowego w dynamiczny
sposoéb moga ulegaé polaryzacji w rozne subpopulacje KD, a proces ten istotnie nasila si¢ w
warunkach reakcji zapalnej. [Schultze i Aschenbrenner 2018; Leon i wsp. 2007]. Ponadto, biorac pod
uwage, iz makrofagi, monocyty i komorki dendrytyczne pochodzenia monocytarnego posiadaja wiele
wspolnych receptoréw powierzchniowych, identyfikacja poszczegélnych populacji stanowi wcigz
wyzwanie. Dlatego Tang-Huau i Segura [Tang-Huau i Segura 2018] zaproponowali nowe kryteria
identyfikacji komorek uwzgledniajace nie tylko fenotyp, ale takze pochodzenie, morfologig i funkcje.

Bioragc pod uwage wyniki badan opisanych w | i Il celu osiagni¢cia habilitacyjnego,
wskazujagce na mozliwy mechanizm odpowiedzialny za brak wytworzenia DTH na tuberkuline u
szczepionych BCG o0s6b TST(-) i znaczenie KD w tym procesie, jak roéwniez zilustrowane
immunomodulatorowe wiasciwos$ci pratkow BCG, postawiono w ostatnim cyklu badan sprawdzié, czy
sposOb izolacji monocytow z krwi obwodowej, z ktorych generuje si¢ KD pochodzenia
monocytarnego moze mie¢ znaczenie dla obserwowanego fenotypu, morfologii i aktywnos$ci
sekrecyjnej pobudzanych pratkami komoérek dendrytycznych. W swoich dotychczasowych badaniach
wykorzystywatam KD pochodzace z monocytow uzyskiwanych metoda pozytywnej separacji
magnetycznej-jednej z najczesciej stosowanych, chociaz kosztownych, metod izolacji. Metoda ta
polega na inkubacji komorek jednojadrzastych z kulkami magnetycznymi optaszczonych mysimi
monoklonalnymi przeciwciatami anty-ludzki CD14, a nastepnie izolacji przy uzyciu kolumny i pola
magnetycznego. Frakcja komoérek CD14" zostata zatrzymana w kolumnie, a nastepnie po usunigciu z
pola magnetycznego wyptukana z kolumny. Z kolei reszta komorek, pozbawiona receptora CD14,
zostata zebrana w postaci eluatu (frakcja CD14"). Przestanka do prowadzenia badan z uzyciem witasnie

separacji magnetycznej byla zarowno wysoka czystos¢ uzyskiwanych monocytéw, jak roéwniez
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niewiele danych literaturowych opisujacych wptyw tej metody izolacji na odpowiedZ odpornosciows
generowanych KD. W toku rozwoju technologii oprocz pozytywnej separacji magnetycznej, stato si¢
takze mozliwe uzycie separacji negatywnej izolacji monocytow, z zastosowaniem koktajlu przeciwciat
anty-CD3, anty-CD7, anty-CD16, anty-CD19, anty-CD56, anty CD123), w ktorej pozadana frakcja
monocytéw byla wyptukiwana jako pierwsza w postaci eluatu, a frakcja komorek CD14" zostata
zatrzymana w kolumnie. Technologia separacji magnetycznej MACS® jest tagodna dla komorek
bowiem kulki paramagnetyczne sg biodegradowalne, komorki pozostaja zywe i aktywne, a separacja o
wysokiej efektywnos$ci zajmuje mniej niz 30 minut. Wyizolowane frakcje charakteryzuja si¢ wysoka
czystoscig i moga by¢ wykorzystane do dalszych aplikacji takich jak: cytometria przeptywowa, analiza
mikroskopowa, hodowla komorkowa, eksperymenty in vivo czy biologia molekularna.

W pracy Fol i wsp. 2016 [Publikacja A5] przeprowadzono badania, z udziatem zdrowych
ochotnikéw w wieku 25-35 lat, uodparnianych w dziecinstwie szczepionkg BCG, ktorych celem byto
porownanie reaktywnosci KD stymulowanych pratkami BCG uzyskiwanych z monocytéw
izolowanych za pomocg separacji pozytywnej i negatywnej, na podstawie oceny fenotypu KD
(oceniono ekspresje receptorow CD86, CD80, CD40, HLA-DR i DC-SIGN), oraz produkcji cytokin
(IL-10, IL-23, TNF-a). Wykazano brak istotnych réznic w fenotypie stymulowanych BCG, jak i
niestymulowanych KD uzyskiwanych z monocytéw separowanych metodg pozytywna i negatywna.
Oba typy separacji nie spowodowaty roznicy w ekspresji receptora DC-SIGN, waznego W procesie
rozpoznawania pratkéw BCG. Wykazano takze, iz typ zastosowanej separacji nie powodowat
istotnych roznic w produkcji cytokin (IL-10, IL-23, TNF-o) przez KD niestymulowane oraz
stymulowane pratkami BCG. Te spostrzezenia sg istotne z punktu widzenia otrzymywania KD dla
celow terapeutycznych. Jednak niewatpliwie wysoka cena zastosowania separacji magnetycznej moze
stanowi¢ powazng przeszkode w szerszym zastosowaniu tej techniki w celach Klinicznych, jak
rowniez w modelach eksperymentalnych, w ktorych testowane sa nowe immunomodulatory
odpowiedzi odpornosciowej, podobne do opisanego wcze$niej rekombinanta rBCGhIL-18
[Publikacja A3, A8]. Dlatego, w kolejnej pracy stanowigcej osiggniecie habilitacyjne podjetam probe
sprawdzenia, czy zmniejszenie liczby rekomendowanych przez producenta ilosci kulek
paramagnetycznych o potowg, w obydwu typach separacji, co znacznie zmniejszyloby koszty
zastosowania tej techniki, wptynetoby na fenotyp uzyskanych monocytow. Badania przeprowadzitam
z udziatem analogicznej grupy badanej, jak opisana w pracy Fol i wsp. [Publikacja A5]. W pracy
Kowalewicz-Kulbat i wsp.2016 [Publikacja A6] wykazano, iz typ separacji, w ktorej zastosowano
rekomendowana oraz zmniejszong o polowe liczbe kulek paramagnetycznych optaszczonych
przeciwcialami nie wptynal istotnie na liczbg uzyskiwanych monocytow oraz procent komoérek o
fenotypie CD14", ktory miescit sie w zakresie 85-95% w przypadku obu typéw separacji. Nie
zaobserwowano takze istotnych réznic w wydajnos$ci i czystosci uzyskiwanych monocytow, a takze
réznic w poziomie $wiecenia receptora CD14 na powierzchni monocytow uzyskiwanych metoda

pozytywna i negatywng przy zastosowaniu rekomendowanej lub zredukowanej liczby kulek
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paramagnetycznych. A zatem, wyniki uzyskane w prezentowanej pracy pozwolity na wysunigcie
wniosku, iz zmniejszenie liczby kulek paramagnetycznych o potowe nie wplynelo istotnie na
wydajno$é, czysto§¢ oraz ekspresj¢ receptora CD14 na powierzchni monocytow [Publikacja A6].
Taka modyfikacja protokotu izolacji w sposob znaczacy obniza koszt separacji co stanowi cenne
spostrzezenie z punktu widzenia wykorzystywania tej techniki do przygotowywania komorek dla
celow badan eksperymentalnych i klinicznych.

Komorki dendrytyczne w czasie procesu réznicowania z monocytow i dojrzewania zmieniaja
zarowno swoj ksztalt, jak 1 rozmiar. Z monocytéw o ksztatcie okragtym lub sferycznym przybieraja
posta¢ komorek nieregularnych zawierajacych dendryty.[Verddijk i wsp 2004; Li i wsp 2012]. W
kolejnym etapie pracy III cyklu badan oceniono fenotyp izolowanych z monocytéw separacjg
pozytywna i negatywna KD niestymulowanych (komoérki niedojrzate), jak i stymulowanych LPS
(komorki dojrzate). Wykazano, iz w przypadku obu metod separacji, KD odpowiedziaty na stymulacje
LPS istotnym wzrostem ekspresji receptorow CD86 i CD80. Zaobserwowane w mikroskopie
$wietlnym zmiany w morfologii KD stymulowanych LPS w poréwnaniu do KD niestymulowanych (w
przypadku obu typoéw separacji) [Publikacja A5], jak i brak doniesien literaturowych dotyczacych
wplywu typu separacji magnetycznej na rozmiar KD pochodzenia monocytarnego przyczynity si¢ do
podjecia proby wykorzystania metody-mikroskopii skaningowej w celu porownania morfologii KD
generowanych z monocytéw uzyskiwanych metodg separacji pozytywnej i negatywnej. Krew do
badan, podobnie jak w przypadku poprzednich analiz [Publikacja A5 i A6], uzyskano od zdrowych
0sob w wieku 31-34 lata, szczepionych w dziecinstwie szczepionka BCG. Wyniki zaprezentowane w
pracy Kowalewicz-Kulbat i wsp. 2016 [Publikacja A7] wykazaty istotne roznice w morfologii KD
niedojrzatych, jak i dojrzalych- stymulowanych LPS. W przypadku separacji pozytywnej
niedojrzate KD wykazywaty ksztalt nieregularny, a w przypadku negatywnej-ksztatt bardziej okragty i
regularny. Z kolei dojrzale KD charakteryzowaly si¢ wydluzona, rozgaleziong morfologia (w
przypadku selekcji pozytywnej) i smuklym, wydluzonym ksztattem (w przypadku selekcji
negatywnej). Dzigki pomiarowi wysokosci komoérek wykazano, iz typ separacji w sposob istotny
wplywa na morfologi¢ KD dojrzatych i niedojrzatych, ich ksztatt i wymiar. Wykazano, iz wysokos¢
KD niedojrzalych byla istotnie wyzsza w przypadku selekcji negatywnej niz pozytywnej.
Réznica ta byla jeszcze bardziej widoczna w przypadku dojrzalych KD. Nalezy podkreslié, iz ta
niezwykle ciekawa obserwacja stanowi pierwsze tego typu doniesienie dotyczace KD
pochodzenia monocytarnego i stanowi istotny wklad wiedzy w biologi¢ KD z punktu widzenia
optymalizacji metody uzyskiwania KD dla celéw immunoterapeutycznych.

Uzyskane wyniki bedace efektem realizacji III celu badan prezentowanych w ramach
osiagnigcia habilitacyjnego przyczynity si¢ do lepszego poznania biologii KD pochodzenia
monocytarnego z punktu widzenia typu separacji magnetycznej podczas izolacji monocytow.
Wykazano, iz zardbwno separacja pozytywna, jak i negatywna pozwala na izolacj¢ monocytow z

podobng wysoka wydajnoscia, czystoscig, zblizonym procentem uzyskanych komoérek z krwi
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obwodowej i podobnym poziomem $wiecenia receptora CDI14, a takze pozwala na uzyskanie

podobnego odsetka KD pochodzenia monocytarnego. [Publikacja A5 i A6] Jednak oba typy separacji

monocytdow pozwalajg uzyskiwa¢ KD roznigce si¢ morfologia, zwtaszcza KD dojrzatych, a

zaobserwowane roznice w charakterystyce przestrzennej uzyskiwanych komorek moga by¢ wazne dla

formowania synapsy immunologicznej KD z limfocytami, a takze dla interakcji KD z innymi

komérkami, zarowno bezposredniej komorka-komorka, jak rowniez posredniej poprzez ksztattowanie

mikrosrodowiska cytokinowego. [Publikacja A7]

Za najwazniejsze wnioski wyplywajace z tej czeSci pracy uwazam:

1.

Sposob izolacji komoérek dendrytycznych z monocytéow krwi za pomoca pozytywnej
i negatywnej separacji magnetycznej nie wplynal istotnie na fenotyp, niestymulowanych
oraz stymulowanych pratkami BCG, komérek dendrytycznych i profil uwalnianych
cytokin (IL-10, IL-23, TNF-a.).

Zastosowanie zmniejszonej o polowe niz rekomendowana liczby kulek
paramagnetycznych oplaszczonych przeciwcialami stanowiacych podstawe techniki
separacji magnetycznej pozytywnej i negatywnej nie wplynelo istotnie na procent
uzyskiwanych monocytow i poziom S§wiecenia receptora CD14

Rodzaj zastosowanej separacji magnetycznej (pozytywnej lub negatywnej) istotnie
wplywa na ksztalt i wysoko§¢ komorek dendrytycznych pochodzenia monocytarnego,

zaréwno niedojrzalych, jak i dojrzalych po stymulacji LPS.

PODSUMOWANIE

Za najwazniejsze osiagniecie habilitacyjne uwazam:

1.

Wykazanie silnych immunomodulatorowych wlasciwosci komérek dendrytycznych
stymulowanych szczepionkowymi pratkami do wzbudzania odpowiedzi Thl nawet w
srodowisku silnej polaryzacji odpowiedzi komorkowej w strone Th2.

Udokumentowanie przydatnosci zastosowanego modelu ko-hodowli komorek
dendrytycznych z limfocytami T CD4" pamieci i dziewiczymi do monitorowania reakcji
odpornosci adaptacyjnej na atenuowane pratki BCG.

Przedstawienie faktéw pozwalajacych uznaé brak skérnej reaktywnos$ci na tuberkuline,
u duzego odsetka oséb szczepionych BCG, jako konsekwencji formowania nieefektywnej
synapsy KD pobudzanych pratkowymi stymulatorami 2z limfocytami pamieci,
charakteryzujaca si¢ znikoma produkcja IFN-y poprzedzona brakiem mobilizacji

pewnych receptorow KD.
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4. Wykazanie nowych wlasciwosci rekombinowanych  pratkow rBCGhIL-18

produkujacych ludzka IL-18 do nadawania komodrkom dendrytycznym potencjalu
pobudzania dziewiczych limfocytow T CD4" do produkcji IFN-y, bez wzgledu na rodzaj
odczynu w teScie tuberkulinowym

Zaobserwowanie, iz sposob izolacji komoérek dendrytycznych pochodzenia
monocytarnego istotnie determinuje ich wlasciwosci morfologiczne, a zwlaszcza
wysokos$¢ niedojrzalych i dojrzalych KD, ktore moga by¢ wazne dla formowania synapsy

immunologicznej z limfocytami T.
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5 Oméwienie pozostalych osiagnieé naukowo-badawczych

Prace naukowe nie wchodzace w sklad osiggniecia sa cytowane zgodnie z wykazem

opublikowanych prac naukowych (Zalacznik 3a pkt. B-D)

5a Dzialalno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych

Pierwsze zainteresowania badawcze miatam szanse rozwinag¢ w roku 1999/2000 w czasie V
roku studiow magisterskich na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi kiedy w ramach przyznanego
stypendium Socrates-Erasmus odbytam 6-miesigczny staz w University Wolverhampton, Wielka
Brytania w czasie, ktorego przygotowatam rozprawg zatytutowana ,,Helicobacter pylori-infections,
diseases and treatment” pod kierunkiem dr M.A. Kenwarda. Temat zwigzany z zakazeniami
wywolywanymi przez pateczki Helicobacter pylori kontynuowatam w ramach pracy magisterskiej
zatytutowanej ,.Reaktywno$¢ surowic pacjentdw z dyspepsja, gruzlica i choroba wiencowa oraz
zdrowych krwiodawcow z antygenem Helicobacter pylori, oraz antygenem Hsp65 Mycobacterium
bovis BCG”, ktora obronitam w 2000 r uzyskujac tytul magistra biologii, specjalnos¢ mikrobiologia.
Prace magisterska realizowatam w 6wczesnym Zaktadzie Biologii Infekcyjnej UL pod kierunkiem
prof. dr hab. Wiestawy Rudnickiej. W trakcie studiow w latach 1996/1997, 1997/1998, 1998/1999
otrzymatam Listy Gratulacyjne Rektora UL a na zakonczenie studiow w 2000r zostatam nagrodzona
Medalem za Chlubne Studia.

W ramach realizacji pracy magisterskiej wysunigto hipoteze, iz zakazenia wywotywane przez
H. pylori u osobnikéw rozwijajgcych odpowiedz komorkowg typu Th2 pozostajg czesciej
bezobjawowe niz u osobnikow reagujacych na antygeny H. pylori odpowiedzig komoérkowa typu Thl,
ktory to typ odpowiedzi odgrywa kluczowa role zabezpieczajaca przed chorobotworczym dziataniem
M. tuberculosis. Dlatego celem badan realizowanych w ramach pracy magisterskiej byta ocena
czestosci wystepowania przeciwciat klasy IgG przeciwko antygenom H. pylori, w surowicach 0séb z
udokumentowanym zakazeniem H. pylori oraz chorych na gruzlice. W wyniku przeprowadzonych
badan wykazano wysoka czgstos¢ (78-100%) wykrywania przeciwcial klasy I1gG przeciwko
ekstraktowi glicynowemu (EG) H. pylori w surowicach chorych na gruzlice, chorobg wiencowa, osob
z dyspepsja i zakazeniem H. pylori oraz zdrowych krwiodawcow co $wiadczyto o powszechnos$ci
zakazen H. pylori w populacji polskiej. Najwyzsza czgstos¢ wystepowania przeciwciat klasy IgG anty-
EG H. pylori oraz najwyzsze $rednie miano takich przeciwcial wykazano w surowicy pacjentow
chorych na chorobg wiencowa. Fakt ten sugerowat mozliwy zwigzek migdzy zakazeniem H. pylori a
choroba wiencowa. Wyniki pracy magisterskiej zostaty zawarte w 2 artykutach:

[Publikacje D1, D2] oraz w 8 doniesieniach konferencyjnych [E.1.a. 1,2,4,5,6,7,8,10].
W roku 2001 otrzymalam nagrode Marszatka Wojewddztwa Lodzkiego w konkursie na najlepsza

prace magisterskg z dziedziny nauk przyrodniczych w wojewodztwie 1ddzkim.
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Po zakonczeniu studidéw magisterskich podjetam studia doktoranckie (2000-2005) w ramach
Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Fizjologiczno-Mikrobiologicznego UL w Katedrze
Immunologii i Biologii Infekcyjnej UL pod kierunkiem prof. dr hab. Wiestawy Rudnickiej. W roku
2003 zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta w Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej
UL. Rezultaty wczesniejszych badan [Publikacja D1] wykazaty, iz wysoki odsetek (okoto 35% ) osob
mtodych, szczepionych w dziecinstwie szczepionka BCG nie wytwarza nadwrazliwo$ci typu p6znego
(DTH) pomimo otrzymania 3-5 dawek szczepionki BCG. Podejmujac probe wyjasnienia tego
zjawiska, w pracy doktorskiej skoncentrowatam swoje zainteresowania badawcze wokot komorek
dendrytycznych jako profesjonalnych komorek prezentujacych antygen i ich oddzialywaniu z pratkami
BCG w kontekscie nadwrazliwos$ci poznej na tuberkuling (DTH). Dlatego pierwszym celem pracy
bylo poréwnanie reaktywnosci obwodowych limfocytow T, izolowanych od o0so6b zdrowych
szczepionych BCG, z ujemnym lub dodatnim odczynem tuberkulinowym, na antygeny pratkow
rozpuszczalne lub prezentowane przez komorki dendrytyczne. Uzyskane wyniki pozwolily sugerowac
celowo$¢ wykorzystania komorek dendrytycznych w modelach in vitro oceny skutecznos$ci szczepien
BCG na podstawie obserwowanych efektow kooperacji prezentujacych antygeny mykobakterii
komorek dendrytycznych z autologicznymi limfocytami T [doniesienie konferencyjne L.1.a.3,9,11;
L.1.b.1,2].

W okresie 09-2002-06.2003r przebywatam na 9-miesigcznym stazu naukowym w Instytucie
Pasteura w Lille we Francji w ramach 5 Programu Ramowego Unii Europejskiej (Marie-Curie
Fellowship), podczas ktorego moglam rozpoczaé badania proceséw komodrkowych w  astmie
alergicznej rozwijajac model in vitro komorek dendrytycznych stymulowanych antygenem silnie
promujacym odpowiedz Thl, jakim byt nowo-skonstruowany przed dr Francka Bieta (z laboratorium
Dr Camille Lochta) szczep rekombinowany BCG z ekspresja ludzkiej IL-18, (rBCGhIL-18). Celem Il
cyklu badan byto sprawdzenie, czy badane kooperacje komorkowe miedzy komorka dendrytyczng a
limfocytem, opisane w I cyklu badan, odnoszace sie do reakcji DTH na tuberkuling, mogg mieé
znaczenie w procesach nadwrazliwosci typu wczesnego, W modelu astmy alergicznej indukowanej
alergenem kurzu domowego Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 1). Uzyskane wyniki badan
(fenotypu komorek dendrytycznych oraz sekrecji cytokin) potwierdzity zaktadang role kooperacji
prezentujacych antygeny mykobakterii komoérek dendrytycznych z autologicznymi limfocytami T w
reakcji nadwrazliwosci typu wezesnego. Wyniki I 1 II cyklu badan sklonity do sformutowania dwoch
glownych wnioskow koncowych. Po pierwsze wykazano, iz przyczyna braku DTH na tuberkuling u
0sob szczepionych BCG wykazujacych ujemny test tuberkulinowy mogla by¢ niedostateczna
prezentacja antygenéw Mycobacterium przez KD pochodzenia monocytarnego. Po drugie, uzyskane
wyniki sugerowaty zdolnos$¢ pratkéw BCG, a zwlaszcza rBCGhIL-18 do modulowania profilu Th2
reakcji odpornos$ciowej, charakterystycznej dla stanéw alergicznych, w kierunku zréwnowazonej

odpowiedzi Th1/Th2.
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Dysertacja doktorska zatytulowana ,Dendritic cells as antigen presenting cells in
immunological hypersenistivity” byla podstawg nadania mi przez Rad¢ Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego stopnia doktora w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie
biologia, specjalnos¢ immunologia w dniu 22 marca 2005r. W roku 2005, moja praca doktorska
zostala wyrdzniona Indywidualng Nagroda III stopnia Rektora UL.

Wyniki pracy doktorskiej zostaly zawarte w doniesieniach konferencyjnych [E.1.a. 9; £..1.b.1,2,3].

W trakcie studiow doktoranckich bratam udzial w badaniach prowadzonych w Zaktadzie
Biologii Infekcyjnej dotyczacych okreslenia poziomu humoralnych mediatoréw fagocytozy, MBL,
sCD14, IgG przeciwko PPD oraz mykobakteryjnemu biatku Hsp65, w surowicach zdrowych dawcow
szczepionych BCG w dziecinstwie, wykazujacych dodatnia lub ujemna reakcj¢ skorng na PPD. Nie
stwierdzono znaczacych réznic w poziomie badanych czynnikow w surowicach dawcow TST(+) i
TST(-). Nie stwierdzono rowniez réznicy w pochtanianiu pratkow BCG przez granulocyty i monocyty
dawcow TST(+) i TST(-).Uzyskane wyniki pozwolily sugerowaé, iz zdolno$¢ makrofagow i
granulocytow do pochtaniania mykobakterii jest wysoce migdzyosobniczo zréznicowana co moze
przynajmniej w pewnym stopniu ttumaczy¢ ograniczong skuteczno$¢ protekcyjna szczepien BCG,
oceniang $rednio na 50% i moze by¢é pomochiczym wyznacznikiem w pracach nad nowymi

szczepionkami przeciwgruzliczymi. [Publikacja D1, doniesienie konferencyjne L..1.a.3].

5b Kontynuacja pracy naukowej-po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora, w wyniku przeprowadzonego postepowania konkursowego, W
dniu 1.07.2005r, zostatam zatrudniona w Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej na stanowisku
adiunkta. Bezposrednio po zakonczeniu etapu zwigzanego z realizacja rozprawy doktorskiej
kontynuowalam rozwoj swoich zainteresowan naukowych dotyczacych oddziatywan komorek
dendrytycznych z pratkami M. bovis BCG w celu lepszego zrozumienia mechanizmow
towarzyszacych odpowiedzi odpornosciowej na szczepionke BCG. Jest to szczegolnie wazne z punktu
widzenia proby wyjasnienia braku wystarczajacego efektu protekcyjnego szczepionki BCG u osob
dorostych, a takze rozwoju badan nad konstruowaniem nowych szczepionek. W pierwszym etapie
badan sprawdzono, czy niezdolno$¢ pewnych oséb do rozwoju DTH na tuberkuling w odpowiedzi na
szczepionke¢ BCG moze pozostawa¢ w zwiazku z pewna nadprodukcja IL-10, ktorej towarzyszy
hamowanie wytwarzania IFN-y, a w konsekwencji ostabienie adaptacyjnej odpornosci komorkowe;j.
Istotnie, uzyskane wyniki potwierdzily znacznie czestsza produkcje 1L-10 przez stymulowane PPD lub
zywymi pratkami BCG komoérki dendrytyczne ochotnikéw TST(-) niz TST(+) [Publikacja C4]. W
kolejnym etapie prac, w badaniach Rudnicka i wsp. [Publikacja C6] wykazano ogromna
heterogenno$¢ odpowiedzi na szczepionke BCG przejawiajacg sie zaréwno na poziomie reakcji
skornej na tuberkuline, jak i ekspresji genow oraz cytokin produkowanych w odpowiedzi na antygeny

mykobakterii [Publikacja C6]. Analiza produkcji cytokin IFN-y, IL-12 oraz TNF-o w stymulowanych
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PPD lub zywymi pratkami BCG hodowlach pelnych zawiesin jednojadrzastych leukocytow krwi
obwodowej ochotnikow TST(-) i TST(+) nie wykazata istotnych r6znic miedzygrupowych. Nastepnie
oceniono zwigzek pomigdzy ekspresja monocytarnych receptorow przekazywania sygnatow i
odpornoscig komoérkowa na szczepionke BCG okreslang na podstawie nadwrazliwosci poznej na
tuberkuling. Roznice pomigdzy grupa oso6b z dodatnim i ujemnym odczynem tuberkulinowym
oceniono rownolegle na poziomie ekspresji gendw i ekspresji receptorow CD14 1 TLR na monocytach
izolowanych z krwi obu grup badanych. Zaobserwowano istotny spadek ekspresji receptora CD14 na
monocytach 0sob TST(+) w porownaniu do monocytéw osob TST(-) izolowanych z wykorzystaniem
adherentnych wlasciwosci tych komorek. Jednak w przypadku izolacji monocytow z uzyciem
separacji magnetycznej, monocyty obu grup badanych wykazywaty podobng ekspresjc CDI14.
Uzyskane wyniki uwidocznity istotng role metodyki uzyskiwania frakcji monocytarnej krwi w ocenie
wlasciwosci badanych komoérek. Wykazano takze, iz adherentne monocyty wykazywaty nasilona
ekspresje CD14 w $rodowisku PPD (w obu grupach badanych), podczas gdy zywe pratki M. bovis
BCG nie powodowaly zmiany w ekspresji tego receptora [Publikacja B1]. Z uwagi na fakt, iz
podczas aktywacji monocytow/makrofagéw receptor CD14 tworzy kompleks sygnatowy z receptorem
TLR2 postanowiono rozszerzy¢ badania o oceng ekspresji tego receptora. Nie zaobserwowano zadnej
roznicy w ekspresji czasteczki TLR2 na $wiezo izolowanych monocytach ochotnikow TST(+) i
TST(-). Nie stwierdzono takze korelacji pomigedzy polimorfizmem TLR2 Arg753GIn a wytworzeniem
DTH na tuberkuling, a takze pomig¢dzy polimorfizmem cd14/-159C/T a st¢zeniem sCD14 w surowicy
[Publikacja B1, doniesienie konferencyjne E.2.a.4; £.2.b.5,10]. Kolejne badania nie wykazaly
wystepowania zalezno$ci miedzy polimorfizmem cd14/-159C/T i zachorowalnoscig na gruzlice
[Publikacja C3].

W tym czasie wiaczytam sie takze w nurt badan realizowanych w Katedrze Immunologii i
Biologii Infekcyjnej UL dotyczacych zagadnien zwigzanych z wystgpowaniem gruzlicy, w tym
gruzlicy latentnej (zjawisko to opisano szerzej w pracy przegladowej Druszczynska i wsp. 2012
[Publikacja B20]. Podjeto probe wytypowania wskaznikow charakteryzujacych stan zatamania
odpornosci przeciwpratkowej, ktory moze sprzyjac reaktywacji latentnego zakazenia M. tuberculosis
w aktywna gruzlice [Publikacja B6]. Przeprowadzone do$wiadczenia pozwolity na sformutowanie
wniosku, ze zatamanie odpornos$ci przeciwpratkowej sprzyjajacej reaktywacji latentnego zakazenia
M.tuberculosis do aktywnej gruzlicy moze, w pewnym stopniu, by¢ efektem nadreaktywnosci
prozapalnej makrofagéw wyrazajacej si¢ niezalezng od TLR2 nadekspresja receptora CD14,
rozpuszczalng formg CD14 oraz ekspresja integryny LFA-1 regulujacej migdzykomoérkowe interakcje
leukocytow oraz ich wewnatrzustrojowa migracj¢ [Publikacja B6].

W zwiazku z faktem, iz zakazenia latentne stanowia powazny problem w zwalczaniu gruzlicy, istnieje
potrzeba opracowywania wiarygodnych testow do wykrywania latentnej gruzlicy i monitorowania
stanow poprzedzajacych konwersje do aktywnej postaci choroby. W badaniach z udziatem grupy osob

chorujacych i nie chorujacych na gruzlice, oprocz klasycznej diagnostyki metodami
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mikrobiologicznymi, wykonano skorny test tuberkulinowy oraz test interferonowy IGRA. Wykazano,
iz testy IGRA nie cechowaly si¢ wyzsza czuto$cig niz test tuberkulinowy w wykrywaniu gruzlicy
ptucnej, w tym rowniez jej postaci skapopratkowej. Nawet diagnostyka oparta na uzyciu obu testow
jednoczeénie nie zwalnia z koniecznos$ci wykonania klasycznych badan stosowanych w diagnostyce
gruzlicy, ktore wciaz stanowia zloty standard w wykrywaniu chorych z aktywna gruzlica. Wykazano
takze, ze oba testy moga by¢ pomocne w diagnostyce zakazen latentnych [Publikacja B13].

Innym zagadnieniem zwigzanym z tematyka pratkow Mycobacterium, sa badania
przeprowadzone w regionie 16dzkim, w ktorych poréwnano wirulencje¢ klinicznych izolatow pratkow
M. tuberculosis oceniajac wrazliwos¢ szczepéw na rozne stezenia defensyny HNP-1 oraz
intensywnos$¢ produkcji IL-12 i tlenku azotu (NO) przez zakazane pratkami makrofagi wysicku
otrzewnowego myszy [Publikacja B8, doniesienie konferencyjne E.2.a.25]. W Kkolejnych pracach
oceniono produkcje IL-12 i NO przez makrofagi mysie stymulowane izolatami klinicznymi z regionu
todzkiego i porownano ze szczepem wirulentnym M.tb H37Rv. Wykazano, iz szczepy kliniczne
stymulowaty makrofagi mysie do stabszej produkcji IL-12 i NO, w poréwnaniu do szczepu
wzorcowego H37Rv. Nie wykazano natomiast istotnego zwiazku pomig¢dzy produkcja IL-12 a NO
przez makrofagi stymulowane szczepami klinicznymi. [Publikacja B11, doniesienie konferencyjne
L.2.a.25]. W innych pracach podj¢to probe zrozumienia mechanizméw umozliwiajacych pratkom
gruzlicy przetrwanie wewnatrz komorek jednojadrzastych fagocytow. Wykorzystano dwa mutanty
M.tb, z ktorych jeden posiadat podwyzszony poziom regulatorowego biatka MtrA (szczep Rv-78), a
drugi wykazywal podwyzszony poziom biatka regulatorowego z defektem w zakresie fosforylacji
MtrApssn (SzCzep Rv-129). Wykazano, ze oba szczepy pratkow w podobnym stopniu obnizaty
ekspresje czasteczek MHC klasy IT na ludzkich monocytach, a takze w podobnym zakresie wzbudzaty
ekspresje genu kodujacego katepsyne G (catG) w infekowanych ludzkich monocytach krwi
obwodowej oraz linii komoérkowej THP-1. Ponadto, stymulacja zywymi pratkami obu szczepow,
jednojadrzastych monocytow krwi obwodowej skutkowata wzrostem produkcji 1L-10, ale nie
indukowata wydzielania 1L-12 oraz NO. Dzigki zastosowaniu techniki mikroskopii konfokalnej
wykazano, ze w komorkach linii makrofagowej THP-1 fagosomy z mutantem Rv-78 podlegaty
czestszej kolokalizacji z markerami LAMP-1 1 Rab7 (charakterystycznymi dla poznych fagosoméw) w
porownaniu do fagososméw zawierajacych w peni zjadliwy szczep, czy tez szczep z defektem w
zakresie fosforylacji MtrA. Stanowilo to dowdd, iz zwigkszonej ekspresji biatka MtrA towarzyszylo
zmniejszenie zdolnosci M.tb do ograniczania dojrzewania fagosoméw, tym samym lepszego
polaczenia z lizosomami, czego konsekwencja moglo by¢ zmniejszone przezywanie takiego szczepu
w fagocytach [Publikacja B7]. Z kolei w pracy Fol i wsp.2013 [Publikacja B9] badano
konsekwencje delecji genu lysX (uczestniczacego w przytaczaniu lizyny do fosfatydyloinozytolu) w
wewnatrzkomoérkowym przezywaniu M.tb w fagocytach. Badania wykazaty, iz pozbawienie M.tb
genu lysX (mutant Mtb lysX) skutkowalo zaburzeniem stosunku lipidéw obdarzonych tadunkiem

ujemnym i dodatnim co prowadzito do nasilenia produkcji TNF-a i IL-6, ale nie IL-10 przez
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monocyty krwi obwodowej. W monocytach infekowanych M.tb lysX lub szczepem komplementarnym
(Mtb compl) z ponownie wbudowanym genem lysX, nie obserwowano zadnych zmian w ekspres;ji
czasteczek MHC klasy II na makrofagach oraz ekspresji indukowalnej syntazy tlenku azotu.
Wykazano natomiast zintensyfikowang ekspresje genu kodujacego katepsyne G w fagocytach
zakazanych mutantem M.tb lysX, w poréwnaniu do szczepu niezmienionego. Uzyskane wyniki
wskazaty, iz pozbawienie pratkow M.tb genu lysX prowadzi do ostabienia jego zdolnosci do
przezywania wewnatrz komorek gospodarza [Publikacja B9, doniesienie konferencyjne £..2.b.13].

Uzupetnieniem tematyki zwigzanej z pratkami Mycobacterium sa dwie prace przegladowe,
ktorych jestem wspoOtautorem. W pierwsze] z prac przedstawiono charakterystyke pratkoéw
niegruzliczych — M. marinum, M. ulcerans, M. xenopi oraz zmian klinicznych przez nie
wywotywanych [Publikacja B19]. Z kolei druga praca dotyczy zagadnien zwigzanych ze szczepionka
BCG i porusza migdzy innymi temat Strategii opracowywania nowych profilaktycznych szczepionek
przeciwgruzliczych [Publikacja B18]. Praca ta stanowila cenny wstep do przygotowania innej pracy
przegladowej poswieconej oddziatywaniu komorek dendrytycznych z pratkami M. bovis BCG
[Publikacja C10].

Biorac pod uwagg znaczace zdolnosci rekombinowanego szczepu z ekspresja ludzkiej 1L-18
jako silnego stymulatora odpowiedzi Thl (zagadnienie to szczegétowo omoéwiono w celu II
Zaltacznika 2a) postanowiono sprawdzi¢ aktywnos¢ pratkow rekombinowanych z ekspresja mysiej IL-
18 (rBCGmIL-18) w stanie immunosupresji wywotanej cyklofosfamidem (CTX) w modelu mysim.
Szczegdlowo zagadnienie zwigzane z immunosupresjg omowiono w pracy przegladowej, ktorej jestem
wspotautorem. [Publikacja B21]. Doniesienia naukowe wskazujg, iz stan immunosupresji moze
sprzyja¢ przejsciu ze stanu latentnego zakazenia pratkami gruzlicy w posta¢ aktywna. Sformutowano
zatem pytanie, czy IL-18 moze w jaki§ sposob przeciwdziata¢ reaktywacji latentnych zakazen
M.tb.Proba odpowiedzi na to pytanie staly si¢ badania realizowane w ramach przyznanego w 2014r
projektu  badawczego  finansowanego ze  $rodkow  Narodowego  Centrum  Nauki
(2013/11/B/NZ6/01304) ,,Immunologiczne podstawy udziatu IL-18 w odpowiedzi komoérkowej na
Mycobacterium bovis BCG u myszy z obnizong odpornoscig i immunokompetentnych”, ktérego
jestem wykonawca. W pierwszej cze¢sci badan ustawiono model immunosupresji wywotanej CTX u
myszy. Ta cze$¢ badan zostala opublikowana w 1 pracy oryginalnej [Publikacja B17] oraz
4 doniesieniach konferencyjnych £.2.a.28,32,43; 1.2.b.19]. W kolejnym etapie oceniono wptyw
pratkow rBCGmIL-18 i BCG na: proliferacje splenocytow i weztdéw chlonnych [doniesienie
konferencyjne 1.2.a.34], morfologi¢ krwi [doniesienie konferencyjne .2.2.36], odpowiedz
komoérek pamigci centralnej i efektorowej [doniesienie konferencyjne 1.2.a.37,39], a takze
fagocytoze makrofagow [doniesienie konferencyjne £..2.a.42] w grupie myszy z immunosupresja w
odniesieniu do myszy immunokompetentnych. Analiza wynikéw uzyskanych w ostatnim etapie prac,
jak i sformutowanie wnioskow koncowych z przeprowadzonego projektu planowane jest na druga

potowe 2018r.
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Pratki Mycobacterium nie sa jedynym zagadnieniem wchodzacym w sktad moich
zainteresowan badawczych. Po obronie pracy doktorskiej nadal kontynuowalam wspolprace z
zespotem kierowanym przez prof. dr hab. Magdalene¢ Mikotajczyk-Chmiele z Pracowni
Gastroimmunologii  UL. Celem wspotpracy byto okreslenie humoralnych parametrow
immunologicznych charakteryzujacych stan zakazenia H. pylori. W pracy Gregbowska i wsp.2006
[Publikacja C2] wykazano, ze LPS H. pylori moze by¢ rozpatrywany jako jeden z czynnikow ryzyka
wystapienia niedokrwiennej choroby serca. Zaobserwowano nadprodukcje przeciwciat 19G i IgA
przeciwko powierzchniowym antygenom H. pylori, nadprodukcje przeciwciat klasy IgG przeciwko
determinantom Lewis XY obecnym w LPS wielu szczepow H. pylori, a takze zawyzony poziom
biatek uczestniczacych w interakcji LPS z makrofagami-sCD14 i LBP (ang. lipopolysaccharide-
binding protein) [Publikacja C1, C2, doniesienie konferencyjne L.2.a.5]. Badania w zakresie
oddziatywania pateczek H. pylori z komodrkami gospodarza rozszerzono poprzez wykazanie, iz
determinanty Lewis XY sg rozpoznawane przez receptory DC-SIGN (ang. dendritic cell specific
ICAM grabbing nonintegrin), a proces ten zalezy od obecnosci fukozy, podczas gdy wigzanie struktur
nie zawierajacych antygenow Lewis byto uzaleznione od wystgpowania galaktozy [Publikacja B5].
Kontynuujac doswiadczenia z udziatem pateczek H. pylori, w kolejnej pracy analizowano efekt
oddziatywania rozpuszczalnych sktadnikow H. pylori, takich jak: antygeny zawarte w ekstrakcie
glicynowym (GE), podjednostka A ureazy (UreA), biatko CagA i LPS na proces gojenia si¢ ran
poprzez analiz¢ aktywnosci proliferacyjnej i metabolicznej komorek, a takze badanie cyklu
komorkowego. Dzicki nawigzanej wspotpracy z dr Pauling Sicinska z Katedry Biofizyki UL udalo si¢
ustawi¢ i zastosowa¢ model badania cyklu komoérkowego z uzyciem cytometrii przeplywowej w
nowym projekcie badawczym z uzyciem linii komorkowej ludzkich komorek nowotworowych raka
zotadka oraz fibroblastow. Wykazano, iz zastosowany w wysokim stezeniu LPS H. pylori hamowat
istotnie zywotno$¢ komorek obu linii czemu towarzyszyly istotne zmiany w cyklu komorkowym
zwigzane z zatrzymaniem komorek linii AGS w fazie S, a fibroblastow w fazie G2 cyklu
komorkowego. Uzyskane wyniki potwierdzity wazny udziat LPS H. pylori w procesie zatrzymania
cyklu komorkowego. Wyniki uzyskane w tej czesci badan zostaty opublikowane w jednej pracy

oryginalnej [Publikacja B15] i doniesieniu konferencyjnym £..2.b.16.

Badania zwigzane z analiza cyklu komorkowego prowadzitam takze z uzyciem ludzkiej linii
komorkowej raka nadnerczy (H295R), dzigki nawigzanej w 2008 roku wspotpracy z dr hab. Hanng
Lawnicka i dr Eweling Motylewska z Zaktadu Immunoendokrynologii Uniwersytetu Medycznego.
Celem wspotpracy byta ocena wptywu naturalnych inhibitorow MEK (laktonow L-783, 277 kwasu
resorcylowego) [Publikacja B2] oraz DMAT (inhibitor CK2, 2-dimethyloamino-4,5,6,7-
tetrabromobenzimidazole) [Publikacja B3] na proliferacje i cykl komérkowy linii nowotworowej
H295R. Wykazano, iz zastosowane inhibitory hamowaty istotnie proliferacje komorek linii

nowotworowej czemu towarzyszyly istotne zmiany w cyklu komérkowym oraz indukcja apoptozy.
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[Publikacja B2, B3]. Uzyskane wyniki dostarczyly cennej wiedzy na temat potencjalnego
wykorzystania badanych inhibitoréw w leczeniu nowotworow. Kontynuacja owocnej wspotpracy z
Zaktadem Immunoendokrynologii UM byto opublikowanie kolejnych dwoch prac, ktorych celem byta
ocena bezposredniego wptywu preparatow o dzialaniu antyangiogennym (rapamycyna, interferon
alpha) na wzrost szczurzej linii pheochromocytoma PC12 (guzy chromochtonne) [Publikacja B10]
oraz wptywu tych preparatow na wzrost dwoch neuroendokrynnych linii: rakowiaka oskrzela H727
oraz raka rdzeniastego tarczycy (medullary thyroid cancer) [Publikacja B12]. Zaobserwowano silny
efekt inhibicyjny dziatania preparatow na obie linie komérkowe co pozwala przewidywac szans¢ na

wykorzystanie tych inhibitorow w leczeniu nowotworéw neuroendokrynnych.

Dzigki nawigzanej w 2015r wspotpracy z dr Katarzyng Kustrzepa i dr Katarzyng Ludzik z
Katedry Chemii Fizycznej UL krag moich zainteresowan naukowych poszerzyt si¢ o badanie dziatania
przeciwdrobnoustrojowego surfaktantow kationowych, ktore moglyby znalez¢ zastosowanie jako
sktadnik preparatow odkazajaco-myjacych oraz $rodkdw zapobiegajacych rozwojowi bakterii i
grzybow. Wykazano, iz sposréd badanych surfaktantow, dwa- bromek dodecyleno 1,12 bis
(dimetylooktyloamonowy) oraz bromek dodecyleno 1,14 bis (dimetylooktyloamonowy) wykazuja
znaczgce wlasciwosci przeciwbakteryjne wzgledem drobnoustrojow Gram-dodatnich (Staphylococcus
aureus), jak i Gram-ujemnych (Pseudomonas aeruginosa), a takze przeciwgrzybiczych wzgledem
Candida albicans. Cennym spostrzezeniem byt fakt, iz badane surfaktanty w roztworze wodnym
charakteryzuja si¢ duza stabilnoscia 1 wykazuja nadal bardzo silne wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe nawet po 3 miesigcach ich przechowywania. A zatem zastosowanie w
przysztosci tych substancji w przemysle stanowi realng alternatywe, jakkolwiek preparaty te
wymagajg kontynuacji badan z uwzglednieniem ich szerszego dziatania w stosunku do wigkszej liczby
drobnoustrojow patogennych. Wyniki uzyskanych badan zostaty opublikowane w postaci jednej pracy
oryginalnej [Publikacja B16] oraz dwoch doniesien konferencyjnych E.2.a.31 oraz L1.2.b.17].
Ponadto, oba surfaktanty staly si¢ podstawg dwoch zgloszen patentowych, ktdre szczegdtowo opisano
w Zatgczniku 3a, punkt E.

Moja wspotpraca z Wydziatem Chemii Uniwersytetu Lodzkiego jest nadal kontynuowana i w
roku 2017 na zaproszenie redakcji czasopisma ,,Kwartalnik Chemiczny” opublikowatam trzy artykuty
pogladowe na temat: podatnosci kosmetykow na zakazenia mikrobiologiczne [Publikacja C11],
psucia si¢ kosmetykow jako rezultatu zanieczyszczenia mikrobiologicznego [Publikacja C12] oraz
ryzyka mikrobiologicznego zwigzanego z zanieczyszczeniem wody stosowanej do produkcji
preparatow kosmetycznych i farmaceutycznych [Publikacja C13].

Jednym z waznych elementéw mojej dziatalnosci naukowej po uzyskaniu stopnia
doktora bylo poszerzenie wiedzy z zakresu stosowanych metod statystycznych w badaniach
biologicznych. Odbyte liczne kursy statystyczne i udziat w seminariach statystycznych, ktore opisano

szczegotowo w Zataczniku 3a punkt K, stworzyly mi mozliwo$¢ zastosowania wielu analiz
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w badaniach wtasnych, jak i podzielenia si¢ wiedzg i doswiadczeniem z pracownikami, doktorantami i
studentami Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska UL (np.Micota i wsp. J Med.
Microbiol.2016;65:1171-1181 punkt  Acknowledgments-podzickowania). Znajomo$¢ metod
statystycznych stala si¢ takze podstawa nawigzanej w 2006r wspolpracy z dr hab. Dorotg Rybaczek z
Katedry Cytofizjologii UL, w ramach ktorej bytam w latach 2008-2015 wykonawca dwoch projektow
badawczych (“Ability of prematurely condensed chromatin to replicate DNA in mitosis” 2008-2011
i“Chromatin, chromatids and chromosomes during the course of prematurely induced mitoses and
their behavior within the second round of the nuclear replication and division POMOST/2011-4/8”
2012-2015), w ktorych bytam odpowiedzialna za statystyczng analize danych. Wyniki badan zostaty
opublikowane w postaci dwoch prac oryginalnych [Publikacja B4, C5].

Na posiedzeniu Rady Instytutu Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii UL. w dniu 15
czerwca 2018r przedstawilam tezy mojej rozprawy habilitacyjnej, ktoére zostaly przyjete

jednomyslnie.

Dalsze plany badawcze

Moje dalsze plany badawcze nadal beda sie koncentrowa¢ na komorkach dendrytycznych,
ktére stanowia fascynujacy model badawczy zarowno z punktu widzenia dalszego rozwoju wiedzy na
temat ich oddziatywania z pratkami Mycobacterium, a takze w innych modelach badawczych, na
przyktad obejmujacych probg okreslenia wiasciwosci immunomodulujagcych nowych biopreparatow
zdolnych do ostabiania reakcji zapalnej toczacej si¢ w drogach oddechowych. Inspiracjg do podjgcia
tego tematu stato sie opublikowanie w roku 2016, we wspolpracy z zespotem kierowanym przez prof.
Miltona S da Costg-wybitnego specjaliste w dziedzinie badania drobnoustrojow $rodowisk
ekstremalnych, z University of Coimbra, Portugalia, pracy (Publikacja B14 Albuquerque et al.
2016°), w ktorej po raz pierwszy opisalismy nowy gatunek archeonu halofilnego Halorhabdus
rudnickae, wyizolowanego ze ztoza poeksploatacyjnego ,,Barycz” znajdujacego sie na terenie Kopalni
soli w Wieliczce. Dzigki nawigzaniu W 2016r niezwykle efektywnej wspotpracy z Kopalnig soli w
Wieliczce oraz w Bochni, razem z Zespotem Genetyki Drobnoustrojow UL, kierowanym przez dr hab.
Pawta Staczka oraz Pracownig Mikrobiologii Ogdlnej kierowang przez dr hab. Dominike Drzewiecka,
prowadze intensywnie badania zwigzane z proba wyizolowania nowych gatunkéw archeonow
halofilnych znajdujacych si¢ w solankach, w powietrzu i w krysztatach soli znajdujacych si¢ na terenie
obu kopalni. Nadrzednym celem tych badan jest jednak nie tylko identyfikacja tych drobnoustrojow,
ale sprawdzenie w jaki sposob halofile oddziatujg z komorkami uktadu odpornosciowego czlowieka
na przyktadzie profesjonalnych komorek prezentujacych antygeny (komorki dendrytyczne) i
limfocytow T. Do tej pory znaczenie archeondéw halofilnych jako sktadnika mikrobiomu cziowieka
jest bardzo stabo poznane. Dlatego w przysztosci chciatabym skupié¢ si¢ na poznaniu archeonow

halofilnych jako stymulatorow odpowiedzi odpornosciowej wykorzystujac dobrze opracowany model
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komorek dendrytycznych pochodzenia monocytarnego. W dalszej perspektywie, po zakonczeniu
procedur zwigzanych z uzyskaniem stopnia doktora habilitowanego, planuj¢ wystapi¢ z projektem
badawczym, w ktorym planuje sprawdzi¢ korzystne dziatanie roéznych szczepoéw archeonow
halofilnych w modelu reakcji zapalnej towarzyszacej chorym z astmg i mukowiscydoza. Wybor tych
dwach jednostek chorobowych podyktowany jest faktem, iz jedng z terapii zalecanych w leczeniu tych
chorob jest haloterapia, ktora podawana jest w formie inhalacji solankowych, a zatem $rodowiska
niezwykle podobnego do tego, ktore zamieszkuja halofilne archeony. Powyzszy temat stanowi
element rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Krawczyka z Uniwersytetu Lodzkiego, ktorej jestem
opieckunem naukowym, oraz podstawa zakwalifikowanego do finansowania projektu badawczego
»Preludium 147 finansowanego przez NCN. Pierwsze wyniki badan wstgpnych zostaty
zaprezentowane w postaci doniesien konferencyjnych na konferencjach krajowych i

mi¢dzynarodowych [doniesienie konferencyjne 1..2.a.38, 40, 41, 44 48,49; 1..2.b.20].

42



Zatacznik 2a Autoreferat

Podsumowanie dorobku publikacyjnego

Publikacje stanowiace osiaggniecie naukowe w formie Liczba publikacji Punkty IF*
monotematycznego cyklu publikacji MNiSW*
10 publikacji 190 16,463

Autorstwo lub wspétautorstwo publikacji naukowych (bez publikacji wiaczonych do osiagniecia naukowego) w

czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR)

A Przed uzyskaniem stopnia doktora 2 publikacje 30 0,793

B Po uzyskaniu stopnia doktora 21 publikacji 460 42,156
Lacznie 23 publikacje 490 42,949

Autorstwo lub wspoétautorstwo monografii, publikacji naukowych w czasopismach miedzynarodowych lub

krajowych, nieuwzglednionych na liscie Journal Citation Reports (JCR)

A Przed uzyskaniem stopnia doktora - - -

B Po uzyskaniu stopnia doktora 13 publikacji 33 -
Lacznie 13 publikacji 33 -

Liczba publikacji RAZEM 46 publikacji 713 59,412

Liczba cytowan (Web of Science) z dnia 31.07.2018 128

Liczba cytowan bez autocytowan (Web of Science) z dnia 31.07.2018 113

Liczba cytowan osiaggniecia naukowego 20

Index Hirscha 7

Liczba projektow badawczych 12

(w 1-Kierownik, w 10-wykonawca, w 1-opiekun)

Liczba zgloszen patentowych 2

Doniesienia konferencyjne 83

miedzynarodowe ( 3 przed doktoratem, 20 po doktoracie) 23

krajowe (11 przed doktoratem, 49 po doktoracie) 60

*IF i punkty MNiSW podane zgodnie z rokiem ukazania si¢ publikacji

v T ;
m L/'”> soX @' Ct - S—V/L/&‘; "%
Lédz, 31.07.2018

43



