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aspekty biologii komorek dendrytycznych i limfocytow B

Osiggniecie naukowe stanowi zbiér czterech powigzanych tematycznie publikacji, zawierajgcy
3. oryginalne prace i 1. prace przegladowej opublikowane w recenzowanych czasopismach
znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR), o tacznej punktacji:

IF = 14,391

MNiSW = 320



Anna Wardowska | autoreferat

b. (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

1. Wardowska A., Komorniczak M., Butto-Piontecka B., Debska-Slizien M.A., Pikuta M.
Transcriptomic and Epigenetic Alterations in Dendritic Cells Correspond With Chronic Kidney
Disease in Lupus Nephritis. Front Immunol. 2019 Aug 27;10:2026. doi:
10.3389/fimmu.2019.02026. eCollection 2019.

Punktacja IF 5,085
Punktacja MNiSW 140

AW: autor korespondencyjny, gtdwny pomystodawca projektu, wiodgcy udziat w planowaniu
doswiadczen, przeprowadzenie doswiadczen, analiza i interpretacja wynikéw, przeprowadzenie
analizy statystycznej wynikdw, napisanie i przygotowanie manuskryptu do publikacji, pozyskanie
srodkow finansowych na realizacje badan.

2. Wardowska A., Komorniczak M., Skoniecka A., Bulto-Piontecka B., Lisowska K.A.,
Debska-Slizierr M.A., Pikuta M. Alterations in peripheral blood B cells in systemic lupus
erythematosus  patients. Int. Immunopharm. 2020 June, 83, 106451;
doi:10.1016/j.intimp.2020.106451

Punktacja IF 3,943
Punktacja MNiSW 70

AW: autor korespondencyjny, gtéwny pomystodawca projektu, wiodgcy udziat w planowaniu
doswiadczen, przeprowadzenie doswiadczen, analiza i interpretacja wynikow, przeprowadzenie
analizy statystycznej wynikdw, napisanie i przygotowanie manuskryptu do publikacji, pozyskanie
srodkow finansowych na realizacje badan.

3. Wardowska A., Smoleiska Z., Lisowska K.A., Zdrojewski Z., Pikuta M. Dendritic cells’
characteristics in patients with treated systemic lupus erythematosus. Acta Biochim Pol.
2020 Jul 30. doi: 10.18388/abp.2020_5416.

Punktacja IF 1,420
Punktacja MNiSW 40
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4. Wardowska A. The epigenetic face of lupus: Focus on antigen-presenting cells. Int.
Immunopharm. 2020 Feb 8;81:106262; 10.1016/j.intimp.2020.106262

Punktacja IF 3,943
Punktacja MNiSW 70

AW: autor korespondencyjny, gtdwny pomystodawca projektu; zebranie, analiza i interpretacja
danych literaturowych, napisanie i przygotowanie manuskryptu do publikacji.

Stosowne oswiadczenia habilitantki i wspétautoréw publikacji oraz okreslenie indywidualnego
wkfadu pracy kazdego z nich znajduja sie w Zatgczniku.

c. omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikdéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

WPROWADZENIE

Choroby autoimmunologiczne stanowig duzy problem wspdtczesnego swiata, nie tylko
ze wzgledu na czestotliwos$¢ zachorowan, trudnosci diagnostyczne i terapeutyczne, ale takze z
powodu nie do konca poznanych patomechanizmoéw (1,2). Jedng z archetypowych choréb o
podtozu autoimmunologicznym jest toczed rumieniowaty trzewny (ang. systemic lupus
erythematosus - SLE). Choroba ta manifestuje sie utratg tolerancji na auto-antygeny, produkcja
przeciwciat skierowanych przeciwko wtasnym antygenom oraz powstawaniem komplekséw
immunologicznych (ang. Immune complex, IC), ktérych nagromadzenie w tkankach prowadzi do
przewlektego stanu zapalnego i niewydolnosci narzagdowej (3,4). Zréznicowane klinicznie
manifestacje choroby wynikajg z odkfadania IC w naczyniach i tkankach, przez co zmiany
chorobowe mogg dotyczy¢ wszystkich narzaddéw: skéry i bton Sluzowych, uktadu stawowo-
miesniowego, ukfadu sercowo-naczyniowego, uktadu oddechowego, nerek, przewodu
pokarmowego oraz osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego (5-7). Jednoczesnie
utrudnia to szybka i efektywng diagnoze oraz terapie pacjentéw (8). Rozpoznania choroby
dokonuje sie na podstawie jednej z wielu skal oceny choroby, przy czym podstawowg skale
stanowig kryteria klasyfikacyjne ACR — Amerykanskiego Kolegium Reumatologicznego (ang.
American College of Rheumatology, ACR) z 1997 roku. Juz sama mnogosc¢ skal stuzacych do
diagnozowania i monitorowania przebiegu choroby stanowi o ztoZzonosci tego patologicznego
procesu (9—12). Najczesciej wystepujgcg forma tocznia jest odmiana nerkowa, bedgca wynikiem
odktadania IC w ktebuszkach nerkowych, co prowadzi ostatecznie do niewydolnosci nerek. Ok.
60% pacjentéw z diagnozg SLE rozwinie w ciggu swojego zycia ktebuszkowe zapalenie nerek z
towarzyszgcym biatkomoczem, nadcisnieniem i obrzekami. Zajecie nerek i osrodkowego uktadu
nerwowego uznaje sie za zty czynnik rokowniczy (13,14). Mimo rozwinietych terapii
immunosupresyjnych, leczenie tocznia nerkowego wcigz jest mato skutecznie (15,16). Stad
ciggta potrzeba dogtebnego poznania patomechanizmoéw choroby, ktére mogtyby doprowadzic
do poznania nowych biomarkeréw skutecznych zaréwno w diagnostyce, jak i monitorowaniu
pacjentéw.

Na ztozony obraz kliniczny tocznia naktada sie rdwniez nie do korica poznany mechanizm
prowadzacy do utraty tolerancji immunologicznej i rozprzestrzeniania sie procesu autoagresji.
Powszechnie uznaje sie, ze rozregulowanie systemu aktywacji limfocytéw B, prowadzace do ich
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nadmiernej aktywacji i nadprodukcji autoreaktywnych przeciwciat, lezy u podstaw rozwoju
tocznia (17). Mimo szeregu badan wskazujgcych na zaburzenia w dystrybucji subpopulacji
limfocytéw B, ich zmian fenotypowych czy ich wadliwej autoaktywacji w przebiegu tocznia,
wcigz brak jednoznacznych wynikéw i spdjnosci w ich interpretacji. Wiadomo réwniez, ze nie
tylko limfocyty B sg zaangazowane w podtrzymaniu autoagresywnej petli sprzezenia zwrotnego.
Udziat w tym patologicznym procesie biorg praktycznie wszystkie elementy uktadu
immunologicznego, z limfocytami T na czele (18,19). To ta populacja komdrek odpornosci
nabytej zostata najszerzej przebadana w kontekscie tocznia rumieniowatego trzewnego (20,21).
Pamietac trzeba takze o komdrkach odpornosci wrodzonej warunkujgcej efektywng aktywacje
limfocytéw T oraz B. Do elementdw tworzacych pomost pomiedzy odpornoscig wrodzong i
nabyty nalezg komérki prezentujgce antygen (ang. antigen presenting cells, APC) — komarki
dendrytyczne (ang. dendritic cells — DC) (22). To im w ostatnich latach przypisuje sie coraz
wieksze znaczenie w chorobach autoimmunologicznych, w tym réwniez w toczniu (23). Uwaza
sie, ze komorki dendrytyczne odpowiadajg za zaburzenie rozpoznawania witasnych i obcych
czasteczek przez uktad immunologiczny.

Komérki dendrytyczne stanowig heterogenng subpopulacje wyspecjalizowang w
prezentacji antygendw immunokompetentnym komdrkom odpornosci nabytej (24).
Podstawowy podziat pozwala na wyodrebnienie klasycznych, inaczej mieloidalnych, komérek
dendrytycznych (mDC) i plazmacytoidalnych DC (pDC). Subpopulacje te rdznig sie miedzy sobg
nie tylko pod wzgledem morfologii, fenotypu, ale réwniez i funkcji. Przyjmuje sie, ze mDC
odpowiadajg gtéwnie za prezentacje antygendw, podczas gdy komérki pDC za produkcje i
sekrecje interferondw typu |. Mieloidalne (zwane klasycznymi) DC definiuje sie jako komérki
liniowo negatywne, czyli nie posiadajgce na swojej powierzchni nastepujgcych czasteczek: CD3,
CD19, CD20, CD56, ale wykazujacych wysoky ekspresje HLA-DR, CD11c i CD1c (BDCA-1).
Natomiast pDC identyfikuje sie na podstawie obecnosci CD303 i/lub CD304 (odpowiednio BDCA-
2 i BDCA-4), HLA-DR oraz CD123. Podobnie jak mDC, pDC nie wykazujg ekspresji czasteczek
liniowo-specyficznych, ale w przeciwiefAstwie do mDC nie majg na swojej powierzchni markera
CD11c (Tabela 1). Komérki dendrytyczne lokalizujg sie w narzadach limfatycznych oraz w
wiekszosci nielimfoidalnych tkanek i narzadéw, co sprawia, ze nalezg one do pierwszej linii
obrony organizmu (25). Jednoczesnie to ich takze dotyczg zaburzenia prowadzace w dziataniu
uktadu odpornosciowego prowadzgce do reakcji autoimmunologicznych. Nieustanna aktywacja
DC indukowana obecnoscig autoantygendw prowadzi do pobudzenia auto-reaktywnych
limfocytéw T i B, co skutkuje wzmozong produkcjg autoprzeciwciat i uszkodzeniem narzadéw u
pacjentéw z toczniem (26). Rozregulowanie funkcji komadrek dendrytycznych przyczynia sie nie
tylko do wywotania stanu autoagresji, ale réwniez sprzyja jego propagacji. Wciaz jednak nie
znamy doktadnych mechanizmoéw prowadzgcych do zmian w pobudzeniu i aktywnosci DC w
przebiegu tocznia. Dostepne do chwili obecnej dane czesto wzbudzajg kontrowersje, a takze
bywaja przeciwstawne. Podtoze molekularne obserwowanych zmian fenotypowych i
czynnosciowych komoérek dendrytycznych z pewnoscig wymaga dalszych badan. Na ztozonos¢
mechanizméw molekularnych wymagajacych szczegdétowych analiz, sktadajg sie nie tylko
badania sekwencji DNA czy aktywnosci transkrypcyjnej komorki, ale réwniez procesy zwigzane
z epigenetyka.
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Tabela 1. Charakterystyka fenotypowa omawianych komaérek dendrytycznych.

Subpopulacja komédrek dendrytycznych skrot fenotyp

CD3-CD19-CD20-CD56-

Mieloidalne komérki dendrytyczne mDC HLA-DR+CD11c+CD1ct

CD3-CD19-CD20-CD56-

Plazmacytoidalne komérki dendrytyczne pDC HLA-DR+CD123+CD303+/CD304+

O mechanizmach epigenetycznych poczgtkowo moéwiono gtdwnie w kontekscie regulacji
procesow fizjologicznych takich jak wzrost i réznicowanie komorki, czy stabilnos¢ genomu.
Ostatnie lata przyniosty nowe spojrzenie na epigenetyke dzieki odkryciom wskazujgcym, ze
modyfikacje wzorca epigenetycznego mogg prowadzi¢ do zaburzenia homeostazy organizmu
(27). Wykazano, ze szereg czynnikdw zewnetrznych, takich jak dieta, czynniki chemiczne czy
infekcje, mogg prowadzi¢ do modyfikacji skutkujgcych rozwojem proceséw patologicznych, w
tym chordéb autoimmunologicznych (28). Modyfikacje epigenetyczne nie zmieniajg sekwencji
DNA, a jedynie jego dostepnos¢ dla czynnikdw transkrypcyjnych. Do najlepiej poznanych
mechanizméw epigenetycznych nalezy tzw. triada epigenetyczna, obejmujgca metylacje DNA
(29), modyfikacje potranslacyjne histondw zmieniajgce strukture chromatyny (30) oraz
niekodujace czgsteczki RNA (miRNA, IncRNA) (31). Interakcja pomiedzy czynnikami
genetycznymi i epigenetycznymi nieustannie podlega badaniom i analizom w kontekscie
autoagresji. Odkrycia w tym zakresie mogg znaczgco przyczyni¢ sie do zrozumienia
patomechanizméw indukujacych np. tocznia, jak réowniez ufatwic¢ identyfikacje nowych
biomarkeréw chorobowych. Z racji odwracalnego charakteru zmian epigenetycznych, sg one
niezwykle atrakcyjne jako potencjalne punkty uchwytu nowych terapii.

Toczen rumieniowaty trzewny, jako prototypowa choroba autoimmunologiczna, zostat
juz wtgczony do badan z nurtu epigenetyki (32). Niestety, jedynie limfocyty T zostaty szeroko
przebadane pod katem modyfikacji ich epigenomu (33). W przypadku pozostatych, istotnych w
tym schorzeniu, komdrek immunokompetentnych, danych epigenetycznych wcigz jest
stosunkowo mato. Dlatego tez podjefam dziatania majace na celu blizsze poznanie
charakterystyki molekularnej, w tym wzorca epigenetycznego, komérek dendrytycznych oraz
limfocytéw B w przebiegu tocznia.

CEL NAUKOWY PREZENTOWANEGO OSIAGNIECIA

Celem przedstawionego osiggniecia naukowego byto poznanie i scharakteryzowanie
zmian fenotypowych, molekularnych i epigenetycznych prowadzacych do zmienionej
aktywnosci komérek dendrytycznych i limfocytéw B w toczniu rumieniowatym trzewnym oraz
proba ocena wptywu tych zmian na progresje choroby.
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OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKtAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Wszystkie prace wchodzgce w sktad prezentowanego osiggniecia naukowego powstaty
w wyniku realizacji projektu badawczego NCN nr 2012/05/D/NZ5/01224, ktérego bytam
kierownikiem.

Publikacja 1

Wardowska A., Komorniczak M., Butto-Piontecka B., Debska-Slizien M.A., Pikuta M.
Transcriptomic and Epigenetic Alterations in Dendritic Cells Correspond With Chronic Kidney
Disease in Lupus Nephritis. Front Immunol. 2019 Aug 27;10:2026. doi:
10.3389/fimmu.2019.02026. eCollection 2019

Pierwsza z omawianych prac oryginalnych podejmuje temat roli krgzgcych komorek
dendrytycznych w nerkowej postaci SLE (ang. lupus nephritis - LN). Komodrki dendrytyczne
stanowig istotne ogniwo w tancuchu zdarzen indukujgcych zmiany w narzadach objetych
procesem autoimmunologicznym. Wiekszos¢ dostepnych danych dotyczacych funkcji komérek
dendrytycznych w toczniu nerkowym opisuje zmiany w lokalnych subpopulacjach DC
naciekajgcych nerki (34). Tego typu badania majg swoje ograniczenia wynikajgce ze Zrddta
materiatu. W przypadku badan na materiale ludzkim pochodzgcym z biopsji nerki, ilo$¢ pobranej
tkanki istotnie ogranicza zakres mozliwych do przeprowadzenia analiz. Alternatywe stanowig
badania na zwierzetach, ktdérych wyniki nie zawsze mozna bezposrednio przetozy¢ na
obserwacje uzyskane w populacji ludzkiej. Unikatowos$¢ pierwszej pracy z cyklu polega na
wykorzystaniu komérek krwi obwodowej w celu znalezienia zaleznosci pomiedzy specyfika
krgzgcych komoérek dendrytycznych a procesem chorobowym. Przeprowadzitam analize
fenotypowg komoérek mieloidalnych — mDC i plazmacytoidalnych — pDC. izolowanych metoda
immunomagnetyczng. Pozwolito to na wykonanie zaawansowanych badan fenotypowych
(cytometria przeptywowa, molekularnych (ekspresja genéw) i epigenetycznych (metylacja DNA,
modyfikacje potranslacyjne histonu H3).

Do badania zakwalifikowano 51. pacjentéw ze zdiagnozowanym SLE i jednoczesng
manifestacjg choroby autoimmunologicznej w obrebie nerek. Wszyscy zrekrutowani pacjenci,
bedacy pod statg kontrolg Katedry i Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewnetrznych
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, wyrazili pisemng zgode na udziat w badaniu. Rekrutacje
pacjentéw i ochotnikdw z grupy kontrolnej prowadzono w latach 2015-2017.

Pacjenci zakwalifikowani do projektu zostali podzieleni na trzy grupy w zaleznosci od
nasilenia procesu zapalnego w nerkach w przebiegu przewlektej choroby nerek (ang. chronic
kidney disease, CKD). Identyfikacja stadium CKD odbywata sie na podstawie wartosci
oszacowanego wskaznika filtracji ktebuszkowej (ang. estimated glomerular filtration rate, eGFR),
przez lekarza prowadzgcego. Grupe pierwszg okreslang jako ,tagodny LN” stanowili pacjenci w
stadium G1-G2. Stadium G3a i G3b zaklasyfikowano jako nefropatie o sSrednim nasileniu, czyli
,umiarkowany LN”. Natomiast pacjenci z CDK w stadium G4 i G5, zostali przypisani do grupy
»ciezki LN”, ze wzgledu na objawy ciezkiej niewydolnosci nerek. Grupe kontrolng stanowili
ochotnicy w liczbie 19, bez zdiagnozowanych choréb autoimmunologicznych.
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W opisywanej pracy podjetam prdbe analizy ilosciowej komdrek dendrytycznych mDC i
pDC u chorych z LN. Analiza ta opierata sie o ekspresje markeréw powierzchniowych
identyfikujgcych wybrane subpopulacje opisane we wstepnie. Uwzglednitam tez poziom
czasteczek kostymulujacych (CD80, CD83) na mDC powigzany z aktywacjg tej subpopulacji. Z
uzyskanych metodgq izolacji magnetycznej komoérek izolowatam RNA, DNA oraz frakcje biatek
histonowych. Catosciowe RNA wykorzystatam do analizy ekspresji gendéw, metoda real-time
PCR, zwigzanych z fenotypem, aktywnoscia i sygnalizacja komdrek dendrytycznych (m.in. PD-L1,
DNMT1, ID2, IRF1, IRF5, IRF8, MBD2, E2-2, TGFB1, TNF, TNFAIP3, TP53BP1, APRIL, BAFF).
Wykonatam réwniez ocene globalnego poziomu metylacji DNA oraz trimetylacji lizyny w
pozycjach 4 i 27 histonu H3 (H3K4me3, H3K27me3).

Jako jedna z pierwszych opisatam zmiany fenotypowe i molekularne w kragzgcych mDCi
pDC pochodzacych od pacjentéw z nefropatig toczniowa. Wykazatam znaczgce odchylenia w
ilosciach komdrek pDC korelujgce z nasileniem niewydolnosci nerek. Pacjenci z CKD w stadium
4 i 5 charakteryzowali sie istotnym statystycznie spadkiem komadrek pDC + (CD123+CD303) w
stosunku do o0séb z grupy kontrolnej, co moze wynikaé z zasiedlenia przez tg subpopulacje nerek
objetych zmianami autoimmunologicznymi.

Mimo, ze liczba komdérek mDC u wiekszosci chorych nie odbiegata znaczgco od wartosci
z grupy kontrolnej, subpopulacja ta charakteryzowata sie zwiekszong ekspresjg czasteczek
kostymulujgcych CD80 i CD83. Oddzielna analiza ekspresji tych markerow wskazywata istotne
statystycznie rdznice miedzy chorymi a zdrowymi. Najwyzszg ekspresje CD80 lub CD83, w
odniesieniu do kontroli, wykazywaty mDC pochodzgce od pacjentéw z tagodnym LN. Natomiast
analiza podwdjnie pozytywnych mDC nie osiggneta znamiennosci statystycznej. Kierujac sie
kryteriami niewydolno$ci nerkowej wykazatam, ze przewlekly stan zapalny towarzyszacy
nefropatii toczniowej wptywa na aktywnosé¢ mDC, co manifestowato sie spadkiem ekspresji
CD80 i CD83 odpowiadajgcym stopniowi nasilenia nefropatii.

Badania profilu transkryptomicznego izolowanych magnetycznie subpopulacji komérek
dendrytycznych obejmowaty analize transkryptéw zwigzanych z regulacjg ekspresji genow,
statusem epigenetycznym komorki czy aktywacjq i regulacjg odpowiedzi immunologicznej.

Ocena ekspresji gendw zaangazowanych w regulacje transkrypcji wykazata, ze geny z
rodziny IRF (ang. Interferon Regulatory Factor) 1, 5 i 8 sg odmiennie transkrybowane w
zaleznosci od stadium CKD. Ekspresja IRF1 rosta w mDC we wszystkich badanych grupach
chorych w poréwnaniu do oséb zdrowych. Przy czym zaobserwowatam znaczaca réznice w ilosci
transkryptu dla tego genu nawet pomiedzy poszczegdlnymi grupami pacjentow. Pacjenci z
ciezkim LN charakteryzowali sie istotnym statystycznie wzrostem mRNA dla IRF1, nie tylko w
stosunku do kontroli ale réwniez w poréwnaniu z grupg chorych z tagodnym LN. W przypadku
pDC, ekspresja genu IRF1 réwniez rosta u pacjentow z najwiekszym nasileniem objawow
nerkowych. Podobng tendencje zaobserwowatam w obu subpopulacjach komdérek
dendrytycznych odnosnie transkrypcji genu IRF5, ktdéra spadata we wszystkich badanych
grupach, tgcznie z kontrolng. Tutaj ponownie pacjenci z ciezkim LN charakteryzowali sie
najwiekszym spadkiem ekspresji IRF5, szczegdlnie w pDC. Natomiast IRF8 jako jedyny wykazat
istotng réznice, specyficzng dla subpopulacji DC, pomiedzy kazdg z grup chorych a kontrola.
Ekspresja tego czynnika transkrypcyjnego wykazywata spadkowg tendencje w komérkach mDC,
natomiast w pDC zaobserwowano znaczny wzrost mRNA dla tego biatka. Najbardziej znaczacy,
bo 7,5 - krotny wzrost w stosunku do kontroli zaobserwowatam u pacjentéw z tagodnym LN.
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Pozostate badane geny z grupy czynnikdw regulujacych transkrypcje, ID2 i E2-2, nie
podlegaty znaczgcym zmianom w ekspresji w poréownaniu do wartosci kontrolnych Réwniez
ekspresja gendw zwigzanych ze statusem epigenetycznym komorki, DNMT1 i MBD2, nie
podlegata znaczagcym zmianom w grupie chorych. Eskpresja genéw kodujgcych DNMT1, DNA
metylotransferaza 1 odpowiedzialna za utrzymanie wzorca zmetylowania DNA (35), oraz MBD?2,
demetylaza DNA (36), byta na obnizonym poziomie w komadrkach mDC u pacjentéw z SLE W tych
komérkach ekspresja obu gendw byfa znaczaco zréznicowana pomiedzy grupami pacjentow.
Umiarkowanej nefropatii toczniowej towarzyszyto obnizenie ekspresji DNMT1 przy jednoczesnej
nieznacznie podwyzszonej transkrypcji MBD2. Odwrotny obraz zanotowatam dla pacjentéw z
ciezkim LN. Z kolei pacjenci z tagodng postacig tocznia nerkowego wykazywali tendencje do
spadku aktywnosci transkrypcyjnej w rejonie tych dwdch gendéw. Natomiast w przypadku
komaérek pDC, ekspresja obu gendw ulegta obnizeniu niezaleznie od badanej grupy Istotnym jest
fakt, ze ekspresja zaréwno DNMT1 jak i MBD2 wydaje sie by¢ znaczgco powigzana z czynnikami
transkrypcyjnymi z rodziny IRF, co potwierdzitam odnotowujac istotng statystycznie korelacje
pomiedzy tymi parametrami.

W opisywanej pracy oryginalnej, badatam réwniez ekspresje genéw zwigzanych ze
statusem immunologicznym komérek dendrytycznych, mi.in. APRIL, BAFF, TNFAPI3, TP53BP1,
TNF, TGFB1. W komédrkach mDC u pacjentéw z umiarkowanym LN obserwowatam tendencje
wzrastajgce, szczegdlnie w przypadku mRNA dla genéw BAFF, TNFAIP3, TP53BP1. Podczas gdy
w komoérkach pDC dla gendw zaangazowanych w regulacje mechanizméw immunologicznych
odnotowywatam spadek ekspresji (np. APRIL, TNFAIP3 czy TP53BP1). Ekspresja genéw dla
cytokin, byty podwyzszone w mDC i pDC w przypadku TGFB1 a obnizone dla TNF.

Poziom globalnej metylacji w komdrkach DC z grupy kontrolnej oscylowat w granicach
wartosci 2 (procentowa zawarto$¢ zmetylowanej cytozyny -5-mC w badanym DNA). Wartosci
uzyskane w grupach badanych wykraczaty poza te wartos¢, co wskazywato na zwiekszony
poziomi metylacji DNA w DC w przebiegu tocznia. Hipermetylacja charakteryzowata gtéwnie
komérki mDC pochodzgce od pacjentéw z ciezkg postacig LN, gdzie poziom metylowanej
cytozyny (5-mC) byt istotnie wyzszy zarowno w poréwnaniu do grupy kontrolnej, jak tez do
pacjentéw z tagodnymi objawami nerkowymi. W pozostatych przypadkach, mimo braku
znamiennosci statystycznej, wyraznie ksztattowata sie tendencja wzrostowa idgca w parze z
nasileniem objawéw chorobowych. Odnotowatam réwniez istotne zalezno$ci miedzy poziomem
5-mC, inaczej zmetylowania sekwencji DNA, w mDC a czasem trwania choroby (r=0,35) czy
poziomem ekspresji IRF1 (r=0,51) oraz IFR5 (r=-0,45).

Poziom dostepnosci DNA dla czynnikdéw transkrypcyjnych i zwigzanej z tym aktywnosci
transkrypcyjnej komdrki, mozna oszacowac¢ analizujgc modyfikacje potranslacyjne histonéw. W
swoich badaniach podjetam prébe oceny poziomu metylacji lizyny w histonie H3. Celem byta
analiza globalnej czestosci wystepowania dwdch zmian w badanych komaérkach dendrytycznych:
tri-metylacji lizyny 4 histonu H3 — H3K4me3 — bedacej markerem aktywacji transkrypcyjnej, oraz
trimetylacji lizyny 27 histonu H3 — H3K27me3 — zwigzanej z represjg transkrypcji (37). Istotne
statystycznie zmiany w ilosci obu tych modyfikacji potranslacyjnych histonu H3, odnotowatam
jedynie w subpopulacji mDC. Zaobserwowatam spadek trimetylacji w obrebie lizyny 4 w mDC
we wszystkich grupach badanych w poréwnaniu do wartosci kontrolnych, przy czym istotnos¢
statystyczna pojawita sie jedynie przy pordwnaniu kontroli i pacjentdw z tagodng nefropatig
toczniowa. Podobng tendencje, choé pozbawiong istotnosci statystycznej, wykazywaty wyniki
uzyskane z analizy H3K27me3 w komdrkach mDC. Widoczny spadek w stosunku do kontroli
obejmowat zaréwno catg grupe badang bez podziatéw wg CKD, jak rowniez grupy z fagodng i
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$rednig LN. Uzyskane wyniki pozwolity tez na wykazanie zaleznosci pomiedzy badanymi
modyfikacjami histonéw w komdrkach mDC a ekspresjg okreslonych genéw, w tym: IRF1, IRFS,
APRIL, TP53BP1 i MBD2 (odpowiednio r=0,47; r=0,42; r=0,56; r=0,56; r=0,44). Zaskakujgca
obserwacjg byta pozytywna korelacja miedzy obiema badanymi modyfikacjami H3 o
przeciwstawnej aktywnosci. Wspotwystepowanie tych dwdch modyfikacji histonowych jest
charakterystyczne dla okresu embrionalnego i warunkuje zachowanie plastycznosci
transkrypcyjnej przez komérki macierzyste (38). W okresie postnatalnym ten mechanizm ma
zabezpieczaé przed nadmierng deaminacjg w rejonach promotorowych gendw. Sugeruje sie
jednoczesnie udziat zaréwno H3K4me3 jak i H3K27me3 w patogenezie chordéb
autoimmunologicznych.

Podsumowanie publikacji 1

W powyzszej pracy przedstawitam nowe dane dotyczgce roli komdérek dendrytycznych
w indukcji i rozwoju postaci nerkowej SLE. Zaobserwowane w prezentowanych wynikach analiz
cytometrycznych zmiany zawartosci krazacych pDC byty wyraznie powigzane z progresjg
zaburzen funkcji nerek. Na tej podstawie wnioskuje, ze zmniejszony odsetek pDC we krwi
obwodowej modgtby stanowic¢ praktyczng i wygodng metode zaréwno diagnozowania jak i
monitorowania przewlektej choroby nerek (CKD). W opisanych wynika¢ mozna réwniez znalez¢
potencjalnych nowych biomarkerdw indukcji i rozwoju tocznia nerkowego, podkreslajgc w ten
sposéb role genetyki i epigenetyki w autoimmunologii. Poziom ekspresji IRF1 mdgtby by¢
potencjalnie wykorzystywany jako czynnik prognostyczny niewydolnosci nerek. Z drugiej strony,
ponowny wzrost ekspresji tego czynnika w komérkach mDC pacjentow w ostatnich stadiach
CDK, mogtaby stanowic¢ korzystng alternatywe dla obecnie stosowanych w niewydolnosci nerek
inwazyjnych metod diagnostycznych, m.in. biopsji. Warto nadmieni¢ réwniez istotne zmiany w
markerach epigenetycznych, w tym zmiany potranslacyjne histonu H3, ktére mogtyby sta¢ sie
wskaznikiem rozregulowania uktadu immunologicznego w toczniu nerkowym, a w konsekwencji
— czynnikiem prognostycznym progresji dysfunkcji nerek. Uzyskane w tej pracy wyniki wskazuja
nowe biomarkery indukcji i progresji zmian w nerkach towarzyszacych rozwojowi tocznia
nerkowego, chociaz wymaga to jeszcze dalszych badan nad mechanizmem zachodzacych zmian.

Publikacja 2

Wardowska A., Komorniczak M., Skoniecka A., Butto-Piontecka B., Lisowska K.A., Debska-Slizier
M.A., Pikuta M. Alterations in peripheral blood B cells in systemic lupus erythematosus
patients. Int. Immunopharm. 2020 June, 83, 106451; doi:10.1016/].intimp.2020.106451

W drugiej z prezentowanych prac oryginalnych skupitam sie na limfocytach B, z
uwzglednieniem zmian w tej populacji charakterystycznych dla pacjentéw ze skrajng
niewydolnoscig nerek w przebiegu tocznia.

Powszechnie wiadomo, ze toczen uktadowy nazywany jest chorobg limfocytéw B, gdyz
jest warunkowany przez dysfunkcje limfocytéw B i generowane przez te komorki
autoprzeciwciata. Zaburzenia funkcji tzw. punktéw kontrolnych w rozwoju limfocytéw B
prowadzg do zmian w ich aktywnosci a takze proporcji poszczegdlnych subpopulacji. Mimo duzej
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liczby badan nad rolg limfocytow B w SLE, wcigz wyniki sg niejednoznaczne, czesto wrecz
sprzeczne. Ponadto, w przypadku nefropatii toczniowej wiekszy nacisk ktadzie sie na zachowanie
limfocytéw B w obrebie zajetego narzadu, niejako ,zaniedbujac” zmiany w limfocytach B
krgzgcych w krwi obwodowej. Biopsja nerki, stuzgca analizie patologicznych zmian
towarzyszgcych reakcji z autoagresji, ma swoje uzasadnienie kliniczne przy monitorowaniu
dysfunkcji nerek. Z drugiej strony jest potrzeba statego monitorowania pacjenta, przy
zachowaniu jak najmniejszej inwazyjnosci stosowanych procedur diagnostycznych. Jako ze
zmiany w dystrybucji subpopulacji limfocytéw B dotyczg zaréwno komodrek naciekajgcych
struktury nerek, jak i limfocytéw w krwi obwodowej, oba Zrédta materiatu wydajg sie réwnie
wartosciowe. Wychodzac z tego zatozenia oraz biorgc pod uwage wiele znakdw zapytania
pojawiajgcych sie w kontekscie zmian w populacji limfocytédw B u pacjentéw z nerkowg postacia
tocznia, postanowitam poszukaé powigzan pomiedzy krazgcymi limfocytami B a progresjg
niewydolnosci nerek.

W drugiej publikacji wykorzystano materiat zgromadzony od pacjentdéw i ochotnikow z
grupy kontrolnej rekrutowanych do projektu opisanego w pierwszej pracy oryginalnej. Do
projektu zostali zakwalifikowani pacjenci znajdujacy sie pod kontrolg Katedry i Kliniki Nefrologii,
Transplantologii i Choréb Wewnetrznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Kryteria
wtgczajgce obejmowaty diagnoze postawiong zgodnie z kryteriami ACR, dodatni wynik w testach
na obecnos$é przeciwciat przeciwko ANA i dsDNA, oraz niskie poziomy C3 i C4. Zakwalifikowano
51 pacjentéw, ktérzy po poinformowaniu o calach badania, podpisali stosowne zgody
(zaakceptowane przez Niezalezng Komisje Bioetyczng ds. Badan Naukowych przy Gdanskim
Uniwersytecie Medycznym, nr zgody: NKBBN/188/2012 z dnia 22.05.2012). W grupie kontrolnej
znalezli sie zdrowi ochotnicy (n=19) bez chordb autoimmunologicznych w wywiadzie. Aktywnos$¢
choroby u pacjentéw mierzono z wykorzystaniem skali SLEDAI (ang. SLE Disease Activity Index)
w momencie pobrania préby do badan. Na podstawie uzyskanej liczby punktéw w skali SLEDAI,
podzielitam pacjentéow na dwie grupy: osoby z aktywng postacig SLE — SLEDAI > 6 oraz grupa
pacjentéw w remisji — SLEDAI < 6. Wszyscy pacjenci wigczeni do badania mieli objawy nerkowe,
dlatego tez wyrdznitam w obu grupach pacjentéw z CDK w stadium G4 i G5.

Prébki krwi pobrane od pacjentdw byly przeznaczone do fenotypowej analizy
cytometrycznej subpopulacji limfocytéw B (krew petna); izolacji magnetycznej limfocytéow B
(CD19+), ich izolacji magnetycznej z populacji jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej (ang.
peripheral blood mononuclear cells, PBMC), co postuzyto jako materiat do analiz molekularnych
(gPCR). Oceniony zostat rowniez poziom cytokin i chemokin w surowicy pacjentéw z SLE metodg
Luminex® xMAP®.

Otrzymane wyniki wskazujg na ogdlny spadek liczby limfocytéw B w krwi obwodowej ,
niezaleznie od stopnia nasilenia SLE, co obserwowali réwniez inni badacze. Niemniej jednak, nie
odnotowatam istotnych zmian w subpopulacjach limfocytéw B pamieci (tzw. Switched Memory
- CD19+CD27+IgD-; Non-Switched Memory - CD19+CD27+IgD+; Double Negative - CD19+CD27-
IgD- i Naive memory - CD19+CD27-IgD+ B cells), szeroko dyskutowanych przez innych
naukowcéw. Natomiast pojawity sie istotne zmiany obejmujgce limfocyty B ze zmieniong
ekspresja markera aktywacji - CD38. Dotyczyto to ogdlnej puli limfocytdw B z podwyziszong
ekspresjg CD38 jak i subpopulacji tzw. przejsciowych limfocytow B — (ang. transitional B cells)
oznaczanych jako CD19+CD38+IgM++, oraz plasmablastow o fenotypie CD19+CD38++IgM-.
Prawdopodobng przyczyng zwiekszenia liczby limfocytéw B CD38+ sg prawdopodobne zmiany
w aktywnosci szpiku kostnego w przebiegu tocznia, co objawia sie akumulacjg tych komdrek w
krwi obwodowej zamiast kierowania ich do $ledziony. Analizowatam rdéwniez ekspresje
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glikoproteiny btonowej CD21, ktéra wigze sie z dojrzatoscig limfocytéw B, jako ze czgsteczka ta
wzmacnia sygnalizacje z receptorem BCR. Liczba limfocytéow B o wysokiej ekspresji CD21,
zwanych ,,dojrzatymi”, znaczaco spadata u pacjentdw z SLE w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Ponadto pacjenci w aktywnym stadium choroby wykazywali najwiekszy spadek liczby
limfocytéw B CD21+, przy jednoczesnym wzroscie liczby komérek pozbawionych tej czgsteczki -
CD19+CD21lo/-. Réwniez proporcje limfocytéw B, wyrdznionych na podstawie obecnosci CD5,
rozktadaty sie odmiennie u zdrowych i u pacjentéw z SLE. Komérki CD5+ stanowity niewielki
odsetek limfocytéw B we krwi oséb zdrowych, niemiej jednak u pacjentdw liczba byta jeszcze
nizsza. Limfocytom B CD5+ przypisuje sie role ochrong w chorobach autoimmunologicznych ze
wzgledu na produkcje naturalnych przeciwciat przeciwko konserwowanym ewolucyjnie biatkom
antygenowym zwigzanym z patogenami.

Dodatkowych informacji dostarczyty badania molekularne, ktére obejmowaty profil
ekspresji genéw zwigzanych z funkcjg limfocytow B.. Istotne dla prawidtowego funkcjonowania
limfocytéw B sg czynniki BAFF i APRIL. Warunkujg one przezycie i réznicowanie subpopulacji
limfocytow B. BAFF jest cytoking produkowang przez szereg komodrek uktadu
immunologicznego, w tym przez same limfocyty B, co moze sugerowaé auto-stymulacje tych
komoérek (39). Czynnik ten jest niezbedny na wczesnych etapach réznicowania limfocytéw B,
podczas gdy APRIL wymagany jest w pdzniejszym etapie, przez co preferencyjnie utrzymuje
funkcjonowanie dtugozyjacych komérek plazmatycznych (40). Przeprowadzone analizy
wykazaty, ze pacjenci z toczniem charakteryzujg sie zdecydowanym spadkiem ekspresji BAFF w
limfocytach B w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Mimo niskich poziomdéw ekspresji udato sie
zaobserwowad istotny statystycznie spadek ekspresji genu BAFF u pacjentéw w aktywnym
stadium choroby w odniesieniu do chorych w okresie remisji. Z kolei ekspresja genu APRIL
wykazywata odwrotng, wzrostowa tendencje. NajwyraZniej zarysowywata sie ona w zestawieniu
grupy kontrolnej i pacjentéw w remisji. Jednoczesnie potwierdzitam korelacje tych czynnikow z
wartosciami skali SLEDAI, BAFF wykazywat korelacje negatywng ze SLEDAI, podczas gdy APRIL —

pozytywna.

Analizowatam réwniez ekspresje gendw zwigzanych ze zmianami epigenetycznymi —
DNMT1 i MBD2. Wykazatam, ze ekspresja genu DNMT1 charakteryzowata sie pozytywng
korelacjg ze SLEDAI, przy czym spadek ekspresji tego genu byt istotny statystycznie u pacjentéw
w okresie remisji w poréwnaniu z grupg w aktywnym stadium choroby. Podobng obserwacje
poczynitam dla genu MBD2, ktérego ekspresja znaczgco wzrastata u pacjentow z aktywnym SLE.
Zaobserwowatam takze zmiany w poziomie transkrypcji gendw zwigzanych z regulacjg
aktywnosci uktadu immunologicznego, mi.in IRF5 i TNFAIP3. Wskazatam réwniez istnienie
korelacji pomiedzy ekspresjg TNFAIP3, IRF5 i MBD2 a liczebnoscig poszczegdlnych subpopulacji
limfocytéw B oraz uznanymi markerami tocznia (w tym skfadnikéw uktadu dopetniacza: C3, C4 i
biatka C reaktywnego).

Oprdécz badan cytometrycznych i molekularnych komorek, analizowatam rdéwniez
stezenia wybranych cytokin w surowicach wyizolowanych od pacjentéw z SLE. Dzieki
zastosowaniu platformy Luminex xMAP mogtam oznaczy¢ wiele biatek w pojedynczej prébie, co
pozwolito na jednoczesng analize szeregu cytokin wydzielanych przez Th1 i Th2, czyli odpowiedzi
typu humoralnego, zwigzanego z produkcjg przeciwciat Uzyskane wyniki potwierdzity
przesuniecie odpowiedzi immunologicznej w kierunku Th2. Wiekszo$¢ pacjentéw, szczegdlnie
grupa oséb w remisji, charakteryzowata sie spadkiem poziomu IFNy, IL1B czy IL12 (p70) w
porownaniu do grupy kontrolnej. Analizowatam takze stezenie chemokin w surowicy pacjentow.
Odnotowatam widoczne spadki czgsteczek o dziataniu chemotaktycznym, takich jak: CXCL11,
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CXCL8 czy MCP-1, we wszystkich badanych grupach w odniesieniu do kontroli. Interesujgcy
okazat sie wynik otrzymany dla poziomdéw BAFF i APRIL w surowicy pacjentéw. Mianowicie,
stezenie APRIL spadato zaréwno u pacjentéw w remisji, jak i u tych z nasileniem objawéw. Z kolei
ilos¢ biatka BAFF w surowicy nie rdznita sie istotnie pomiedzy osobami chorymi i z grupy
kontrolnej. Zatem wydaje sie, ze podwyzszone poziomy biatka APRIL w surowicy mogg by¢
swoistg formg kompensowania niskiego odsetka dojrzatych limfocytéw B definiowanych jako
CD19+CD21+. Z kolei obnizona ekspresja genu BAFF mogtaby by¢ wynikiem braku
zapotrzebowania na ten czynnik zwigzanego z podwyzszonymi poziomami limfocytéow B
CD21low/-.

Wazing grupe w prezentowane] analizie stanowili pacjenci z niewydolnoscig nerek (ang.
renal insufficiency, Rl) w przebiegu SLE. 42% pacjentéw w aktywnym stadium choroby i 20%
chorych w remisji, miato zdiagnozowang schytkowg niewydolnos¢ nerek na podstawie wyniku
eGFR. Wykazatam specyficzny wzdr zmian zwigzanych z wystepowaniem i aktywnosciag
limfocytéw B w tej grupie chorych. Znaczgco nizszy odsetek limfocytéw B CD38+, w tym
plasmablastéw, stanowit najbardziej charakterystyczng zmiane u pacjentéw z Rl. Ponadto,
limfocyty B CD19+ pacjentéw z Rl wykazywaty zwiekszong ekspresje gendéw PD-L1, DNMT]1,
MBD2 i APRIL oraz istotnie podwyziszone stezenie IL10 w surowicy. Wyniki te sg nowymi
obserwacjami w kontekscie zmian transkryptomicznych w toczniu nerkowym, jako, ze wiekszos¢
dostepnych badan skupia sie na liniach komdrkowych, modelach mysich, przy niewielkim
zainteresowaniu komarkami krwi obwodowe;j.

Podsumowanie publikacji 2

W pracy tej szczegdlng uwage poswiecitam pacjentom ze schytkowg niewydolnoscig
nerek w przebiegu tocznia. Uzyskane wyniki wskazujg na znaczne zmiany w dystrybucji
subpopulacji limfocytéw B krwi obwodowej, z podkresleniem zmian w ilosci przejsciowych
limfocytow B (CD38+) oraz ,dojrzatych” i ,niedojrzatych” limfocytéw B. Réwniez zmiany
obejmujace profil ekspresji gendw oraz poziomy cytokin i chemokin wskazywaty na zwigzek z
przebiegiem choroby i jej natezeniem. Znaczgco odmienny wzorzec ekspresji genow,
obejmujacy gtéwnie wzrost transkrypcji czynnikdw regulujgcych odpowiedz immunologiczng
oraz metylacje DNA, mogg stanowic¢ podstawe do opracowania bardziej precyzyjnych metod
monitorowania pacjentéw z nerkowg odmiang tocznia. W chwili obecnej podstawowe
monitorowanie pacjentdw z toczeniem nerkowym odbywa sie z wykorzystaniem krwi
obwodowej i moczu. Czesto analizy te sg niewystarczajgce, ze wzgledu na subtelne zmiany
towarzyszgce procesom zapalnym w nerkach (41). Dlatego tez wszyscy pacjenci z diagnozg SLE
powinni by¢ analizowani pod katem zajecia nerek juz przy pierwszej diagnozie, jak rowniez przy
kolejnych, mimo braku objawéw nerkowych. W wielu przypadkach pdZna diagnoza wymaga nie
tylko analizy krwi i moczu, ale rowniez inwazyjnej biopsji nerek. Zatem analiza limfocytéw B krwi
obwodowej mogtaby pozwoli¢ na monitorowania pacjentdw z nerkowa odmiang tocznia.
Ponadto w tej pracy dokumentuje zasadno$¢ wykonywania badan podstawowych
poprzedzajgcych wprowadzanie nowych terapii w warunkach klinicznych. Dogtebne poznanie
mechanizméw molekularnych warunkujacych przebieg choroby pozwoli na wypracowanie
lepszych i bardziej efektywnych terapii celowanych, z ograniczong iloscig niepozgdanych
efektéw ubocznych.
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Publikacja 3

Wardowska A., Smoleriska Z., Lisowska K.A., Zdrojewski Z., Pikuta M. Dendritic cells’
characteristics in patients with treated systemic lupus erythematosus. Acta Biochim Pol. 2020
Jul 30. doi: 10.18388/abp.2020_5416.

W trzeciej z prac oryginalnych cyklu ponownie przeanalizowatam subpopulacje komorek
dendrytycznych od 16. pacjentdw z Katedry i Kliniki Choréb Wewnetrznych, Choréb Tkanki
tacznej i Geriatrii, u ktdrych choroba manifestowata sie w réznorodny sposéb. W grupie badane;j
znalezli sie pacjenci zarowno ze zmianami skérno-stawowymi, neurologicznymi czy
immunologicznymi. W tym badaniu skupitam sie nie tylko na samej charakterystyce komédrek
dendrytycznych w toczniu, ale réwniez na poszukiwaniu zaleznosci pomiedzy otrzymanymi
wynikami a leczeniem, jakiemu poddawani byli pacjenci wtgczeni do projektu.

Komérki dendrytyczne stanowig istotny element odpowiedzi autoimmunologicznej,
ktédra moze prowadzi¢ do powstania klondow autoreaktywnych limfocytéw B i nadmiarowej
produkcji autoprzeciwciat kumulujgcych sie w tkankach i narzgdach organizmu. Prowadzone od
wielu lat badania nad uktadem immunologicznym w toczniu, wykazaty, ze plazmacytoidalne DC
poprzez zwiekszenie wydzielania IFN typu | aktywujg rézne geny (indukcja tzw. sygnatury
interferonowej - IFN signature), co warunkuje hiperaktywacje odpowiedzi immunologicznej i
mechanizm oparty o autoagresje. Role pDC w przebiegu tocznia podkresla fakt, iz pojawiajg sie
w badaniach leki majgce wtasnie te komarki za swéj punkt uchwytu. Przeciwciato monoklonalne
(BIIBO59), skierowane przeciwko charakterystycznemu receptorowi pDC — BDCA2 (CD303),
przynosi pozytywne rezultaty terapeutyczne u pacjentow ze skdrng odmiang SLE, gtéwnie dzieki
obnizeniu ekspresji genéw zaleznych od IFN (42). Natomiast mieloidalne DC poza funkcja
prezentacji autoantygendw, wydzielajg cytokin prozapalnych, co miatoby doprowadza¢ do
niewtasciwej reakcji elementdéw odpornosci nabytej.

Stopien nasilenia i zaawansowania choroby oceniony zostat przy uzyciu skali SLEDAI,
podobnie jak w poprzedniej publikacji, i na tej podstawie wyrdznitam pacjentéw z aktywng
chorobg ( SLEDAI >6) oraz osoby w remisji (SLEDAI <6). W obu grupach znalazto sie po oSmiu
pacjentéw. Taka sama liczba oséb, bez choréb autoimmunologicznych, zostata wigczona do
grupy kontrolnej. Wszyscy pacjenci byli poddawani odpowiedniemu leczeniu, z wykorzystaniem
glukokortykoidéw, immunosupresantow badz lekéw przeciw-malarycznych. Przy czym schemat
terapeutyczny w poszczegdlnych grupach byt nastepujacy: Wszystkie osoby w remisji
otrzymywaty glukokortykoidy, trzy dodatkowo przyjmowaty leki immunosupresyjne, a dwie z
nich braty ponadto leki przeciwmalaryczne. Z kolei osoby w aktywnej fazie choroby réwniez
leczone byly glukokortykoidami (7 oséb), immunosupresantami (6 o0sdb) oraz lekami
przeciwmalarycznymi (5 osdb) w réznych kombinacjach terapeutycznych.

Prébki krwi i surowicy, pobrane od pacjentéw i oséb grupy kontrolnej, zostaty
przeznaczone do analiz cytometrycznych, magnetycznej izolacji mDC i pDC, z ktdrych nastepnie
izolowano RNA oraz do oceny poziomdéw receptoréw dla cytokin i chemokin w surowicy
(technika Luminex® xMAP®).

Podobnie jak w pierwszej pracy oryginalnej, w tej rdwniez wyrdznitam subpopulacje
mDC i pDC. W przypadku mDC nie zaobserwowatam znaczacych zmian w czestotliwosci
wystepowanie tych komérek w krwi obwodowej pacjentdw w poréwnaniu do préb kontrolnych.
Z kolei odsetek pDC wykazywat tendencje spadkowe u pacjentdw z SLE. Analizowatam réwniez
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poziom aktywacji komérek mDC poprzez ocene poziomu czgsteczek kostymulujgcych CD8O i
CD83. Zaobserwowany wzrost liczby mDC z ekspresjg CD80 i CD83, sugeruje znaczacy udziat tych
komoérek w prezentacji autoantygendw i aktywacji mechanizméw odpornosci nabytej. Wyzszy
odsetek zaktywowanych mDC moze by¢ bezposrednio zwigzany z charakterystycznymi dla
tocznia zaburzeniami usuwania ciatek apoptotycznych (43).

Interpretacja danych dotyczacych profilu ekspresji gendw w obu subpopulacjach
komoérek dendrytycznych pacjentéw z toczniem pozwolita na potwierdzenie roli czynnikéw IRF
w rozregulowaniu aktywnosci DC. Jak wiadomo biatka z tej rodziny odgrywaja znaczaca role w
rozwoju poszczegélnych subpopulacji DC oraz warunkujg rodzaj aktywacji komorki. W
przypadku obu subpopulacji DC zaobserwowatam wzrost ekspresji genu IRF5, natomiast
ekspresja IFR1 ulegata zwiekszonej ekspresji jedynie w pDC. Odnotowatam réwniez nieznaczny
wzrost poziomu transkrypcji genu IRF8 oraz znaczacy spadek ekspresji genu ID2 w tej
subpopulacji DC. Niskie poziomy tych biatek mogg by¢ zwigzane z podwyziszong ekspresjg
czynnika E2-2, gdyz te trzy biatka stanowig szlak regulujgcy profil transkryptomiczny pDC. W
przypadku mDC wzrost ekspresji E2-2 i towarzyszgcy mu obnizony poziom 1D2, wykazywaty
negatywng korelacje z poziomem autoprzeciwciat anty-dsDNA. Ta obserwacja podkresla role
aktywowanych mDC w przebiegu tocznia. ROwniez zwiekszona ekspresja genu MBD2
zaangazowanego w demetylacje DNA, wydaje sie by¢ istotna dla optymalnego funkcjonowania
mDCs. Natomiast zwiekszona ekspresja APRIL w mDC moze stanowié¢ potwierdzenie roli
komoérek dendrytycznych jako zrédta tego czynnika warunkujgcego dojrzatos¢ i aktywacje
limfocytéw B. Dodatkowy argument stanowig pozytywne korelacje pomiedzy ekspresjg tego
genu w mDC a poziomami przeciwciat anty-dsDNA i sIL-4R oraz negatywna korelacja z czasteczka
C4 uktadu dopetniacza.

Czas trwania choroby u wszystkich pacjentow zakwalifikowanych do badania przekraczat
18 miesiecy, dlatego tez niezbedne bylo spojrzenie na uzyskane wyniki przez pryzmat
zastosowanego leczenia. Standardowa terapia obejmuje zastosowanie sterydowych lekéw
przeciwzapalnych, lekdw immunosupresyjnych badz przeciwmalarycznych w rdinych
kombinacjach. W przypadku pacjentédw w badaniu, tylko jedna osoba nie przyjmowata
glukokortykosterydéw, co utrudnito petng ocene potencjalnego dziatania hamujgcego ukfad
immunologiczny. Leczenie immunosupresyjne, ktére zastosowano u 9 pacjentéw, nie wykazato
wptywu na komorki dendrytyczne, gdyz punktem uchwytu tych terapeutykdéw sg gtéwnie
komorki proliferujgce (limfocyty T i B). Natomiast hydroksychlorochina (HCQ), podawana 7
pacjentom, modyfikujgca gtéwnie komorki prezentujgce antygen, nie wptyneta znaczaco na
badane subpopulacje DC. Wynika to prawdopodobnie z mechanizmu dziatania HCQ, ktdra
zaburza dojrzewanie endosoméw, blokujgc produkcje cytokin prozapalnych. Prawdopodobnie
lek ten nie wptywa bezposrednio na fenotyp ani aktywnosé transkrypcyjng DC.

Podsumowanie publikacji 3

Wyniki zaprezentowane w trzeciej publikacji potwierdzajg istotne zaburzenia w
funkcjonowaniu komérek dendrytycznych w SLE. Istotne wnioski z tej pracy dotyczg roli
mieloidalnych komodrek dendrytycznych, ktérym poswieca sie nieco mniej uwagi niz
plazmacytoidalnym DC. W badaniu wykazatam, ze mDC charakteryzujg sie zwiekszong ekspresja
APRIL, E2-2, MBD2 czy PD-L1. Co istotne, wartosci te wykazywaty zalezno$¢ z poziomami
przeciwciat anty-dsDNA, stezeniem czgsteczek uktadu dopetniacza w surowicy czy wolng forma
receptorow dla cytokin. Mimo, nieduzej grupy badanej udato sie wykazac¢ znaczace zmiany
pomiedzy badanymi parametrami, co wskazuje na zasadnos¢ kontynuacji badan molekularnych
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komoérek dendrytycznych w SLE. Moze sie to istotnie przyczyni¢ nie tylko do zrozumienia
ztozonego podtoza genetycznego i epigenetycznego SLE, ale réwniez umozliwi¢ proby
zastosowania nowych, bardziej skutecznych terapii.

Publikacja 4

Wardowska A. The epigenetic face of lupus: Focus on antigen-presenting cells. Int.
Immunopharm. Volume 81, April 2020, 106262, doi.org/10.1016/j.intimp.2020.106262

Czwarta z cyklu publikacji stanowi przeglad pismiennictwa podejmujacej temat zmian
epigenetycznych w przebiegu tocznia, ze szczegdlnym uwzglednieniem komoérek zaliczanych do
komoérek prezentujgcych antygen (APC). Praca ta stanowi swoiste podsumowanie catego
osiggniecia habilitacyjnego, gdyz moje wczesniejsze badania znaczgco przyczynity sie do jej
powstania. Obserwujgc dostepne dane zauwazytam bowiem znikomg ilo$¢ informacji
dotyczacych zmian metylacji DNA czy modyfikacji potranslacyjnych w komérkach APC, mimo, ze
coraz wieksze znaczenie przypisuje sie epigenetyce jako jednemu z kluczowych elementéow
wptywajgcych na homeostaze organizmu. Udowodniono, ze modyfikacje epigenetyczne w
limfocytach T sg charakterystyczne dla pacjentéw z chorobami autoimmunologicznymi, w tym
pacjentéw z toczniem. Jednakze, komorki te, bedgce na koncu szlaku aktywacji uktadu
immunologicznego, zmiane swojego wzorca epigenetycznego mogg zawdzieczaé m.in.
aktywujacym je komdrkom. A o tych ostatnich i ich epigenomie w autoimmunologii informacji
jest niewiele. W pracy przeglagdowej opisatam mechanizmy triady epigenetycznej, obejmujacej
metylacje DNA, potranslacyjne modyfikacje histonéw oraz obecnos¢ niekodujgcych RNA. W
nastepnej czesci podsumowatam dostepne dane dotyczace modyfikacji epigenetycznych
dotychczas zidentyfikowanych w przebiegu tocznia rumieniowatego trzewnego. W zasadniczej
czesci skupitam sie na komodrkach prezentujgcych antygen, z  wyrdznieniem
monocytow/makrofagéw, komédrek dendrytycznych oraz limfocytéw B. Tutaj wykazatam
znaczenie przeprowadzonych przeze mnie badan na komadrkach dendrytycznych i limfocytach B,
okazato sie bowiem, ze niewielu naukowcéw podjeto badania tych populacji komdérkowych pod
katem ich zmian genetycznych w patogenezie tocznia. Podjetam réwniez prébe podsumowania
doniesien o stosowanych obecnie lekach epigenetycznych, wskazujagc na rosngce
zainteresowanie tg dziedzing terapii. Zatem moje badania wpisujg sie w nurt badan
molekularnych, na ktére jest obecnie duze zapotrzebowanie i ktére mogg stanowic¢ podwaliny
dla petnego zrozumienia patomechanizmdéw choréb autoimmunologicznych oraz przyczyni¢ sie
do wypracowania nowych technik diagnostycznych czy skutecznych terapii.

Podsumowanie osiggniecia habilitacyjnego

Prezentowany cykl prac opisuje zmiany molekularne, w tym epigenetyczne, i
fenotypowe komdrek immunologicznych zaangazowanych w indukcje i progresje tocznia
rumieniowatego trzewnego. Podjecie tematu znaczenia zmian epigenetycznych i fenotypowych
w komodrkach dendrytycznych byto swoistg odpowiedzg na brak takich danych w dostepnej
literaturze naukowej. Pierwsza praca oryginalna z mojego cyklu habilitacyjnego jest pionierskim
doniesieniem literaturowym dotyczacym wzorca epigenetycznego komérek dendrytycznych w
nerkowej odmianie tocznia, jak rowniez w samym toczniu rumieniowatym trzewnym. Pozostate
prace wpisujg sie w nurt réwnie pionierskich prac nad krgzgcymi komdérkami immunologicznymi
(zaréwno dendrytycznymi jak i limfocytami B) jako potencjalnym Zrdodtem zaréwno nowych
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biomarkerdow jak tez innowacyjnych punktéw uchwytu dla terapii epigenetycznych. Wartoscig
dodang przedstawionego cyklu jest stworzenie alternatywy dla obecnie stosowanych metod
diagnostyki i monitorowania pacjentéw z toczniem, w tym ze szczegdlnym uwzglednieniem
pacjentéw z nefropatig toczniowg. Prace oryginalne stanowig doskonate Zrédto informacji
zarowno dla klinicystow jak réowniez dla naukowcdw badajgcych mechanizmy bedace u
podstawy zjawisk autoimmunologicznych. Natomiast praca pogladowa doskonale wskazuje
kierunek dalszych badan, mogacy w istotny sposdb przyczynié sie do poprawy jakosci zycia
pacjentéw z toczniem, jak réwniez otwierajgcy droge do kolejnych odkry¢ naukowych z zakresu
epigenetyki w chorobach autoimmunologicznych.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Analiza Bibliometryczna
Na dzier 11.08.2020
Sumaryczny Impact Factor: 81.941
taczna liczba punktéw MNISZW: 1517
Doniesienia konferencyjne: 37
Zgtoszenia patentowe: 5
Indeks Hirscha (Web of Science / Scopus/ Google Scholar): 9/9/10 [11.08.2020]

taczna liczba cytowan (bez autocytowan): 217/221/362 (od 2015 -245) [11.08.2020]

Moje zainteresowania naukowe, poza omoéwionymi w ww. cyklu aspektami
epigenetycznymi i molekularnymi w autoimmunologii, skupiajg sie réwniez na badaniach
zwigzkéw biologicznie czynnych, komérkach macierzystych o potencjalnym zastosowaniu w
medycynie regeneracyjnej i ich transkryptomie, oraz na limfocytach T regulatorowych w
kontekscie transplantacyjnym. W swojej dotychczasowej pracy naukowej miatam okazje
wspotuczestniczyé w pisaniu i realizowaniu kilku grantow, w tym w projektach
wieloosrodkowych (m.in. REGENNOVA). Dzieki temu, w ramach interdyscyplinarnych zespotéw
badawczych, mogtam wspoétpracowac z wieloma specjalistami z réoznych dziedzin, m.in. chemii,
biologii, biochemii, chirurgii czy biologii molekularnej.
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5.2. Osiaggniecia naukowe przed uzyskaniem stopnia doktora naukowego

5.2.1. Pochodne tuftsyny oraz MDP — badania funkcjonalne i immunologiczne

Mysliwski A, Dzierzbicka K, Wardowska A. ,Immunomoduatory
naturalne: muramylodipeptyd (MDP) i tuftsyna modyfikowane drogg
syntezy nowych pochodnych” Wydawnictwo ksigzkowe pod red. A.K.
Siwickiego i E Skopinskiej —Rdzewskiej ,Naturalne i syntetyczne
immunomodulatory odpowiedzi immunologicznej i angiogenezy” Olsztyn
2006; 27-32

MNiSW: 6

Wardowska A, Dzierzbicka K, Trzonkowski P, Mysliwski A.
,Immunomodulatory properties of new conjugates of muramyl dipeptide
and nor-muramyl dipeptide with retro-tuftsin (Arg-Pro-Lys-Thr-OMe)”
Int. Immunopharm. 2006; 6(10): 1560-1568. doi:
10.1016/j.intimp.2006.05.004

IF=2,157
MNiSW: 15

Wardowska A, Dzierzbicka K, Trzonkowski P, Mysliwski A. The biological
activity of new tuftsin derivatives--induction of phagocytosis. Acta Pol
Pharm. 2006 Sep-Oct;63(5):378-81.

MNiSW: 6

Wardowska A, Dzierzbicka K, Mysliwski A. [Tuftsin--new analogues and
properties]. Postepy Biochem. 2007;53(1):60-5. Review. Polish.

MNiSW: 5

Wardowska A, Szarynska M, Dzierzbicka K, Mysliwski A. ,Rola komadrek
dendrytycznych w regulowaniu aktywnosci ukfadu immunologicznego
oraz mozliwosci wykorzystania ich w terapii” Post. Biol. Kom. 2007; 34(4):
669-682

MNiSW: 10

Szarynska M, Wardowska A, Dzierzbicka K, Mysliwska J, Mysliwski A.
,Rbzne subpopulacje komérek dendrytycznych oraz sposoby regulowania
ich aktywnosci” Wydawnictwo ksigzkowe pod red. A.K. Siwickiego i E
Skopinskiej —Rézewskiej ,,Endogenne i egzogenne modulatory odpornosci
i angiogenezy” Olsztyn 2007; 103-115

MNiSW: 3

Wardowska A, Dzierzbicka K, Szaryriska M, Dabrowska-Szponar M,
Wisniewska K, Mysliwski A, Trzonkowski P. Analogues of muramyl
dipeptide (MDP) and tuftsin limit infection and inflammation in murine
model of sepsis. Vaccine. 2009 Jan 14;27(3):369-74. doi:
10.1016/j.vaccine.2008.11.017. Epub 2008 Nov 21.

IF=3,616
MNiSW: 32

Dzierzbicka K, Sagol K, Wardowska A, Trzonkowski P.
,Desmuramylopeptydy: struktura i aktywnos¢ biologiczna” Wiad. Chem.
2009; 63:1089-1114

MNISW: 6

Matachowska M, Cholewinski G, Dzierzbicka K, Wardowska A,
Trzonkowski P. ,Kwas mykofenolowy i jego analogi, synteza i aktywnos¢
biologiczna” Wiad. Chem. 2009; 63:309-332

MNISW: 6

10.

Dzierzbicka K, Wardowska A, Trzonkowski P. Recent developments in the
synthesis and biological activity of muramylpeptides. Curr Med Chem.
2011;18(16):2438-51. Review. doi: 10.2174/092986711795843173

IF=4,859
MNiISW: 40

11.

Dzierzbicka K, Wardowska A, Rogalska M, Trzonkowski P. New conjugates
of muramyl dipeptide and nor-muramyl dipeptide linked to tuftsin and
retro-tuftsin derivatives significantly influence their biological activity.
Pharmacol Rep. 2012;64(1):217-23. doi: 10.1016/s1734-1140(12)70749-1

IF=1,965
MNISW: 25
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Wardowska A, Dzierzbicka K, Menderska A, Trzonkowski P. New

conjugates of tuftsin and muramyl dipeptide as stimulators of human IF=1,735
monocyte-derived dendritic cells. Protein Pept Lett. 2013 Feb;20(2):200- | MNiISW: 15
4. doi: 10.2174/0929866511320020012

12.

Swoja prace naukowg, ktéra doprowadzita mnie do uzyskania stopnia doktora nauk
medycznych, rozpoczetam od badan zwigzkédw biologicznie czynnych o wiasciwosciach
immunomodulacyjnych. Modulowanie odpowiedzi immunologicznej jest zjawiskiem badanym
od wielu lat w kontekscie szerokiej gamy zaburzen odpornosci, infekcji czy zmian
nowotworowych, mimo to wcigz nie do konca poznanym. Z pewnoscig jest to zagadnienie
podlegajgce permanentnemu rozwojowi z nieograniczonym zasobem zwigzkéw o potencjalnych
wtasciwosciach  immunomodulacyjnych.  Nieustannie rosngce zapotrzebowanie na
modyfikowanie reakcji odpornosciowych w schorzeniach dotyczacych cztowieka, sktonity mnie
do prowadzenie badan nad zwigzkami biologicznie czynnymi. Dzieki wspétpracy z prof. Krystyng
Dzierzbickg z Katedry Chemii Organicznej Politechniki Gdanskiej, miatam mozliwos¢ odkrywania
wiasciwosci immunomodulacyjnych zwigzkéw bedacych pochodnymi muramylodipeptydu
(MDP) i tuftsyny. Pierwszy z peptydéw — MDP — jest najmniejszg adjuwantowo czynng czgsteczka
otrzymang na wzor naturalnego fragmentu sciany komdrkowej bakterii. Drugi - tuftsyna — to
naturalny tetrapeptyd (Thr-Lys-Pro-Arg) wystepujgcy we krwi cztowieka i innych ssakéw. Oba
peptydy wykazujg potwierdzong naukowo aktywnosé biologiczng objawiajgcg sie gtdwnie
pobudzeniem mechanizméw odpornosci wrodzonej. Niemniej jednak, mimo plejotropowosci
dziatania, zaréwno tuftsyna jak i MDP wykazujg szereg ograniczen wykluczajgcych ich
zastosowania w klinice. Dlatego tez w swoich pracach skupitam sie na analizie immunologicznej
szeregu pochodnych tuftsyny i MDP w warunkach in vitro jak tez in vivo. Badania
przeprowadzone na liniach komérkowych i krwi obwodowej oséb zdrowych potwierdzity
hipoteze, wedtug ktérej modyfikacje wyzej wymienionych zwigzkéw biologicznie czynnych
pozwalajg na osiggniecie substancji o korzystniejszym dziataniu immunomodulacyjnym
(publikacja 1, 2 i 3). Badania w ramach mojej pracy magisterskiej pozwolity na selekcje czterech
zwigzkdéw o najkorzystniejszych wiasciwosciach immunomodulacyjnych.

Nastepnie, wyselekcjonowane zwigzki przebadatam w mysim modelu ciezkiej infekcji
bakteryjnej, pod katem ich potencjalnego zastosowanie jako terapeutykdw badZz substancji
wzmachiajacych dziatanie innych lekéw przeciwbakteryjnych. Wyniki mojej pracy doktorskiej
wykazaty zasadno$¢ postrzegania pochodnych MDP i tuftsyny jako substancji o potencjale
terapeutycznym. Przy czym skuteczniejsze okazato sie stosowanie tych pochodnych jako
elementéw leczenia skojarzonego, wspierajgcych klasyczng antybiotykoterapie. Samodzielne
zastosowanie badanych zwigzkéw nie pozwolito na catkowitg eliminacje patogenu i
zahamowanie rozwoju infekcji. W oparciu o efekty immunomodulacyjne w zastosowanym w
badaniu schemacie terapeutycznym, udato sie wskazac trzy zwigzki o potencjalnym klinicznym
zastosowaniu. Znaczgcym osiggnieciem projektu byto stworzenie mysiego modelu zapalenia
otrzewnej. Inokulacja zwierzat wybranym szczepem E.coli pozwalata na otrzymanie zapalenia
otrzewnej z nastepczg ogdlnoustrojowq infekcjg o charakterze posocznicy. Przeprowadzone
badania wykazaty, ze podczas ciezkiej uogdlnionej infekcji uktad odpornosciowy w obrebie
narzgdéw wewnetrznych nie odpowiada jednoczesnie we wszystkich narzadach z jednakowg
intensywnoscig, a stopniowo na zasadzie ,filtrowania” docierajgcych do poszczegdlnych
narzgdéw skazonych ptynow ustrojowych. Na podstawie uzyskanych wynikow powstata teoria
Jtrzech filtrdw” sugerujgca specyficzne dziatanie poszczegdlnych subpopulacji makrofagéow
tkankowych i monocytéw krwi obwodowej (publikacja nr 5).

22



Anna Wardowska | autoreferat

W trakcie prac eksperymentalnych powstato réowniez kilka prac przeglagdowych
(publikacja nr 4, 6, 7 i 12) opisujacych postep w badaniach nad zwigzkami biologicznie czynnymi.
Opisano nowe pochodne tuftsyny i ich wiasciwosci biologiczne, a takze przygotowano prace
dotyczace muramylopeptyddw i desmuramylopeptydow. W tym czasie powstata réwniez praca
bedaca nawigzaniem do kolejnych projektéw - przeglad informacji o kwasie mykofenolowym,
jego syntezie chemicznej, wiasciwosciach i analogach.

Pomost pomiedzy mojg pracg przed i po doktoracie stanowig badania nad komdrkami
dendrytycznymi (publikacja 9 i 10). Juz po otrzymaniu stopnia doktora kontynuowatam badania
nad pochodnymi MDP i tuftsyny, mi.in. w kontekscie ich odziatywania na populacje komérek
dendrytycznych (publikacje 8 i 9). Swoistym rodzajem podsumowania moich badan
immunomodulacyjnych witasciwosci pochodnych MDP i tuftsyny, byly dwa opracowania
przeglagdowo-wynikowe, opublikowane w ramach ksigzkowych materiatéw zjazdowych (prace
nr10i11).

W szesciu sposréd wymienionych dwunastu prac bytam pierwszym autorem i autorem
korespondencyjnym.

5.3. Osiaggniecia naukowe po uzyskaniu stopnia doktora naukowego

5.3.1. Badania nowych peptyddéw — wtasciwosci immunologiczne

Strzelecka P, Czaplinska D, Sadej R, Wardowska A, Pikula M, Lesner A.

1 Simplified, serine-rich theta-defensin analogues as antitumour peptides. IF=2,328
" | Chem Biol Drug Des. 2017 Jul;90(1):52-63. doi: 10.1111/cbdd.12927. Epub | MNiSW: 25
2017 Feb 6.
Deptuta M*, Wardowska A*, Dzierzyriska M, Rodziewicz-Motowidto S,
5 Pikuta M. Antibacterial Peptides in Dermatology-Strategies for Evaluation IF=3,060
" | of Allergic Potential. Molecules. 2018 Feb 14;23(2). pii: E414. doi: | MNiSW: 30
10.3390/molecules23020414. Review. *- rowny udziat w pracy
Deptuta M*, Karpowicz P*, Wardowska A, Sass P, Sosnowski P,
Mieczkowska A, Filipowicz N, Dzierzyrnska M, Sawicka J, Nowicka E, Langa
P, Schumacher A, Cichorek M, Zielinski J, Kondej K, Kasprzykowski F,
3 Czupryn A, Janus t, Mucha P, Skowron P, Piotrowski A, Sachadyn P, IF=2,813

Rodziewicz-Motowidto S, Pikuta M. Development of a peptide derived | MNiSW:140
from platelet-derived growth factor (PDGF-BB) into a potential drug
candidate for the treatment of wounds. Adv Wound Care 2019,
https://doi.org/10.1089/wound.2019.1051.

Sawicka J, Dzierzynska M, Wardowska A, Deptuta M, Rogujski P,
Sosnowski P, Filipowicz N, Mieczkowska A, Sass P, Pawlik A, Ha¢ A,
Schumacher A, Gucwa M, Karska N, Kaminska J, Ptatek R, Mazuryk J,
Zielinski J, Kondej K, Mtynarz P, Mucha P, Skowron P, Janus t, Herman-
4. | Antosiewicz A, Sachadyn P, Czupryn A, Piotrowski A, Pikuta M, Rodziewicz-
Motowidto S. Imunofan—RDKVYR Peptide—Stimulates Skin Cell
Proliferation and Promotes Tissue Repair. Molecules 2020, 25(12), 2884;
https://doi.org/10.3390/molecules25122884 (registering DOI) - 23 Jun
2020

IF=3,267
MNISW: 100
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Skowron P, Krawczun N, Zebrowska J, Kreft D, Zolnierkiewicz O, Bielawa
M, Jezewska- Fragckowiak J, Janus t, Witkowska M, Palczewska M,
Schumacher A, Wardowska A, Deptuta M, Czupryn A, Mucha P, Piotrowski
A, Sachadyn P, Rodziewicz-Motowidto S, Pikuta M, Zylicz-Stachula A. A IF=5,880
vector-enzymatic DNA fragment amplification-expression technology for | MNiSW: 140
construction of artificial, concatemeric DNA, RNA and proteins for novel
biomaterials, biomedical and industrial applications. Materials Science &
Engineering C 2020; 108: 110426;

Skowron P.M., Krawczun N., Zebrowska J., Krefft D., Zolnierkiewicz O.,
Bielawa M., Jezewska-Frackowiak J., Janus L., Witkowska M., Palczewska
M., Schumacher A., Wardowska A., Deptula M., Czupryn A., Mucha P.,
Piotrowski P., Sachadyn P., Rodziewicz-Motowidlo S., Pikuta M., Zylicz-
5a. | Stachula A. Data regarding a new, vector-enzymatic DNA fragment | MNISW: 40
amplification-expression technology for the construction of artificial,
concatemeric DNA, RNA and proteins as well as biological effects of
selected polypeptides obtained this method. Data in Brief, Vol. 28, Feb.
2020, 105069. https://doi.org/10.1016/j.dib.2019.105069.

Pomimo przekierowania gtdwnych zainteresowarnn naukowych w  strone
autoimmunologii, kontynuuje prace z obszaru analiz nowych zwigzkéw biologicznie czynnych. W
wyniku wspdtprac naukowych z Uniwersytetem Gdanskim (Katedra Chemii Biomedycznej,
Katedra Biochemii Molekularnej, Katedra Biotechnologii Molekularnej) jak réwniez Politechnika
Gdanska (Laboratorium Biotechnologii Regeneracyjnej), uczestniczytam w badaniach nad
nowymi peptydami o szerokim zastosowaniu, m.in., przeciwbakteryjnym czy wspomagajgcym
gojenie ran. Moim gtéwnym zadaniem w wymienionych badaniach byfa analiza wtasciwosci
immunologicznych nowych peptyddw.

Wspétpraca z Wydziatem Chemii Uniwersytetu Gdanskiego (Pracownia Analityki i
Nanodiagnostyki Biochemicznej) oraz Miedzyuczelnianym Wydziatem Biotechnologii UG-
GUMed (Zaktad Enzymologii i Onkologii Molekularnej) zaowocowata pracg, w ktérej to
opisaliSmy synteze i wtasciwosci przeciwnowotworowe nowych peptydowych analogéw teta-
defensyn (publikacja 1). Zwigzki te majg szerokie wifasciwosci biologiczne, w tym m.in.
przeciwbakteryjne. W niniejszej pracy oceniliémy aktywnos¢ analogdéw peptydowych, w ktérych
cysteine zamieniono na alanineg, leucyne lub seryne. Badania przeprowadzilismy na liniach
nowotworowych, w tym dwdéch liniach komérkowych raka piersi (SKBR3, MDA-MB0231) i linii
nabtonka przewoddw gruczotu sutkowego (HB2) zaréwno w wariancie hodowlanym 2D jak i 3D
(z uzyciem Matrigel). Efektywnos$¢ przeciwnowotworowg analogéw teta-defensyn
potwierdzilismy réwniez w hodowlach z dodatkiem standardowych lekéw stosowanych w
onkologii: cysplatyny i doksorubicyny. Bezpieczenstwo nowych zwigzkéw okreslilismy wobec
ludzkich jednojgdrzastych komérek krwi obwodowej — PBMC (ocena cytotoksycznosci) oraz
poprzez stopien uszkodzenia erytrocytow (testy hemolizy). Na podstawie uzyskanych badan,
wytypowalismy peptydy do dalszych badan nad ich potencjalnym zastosowaniem w onkologii
jako cytostatykow.

Pozostate 4 interdyscyplinarne prace (publikacja 2, 3, 4, 5i 5a) powstaty w ramach
konsorcjum REGENNOVA.

W pracy pogladowej (publikacja 2) przedstawilismy gtéwnie wtasne doswiadczenia oraz
whioski opisujace strategie projektowania i oceny bezpieczeristwa immunologicznego peptydow
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przeciwbakteryjnych do zastosowan dermatologicznych. Tworzenie nowych lekéw
przeciwbakteryjnych jest szczegdlnie istotne w kontekscie leczenia ran przewlektych, ktoére
bardzo czesto sg zakazone bakteriami, co utrudnia lub uniemozliwia prawidtowe gojenie rany.
W pracy podkreslilismy konieczno$¢ wykonywania przedklinicznych testéw in vitro by ocenié
ryzyko wywotania reakcji immunologicznej przez nowe peptydy. W tej pracy bytam
rownorzednym pierwszym autorem.

W projekcie REGENNOVA pracowalismy rdwniez nad szeregiem zwigzkéw biologicznie
czynnych, w tym pochodnych czynnikdw wzrostowych. Jednym z takich gtéwnych czynnikéw
wzrostu, biorgcym udziat w gojeniu ran, jest ptytkopochodny czynnik wzrostu - PDGF (publikacja
3). W wyniku realizacji projektu REGENNOVA otrzymali$my zwigzek aktywny, ktérego sekwencja
zostata opracowana na podstawie struktury kompleksu ludzkiego receptora PDGFBB z biatkiem
PDGF (kod PDB:3MJG). W badaniach wykorzystaliSmy zaréwno model komérkowy in vitro, jak
réwniez model zwierzecy (mysi). Uzyskane przez nas wyniki wskazujg, iz peptyd PDGF2
stymuluje juz w niskich stezeniach proliferacje ludzkich fibroblastow oraz keratynocytdw.
Ponadto w testach immunologicznych wykonywanych in vitro peptyd ten nie wykazywat
wtasciwosci immunogennych ani alergizujacych. Model zwierzecy wykazat, iz PDGF2 zawieszony
w zelu poprawia parametry gojenia rany. Zastosowana u zwierzat formulacja zelu i peptydu
stanowi zupetnie nowy produkt, ktéry moze by¢ potencjalnie wykorzystany bezposrednio na
rany u ludzi. Dodatkowo wykazano, ze nowa formulacja zelu posiada pewng aktywnos$é
immunosupresyjng/przeciwzapalng w modelach in vitro. Moze to mie¢ kluczowe znaczenie z
uwagi na fakt, ze przewlekte zapalenie w znaczny sposéb hamuje procesy regeneracji i naprawy
tkanek, w tym gojenia ran. W tej pracy bytam odpowiedzialna za catg czes¢ poswieconag
badaniom immunologicznym zwigzku PDGF2. Prace nad tym zwigzkiem zakonczyly sie réwniez
ztozeniem wnioskéw patentowych: EP18000305.5 z dnia 30.03.2018 i P.425038 z dnia
26.03.2018 (szczegoty w punkcie 6.4 Zgtoszenia patentowe).

Drugim ze zwigzkéw badanych w ramach wieloosrodkowego grantu NCBR (konsorcjum
REGENNOVA), byt heksapeptyd (RDKVYR) — immunofan - IM (publikacja 4). Zwigzek ten znany
jest ze swoich witasciwosci immunostymulujgcych. W naszej pracy ocenialismy potencjalng
przydatnosé immunofanu jako stymulatora regeneracji tkanek i gojenia ran. Przeprowadzone
badania wykazaty stabilnos¢ IM w roztworach wodnych oraz zdolno$¢ wigzania do albumin w
ludzkiej surowicy. Z kolei testy na ludzkich liniach komérkowych fibroblastéw i keratynocytow
pozwolity na zaobserwowanie aktywnosci pro-proliferacyjne badanego zwigzku, oraz brak
odziatywania cytotoksycznego w szerokim zakresie stezen. Analizy molekularne i
transkryptomiczne wskazaty zwiekszong ekspresje gendw zwigzanych ze zjawiskiem demetylacji
DNA oraz genéw zaangazowanych w odpowiedZ immunologiczng, migracje i chemotaksje
ludzkich komodrek ASC. Z kolei na modelu mysim wykazaliSmy zasadnos$¢ stosowania
immunofanu, jako czynnika indukujgcego przyspieszone gojenie rany. Moim zadaniem w
prezentowanej pracy byta ocena bezpieczenstwa immunologicznego immunofanu oraz jego
potencjatu alergizujacego. Podobnie jak w przypadku badan nad PDGF2, réwniez i powyzsze
badania zaowocowaty wnioskiem patentowym: P.425351 z dnia 24.04.2018 (szczegdty w
punkcie 6.4 Zgtoszenia patentowe).

Z uwagi na charakter projektu REGENNOVA, istotnym byto znalezienie metod
pozwalajgcych na ograniczenie aplikacji potencjalnego leku do ogniska uszkodzonej tkanki,
unikajgc jednoczesnie transportu poprzez kriwoobieg i dyfuzji do pozostatej czesci organizmu.
Nowe metody terapeutyczne, oparte na modutach peptydowych o wykazanej lub hipotetycznej
aktywnosci biologicznej, charakteryzujacych sie niewielkg masg czgsteczkowg i szybka dyfuzja,
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wymagajg zastosowania metod ich przejsciowej immobilizacji. W publikacji 5 (i 5a) opracowano
warunki optymalizacji biosyntezy oraz zsyntetyzowano rdéine warianty konkatamerycznych
biatek o wysokiej aktywnosci biologicznej. W pracy wykazaliémy, ze otrzymywane nowg drogg
biatka posiadajg wtasciwosci pro-regeneracyjne. Ponadto, badania immunologiczne za ktére
bytam odpowiedzialna, wykazaty, ze nowe biatka charakteryzowat brak wtasciwosci
immunogennych i alergizujgcych. Warto podkresli¢, ze lokalne zastosowanie leku poprzez uzycie
bioaktywnych peptydéw w formie polimeréw ma istotne znaczenie np. w leczeniu ran
przewlektych lub chordb zapalnych stawéw (toczer rumieniowaty trzewny, reumatoidalne
zapalenie stawow).

5.3.2. Badania transkryptomiczne komadrek skory — regeneracja tkanek

Sass P, Sosnowski P, Podolak-Popinigis J, Gornikiewicz B, Kaminska J,
Deptuta M, Nowicka E, Wardowska A, Ruczynski J, Rekowski P, Rogujski P,
Filipowicz N, Mieczkowska A, Peszynska-Sularz G, Janus t, Skowron P, IF=5,736
Czupryn A, Mucha P, Piotrowski A, Rodziewicz-Motowidto S, Pikuta M, | MNIiSW: 140
Sachadyn P. Epigenetic inhibitor zebularine activates ear pinna wound
closure in the mouse. EBioMedicine. 2019; 46: 317-329.

Kaminska J, Langa P, Deptuta M, Zielinski J, Sachadyn P, Wardowska A¥,
Pikuta M*. Transcriptional activity of epigenetic remodeling genes declines
2. | in keratinocytes after in vitro expansion. Adv Med Sci. 2019 Sep;64(2):274-
279. doi: 10.1016/j.advms.2019.03.001. Epub 2019 Mar 19. (*equally
supervised)

Langa P, Wardowska A, Zielinski J, Podolak-Popinigis J, Sass P, Sosnowski
P, Kondej K, Renkielska A, Sachadyn P, Trzonkowski P, Pikuta M.
Transcriptional profile of in vitro expanded human epidermal progenitor | 1F=3,986
cells for the treatment of non-healing wounds. J Dermatol Sci. 2018 | MNISW: 40
Mar;89(3):272-281. doi: 10.1016/j.jdermsci.2017.12.003. Epub 2017 Dec
13.

IF=2,570
MNiSW: 100

Kolejng mojg przestrzenig naukowg s badania transkryptomiczne komadrek skéry w
kontekscie ich potencjalnego zastosowania w regeneracji tkanek. Scista wspétpraca z zespotem
prof. Pawta Sachadyna 1z Katedry Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki
Gdanskiej, zaowocowata trzema pracami oryginalnymi. Ponadto w tej wspdtpracy miatam
mozliwosé rozwijaé swoj warsztat epigentyczny.

Wazing w kontekscie epigenetycznego indukowania proceséw regeneracyjnych jest
praca powstata w ramach projektu REGENNOVA (publikacja 1). W pracy tej wykazalismy, ze
znany inhibitor metylotransferazy DNA — zebularyna — pobudza procesy regeneracyjne w mysim
modelu uszkodzenia tkanek — skéry (model uszny). Przeprowadzilismy rozlegtg analize zaréwno
komoérek stymulowanych in vitro, jak réwniez tkanek zwierzecych uzyskanych z bada# in vivo.
Odnotowalismy spadek metylacji DNA w badanej tkance oraz znaczgcg aktywacje transkrypcyjng
gendw zwigzanych z pluripotencjg. Zastosowalismy rowniez tgczong terapie uszkodzonej tkanki
podajac jednoczesnie zebularyne i aktywator transkrypcyjny — kwas retinowy. To potgczenie
zwigzkdéw biologicznie czynnych okazato sie najkorzystniejszg kombinacjg wykazujaca dziatanie
pro-regeneracyjne. Jako pierwsi wykazalismy efektywnosé dziatania zebularyny w procesach
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regeneracji tkanek, wskazujgc jednoczesnie nowe farmakologiczne podejscie do problemu
regeneracji uszkodzonych tkanek.

W publikacji 2 przedstawilismy analize ekspresji 16 gendw kodujacych biatka
odpowiedzialne za metylacje i demetylacje DNA oraz modyfikacje histonéw. Badania wykazaty,
ze komorki naskdrka w zaleznosci od warunkéw mogg diametralnie zmieniaé status
epigenetyczny. Aktywacja komdrek zachodzgca w hodowli in vitro zmienita ekspresje szeregu
genéw w ludzkich keratynocytach. Moze to mie¢ duze znaczenie dla wykorzystania tych
komodrek w terapiach komérkowych trudno gojacych sie ran. Ponadto, aktywacja komodrek
zachodzi réwniez podczas gojenia rany. Uzyskane wyniki mogg by¢ zatem punktem wyjscia do
poszukiwania nowych lekdw epigenetycznych, gdyz wiadomo, ze zmiany epigenetyczne lezg u
podstaw wielu chordéb skéry i choréb zapalnych. Méj udziat w tej pracy polegat na
wspotkierowaniu projektem.

Réwniez w kolejnej pracy zajmowalismy sie komdrkami naskérka (publikacja 3). W tym
przypadku opisaliSmy szeroki profil transkryptomiczny hodowanych in vitro komérek
progenitorowych naskorka. PrzedstawiliSmy réwniez kompleksowg metode leczenia ran
przewlektych przy uzyciu wyhodowanych in vitro autologicznych komédrek naskdrka.
Wykazaliémy m.in., ze hodowla komérek naskérka w odpowiednich warunkach pozwala na
zachowanie fenotypu niezréznicowanego, co udowodnilismy badajac profil ekspresji gendw oraz
analizujgc komoérki przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Praca wskazuje réwniez na koniecznos¢
zachowania petnej sterylnosci wyhodowanych komérek, jak réwniez czystosci mikrobiologicznej
ran. Obecnos$¢ bakterii patogennych moze bowiem zmniejsza¢ efektywnos$é lub wrecz
uniemozliwiaé przyjecie przeszczepianych komoérek i gojenie rany. Potencjalne zastosowanie
terapii komarkowych z peptydami mogtoby w znacznej mierze wspomaéc gojenie ran.

5.3.3. Badania komdrek macierzystych — implikacje kliniczne

Mieczkowska A, Schumacher A, Filipowicz N, Wardowska A, Zielinski M,
Madanecki P, Nowicka E, Langa P, Deptuta M, Zielinski J, Kondej K, Renkielska
A, Buckley PG, Crossman DK, Crowley MR, Czupryn A, Mucha P, Sachadyn P,
1. | Janus t, Skowron P, Rodziewicz-Motowidto S, Cichorek M, Pikuta M,
Piotrowski A. Immunophenotyping and transcriptional profiling of in vitro
cultured human adipose tissue derived stem cells. Sci Rep. 2018 Jul
27;8(1):11339. doi: 10.1038/s41598-018-29477-5.

Deptuta M, Zielinski J, Wardowska A, Pikuta M. Wound healing
complications in oncological patients: perspectives for cellular therapy. | IF=1,361

IF=4,011
MNiSW: 40

2 Postepy Dermatol Alergol. 2019 Apr;36(2):139-146. doi: | MNiSW: 70
10.5114/ada.2018.72585. Epub 2018 Jan 4. Review.
Pikuta M, Marek-Trzonkowska N, Wardowska A, Renkielska A, Trzonkowski

3 P. Adipose tissue-derived stem cells in clinical applications. Expert Opin Biol | 1F=3,653

" | Ther. 2013 Oct;13(10):1357-70. doi: 10.1517/14712598.2013.823153. Epub | MNiSW: 30

2013 Aug 7. Review.
Géjska-Grymajto A, Zielinski M, Wardowska A, Ggsecki D, Pikuta M,

4 Karaszewski B. CXCR7+ and CXCR4+ stem cells and neuron specific enolase | IF=3,994

in acute ischemic stroke patients. Neurochem Int. 2018 Nov;120:134-139. | MNIiSW: 25
doi: 10.1016/j.neuint.2018.08.009. Epub 2018 Aug 17.
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W nurt badan proregeneracyjnych, prowadzonych m.in. w ramach interdyscyplinarnego
projektu REGENNOVA, wpisujg sie prace nad komdrkami macierzystymi i ich potencjalnym
zastosowaniem klinicznym.

Do prac oryginalnych z zakresu biologii komdrek macierzystych nalezy publikacja 1,
ktora powstata w ramach konsorcjum REGENNOVA (we wspotpracy z Genomics Centre,
Genomics Medicine Ireland, Dublin oraz Heflin Center for Genomic Sciences, University of
Alabama at Birmingham, USA). W tej pracy przedstawiliSmy szerokg analize transkryptomiczng i
fenotypowag komérek macierzystych tkanki ttuszczowej. Waznym przestaniem tej pracy jest
wykazanie, ze komérki macierzyste tkanki ttuszczowej od pacjentéw onkologicznych i pacjentow
chirurgii plastycznej nie wykazujg istotnych rdznic biologicznych i transkryptomicznych. Daje to
mozliwosci przysztoSciowego przeszczepiania autologicznych komérek macierzystych
pacjentom onkologicznym w terapiach rekonstrukcji i regeneracji tkanek. W aspekcie
laboratoryjnym, udato sie nam wykaza¢, ze hodowla komdrek ASC do 6. pasazu nie ma istotnego
wptywu na profil transkryptomiczny, immunofenotyp i potencjat do réznicowania tych komérek.
Wykazaliémy rowniez, ze ekspresja wazinych markeréw mezenchymalnych komodrek
macierzystych jest zmienna osobniczo. Ponadto, przedstawiliSmy znaczenie przetgczania
izoform w analizie komérek oraz role miR-30 w S$ciezkach sygnalizacyjnych komorek
macierzystych tkanki ttuszczowej. Moje zainteresowania komadrkami ASC wynikajg rowniez z ich
udokumentowanego dziatania immunoregulacyjnego i immunosupresyjnego. Aktywnosc¢ tych
komorek probuje sie juz wykorzystywaé klinicznie w leczeniu choréb autoimmunologicznych.

Publikacja 2, jako praca przegladowa, opisuje zagadnienie z jakim czesto borykajg sie
onkolodzy — problem trudno gojacych sie ran u pacjentdw onkologicznych. Duze nadzieje wigze
sie z zastosowaniem terapii komérkowych. Nasza praca skupifa sie na przedstawieniu giéwnych
mechanizméw, zarowno biochemicznych jak i molekularnych, zwigzanych z utrudnionym
gojeniem ran u pacjentéw po radio- i chemoterapii. Przedstawilismy rowniez mozliwosci
wykorzystania komérek macierzystych naskdrka i tkanki ttuszczowej, oparte nie tylko na danych
z pismiennicta, ale takze na wtasnych doswiadczeniach laboratoryjnych dotyczgcych komodrek
macierzystych i trudno gojacych sie ran u pacjentéw onkologicznych.

Rowniez publikacja 3 jest przegladem pismiennictwa z zakresu klinicznych aplikacji
komoérek macierzystych tkanki ttuszczowej (ASCs). Komoérki te charakteryzujg sie m.in.
wtasciwosciami immunosupresyjnymi przy jednoczesnej niskiej immunogennosci. Dlatego tez
stanowig atrakcyjny materiat do zastosowan klinicznych, np. w medycynie regeneracyjnej,
autoimmunologii czy w indukcji tolerancji po przeszczepieniu. W tej pracy przedstawilismy
biezgce zastosowanie kliniczne ASCs oraz przedyskutowaliémy metody izolacji i hodowli ASCs.
Omowilismy réwniez réznicowanie komdérek ASCs i MSCs na podstawie ich fenotypu oraz
preferencji do rdznicowania. Zwrdcilismy réwniez uwage na kwestie wymagajgce
doprecyzowania, takie jak: wybdr markeréw charakterystycznych dla ASCs, opracowanie
efektywnych i bezpiecznych metod pozyskiwania i hodowli ASCs do celdw klinicznych oraz
analizy bezpieczenstwa ASCs w terapiach rekonstrukcyjnych u pacjentéw onkologicznych (np.
po mastektomii).

Kolejna praca (publikacja 4) podejmujgca temat mezenchymalnych komorek
macierzystych w udarze mdzgu, powstata w wyniku wspodtpracy z Katedrg i Klinikg Neurologii
GUMed. Komorki te ulegajg aktywacji i uwalnianiu podczas udaru niedokrwiennego mozgu,
czemu towarzyszy zwiekszenie wydzielania enzymu — enolazy specyficznej dla neurondéw (NSE -
Neuron specific enolase). Szeroki panel doswiadczalny, obejmujacy analizy cytometryczne, testy
ELISA oraz techniki obrazowania modzgu, pozwolit na wyciggniecie szeregu wnioskow.
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Wykazaliémy bowiem, ze komérki mezenchymalne uwalniane i aktywowane w trakcie udaru
mozgu, przedostajg sie w niewielkiej liczbie do krwi obwodowej, co umozliwia ich analize.
Ponadto, udato nam sie wskaza¢ enzym NSE jako potencjalny marker prognostyczny udaru
mazgu.

5.3.4. Biologia i wtasciwosci limfocytow Treg w transplantologii

Trzonkowski P, Debska-Slizien A, Jankowska M, Wardowska A, Carvalho-
Gaspar M, Hak £, Moszkowska G, Bzoma B, Mills N, Wood KJ, Mysliwska J,
Rutkowski B. Immunosenescence increases the rate of acceptance of IF=4,857
kidney allotransplants in elderly recipients through exhaustion of CD4+ T- MNiSW: 32
cells. Mech Ageing Dev. 2010 Feb;131(2):96-104. doi:
10.1016/j.mad.2009.12.006. Epub 2010 Jan 12.

Wang XJ, Leveson-Gower D, Golab K, Wang LJ, Marek-Trzonkowska N,
Krzystyniak A, Wardowska A, Millis JM, Trzonkowski P, Witkowski P.
Influence of pharmacological immunomodulatory agents on IF=2,711
CD4(+)CD25(high)FoxP3(+) T regulatory cells in humans. Int MNiSW: 25
Immunopharmacol. 2013 Jul;16(3):364-70. doi:
10.1016/j.intimp.2013.02.015. Epub 2013 Mar 13. Review.

Grzanka J, Leveson-Gower D, Golab K, Wang XJ, Marek-Trzonkowska N,
Krzystyniak A, Wardowska A, Mills JM, Trzonkowski P, Witkowski P. FoxP3,

3. | Helios, and SATB1: roles and relationships in regulatory T cells. Int l\lﬂljviil';lzls
Immunopharmacol. 2013 Jul;16(3):343-7. doi: '
10.1016/j.intimp.2013.02.004. Epub 2013 Feb 18. Review.

Zytko A, Wardowska A, Trzonkowski P. Przeszczep skéry jako model
. . I . IF=0,280
4. | zwierzecy w badaniach funkcji limfocytéw T regulatorowych. Medycyna MNISW: 15

Weterynaryjna 2018; 74(1):6034 DOI:10.21521/mw.6034

Pracujgc w Zakfadzie Immunologii Klinicznej i Transplantologii GUMed bytam réwniez
zaangazowana w badania zwigzane z biologig i potencjalnym zastosowaniem klinicznym
limfocytéw T regulatorowych w transplantologii.

Praca oryginalna (publikacja 1) z zakresu biologii limfocytow T regulatorowych powstata
przy wspodtpracy z Transplantation Research and Immunology Group (TRIG), Nuffield
Department of Surgery Uniwersytetu Oksfordzkiego. Cze$¢ badan do tego projektu miatam
okazje wykonywaé¢ w ramach stazu naukowego pod opiekg profesor Kathryn Wood (TRIG,
Oxford). Projekt zaktadat retrospektywng analize wptywu starzenia uktadu immunologicznego
(tzw. Immunosenescencji) u biorcéw nerki na ryzyko ostrego odrzucania alloprzeszczepu oraz
potencjalne wskazanie biomarkeréw tego procesu. Otrzymane dane wykazaty, ze biorcy nerki
po 60 r.z.,, bez epizodéw ostrego odrzucania, wykazywali obnizenie aktywnosci uktadu
immunologicznego, charakteryzujgce sie zmniejszong liczbg limfocytéw CD28+, stabszg
proliferacjg limfocytéw CD4+ oraz skroconymi telomerami w tych komadrkach. U oséb mtodych
(ponizej 60 r.z.) nie zaobserwowano takiej zaleznosci. Na tej podstawie wysnuliSmy wniosek, ze
zjawisko immunsenescencji znaczgco wptywa na zmniejszenie ryzyka reakcji immunologicznej w
odpowiedzi na alogeniczny przeszczep nerki. Przy czym zjawisko to ogranicza sie do tzw.
seniordw, czyli oséb po 60 r.z.
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Kolejne dwie prace (publikacja 2 i 3), powstate w nurcie badan nad limfocytami T w
transplantologii, to prace przegladowe opisujgce biologie i fenotyp limfocytow T
regulatorowych. W publikacji 2 podjelismy watek wptywu powszechnie stosowanych w klinice
zwigzkéw immunomodulujgcych na ludzkie limfocyty Treg. Zagadnienie to jest niezwykle
interesujgce z transplantologicznego punktu widzenia, poniewaz komaérki Treg, dzieki swojemu
dziataniu supresorowemu, mogtyby zapobiegaé¢ odrzucaniu przeszczepéw narzgdowych.
Niestety, otrzymywane obecnie w laboratoriach limfocyty Treg, nie stanowig wystarczajgcego
zabezpieczenie przed odrzuceniem przeszczepionej tkanki. Mogg natomiast stanowi¢ wsparcie
dla obecnie stosowanej farmakoterapii. Dlatego tez w tej pracy omodwilismy wptyw wybranych
immunosupresoréw na aktywnosc¢ Treg. Przeglad literatury wskazat kilka korzystnych kombinacji
lekéw z komdrkami, w tym tymoglobuline (jako induktor immunosupresji) oraz inhibitory kinazy
MTOR (jako czynniki podtrzymujace stan immunosupresji). Druga z prac przegladowych
(publikacja 3) skupita sie na aspektach regulacji molekularnej limfocytéw Treg, niezbednej do
zachowania fenotypu immunosupresyjnego. Przedyskutowali$my w niej zaleznos¢ pomiedzy
ekspresja czynnika FoxP3 i dwdéch czynnikdéw transkrypcyjnych: Helios i SATB1. Pierwszy z nich,
przynalezacy do rodziny biatek Ikaros, sprzyja ekspresji genu FoxP3, zwiekszajac jednoczesnie
ilos¢ tego biatka w limfocycie Treg. Z kolei SATB1 hamuje ekspresje FoxP3, co prowadzi do
spadku ilo$ci biatka w komérce, a co za tym idzie utraty funkcji regulatorowych przez limfocyty
Treg. Z klinicznego punktu widzenia, niezwykle istotny wydaje sie sposdb molekularnej regulacji
réznicowania i funkcji limfocytow Treg.

W ramach projektéw transplantologicznych wypracowaliémy efektywny model
przeszczepu skérnego u myszy. Technike t3 i jej istotne znaczenie w przedklinicznych badaniach
transplantacyjnych opisalismy szczegétowo w publikacji 4. Praca ta moze stanowi¢ baze
metodologiczng dla wszystkich naukowcdédw rozpoczynajacych badania na mysich modelach
przeszczepow narzgdowych, ze wzgledu na doktadny opis wykonywanych procedur poparty
dokumentacjg fotograficzng.
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6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke
lub sztuke = oméwienie pozostatych osiggniec

6.1. Kierowanie projektami badawczymi i udziat w projektach

Granty, w ktérych petnitam role KIEROWNIKA PROJEKTU:

1. Grant finansowany przez Narodowe Centrum Nauki ,Zmiany epigenetyczne w toczniu
rumieniowatym trzewnym - znaczenie metylacji DNA” (2012/05/D/NZ5/01224). Zaktad
Immunologii Klinicznej i Transplantologii, Gdanski Uniwersytet Medyczny, grant Sonata,
2013 - 2018. Charakter udziatu: KIEROWNIK PROJEKTU.

Granty, w ktérych petnitam/petnie role wykonawcy/gtéwnego wykonawcy:

Granty w trakcie realizacji:

2. Grant finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju “Systemy nowej generacji
dostarczania molekut bioaktywnych w syntetyzowanych chemicznie i poddanych inzynierii
genetycznej nanobiomateriatach”, realizacja konsorcjum BIONANOVA (Uniwersytet
Gdanski, Gdanski Uniwersytet Medyczny, Politechnika Gdarska, Innovabion sp. z 0.0).
Charakter udziatu: wykonawca zadania WP9: ,Badania bezpieczenstwa biologicznego
nanobiomateriatdw oraz potencjatu pro-regeneracyjnego na modelu ludzkich komérek,
m.in. komdrek macierzystych”. Czas trwania projektu: 01.09.2019 - 31.08.2022; realizacja
zadania WP9: 01.03.2020 - 28.02.2022 (7 - 30 m-c). Umowa nr TECHMATSTRATEG2/
410747/11/NCBR2019.

3. Projekt w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwdj na lata 2014-2020
(Dziatanie 4.4); Inkubator Innowacyjnosci 2.0. ,Nowe przeciwbakteryjne peptydomimetyki
jako potencjalne leki wspomagajgce gojenie zakazonych ran”. Koordynacja programu
Centrum Transferu Technologii GUMed (realizacja 2019-2020, nr projektu: 2.0/1/2019).
Charakter udziatu: wykonawca.

4. Grant finansowany przez Narodowe Centrum Nauki , Inhibitory tworzenia kompleksu BTLA-
HVEM jako potencjalne cele w immunoterapii nowotworéw”. Projekt we wspodtpracy z
Wydz. Chemii Uniwersytetu Gdanskiego (kierownik: dr Marta Spodzieja). Projekt:
2017/26/D/ST5/00919, realizacja 2018-2021). Charakter udziatu: wspétwykonawca.

5. Grant finansowany przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej , Keratinocyte-derived exosomes
in the induction of allergy and tolerance to environmental allergens” (TEAM/2016-2/1,
realizacja 2017 - 2019) Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-GUMed we
wspotpracy z Gdanskim  Uniwersytetem Medycznym (Zaktad Embriologii) oraz
Uniwersytetem w Oksfordzie (Weatherall Institute of Molecular Medicine, Oxford).
Charakter udziatu: wspétwykonawca.

Granty zakoniczone:

6. Grant finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju ,Nowe technologie
farmakologicznej stymulacji regeneracji” (konsorcjum naukowe REGENNOVA), realizowany
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w ramach programu strategicznego ,Profilaktyka i leczenie chordb cywilizacyjnych”,
umowa nr: STRATEGMED1 /235077/9/NCBR/2014 (czas trwania: 01.10.2014 - 31.12.2018,
taczna kwota projektu 17 769 556 PLN). Charakter udziatu: wykonawca zadan WP4, WP5,
WP6 z ramienia GUMed.

Grant finansowany przez Narodowe Centrum Nauki "Profil ekspresji gendw w hodowlach
ludzkich komédrek progenitorowych naskérka i jego wptyw na powodzenie terapii ran u
ludzi” (2011/03/D/NZ5/00555). Zaktad Immunologii Klinicznej i Transplantologii, Gdanski
Uniwersytet Medyczny, grant Sonata, 2012 — 2017. Charakter udziatu: wykonawca.

Grant finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,,Analiza wtasciwosci
tolerogennych limfocytéw T regulatorowych w przeszczepach narzgdowych w swietle ich
wykorzystania jako terapii zmniejszajgcej ryzyko odrzutu aloprzeszczepow”
(2011/01/B/Nz6/00332) Zaktad Immunologii Klinicznej i Transplantologii, Gdanski
Uniwersytet Medyczny, grant Opus, 2011 - 2016. Charakter udziatu: wykonawca.

Grant finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju ,,Nowe techniki medyczne
oparte oimmunoterapie” (N R13 0126 10). Zaktad Immunologii Klinicznej i Transplantologii,
Gdanski Uniwersytet Medyczny, grant rozwojowy, 2011 — 2013. Charakter udziatu:
wykonawca.

Grant finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,Leczenie trudno
gojgcych sie ran u ludzi z zastosowaniem autologicznych przeszczepéw hodowanych in vitro
komérek macierzystych naskérka oraz keratynocytow” (N N403 089335). Zaktad
Immunologii Klinicznej i Transplantologii, Katedra i Klinika Chirurgii Plastycznej, Gdanski
Uniwersytet Medyczny, Grant wtasny,2009 —2013. Charakter udziatu: gtéwny wykonawca.

Grant finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego "Synteza i badania
biologiczne nowych koniugatow muramylodipeptydu (MDP) i nor-muramylodipeptydu
(nor-MDP) z pochodnymi tuftsyny i retro-tuftsyny jako potencjalnych zwigzkow
przeciwnowotworowych i immunostymulacyjnych" (N N405 181135). Katedra Histologii i
Immunologii, Gdanski Uniwersytet Medyczny, Grant wtasny, 2008 — 2011. Charakter
udziatu: gtowny wykonawca.

Grant finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyziszego , Opracowanie
technik ekspansji ludzkich komdrek regulatorowych CD4*25* in vitro w aspekcie mozliwosci
ich zastosowania w immunoterapii adoptywnej” (2 PO5A 100 30). Zaktad Immunologii
Klinicznej i Transplantologii, Gdanski Uniwersytet Medyczny, Grant wtasny, 2008 — 2011.
Charakter udziatu: wykonawca.

Grant finansowany przez  Ministerstwo  Nauki i  Szkolnictwa  WyzZszego
»lmmunomodulacyjne wiasciwosci nowych analogéw muramylodipeptydu (MDP) z
tuftsyng” (N N401 217534). Katedra Histologii i Immunologii, Gdanski Uniwersytet
Medyczny, Grant promotorski, 2008 — 2010. Charakter udziatu: gtéwny wykonawca.

Grant finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyziszego ,Badanie
immunomodulacyjnych witasciwosci nowych analogéw tuftsyny z muramylodipeptydem
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(MDP)” (2 PO5A 004 28). Katedra Histologii i Imnmunologii, Gdanski Uniwersytet Medyczny,
Grant wtasny, 2005 — 2008. Charakter udziatu: wykonawca.

Prace wtasne GUMed:

Zadanie badawcze MN-71 ,,Mysi model przeszczepéw skérnych w analizie tolerogennego
dziatania limfocytéw T regulatorowych”, 2011-2012

6.2. Udziat w konsorcjach naukowych:

Cztonek konsorcjum naukowego REGENNOVA powstatego w ramach wspétpracy i
realizacji grantu NCBR STRATEGMED | ,Nowe technologie farmakologicznej stymulacji
regeneracji” projekt REGENNOVA. Skfad Konsorcjum: Gdanski Uniwersytet Medyczny,
Uniwersytet Gdanski, Politechnika Gdanska, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN w Warszawie, ProScience Polska, MedVentures. Charakter udziatu:
wykonaweca zadan z ramienia GUMed.

Cztonek konsorcjum naukowego BIONANOVA powstatego w ramach grantu NCBIiR
TECHMATSTRATEG Il ,Systemy nowej generacji dostarczania molekut bioaktywnych w
syntetyzowanych chemicznie i poddanych inzynierii genetycznej nanobiomateriatach”.
Sktad Konsorcjum: Gdanski Uniwersytet Medyczny, Uniwersytet Gdanski, Politechnika
Gdanska, Innovabion Sp. z 0.0. Charakter udziatu: wykonawca zadania badawczego (WP9)
z ramienia GUMed.

6.3. Doniesienie konferencyjne

Doniesienia konferencyjne —facznie: 37
Konferencje miedzynarodowe: 13
Konferencje krajowe: 24

Pikuta M., Schumacher A., Wardowska A., Deptuta M., Zielinski J., Tyminska A., Czerwiec K.,
Kondej K., Cichorek M. Adipose-derived stem cells: biological characterization and clinical
implications. 53rd Symposium of Polish Society for Histochemistry and Cytochemistry: From
ultrastructure to in vivo imaging: progress in microscopical techniques, Gdansk, 15-18
September 2019.

Komorniczak M., Wardowska A., Butto-Piontecka B., Trzonkowski P., Debska-Slizied A.
Zmiany epigenetyczne w komdrkach dendrytycznych u chorych na nefropatie toczniowa.
Xl Zjazd Polskiego Towarzystwa Nefrologicznego, Poznan, 30 maja - 1 czerwca 2019.
Debska-Sliziern A., Komorniczak M., Wardowska A., Butto-Piontecka B., Trzonkowski P.
Epigenetic changes in dendritic cells in patients with systemic lupus erythematosus (SLE)
with renal involvement.). Am. Soc. Nephrol. 2018 : vol. 29, abs. suppl., s. 89

Sachadyn P., Kaminska J., Langa P., Wardowska A., Deptuta M., Zielinski J., Pikuta M.
Transcriptional activity of epigenetic remodelling genes in human skin and regenerative
capacity. 4th International Conference on Synthetic Biology and Tissue Engineering, Rome,
Italy. 18-20 October 2018.

Cichorek M., Schumacher A., Szamocka D., Zielinski M., Wardowska A., Deptuta M.,
Tyminska A., Zielinski J., Pikuta M. Tkanka ttuszczowa jako Zrédto mezenchymalnych
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komodrek macierzystych/ Adipose tissue as the source of mesenchymal stem cells. 51.
Sympozjum Polskiego Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemikdw: tkanki, komarki, geny,
Warszawa, 12-14 wrzesnia 2017.

Pikuta M., Dzierzyriska M., Wardowska A., Zielinski M., Langa P., Deptuta M., Schumacher
A., Kasprzykowski F., Rodziewicz-Motowidto S. The immunological safety and biological
activity of potential peptide-based therapeutics. 24th Polish Peptide Symposium, Jastrzebia
Gora, Poland, September 3-7, 2017.

Schumacher A,, Zieliski M., Langa P., Wardowska A., Deptuta M., Zielifski J., Cichorek M.,
Trzonkowski P., Pikuta M. Characterization of in vitro expanded human Adipose-derived
stem cells: implication in regenerative medicine. European Cells and Materials Vol. 33
Suppl. 2, 2017 (P740). TERMIS European Chapter Meeting 2017 Personalised Therapies for
Regenerative Medicine. 26 - 30 June, 2017, Davos, Switzerland.

Wardowska A., Deptuta M., Smuzyiska M., Langa P., Zielinski J., Kasprzykowski F.,
Rodziewicz-Motowidto S., Pikuta M. Immunoregulatory and anti-microbial Cystapep 1
peptidomimetic: novel strategies of drug design to promote wound healing. European Cells
and Materials Vol. 33 Suppl. 2, 2017 (P783). TERMIS European Chapter Meeting 2017
Personalised Therapies for Regenerative Medicine. 26 - 30 June, 2017, Davos, Switzerland.
Schumacher A., Zielinski M., Wardowska A., Nowicka E., Zielinski J., Cichorek M., Pikuta M.
Impact of culture media on the proliferation and antigen expression of human adipose-
derived stem cells. XIl Copernican International Young Scientists Conference, Torun,
Poland, 28-30 June, 2017.

Schumacher A, Zielinski M., Langa P., Wardowska A., Zieliski J., Kondej K., Cichorek M.,
Trzonkowski P., Pikuta M. In vitro differentiation of adipose-derived stem cells: implications
for tissue engineering and regenerative therapy. XIl Copernican International Young
Scientists Conference, Torun, Poland, 28-30 June, 2017.

Pikuta M., Smuzynska M., Krzystyniak A., Zielinski M., Langa P., Wardowska A.,
Kasprzykowski F., Trzonkowski P., Rodziewicz-Motowidto S. Cystatin C peptidomimetic
derivative with immunoregulatory properties as a potential compound against wound
infections: novel strategies for the safety assessment of peptides-based drugs. The XVIth
Congress of the Polish Society of Experimental and Clinical Immunology, Warsaw, June 8-
10, 2017. Centr. Eur. J. Immunol. 2017; vol. 42, suppl. 1, s. 89

Wardowska A., Smoleniska Z., Pikuta M., Trzonkowski P. The characteristics of blood cell
subsets alternations in systemic lupus erythematosus (SLE). The XVIth Congress of the
Polish Society of Experimental and Clinical Immunology, Warsaw, June 8-10, 2017. Centr.
Eur. J. Immunol. 2017; vol. 42, suppl. 1, s. 43-44.

Pikuta M., Schumacher A., Zielinski M., Langa P., Wardowska A., Kondej K., Zielinski J.,
Cichorek M., Trzonkowski P. Adipose-derived stem cells in basic research and clinical
applications. Chir. Plast. Oparz. 2016; t. 4, nr 3, s. 124. Konferencja ,Kompleksowe leczenie
otytosci — od dietetyka do plastyka. Gdanisk, 21-22.10.2016. Centr. Eur. J. Immunol. 2017;
vol. 42, suppl. 1, s. 89

Langa P., Pikuta M., Savkovic V., Wardowska A., Zielifski J., Kondej K., Hedrych-Ozimina A.,
Tarnok A., Trzonkowski P. Flow cytometry as a tool to analyze the impact of digestion
reagents on primary epidermal cells. CYTO 2016: 31st Congress of the International Society
for Advancement of Cytometry, Washington, USA, June 11 - 15, 2016.

Wardowska A., Smolenska Z., Pikuta M., Zielinski M., Trzonkowski P. The characteristics of
antigen presenting cells in systemic lupus erythematosus (SLE) 10th International Congress
of Autoimmunity 6-10 April 2016 Lepizig, Germany,
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Pikuta M., Langa P., Wardowska A., Zielinski J., Kondej K., Hedrych-Ozimina A., Trzonkowski
P. Fibrin glue as a carrier for cultured human epidermal progenitor cells for cellular therapy
of non-healing wounds. Eur. Cells Mater. 2016; vol. 31, suppl. 1, s. P282. Towards Future
Regenerative Therapies TERMIS-EU 2016 Conference, Uppsala, Sweden, 28 June - 1 July,
2016.

Langa P., Pikuta M., Krzystyniak A., Zielinski J., Wardowska A., Hellmann A., Trzonkowski P.
Utilization of stained gold nanoparticles in gene expression analysis. 20th Leipziger
Workshop Translational Cytomics; 13th International Workshop "Slide-Based Cytometry",
Leipzig, March 04-06, 2015.

Pikuta M., Langa P., Wardowska A., Zielinski J., Kondej K., Renkielska A., Trzonkowski P.:
Medical applications of epidermal progenitor cells. Central European Conference on
Regenerative Medicine, Bydgoszcz, Poland, 14-15 March 2015

Pikuta M., Wardowska A., Langa P., Zielinski J., Kondej K., Renkielska A., Trzonkowski P.:
Komorki progenitorowe naskérka w terapii trudno gojacych sie ran. Non-healing wounds
therapy with use of epidermal progenitor cells. X Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Sekcji
Immunotoksykologii i Immunomodulacji Polskiego Towarzystwa Immunologii
Doswiadczalnej i Klinicznej, | Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Biologii Medycznej :
Wspbiczesne wyzwania biologii i medycyny, Jurata, 26-31 maja 2015 r.

Langa P., Pikuta M., Kondej K., Wardowska A., Zielinski J., Renkielska A., Trzonkowski P.
Epidermal progenitor cell culture and quality control using flow cytometry: a way to
improve chronic wounds cell therapy. XXIX Congress of the International Society for
Advancement of Cytometry: Cytometry Advancing Science, Ft. Lauderdale, USA, May 17-
21,2014.

Trzonkowski P., Wardowska A., Rogalska M., Dzierzbicka K. ,New conjugates of muramyl
dipeptide and nor-muramyl dipeptide linked to tuftsin and retro-tuftsin derivatives
significantly influence their biological activity” XIV Zjazd Polskiego Towarzystwa
Immunologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Gdansk, Polska 16-19.06.2011

Wardowska A., Dzierzbicka K., Menderska A., Trzonkowski P. ,,Chemical modification of
natural immunomodulators tuftsin and muramyl dipeptide significantly influence their
biological activity” Peptides 2010. Tales of Peptides Proceedings of the Thirty-First
European Peptide Symposium, Copenhaagen, Denmark, 5-9.09.2010

Wardowska A., Dzierzbicka K., Rogalska M., Trzonkowski P. , Conjugates of tuftsin and
muramyl dipeptide as stimulators of monocyte-derived dendritic cells” Peptides 2010. Tales
of Peptides Proceedings of the Thirty-First European Peptide Symposium, Copenhaagen,
Denmark, 5-9.09.2010

Wardowska A., Dzierzbicka K., Menderska A., Trzonkowski P. ,Koniugaty tuftsyny i
muramylodipeptydu jako stymulatory ludzkich komérek dendrytycznych uzyskiwanych z
monocytow” XXI Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego , Farmacja
polska na tle Unii Europejskiej”, Gdansk, Polska, 12-15.09.2010

Wardowska A., Dzierzbicka K., Rogalska M., Trzonkowski P. ,Wptyw modyfikacji
chemicznych na aktywnos¢ biologiczng naturalnych immunomodulatoréow — tuftsyny i
muramylodipeptydu oraz ich pochodnych” XXI Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego ,Farmacja polska na tle Unii Europejskiej”, Gdansk, Polska, 12-
15.09.2010

Dzierzbicka K., Wardowska A., Kukowska-Kaszuba M., Mysliwski A. ,,Synthesis of conjugates
of MDP and nor-MDP linked to tuftsin derivatives as potential immunomodulators” 30th
European Peptide Symposium, Helsinki, Finland 31.08-05.09.2008
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Wardowska A., Szaryriska M., Trzonkowski P., Dzierzbicka K., Mysliwski A. , The influence
of new MDP and tuftsin analogs on cytokine levels in experimentally induced sepsis” 13th
International Congress of Histochemistry and Cytochemistry, Gdansk, Poland 23-
27.08.2008

Wardowska A., Szaryiska M., Trzonkowski P., Dzierzbicka K., Mysliwski A.
»2<lmmunomodaulation of macrophages activity in murine becteremia model” 13th Congress
of Polish Society of Clinical and Experimental Immunology, Krakow, Poland 14-17.05.2008
Szaryiska M., Wardowska A., Dzierzbicka K., Mysliwska J., Mysliwski A. , Different
subpopulations of dendritic cells and various ways of their activity regulation” 4th
Conference and Workshop ,Immunomodulation — experimental and clinical studies”
Jurata, Poland 25-26.05.2007

Wardowska A., Dzierzbicka K., Mysliwski A. ,,Immunomodulatory properties of new analogs
of muramyl dipeptide and tuftsin” 15th International Student Scientific Conference,
Gdansk, Poland 10-12.05.2007

Mysliwski A., Wardowska A., Dzierzbicka K., Trzonkowski P. ,New immunomodulators
expressing the stymulatory properties of both muramyl dipeptide (MDP) and tuftsin” 16th
European Congress of Immunology, Paris, France 6-9.10.2006

Wardowska A., Dzierzbicka K., Trzonkowski P., Mysliwski A. ,New immunomodulators
displaying activity of both muramyl dipeptide and tuftsin” 3rd Conference and Workshop
»lmmunomodulation and Immunotoxicology”, Jurata, Poland 02-03.06.2006

Wardowska A., Dzierzbicka K., Mysliwski A. ,The biological activity of new tuftsin
derivatives — induction of phagocytosis”, 5th Multidisciplinary Conference on Drug
Research, Dartéwko Wschodnie, Poland 15-17.05.2006

Wardowska A., Dzierzbicka K., Trzonkowski P., Mysliwski A. ,Biological activity of tuftsin
and its two analogues”, 3rd International Conference of Students’ Scientific Society
»Medical and Biological Sciences”, Bydgoszcz, Poland 02-03.12.2005
Szelaggowska-Wardowska A., Dzierzbicka K., Trzonkowski P., Mysliwski A.
»ylmmunomodulatory properties of conjugates of muramyl dipeptide or nor-muramyl
dipeptide with retro-inverso tuftsin and tuftsin analogs”, 2nd Polish Molecular
Biotechnology Conference, Gdansk, Poland 14-15.10.2005

Szelaggowska A. “Immunomodulatory properties of new conjugates of muramyl dipeptide
or nor-muramyl dipeptide with retro-inverso tuftsin and tuftsin analogs”, 13th International
Scientific Students’ Conference for Students and Young Doctors, Gdansk, Poland 12-
14.05.2005 (master degree session)

Szelaggowska A., Meyer-Szary J., Wozniak M., Greci L. “QAL — quinolinic aminoxyl as a
molecular sensor of peroxidative activity of cytochrome P-450 2B1” 11th International
Scientific Students’ Conference for Students and Young Doctors, Gdansk, Poland 09-
10.05.2003
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6.4. Zgtoszenia patentowe

P.431237 z dnia 21.09.19. Nowy peptyd do zastosowania jako stymulator chondrogenezy
i lek w terapii uszkodzen chrzgstki. Mucha P, Pikuta M, Zatuska |, Schumacher A, Cichorek
M, Wardowska A, Deptuta M, Skowron P, Czupryn A, Janus t, Mieczkowska A, Filipowicz
N, Madanecki P, Piotrowski A, Sachadyn P, Rodziewicz-Motowidto S.

P.425597 z dnia 16.05.18. Nowe zwigzki peptydowe jako czynniki stymulujgce gojenie ran
i rekonstrukcji skdry. Rodziewicz-Motowidto S, Sawicka J, Dzierzyfiska M, Kasprzykowski
F, Karpowicz P, ltowska E, Wardowska A, Deptuta M, Langa P, Sachadyn P, Sosnowski P,
Sass P, Czupryn A, Piotrowski A, Mucha P, Skowron P, Janus t, Pikuta M.

P.425351 z dnia 24.04.18. Peptyd IM o sekwencji RDKVYR jako czynnik stymulujgcy
regeneracje tkanki ztozonej. Rodziewicz- Motowidto S, Pikuta M, Sawicka J, Rogujski P,
Deptuta M, Wardowska A, Dzierzyriska M, Czupryn A, Filipowicz N, Sosnowski P, Sass P,
Mieczkowska A, Madanecki P, Piotrowski A, Mucha P, Skowron P, Janus &, Sachadyn P.

EP18000305.5 z dnia 30.03.18. New peptide derivatives of platelet derived growth factor
(PDGF), a method for their preparation, pharmaceutical compositions containing them
and application of these compositions. Rodziewicz-Motowidto S, Pikuta M, Deptuta M,
Karpowicz P, Sass P, Wardowska A, Sawicka J, Dzierzyriska M, Kasprzykowski F, Sosnowski
P, Mieczkowska A, Filipowicz N, Madanecki P, Piotrowski A, Czupryn A, Mucha P, Skowron
P, Janus t, Sachadyn P.

P.425038 z dnia 26.03.18. Nowe peptydowe pochodne ptytkopochodnego czynnika
wzrostu (PDGF), sposdéb ich otrzymywania, kompozycja farmaceutyczna oraz
zastosowanie. Rodziewicz-Motowidto S, Pikuta M, Deptuta M, Karpowicz P, Sass P,
Wardowska A, Sawicka J, Dzierzyriska M, Kasprzykowski F, Sosnowski P, Mieczkowska A,
Filipowicz N, Madanecki P, Piotrowski A, Czupryn A, Mucha P, Skowron P, Janus ¢,
Sachadyn P.

6.5. Wspétpraca z jednostkami naukowymi

Katedra i Zaktad Biologii i Botaniki Farmaceutycznej GUMed

Katedra i Klinika Chirurgii Onkologicznej GUMed

Katedra i Klinika Chirurgii Plastycznej GUMed

Katedra i Klinika Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewnetrznych GUMed

vk wN e

Pracownia Biotechnologii Regeneracyjnej, Katedra Biotechnologii Molekularne;j i
Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej

6 Katedra Biotechnologii Molekularnej Uniwersytetu Gdarskiego

7 Katedra Chemii Medycznej Uniwersytetu Gdanskiego

8. Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie

9 Miedzynarodowa Agenda Badawcza (MAB) — GUMed i Uniwersytet w Uppsali

10. Department of Clinical Chemistry, Lund University (Szwecja)

11. Weatherall Institute of Molecular Medicine, University of Oxford (Wielka Brytania)
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6.6. Cztonkostwo w Towarzystwach Naukowych:

Polskie Towarzystwo Immunologii Doswiadczalnej i Klinicznej

Miedzynarodowe Towarzystwo Inzynierii Tkankowej i Medycyny Regeneracyjnej -
TERMIS

Miedzynarodowe Towarzystwo Przeszczepienia Narzgdéw — ESOT

Polskie Towarzystwo Histochemii i Cytochemii

6.7. Recenzowanie publikacji w czasopismach naukowych:

Lo N R WNR

[ERy
o

Biocell - IF 0,633

International Immunopharmacology — IF 3,361
International Journal of Molecular Sciences — IF 4,183
Journal of Clinical Medicine — IF 5,688

Nutrients —IF 4,171

Medicina — IF 1,467

Molecules - IF 3,060

Scientfic Reports — IF 4,122

Regulatory Peptides — IF 1,813

Theranostics - IF 8,063

6.8. Udziat w organizacji zjazdéw naukowych:

Cztonek Komitetu Organizacyjnego 14-tego Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Immunologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Gdansk, 16-18.06.2011

Cztonek Komitetu Organizacyjnego 13-tego Miedzynarodowego Kongresu
Towarzystwa Histochemii i Cytochemii ,,ICHC2008"”, Gdarisk, 23-28.08.2008

6.9. Odbyte szkolenia i staze naukowe

Szkolenia

1.

22.07-23.07.2020 — szkolenie cytometryczne z wykorzystaniem sprzetu CytoFLEX,
Beckman Coulter i oprogramowania Kaluza — DiagMed, Gdanski Uniwersytet
Medyczny

29.05-02.06.2017 — szkolenie , Computational Genomics and Genetics and
Genomics in Clinical Research, dr David Crossman, dr Michael Crowley Heflin
Center Genomics Core (Department of Genetics, University of Alabama at
Birmingham), Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

15.05-17.05.2017 warsztaty mikroskopowe ,Mikroskopia konfokalna -
zastosowanie skanera rezonansowego w szybkich badaniach przezyciowych”,
Olympus Polska, Wydziat Biologii Uniwersytetu Gdanskiego

24.01.2017 szkolenie z uzytkowania urzadzenia Magpix: praca z
oprogramowaniem xPotent v. 4.2 i Milliplex Analyst v. 5.1 (analiza biatek) — Merck,
Gdanski Uniwersytet Medyczny
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25.11.2016 szkolenie aplikacyjne z obstugi aparatu LightCycler 96, Roche
Diagnostics Polska, Gdanski Uniwersytet Medyczny
14.10.2016 seminarium naukowe Darmacon, Abo, Gdarski Uniwersytet Medyczny
— interferencja RNA i technologia CRISP/Cas9: Fundamentals of CRISP-Cas9 Gene
Editing, A comparison of RNAi and gene editing, Consideration for a CRISP-Cas9
experiment.
23.06-24.06.2016 — Warsztaty Spektrometrii Mass ,Warsztat Genomiczny”,
MOBI4Health, Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-GUMed
21-25.09.2015 szkolenie doskonalgce dla oséb wykonujgcych czynnosci zwigzane
z wykorzystywaniem zwierzat do celéw naukowych lub edukacyjnych, Gdanski
Uniwersytet Medyczny
Dla oséb odpowiedzialnych za planowanie procedur i doswiadczen oraz za ich
przeprowadzanie (2015-1911-206-144)

- Dla osdéb wykonujacych procedury (2015-1913-208-162)

— Dla os8b uczestniczacych w wykonywaniu procedur (2015-1914-207-169)

— Dla os6b usmiercajgcych zwierzeta wykorzystywane w procedurach (2015-

1915-209-163)

08.06.2015 Active Motif seminar: “Ensuring ChIP-seq success”, “Toolbox for
studying non coding RNAs”, Medical University of Gdansk
13.12.2011 The instrument and software training on the ImmunoSpot® Series 6
Ultra V-Analyzer, ImmunoSpot® 5.0.Analysis Software and the ImmunoUV Image
Acquisition Software, Medical University of Gdansk
01.07-02.07.2010 The Basic Course in Laboratory Skills of EBSOT (The European
Basic Science in Organ Transplantation), Nantes Univeristy Medical School, Francja
— szkolenie z zakresu ekspansji i analizy ludzkich i zwierzecych komodrek
dendrytycznych
15.06-16.06.2007 IV Szkota Letnia Komodrki Macierzystej — Fundacja Osrodka
Transplantacji ,Dar Nadziei” oraz Zaktad Transplantologii Katedry Immunologii
Klinicznej i Transplantologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
16.06-23.07.2006 XlI-ta Letnia Szkota Biotechnologii — Miedzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii UG-AMG, Centrum Doskonatosci BioMoBil oraz ScanBalt
Knowledge Network
12.05.2006 Kurs z zakresu barwienia preparatow histologicznych metodami:
hematoksyling i eozyng, Mallory’ego, May-Grunwald’a i Giemsy, Pracownia
Preparatyki Histologicznej, Katedra Histologii i Immunologii Akademii Medycznej
w Gdansku
06.02-20.02.2006 Szkolenie z zakresu pracy na zwierzetach w immunomodulacji —
Zaktad Immunologii Katedry Terapii Doswiadczalnej, Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
02.06 — 30.06.2003 Praktyka zawodowa - Pracownia Biologii Molekularnej
Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Gdarisku
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Staze naukowe

1.

6.10.

01.02-27.02.2009, 15.10.-14.11.2008 Transplantation Research Immunology
Group, Nuffield Department of Surgery, University of Oxford

Efektem stazu naukowego jest praca oryginalna opublikowana w 2010 roku w
czasopiSmie Mechanisms of Ageing and Development, IF=4,857 (autoreferat str.
29).

06.02-20.02.2006 Zaktad Immunologii Katedry Terapii Doswiadczalnej, Instytut
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu

Nagrody i wyréznienia naukowe

Nagroda zespotowa naukowa Il stopnia Rektora GUMed za rozwdj analizy
transkryptomicznej komédrek macierzystych tkanki ttuszczowej z uzyciem
unikatowych modeli bioinformatycznych, Gdansk, 2019

Dyplom przyznany przez Rektora GUMed za osiggniecia naukowe zespotowe Il
stopnia za badania endogennych komoérek macierzystych/progenitorowych we
krwi obwodowej pacjentéw z ostrym udarem niedokrwiennym maézgu, Gdansk,
2019

Nagroda zespotowa naukowa Il stopnia Rektora GUMed za badania nad
mechanizmami dziatania lekéw przeciwnowotworowych i powstawania
opornosci, Gdansk, 2018

Nagroda zespotowa dydaktyczna | stopnia Rektora GUMed za wspétautorstwo
podrecznika ,Przypadki laboratoryjno-kliniczne w medycynie praktycznej”,
Gdansk, 2018

Nagroda zespotowa naukowa Il stopnia Rektora GUMed za badania ukfadu
odpornosciowego biorcéw nerki w wieku podesztym, Gdansk, 2011

Nagroda Miedzynarodowego Towarzystwa Przeszczepienia Narzadéw — 2010
ESOT Basic Science Travel Grant, 2010

Nagroda Rektora GUMed za wyrdzniong prace doktorska , Immunomodulacyjne
witasciwosci nowych analogéw muramylodipeptydu (MDP) z tuftsyng”, Gdansk,
2010

Il miejsce w konkursie na najlepszy plakat na Il Konferencji Szkoleniowej
yolmmunomodulacja i Immunotoksykologia” w Juracie za prace pt. ,Nowe
immunomodulatory wykazujgce aktywnos¢ muramylodipeptydu i tuftsyny”,
Jurata, 2006

Wyrdznienie na Ill Miedzynarodowej Konferencji Studenckiego Towarzystwa
Naukowego w Bydgoszczy ,,Postepy w naukach biomedycznych i medycynie” za
prace pt. ,Aktywnos¢ biologiczna tuftsyny i jej dwdch analogéw”, Bydgoszcz, 2005
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Dziatalnos¢ dydaktyczna

2018 — obecnie | Przedmiot Embriologia; seminaria i ¢wiczenia; | rok kierunek lekarski

polsko- i anglojezyczny, potoznictwo, Wydziat Lekarski GUMed oraz
Wydziat Nauk o Zdrowiu GUMed

2014 - 2018

zajecia dydaktyczne ze studentami Il roku Wydziatu Lekarskiego GUMed, Il
English Division oraz studentami Il i IV roku Wydziatu Farmaceutycznego
GUMed - specjalnos¢ Analityka Medyczna, udziat w przygotowaniu testéw
na egzaminy; przedmiot: Immunologia i Immunopatologia laboratoryjna;
jezyk wyktadowy: polski, angielski

2009 - 2013

zajecia dydaktyczne ze studentami IV roku Wydziatu Lekarskiego GUMed
oraz studentami Il roku Wydziatu Farmaceutycznego GUMed — specjalnos¢
Analityka Medyczna, udziat w przygotowaniu testow na egzaminy;
przedmiot: Immunologia i Immunopatologia laboratoryjna; jezyk
wyktadowy: polski

2006 — 2008

zajecia dydaktyczne ze studentami kierunku lekarskiego English Division |
roku Wydziatu Lekarskiego AMG; udziat w przygotowywaniu prezentacji
multimedialnych na ¢wiczenia, testoéw na kolokwia i egzaminy; przedmiot:
Histology; jezyk wyktadowy: angielski

2006 — 2008

zajecia fakultatywne (praktyczne) za studentami | roku Wydziatu
Lekarskiego i Woydziatu Farmaceutycznego AMG; tematy: ,Metody
barwienia komodrek i tkanek, Teoria i praktyka”, ,Zasady morfometrii i
cytometrii. Ich zastosowanie w badaniach naukowych i diagnostyce
medycznej”’; przygotowywanie rozmazow krwi

2005 - 2008

zajecia dydaktyczne ze studentami | roku Wydziatu Lekarskiego AMG oraz
studentami kierunku Zdrowie Publiczne — specjalnos¢ — Techniki Medyczne
— Elektroradiologia, Fizjoterapia; udziat w przygotowywaniu testéw na
kolokwia i egzaminy; przedmiot: Histologia z cytofizjologig; jezyk
wyktadowy: polski

6.12.

Popularyzacja nauki i opieka nad magistrantami

Medyczny Dzierh Nauki - organizacja stoiska popularnonaukowego dla mfodziezy
»Nowoczesne terapie biologiczne”, Gdansk, 26.05.2017

Projekt Zdolni z Pomorza przeznaczony dla uczniéw szkét ponadgimnazjalnych
realizowany w ramach Regionalnego Programu Operacyjnego Wojewddztwa
Pomorskiego na lata 2016-2021 (charakter udziatu: koordynator naukowy i
wykonawca pierwszego cyklu zajeé dotyczgcego komédrek macierzystych), Gdansk,
05.11.2016

Opiekun pracy mgr. Patrycja Dawid , Odziat Medycyny Laboratoryjnej, Analityka
Medyczna, tytut ,Analiza fenotypowa limfocytdw B u pacjentéw z toczniem
rumieniowatym trzewnym” rok 2016, praca finansowana z
2012/05/D/NZ5/01224.
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6.13. Plany naukowe

Moje plany naukowe zwigzane sg z dalszym badaniem zjawisk molekularnych w
komérkach uktadu immunologicznego w przebiegu tocznia rumieniowatego trzewnego.
Gtéwnym celem moich przysztych badan jest blizsze poznanie mechanizmdéw epigenetycznych
zwigzanych z obserwowanymi w toczniu zmianami patologicznymi. Wsréd zjawisk
wzbudzajgcych moje duze zainteresowanie znajdujg sie modyfikacje epigentyczne RNA
wchodzgce w zakres epitranskryptomiki. Doniesienia z ostatnich lat wykazaty, ze nie tylko
metylacja DNA i remodeling chromatyny moga w znacznym stopniu prowadzi¢ do zmiany wzorca
epigenetycznego komarki, a co za tym idzie zmiany stopnia i sposobu jej pobudzenia. Wsréd
zjawisk skupiajgcych uwage naukowcéw jest jedna z modyfikacji czasteczki RNA — metylacja
adenozyny - N6-Metyladenozyna —m6A, ktdrej przypisuje sie znaczacy role m.in. w onkogenezie.
Podejrzewa sie réwniez, ze m6A RNA moze by¢ powigzana z zaburzeniami w aktywnosci i funkcji
uktadu immunologicznego, prowadzacych do zjawisk autoimmunologicznych. Ze wzgledu na
brak jakichkolwiek danych dotyczacych wystepowania m6A RNA w toczniu rumieniowatym
trzewnym, ztozytam wniosek projektowy w ramach konkursu OPUS19 Narodowego Centrum
Nauki. Celem tego projektu jest wykrycie i ocena modyfikacji m6A w RNA komorek
immunologicznych z krwi obwodowej pacjentéw z SLE. Jednoczesnie planuje rozwijac
dotychczasowe badania w celu precyzyjnego okreslenia sposobu epigenetycznej regulacji
ekspresji genéw w komadrkach dendrytycznych pacjentéw z toczniem.

Oswiadczam, iz nie ubiegatam sie dotychczas o nadanie stopnia doktora habilitowanego.

Ao, Mopoorsloa
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