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Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku

o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.)

1)

2)

3)

a) tytut osiggniecia naukowego

Wzajemne oddziatywania pomiedzy wybranymi populacjami komodrek uktadu
odpornosciowego a komdrkami nowotworowymi w mikrosrodowisku nowotworowego
wysieku opfucnowego

b) publikacje wchodzace w skiad osiggniecia

M. Kaczmarek, A. Nowicka, M. Koztowska, J. Zurawski, H. Batura-Gabryel, J. Sikora:
Evaluation of the phenotype pattern of macrophages isolated from malignant and non-
malignant pleural effusions. Tumour Biol. 2011; 32(6): 1123-32

Wskaznik Impact Factor ISI: 2.143
Punktacja MNiSW: 20.000
Liczba cytowan wg Web of Science: 15

Indywidualny wktad wtasny obejmowat: zgromadzenie i analize dostepnej literatury,
okreslenie hipotezy badawczej, ustalenie koncepcji oraz koordynacje badan,
zdefiniowanie zastosowanej metodologii oraz organizacje zespotu badawczego,
preparatyke laboratoryjng zgromadzonego materiatu badawczego, hodowle komdrkowe
in vitro, wykonanie oznaczern molekularnych i cytometrycznych oraz pomiar stezenia
badanych biatek, ocene i interpretacje wynikow, analize statystyczng, przygotowanie
oraz zredagowanie manuskryptu, opracowanie wstepnej i ostatecznej wersji publikacji.
Udziat procentowy: 90%

M. Kaczmarek, J. Sikora: Macrophages in malignant pleural effusions — alternatively
activated tumor associated macrophages. Wspolczesna Onkol. 2012; 16(4): 279-28

Wskaznik Impact Factor ISI: 0.211
Punktacja MNiSW: 15.000
Liczba cytowan wg Web of Science: 7

Indywidualny wktad wtasny obejmowat: zgromadzenie i analize dostepnej literatury,
przygotowanie i zredagowanie manuskryptu, opracowanie wstepnej i ostatecznej wersji
publikacji.

Udziat procentowy: 90%

M. Kaczmarek, M. tagiedo, A. Masztalerz, M. Koztowska, A. Nowicka, B. Brajer,
H. Batura-Gabryel, J. Sikora: Concentrations of SP-A and HSP70 are associated with
polarization of macrophages in pleural effusions of non-small cell lung cancer.
Immunobiology. 2018; 223(2): 200-209

Wskaznik Impact Factor ISI: 2.873
Punktacja Min. Nauki: 25.000



4)

5)

6)

Indywidualny wktad wtasny obejmowat: zgromadzenie i analize dostepnej literatury,
okreslenie hipotezy badawczej, ustalenie koncepcji oraz koordynacje badan,
zdefiniowanie zastosowanej metodologii oraz organizacje zespotu badawczego,
preparatyke laboratoryjng zgromadzonego materiatu badawczego, wykonanie oznaczen
cytometrycznych oraz pomiar stezenia wybranych biatek, ocene i interpretacje wynikdw,
analize statystyczngq, przygotowanie i zredagowanie manuskryptu, opracowanie wstepnej
i ostatecznej wersji publikacji.

Udziat procentowy: 70%

M. Kaczmarek, B. Rubis, M. Frydrychowicz, A. Nowicka, B. Brajer-Luftmann,
M. Kozlowska, M. Lagiedo, H. Batura-Gabryel, J. Sikora: Pleural macrophages can
promote or inhibit apoptosis of malignant cells via humoral mediators depending on
intracellular signaling pathways. Cancer Invest. 2018; 36(5): 264-278
doi10.1080/07357907.2018.1477158

Wskaznik Impact Factor ISI: 2.053
Punktacja Min. Nauki: 20.000

Indywidualny wktad wtasny obejmowat: zgromadzenie i analize dostepnej literatury,
okreslenie hipotezy badawczej, ustalenie koncepcji oraz koordynacje badan,
zdefiniowanie zastosowanej metodologii oraz organizacje zespotu badawczego,
preparatyke laboratoryjng zgromadzonego materiatu badawczego, wykonanie oznaczen
cytometrycznych oraz pomiar stezenia wybranych cytokin oraz czynnikdw
transkrypcyjnych, wykonanie oceny molekularnej wybranych gendw, ocene i interpretacje
wynikdw, analize statystyczng, przygotowanie i zredagowanie manuskryptu,
opracowanie wstepnej i ostatecznej wersji publikacji.

Udziat procentowy: 80%

M. Kaczmarek, J. Maciejewska, t. Spychalski, M. Socha-Koztowska, A. Nowicka, J. Sikora.
Evaluation of neutrophil immunophenotype in the microenvironment of malignant
pleural effusion. Med. J Cell Biol. 2018; 6(2): 66-74 doi: 10.2478/acbh-2018-0012

Indywidualny wktad wtasny obejmowat: zgromadzenie i analize dostepnej literatury,
okreslenie hipotezy badawczej, ustalenie koncepcji oraz koordynacje badan,
zdefiniowanie zastosowanej metodologii oraz organizacje zespotu badawczego,
wspdtudziat w preparatyce laboratoryjnej zgromadzonego materiatu badawczego, ocene
i interpretacje wynikow, analize statystycznq, przygotowanie i zredagowanie
manuskryptu, opracowanie wstepnej i ostatecznej wersji publikacji.

Udziat procentowy: 70%

J. Budna, M. Kaczmarek, J. Sikora: Znaczenie komdrek T regulatorowych w rozwoju
tolerancji na nowotwar. Postepy Biol. Kom. 2011; 38(2):283-295

Wskaznik Impact Factor: 0.073
Punktacja KBN/MNil: 15.000
Liczba cytowan wg Web of Science: 3



Indywidualny wktad wtasny obejmowat: wspdtudziat w przygotowaniu manuskryptu
oraz opracowaniu ostatecznej wersji publikacji.
Udziat procentowy: 15%

7) J. Budna*, M. Kaczmarek*, A. Kolecka-Bednarczyk, t. Spychalski, P. Zawierucha,

J. Gozdzik-Spychalska, M. Nowicki, H. Batura-Gabryel, J. Sikora: Enhanced suppressive
activity of regulatory T cells in the microenvironment of malignant pleural effusions.
J Immunol Res. Vol. 2018 (2018), Article ID 9876014, doi.org/10.1155/2018/9876014

Wskaznik Impact Factor ISI: 3.298
Punktacja Min. Nauki: 25.000

Indywidualny wktad witasny obejmowat: wspdtudziat w koncepcji badan oraz
w preparatyce laboratoryjnej zgromadzonego materiatu badawczego, pomiar badanych
biatek, ocene i interpretacje wynikow, wspdtudziat w analizie statystycznej,
wspotprzygotowanie i redagowanie manuskryptu.

Udziat procentowy: 40%

Podsumowanie punktacji publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia:

Sumaryczna wartos$¢ wspétczynnika Impact Factor wg Journal Citation Reports = 10.651
Sumaryczna wartos$¢ punktacji MNiSW = 120.000

Sumaryczna liczba cytowan wg Web of Science: 25

c¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Powstawanie nowotworu jest wieloetapowym procesem roztozonym w czasie.
Pojawienie sie zmian genotypowych i fenotypowych w komérce, ich utrwalenie, a w dalszym
etapie wzrost guza, ucieczka komdrek nowotworowych spod nadzoru immunologicznego
i rozprzestrzenianie sie w organizmie oraz, ostatecznie, tworzenie przerzutéw w miejscach
odlegtych od guza pierwotnego, obejmuje réznorodne mechanizmy. Podczas nowotworzenia
zachodzg liczne zmiany, poczgwszy od defektdw na poziomie molekularnym w obrebie
komorki, poprzez stworzenie odrebnej sieci naczyn krwionosnych i przebudowe tkanki, az do
strukturalnego lub funkcjonalnego uszkodzenia istotnych dla zycia narzgddw, co ostatecznie
doprowadza do Smierci catego organizmu.

Jedng z podstawowych funkcji uktadu odpornosciowego jest monitorowanie
organizmu i sprawne usuwanie populacji komdrek nieprawidtowych oraz takich, ktére ulegty
juz transformacji nowotworowej. Pojawienie sie w tkance komdrek zmienionych
nowotworowo indukuje zaréwno wrodzone, jak i nabyte mechanizmy obronne. Ograniczony

funkcjonalnie uktfad immunologiczny zamiast kontrolowa¢ nowotwdér moze wspieraé jego
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rozwdj i rozprzestrzenianie sie [1]. Konsekwencjg dtugotrwatej interakcji miedzy uktadem
odpornosciowym a nowotworem jest dynamiczny proces zmiany fenotypu guza, zwany
immunoedytowaniem [2]. Dtugofalowa presja wytwarzana przez mechanizmy obronne
organizmu sprzyja selekcji mniej immunogennych populacji komérek nowotworowych,
ktére w rezultacie stajg sie nierozpoznawalne przez uktad odpornosciowy. Ukierunkowany
w czasie proces immunoedytowania przebiega w trzech nastepujacych po sobie etapach,
tzw. trzech E: eliminacji (ang. elimination), réwnowagi (ang. equilibrium) i ucieczki
(ang. escape) [3].

W pierwszym z tych etapéw nie obserwuje sie objawéw klinicznych choroby
nowotworowej. W fazie eliminacji zmutowane komorki pobudzajg skierowang przeciw nim
odpowiedz immunologiczng, ktéra moze doprowadzi¢ do spontanicznej regresji nowotworu.
Zachodzacy w tym czasie proces angiogenezy oraz zmiany w obrebie struktury tkanki
indukujg nieswoiste mechanizmy odpowiedzi immunologicznej w sposdéb analogiczny
do pobudzenia przez mikroorganizmy, natomiast komaérki zmienione dysplastycznie usuwane
s3 z organizmu poprzez wspotpracujgce ze sobg mechanizmy nieswoiste i swoiste.
Komorki NK, limfocyty NKT oraz limfocyty Tyd aktywowane sg przez cytokiny prozapalne
uwalniane przez komodrki nowotworowe, komérki zrebu oraz infiltrujgce nowotwodr
makrofagi. Miedzykomoérkowe mediatory rekrutujgce roine populacje leukocytow
do miejsca rozwijajgcego sie nowotworu stymulujg ich aktywnos¢ cytotoksyczng
podejmowang za posrednictwem mechanizmow receptorowych (FasL, TRAIL, PD-L1 i PD-L2)
lub sekrecyjno - membranolitycznych (poprzez biatka: perforyna/granzym B/granulizyna).
Dezintegracja btony komérkowej komoérek nowotworowych prowadzgca do nekrozy uwalnia
z ich powierzchni antygeny nowotworowe, ktére stajg sie elementem inicjujgcym odpowiedz
swoistg. Dojrzate komorki dendrytyczne zawierajgce antygeny pochodzenia nowotworowego
migrujg do weztdw chtonnych, aby tam zaprezentowa¢ je naiwnym limfocytom T. W wyniku
prezentacji antygenu nastepuje ekspansja klonalna cytotoksycznych limfocytow T
(ang. cytotoxic T lymphocytes; CTL) specyficznych wzgledem antygenéw nowotworowych
oraz ich rekrutacja do miejsca rozwoju guza pierwotnego, gdzie bezposrednio atakuja
i zabijajg komérki nowotworowe [4]. Efektywnos¢ fazy eliminacji jest jednakze ograniczona.
Przy braku odpowiednich sygnatéw prozapalnych indukujgcych odpowiedZz immunologiczng
moze dojs¢ do rozwiniecia tolerancji wobec nowotworu oraz selekcji komodrek

nowotworowych o zredukowanym potencjale immunogennym [5]. Rozwdj stanu zapalnego
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W miejscu tworzenia sie nowotworu angazuje przeciwnowotworowg odpowiedz
immunologiczng. Jednak przy zbytniej intensywnosci sygnatéw prozapalnych lub w trakcie
przetrwatej, nawet utajonej klinicznie ekspozycji tkanki na czynniki zapalne, tzw. tlacy sie
stan zapalny (ang. smoldering inflammation), zapalenie moze sprzyja¢ progresji nowotworu.
Przewlekty stan zapalny moze by¢ inicjowany i podtrzymywany przez czynniki uwalniane
z umierajgcych komérek, tzw. wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem (ang. damage-
associated molecular patterns; DAMP). Wysokie stezenie DAMP w obrebie tkanki moze
sprzyja¢ rozwojowi lub progresji guza [6]. W mechanizmie przywracania homeostazy
zlokalizowane w mikrosrodowisku prozapalnym komérki prezentujgce antygen,
m.in. makrofagi towarzyszagce nowotworom (ang. tumor-associated macrophages; TAM),
moga rozpoczac proces uwalniania czynnikéw przeciwzapalnych, takich jak IL-10 lub TGFp,
ktére wywotujg lokalng immunospuresje i hamujg aktywnos$¢ komérek efektorowych [7].

Druga faza immunoedytowania, faza rdwnowagi, jest najdtuzsza i moze trwac wiele
lat. W tym czasie zachodzi dalsze modelowanie molekularne komérek nowotworowych,
tzw. rzezbienie (ang. sculpturing), ktére prowadzi do wytworzenia wyselekcjonowanej
populacji opornej wobec mechanizméw efektorowych komérek uktadu odpornosciowego.
Takie guzy o obnizonej immunogennosci wykazujg zwiekszong zdolnos¢ do przezycia
w organizmie, w ktorym uktad odpornosciowy funkcjonuje prawidtowo. Etap ten obejmuje
ciggta eliminacje komdrek nowotworowych znajdujgcych sie pod immunologiczng presja
selekcyjng i wytwarzanie nowych, bardziej odpornych wariantéw klonalnych nowotworu.
W tym czasie kluczowg role odgrywajg limfocyty naciekajgce guz (ang. tumor-infiltrating
lymphocytes; TIL) oraz wydzielany przez nie IFNy [4], natomiast komodrki nowotworowe
poprzez nowe mutacje stajg sie niestabilne genetycznie, co przyczynia sie do ich wzrastajgcej
odpornosci na atak uktadu odpornosciowego. W fazie réwnowagi pod wptywem obecnych
w mikrosrodowisku mediatoréw, gtéwnie chemokin i czynnikdw wzrostu, tworzy sie zrab
guza [8]. Faza ta nie niesie ze sobg szczegdlnych objawdw klinicznych zwigzanych z chorobg
nowotworowa, a jej ujawnienie jest nieoczekiwane [9].

W ostatniej fazie immunoedytowania komérki nowotworowe sg zdolne do unikania
nadzoru immunologicznego w sposdb zaréwno bierny, jak i aktywny. Pojawiajgce sie
uszkodzenia tkanek i narzgdéw sprawiajg, ze choroba nowotworowa uzyskuje peten obraz
kliniczny. W tym okresie rozrost komdrek guza jest niekontrolowany i zachodzi szybciej niz

wyksztatcanie sie skutecznej obrony przeciwnowotworowej. Opisywane zjawisko nosi nazwe
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przeslizgu (ang. sneaking through) [8]. Mozliwos$¢ ucieczki spod nadzoru immunologicznego
daja komérkom nowotworowym powigzane ze sobg mechanizmy, takie jak: unikanie
rozpoznawania przez uktad immunologiczny, aktywacja negatywnych szlakéw
regulatorowych, wydzielanie immunosupresyjnych cytokin i innych czynnikéw humoralnych
oraz rekrutacja i ufatwianie rozplemu komorek regulatorowych i supresorowych [10].
Strategia unikania rozpoznawania obejmuje utrate lub obnizenie ekspresji antygendéw
nowotworowych oraz czgsteczek prezentujgcych antygen, gtdwnie MHC klasy lill,
a takze zmiany struktury i funkcji biatek uczestniczagcych w przetwarzaniu i transporcie
cytoplazmatycznym antygendw, np. TAP1 i TAP2 [11, 12, 13]. Istotnym dla samoobrony
nowotworu jest obnizenie wrazliwosci na czynniki cytotoksyczne (np. IFNy) oraz eliminacja
limfocytéw znajdujacych sie w nacieku leukocytarnym guza poprzez czgsteczki FasL i PD-L1,
ktére inicjujg ich programowang $mieré, gtdwnie apoptoze [14]. Sie¢ immunosupresyjna
zalezna od mediatoréw, takich jak TGFP, IL-10 i PGE,, angazuje w mikrosrodowisku
nowotworu supresorowe subpopulacje makrofagéw i neutrofiléow, komérki supresorowe
pochodzenia szpikowego (ang. myeloid derived suppressor cells; MDSC), tolerogenne
komorki dendrytyczne oraz limfocyty T regulatorowe (Treg) [15, 16, 17, 18]. Obecnos¢
komérek o silnie immunosupresyjnym charakterze intensyfikuje proces inaktywac;ji
i eliminacji subpopulacji efektorowych komérek uktadu odpornosciowego o charakterze
przeciwnowotworowym. Limfocyty Treg oraz mieloidalne komorki supresorowe obecne
w mikrosrodowisku nowotworu ttumia odpowiedz przeciwnowotworowg, a takze aktywnie
wspierajg proces przebudowy macierzy zewnatrzkomérkowej oraz angiogenezy.
Wytworzenie przez guz wtasnej sieci naczyn krwiono$nych zapewnia mu odpowiedng podaz
substancji odzywczych oraz umozliwia komdrkom migracje z miejsca pierwotnej zmiany
do nisz metastatycznych. W tym procesie kluczowg role odgrywajg cytokiny, chemokiny
oraz czynniki wzrostu, wydzielane zaréwno przez komaorki guza i jego zrebu (np. fibroblasty),
jak i naciekajgce go makrofagi, neutrofile oraz MDSC. Badania populacji makrofagow
bedacych pod wptywem mikrosrodowiska nowotworowego wykazaty, ze ich relacje z guzem
zalezg w znacznej mierze od humoralnych czynnikdow regulatorowych. Zaleznie od profilu
cytokin, chemokin i czynnikdw wzrostu w otoczeniu guza makrofagi mogg zmieniac swoj stan
czynnos$ciowy, i w pierwszej fazie odpowiedzi immunologicznej przyjmowaé wzorzec
przeciwnowotworowy, natomiast w miare rozwoju guza ich aktywnos$¢ moze zyskiwac

charakter pronowotworowy [19].



Wysiek optucnowy towarzyszgcy rozwijajgcemu sie nowotworowi stanowi szczegdlne
mikro$rodowisko. Przyczyng pojawiania sie wysiekdw nowotworowych w jamie optucnej
moze byé rozwdj pierwotnej formy guza optucnej, jaka jest miedzybtoniak
(tac. mesothelioma), a takze zagniezdzanie sie komdrek nowotorowych pochodzgcych
z przerzutdw [20]. Wiele obserwacji wskazuje na to, ze mikrosrodowisko wysieku
nowotworowego wzmaga ztosliwos¢ komérek nowotworowych. Ptyn optucnowy bogaty
w réznego rodzaju sktadniki stymulujgce pobudza komérki nowotworowe do podziatéw
i podtrzymuje ich przezycie [21]. Komdrki nowotworowe od pierwszych stadiow
nowotworzenia pozostajg w posrednim lub bezposrednim kontakcie z komdrkami uktadu
odpornosciowego. W zaleznosci od fazy karcynogenezy ich réznorodnosé, udziat i stan
czynnos$ciowy ulega ciggtym zmianom. W tych interakcjach uczestniczg zaréwno komorki
pomocnicze, takie jak monocyty/makrofagi, neutrofile, komorki dendrytyczne oraz inne
komorki mieloidalne w réznym stadium dojrzatosci, jak i komérki immunologicznie czynne,
czyli komoérki NK, réznorodne populacje limfocytow T i B. W zaleznosci od warunkow
panujgcych w mikrosrodowisku nowotworu reakcja i stan czynnos$ciowy komérek uktadu
odpornosciowego moze zmieniac sie dynamicznie i przechodzi¢ metamorfoze, od aktywnosci
efektorowej skierowanej przeciw nowotworowi do aktywnosci regulatorowej, czy wrecz
supresorowej, ktdora w sposdb bierny lub aktywny wspiera rozwdj nowotworu.
Komérki nowotworowe obecne w obrebie réznych narzgdéw kreujg wokot siebie odmienne
otoczenie. Réznorodnos¢ ta ma zwigzek gtéwnie z profilem wydzielanych czynnikdéw
humoralnych, ktére kierujg aktywnosciag komérek uktadu odpornosciowego, jednak model
rekrutacji leukocytéw do otoczenia rozwijajgcego sie guza jest uniwersalny.

W prezentowanym cyklu prac, stanowigcym opisywane osiggniecie naukowe,
nadrzednym celem przeprowadzonych badan byto okreslenie poszczegdlnych elementéw
zaangazowanych w interakcje komodrek nowotworowych z komdrkami uktadu
odpornosciowego w mikrosrodowisku wysieku optucnowego. Zakres badanych zagadnien
obejmowat wskazanie réznorodnych rozpuszczalnych mediatoréw regulujgcych aktywnosé
komérek uktadu odpornosciowego oraz zaangazowanie komoérek bedacych elementami
nieswoistej (makrofagi, neutrofile), jak i swoistej (Treg) odpowiedzi immunologicznej
wykazujgcych silne dziatanie immunosupresyjne wspierajgce rozwéj nowotworu. Omdéwienie
kazdego badanego mechanizmu zostanie przeprowadzone na podstawie uzyskanych

wynikéw i wnioskéw opisanych wczesniej w publikacjach stanowigcych podstawe cyklu.
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1) M. Kaczmarek, A. Nowicka, M. Koztowska, J. Zurawski, H. Batura-Gabryel, J. Sikora.
Evaluation of the phenotype pattern of macrophages isolated from malignant and non-

malignant pleural effusions. Tumour Biol. 2011; 32(6): 1123-32

Makrofagi obecne w nowotworowym wysieku optucnowym stanowig heterogenng
populacje. Sktadajg sie na nig rezydujgce w optucnej makrofagi optucnowe oraz makrofagi
przeksztatcone z monocytéw rekrutowanych z krwi obwodowej, ktére pojawiajg sie
w odpowiedzi na sygnaty chemotaktyczne wydzielane przez réine komérki w trakcie
nasilenia stanu zapalnego wywotywanego przez rozwijajacy sie nowotwoér. W zwigzku z tym,
ze makrofagi optucnowe stanowig pierwszg linie obrony przed patogenami oraz komadrkami
nowotworowymi, sg waznym elementem odpowiedzi komdérkowej w tym srodowisku.
Ich nadrzedng funkcjg jest fagocytoza obumartych komdrek mezotelialnych i przechodzacych
do optucnej mikroorganizmoéw, a takze wspieranie reakcji zapalnej [22]. Dla opisu
dynamicznego procesu zmiany profilu czynnosciowego makrofagéw towarzyszacych
nowotworom (TAM) zaproponowano model réznicujgcy prozapalne, przeciwnowotworowe
makrofagi typu M1 od przeciwzapalnych, wspierajgcych rozwdj nowotworu makrofagéw
typu M2 [23]. Makrofagi M1 o fenotypie IL-12"", 1L-23"&" j |L-10"" wspomagaja odpowiedz
typu Thl, produkujg mediatory prozapalne i wykazujg zwiekszong zdolnos¢ do niszczenia
wewngtrzkomérkowych patogenéw [24]. Makrofagi M2 majg fenotyp IL-12'°W, IL-23""
i IL-10M€", wspierajg profil Th2 oraz petnig funkcje immunoregulacyjne. W naturalny sposdb
uczestnicza w  procesach gojenia, angiogenezy oraz przebudowy macierzy
zewnatrzkomérkowej, przez co mogg aktywnie wspiera¢ ekspansje nowotworu.
W wiekszosci przypadkéw TAM majg podobny profil aktywacji do makrofagéw typu M2,
szczegblnie w pdznej fazie rozwoju guza [25].

Celem prezentowanej pracy byfta identyfikacja markeréw charakteryzujgcych
makrofagi, ktére zostaty pozyskane z wysiekdw optucnowych od pacjentow
z nowotworowymi wysiekami optucnowymi oraz od pacjentdw z wysiekami optucnowymi
bez zdiagnozowanej choroby nowotworowej. Ponadto podjeto probe okreslenia profilu
aktywacji makrofagédw obecnych w wysiekach nowotworowych i nienowotworowych.
W  badaniach  wykorzystano  makrofagi pochodzace z 15 nowotworowych
i 23 nienowotworowych wysiekdw optucnowych. W tym celu zastosowano odpowiednig

metode separacji opartg na adherentnych wtasciwosciach makrofagéw. Komaérki poddano
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wielokierunkowej analizie oceniajac za pomocg RT-PCR ekspresje mRNA dla IL-1pB, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-11, IL-18, TNFa, TGFP1, IL1R1, IL1IRAP, TLR2, TLR4, VLA4, CD62L, MMP2, MMP9,
VEGFA, PDGFA i PDGFB. Jednocze$nie metodg immunohistochemiczng okreslono obecnosé
CD68, mezoteliny, MAC387, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, TNFa i CD105. Metode cytometrii
przeptywowej (ang. Fluorescence Activated Cell Sorting; FACS) wykorzystano do oceny
cytoplazmatycznej ekspresji cytokin: IFNy, TNFa, IL-6 i IL-10 oraz powierzchniowej ekspresji
antygenéw: CD11a, CD14, CD15, CD16, CD23, CD25, CD45, CD54, CD62L, CD69, VLA2, VLA3,
VLA4, VLA6, TLR2, TLR4 i CCR7. W supernatantach z krdtkoterminowej hodowli makrofagéw
zmierzono testami CBA Flex Set i ELISA stezenie TNFa, IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, MCP1,
VEGF i TGFj1.

Do analizy wynikdw uzyskanych w trakcie przeprowadzonych badan, obok bogatej
gamy testow statystycznych, uzyto rowniez matematyczng metode predykcji wykorzystujgca
w praktyce teorie zbioréw przyblizonych (ang. Rough set theory). W tym celu zastosowano
oprogramowanie ROSE2 v2.2, stworzone przez Laboratorium Inteligentnych Systeméw
Wspomagania Decyzji Instytutu Informatyki Politechniki Poznanskiej. Zastosowanie
algorytméw matematycznych pomogto odrzuci¢ wspdlne elementy charakteryzujace
makrofagi izolowane z obu rodzajéw wysiekdw i skupi¢ sie wytgcznie na determinantach
réznigcych obie subpopulacje.

Ocena stezenia mediatoréw  wydzielanych  przez makrofagi izolowane
z nienowotworowych i nowotworowych wysiekéw optucnowych wykazata, ze makrofagi
z wysiekdbw nowotworowych znacznie intensywniej syntetyzujg czynniki wspierajgce
rekrutacje komoérek mieloidalnych, rozwdj reakcji zapalnej o charakterze przewlektym,
angiogeneze i przebudowe macierzy zewnagtrzkomdérkowej. Ocena cytometryczna
immunofenotypu wskazata, ze po odrzuceniu markerdw, ktérych ekspresja utrzymywata sie
na podobnym poziomie w obu grupach, profil immunofenotypowy makrofagéw izolowanych
z wysiekdw nowotworowych charakteryzowat sie wysoka ekspresjg CD62L, CD14 oraz CD23
i tym samym zblizat je do wzorca makrofagdéw typu M2. Na poziomie mRNA makrofagi
optucnowe z wysiekdw nowotworowych wykazywaty ekspresje genu kodujacego biatko
pomocnicze receptora dla IL-1 (ILARAP), natomiast w komadrkach tych nie ulegat ekspresji
gen kodujacy integryne VLA4. Analiza predykcyjna badanego materiatu wykazata,
ze obecnos¢ mRNA dla ILIRAP i jego brak dla VLA-4 z ponad 35% prawdopodobienstwem
wskazuje na nowotworowe pochodzenie takich makrofagéw.
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W prezentowanej pracy po raz pierwszy w literaturze w tak szerokim zakresie badano
makrofagi obecne w wysiekach optucnowych, tgcznie z ich szczegdétowa i wielokierunkowa
charakterystyka molekularng. Wyniki z zaprezentowanej powyzej charakterystyki populacji
makrofagdbw w wysiekach optucnowych mogg przyczyni¢ sie do efektywniejszego
wykrywania ztosliwych nowotworéw ptuc. Badanie cytologiczne, bedgce standardem
w diagnostyce i réznicowaniu wysiekdw optucnowych, obarczone jest ograniczonymi
mozliwosciami. Jedynie 60% przypadkdw wczesnych stadidw rozwoju nowotworu
jest diagnozowanych przy uzyciu cytologii [26]. W sytuacjach oceny cytologicznej,
gdy nie stwierdza sie innej przyczyny, wiekszos¢ wysiekdw w jamie optucnej wigze sie
z rozwojem nowotworu. W zwigzku z tym ocena réznorodnych komponentéw wysieku
staje sie istotnym obszarem dla poszukiwania nowych markerdw diagnostycznych i celéow
terapeutycznych. Wskazane w prezentowanych badaniach geny oraz antygeny réznicowania
pozwalajg na zrdinicowanie populacji makrofagébw pochodzacych z wysiekdw
nowotworowych i nienowotworowych. Mogg by¢ zatem pomocniczymi markerami
we wczesnej diagnostyce rdéznicowej wysiekdw optucnowych. Odkrycie to stanowi wazne

osiggniecie poznawcze prezentowanych badan.

2) M. Kaczmarek, J. Sikora. Macrophages in malignant pleural effusions — alternatively

activated tumor associated macrophages. Wspolczesna Onkol. 2012; 16 (4): 279-28

Podsumowaniem kilku lat badan koncentrujgcych sie na obecnosci i roli makrofagéw
w mikrosrodowisku wysiekdw optucnowych o rdinej etiologii jest praca poglgdowa
prezentowana w ramach omawianego cyklu. Ogdlna charakterystyka okresla makrofagi jako
komorki fagocytujgce zdolne do prezentacji antygenu. Stata obecno$é makrofagow
w poszczegdlnych narzadach i tkankach jest przyczyng wysokiej heterogennosci tej populacji,
a ich znaczna plastyczno$é w zakresie struktury i funkcji wynika z faktu, ze komérki te moga
by¢ rekrutowane do miejsc, gdzie w danym czasie sg niezbedne w realizacji odpowiednich
czynnos$ci uktadu odpornosciowego. Réwniez makrofagi zasiedlajgce okolice klatki piersiowej
mozna podzieli¢ na wiele rdézinych subpopulacji, wsrdéd ktérych makrofagi optucnowe
stanowig specyficzng grupe komédrek o zasiegu ograniczonym do przestrzeni optucnowe;j.
Od innych subpopulacji makrofagi optucnowe rdzinig sie zaréwno pod wzgledem
prezentowanego immunofenotypu, jak i wyspecjalizowanej funkcji. Ich nadrzedng rolg jest

oczyszczanie optucnej z martwych komorek mezotelialnych, mikroorganizmow i komérek
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zmienionych nowotworowo. W odpowiedzi na rozmaite czynniki sSrodowiskowe makrofagi
réznicujg sie funkcjonalnie. Wedtug ogdlnie zaproponowanego schematu makrofagi moga
wydziela¢ IL-12, ktéra jest niezbedna dla syntezy INFy i pobudzenia naiwnych limfocytéw
w kierunku profilu Thl, albo produkowa¢ IL-10, IL4 i IL-13, dzieki ktérym stymulujg
odpowiedz typu Th2. W pierwszym wypadku makrofagi definiuje sie jako M1, w drugim
— jako M2. Fenotyp M1 zalezy jest od IFNy, IL-12 i IL-18. Komdrki te wydzielajg znaczne ilosci
cytokin prozapalnych oraz wykazujg zmniejszong zdolno$¢ fagocytarng pozostatosci
apoptotycznych. Fenotyp M2 pojawia sie w odpowiedzi na IL-4, IL-10, IL-13, kompleksy
immunologiczne, glukokortykoidy lub hormony sekosteroidowe (np. witamina D3) [24].
Ten typ aktywacji towarzyszy rozwojowi nowotworu, infekcjom pasozytniczym, miazdzycy
lub naprawie centralnego uktadu nerwowego. Makrofagi M2 uczestniczg w procesie gojenia,
usuwajg martwe tkanki, aktywuja fibroblasty, a takze wspierajg przebudowe tkanki podczas
angiogenezy [19]. Wyrdzniono trzy warianty polaryzacji M2: M2a (alternatywna aktywacja),
M2b (aktywacja typu Il; wrodzona aktywacja) i M2c (dezaktywacja) [27].

Rézne badania wykazaty, ze makrofagi towarzyszgce nowotworom (TAM) sg czesto
gtownym sktadnikiem nacieku leukocytarnego wielu nowotworéw. Stwierdzono, ze ich liczba
i status czynnosciowy silnie koreluje z mediatorami obecnymi w mikrosrodowisku guza.
Obecnos¢ czynnikdw o charakterze immunosupresyjnym istotnie obniza ich naturalng
aktywnos¢ przeciwnowotworowg. We wczesnej fazie rozwoju guza mogg one przyjmowac
profil aktywacji typu M1, jednak w fazie zaawansowania nowotworu, TAM fenotypowo
najbardziej upodabniajg sie do M2. Na tym etapie mogg one promowaé proliferacje
i rozprzestrzenianie sie guza oraz formowanie przerzutéw [28]. Makrofagi optucnowe
pobudzajg limfocyty T do gromadzenia sie w optucnej i ekspansji klonalnej, jednak
w wysiekach nowotworowych stwierdzono, ze zwiekszonej liczbie makrofagéw towarzyszy
obnizenie ekspresji TCR na limfocytach. Makrofagi izolowane z wysiekéw nowotworowych
charakteryzujg sie uposledzong aktywnoscig cytotoksyczng wzgledem autologicznych
komodrek nowotworowych [29], natomiast poprzez rdine, wydzielane mediatory mogg
nawet chroni¢ komérki réznych typédw nowotworéw przed apoptozg [30]. Ich profil aktywacji
najbardziej odpowiada fenotypowi M2c. Obecnos¢ makrofagéw w mikroSrodowisku
nowotworu budzi nieprzerwanie duze zainteresowanie wielu badaczy. Podejmowane sg
proby eliminacji tych komodrek z otoczenia guza badZz zmiany ich profilu aktywacji

i ukierunkowania ich zaangazowania przeciw rozwijajgcemu sie nowotworowi.
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Prezentowana praca poglagdowa ma istotny wktad w usystematyzowanie wiedzy dotyczacej
makrofagéw obecnych w tym szczegdlnym mikrosrodowisku jakim jest nowotworowy wysiek

optucnowy.

3) M. Kaczmarek, M. tagiedo, A. Masztalerz, M. Koztowska, A. Nowicka, B. Brajer,
H. Batura-Gabryel, J. Sikora. Concentrations of SP-A and HSP70 are associated with
polarization of macrophages in pleural effusions of non-small cell lung cancer.

Immunobiology. 2018; 223(2): 200-209

Wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem (DAMP) stanowig wazny element
ztozonej sieci regulatorowej nieswoistej odpowiedzi uktadu odpornosciowego. S3 to réznego
typu molekuty uwalniane z uszkodzonych komérek lub aktywnie wydzielane w stanach szoku
komdrkowego w celu pobudzenia wrodzonych mechanizmdéw obronnych i reperacyjnych.
Z punktu widzenia czynno$ciowego DAMP stanowig ligandy rdznego typu receptoréw
rozpoznajacych wzorce (ang. pattern recognition receptors; PRR), gtéwnie receptoréow
Toll-podobnych (ang. Toll-like receptors; TLR) [31]. Wiele DAMP powigzano z karcynogenezg
nowotwordw réznego pochodzenia, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich zaangazowania
W rozwiniecie i utrzymywanie przewlektego stanu zapalnego [32]. Stymulacja TLR poteguje
lokalne wydzielanie mediatoréw prozapalnych, ktére wzmagajg uszkodzenie otaczajgcych
tkanek, w nastepstwie czego wzrasta ilos¢ DAMP. Wysieki optucnowe stanowia
mikrosrodowisko bogate w czynniki humoralne, zwtaszcza réznego typu DAMP uwalniane
z komorek nekrotycznych. Biatko A surfaktantu (ang. surfactant protein A; SP-A) oraz biatko
szoku cieplnego o masie 70 kDa (ang. heat shock protein 70; Hsp70) sg waznymi
endogennymi regulatorami zaangazowanymi w odpowiedZ immunologiczng w drogach
oddechowych. Obydwa biatka majg cechy DAMP i mogg wigza¢ sie z TLR2 i TLR4,
m.in. na powierzchni makrofagéw, a ligacja SP-A lub Hsp70 z TLR pobudza komorki
nowotworowe do wydzielania bogatego repertuaru cytokin prozapalnych [33, 34].
Stwierdzono, ze wysokie stezenie Hsp70 moze sprzyjaé rozwojowi przerzutéw
i lekoopornosci. W niektdrych typach nowotworow koreluje ono ze stopniem
zaawansowania choroby oraz z krétszym catkowitym czasem przezycia [35].

Celem prezentowanych badan byto okreslenie roli SP-A i Hsp70 w rozwoju wysiekéw
optucnowych towarzyszacych niedrobnokomdrkowemu rakowi ptuc, a takze korelacji ich

stezenia z obecnoscia makrofagéw i wybranych mediatoréw rozpuszczalnych w tym
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mikrosrodowisku. Ocenie poddano 20 nowotworowych i 14 nienowotworowych wysiekéw
optucnowych. W kazdej z préb zmierzono metodg ELISA poziom SP-A, Hsp70, IL-6, IL-18,
G-CSF, M-CSF, SCF, SDF1a. i VEGF. Za pomocg cytometrii przeptywowe]j okreslono odsetki
i immunofenotyp makrofagdw obecnych w badanych wysiekach, ze szczegdlnym
uwzglednieniem profiléw aktywacji M1 i M2. Metodg FACS oceniono réwniez makrofagi
pod wzgledem ekspresji receptoréw TLR2 i TLR4 oraz okre$lono ekspresje genéw kodujgcych
te receptory (RT-PCR).

Uzyskane wyniki wskazaty w wysiekach nowotworowych wyzsze stezenie SP-A
(na poziomie statystycznie istotnym) oraz niisze stezenie Hsp70 (bez istotnosci
statystycznej). Stwierdzono odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢ pomiedzy stezeniem obu
biatek. Jednoczesnie potwierdzono wyzszy odsetek komédrek typu M2 w wysiekach
nowotworowych. Badane makrofagi wykazywaty ekspresje receptoréw TLR2 i TLR4 zaréwno
na poziomie biatka, jak i mMRNA, co potwierdzato ich potencjalng wrazliwos¢ na obecne
w wysiekach odpowiadajgce im DAMP. Zaobserwowano takze, ze odsetek makrofagéw M2
wzrastat wraz ze wzrastajgcym stezeniem SP-A i malat odwrotnie proporcjonalnie
do stezenia Hsp70. Stezenie SP-A byto wprost proporcjonalne do stezenia czynnika komérek
macierzystych (ang. stem cell factor; SCF), ktérego wyzsze stezenie na poziomie istotnym
statystycznie obserwowano w wysiekach nowotworowych. Wyzsze stezenie SCF i VEGF
w wysiekach nowotworowych oraz ich korelacja z SP-A wskazuje na mozliwy wptyw biatka A
surfaktantu na rozwdj i rozprzestrzenianie sie komdrek nowotworowych, a takze na udziat
w zwiekszaniu objetosci wysieku poprzez zmiane przepuszczalnosci btony optucnej.

Praktycznym aspektem prezentowanej pracy byto wykazanie przy pomocy oceny
jakosci klasyfikatora, czyli krzywej ROC (ang. Receiver Operating Characteristic), oraz modelu
regresji logistycznej uzytecznosci oceny stezenia SP-A dla diagnostyki nowotworowych
wysiekdéw optucnowych. Wykazano, ze optymalny punkt odciecia, powyzej ktdrego stezenie
SP-A wigze sie z obecnoscig wysieku nowotworowego wynosi 53,38 ng/ml. Miara trafnosci
tego modelu, czyli pole pod wykresem krzywej ROC (ang. area under curve; AUC), wzrastata,
gdy w badanym wysieku stezenie G-CSF byto nizsze niz 0,008 ng/ml. W sSwietle uzyskanych
danych w prezentowanej pracy podkreslono znaczenie SP-A jako potencjalnego biomarkera
dla wczesnej diagnostyki wysiekdow optucnowych towarzyszacych niedrobnokomdérkowemu
rakowi ptuc i jego potencjalnego wykorzystania dla wsparcia klasycznych metod diagnostyki

cytologicznej.
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4) M. Kaczmarek, B. Rubis, M. Frydrychowicz, A. Nowicka, B. Brajer-Luftmann,
M. Kozlowska, M. Lagiedo, H. Batura-Gabryel, J. Sikora. Pleural macrophages can
promote or inhibit apoptosis of malignant cells via humoral mediators depending on
intracellular signaling pathways. Cancer Invest. 2018; 36(5): 264-278.
doi: 10.1080/07357907.2018.1477158

Obecne w wysiekach makrofagi optucnowe poddane szerokiej gamie oddziatywan,
zaréowno w bezposrednim kontakcie z réznymi populacjami komorek, jak i posrednio przy
udziale licznych czynnikdw rozpuszczalnych, same stajg sie wazinym modulatorem
mikrosrodowiska. W warunkach patologicznych w optucnej czesto stanowig ponad potowe
wszystkich komérek obecnych w wysieku. O skomplikowanym charakterze oddziatywan
makrofagéw z mikrosrodowiskiem wysieku optucnowego, w ktérym sie znajdujg przemawia
fakt, ze poprzez wptyw na cykl komdrkowy oraz ekspresje biatek regulujgcych apoptoze
mogg one wzmaga¢ albo ogranicza¢ rozwdj i rozprzestrzenianie sie komodrek
nowotworowych [30]. O tym jaki efekt makrofagi mogg wywotaé decyduje splot réznych
mechanizmoéw, z ktérych wiele jest trudnych do przewidzenia. Problemy w ich precyzyjnym
okresleniu potegujg wzajemne oddziatywania zachodzace pomiedzy réznymi mediatorami
miedzykomorkowymi, takimi jak cytokiny, chemokiny oraz czynniki wzrostu, ktére majg
charakter synergistyczny, addytywny, kaskadowy lub antagonistyczny. Czynniki
rozpuszczalne wydzielane przez makrofagi cechuje plejotropia i redundancja, co dodatkowo
wzmaga wielokierunkowg nature oddziatywan tej populacji na komodrki obecne w ich
otoczeniu. Z drugiej strony, komérki rézinych typdw nowotwordw wykazujg odmienng
wrazliwos¢ na zewnatrzpochodne mediatory. Czesto w trakcie ekspansji nowotworu zmienia
sie repertuar receptoréw ulegajgcych ekspresji w obrebie jego komorek. Taka metamorfoza
umozliwia komdrkom nowotworowym ucieczke spod nadzoru immunologicznego,
a takze adaptacje do zmieniajgcych sie warunkow w lokalizacji pierwotnej oraz tworzenie
ognisk przerzutowych. W tym mechanizmie nowotwdr wykorzystuje zaréwno petle
autokrynng, jak i oddziatywania parakrynne z otaczajgcymi go komodrkami tkanki
macierzystej oraz ukfadu odpornosciowego. Stwierdzono, ze mikrosrodowisko nowotworu
bogate w immunosupresyjne mediatory polaryzuje aktywacje obecnych w nim makrofagéw
w kierunku profilu M2 [36], a makrofagi izolowane z nowotworowych wysiekéw

optucnowych wykazujg profil aktywacji podobny do M2. O tym, czy obecne
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w mikrosrodowisku makrofagi wywotajg efekt pro- lub antynowotworowy, decydujg
ostatecznie szlaki sygnalizacyjne aktywowane w cytoplazmie komdrek nowotworowych
[37, 38, 39].

Celem przeprowadzonego eksperymentu byto ustalenie, czy makrofagi izolowane
z wysiekdw optucnowych mogg wptywacé na aktywnosc pro- lub antyapoptotyczng komédrek
ustalonych linii ludzkich nowotworéw poprzez rézne szlaki sygnalizacyjne regulujagce poziom
ekspresji wybranych czynnikéw transkrypcyjnych zwigzanych ze stanem zapalnym. Do badan
wykorzystano model in vitro, w ktérym komorki ustalonej linii raka ptuc A549, raka jelita
grubego HT29, linii ostrej biataczki promielocytarnej HL60 oraz ostrej biataczki
z limfocytéw T Jurkat hodowano w obecnosci medidw kondycjonowanych, uzyskanych
z krotkoterminowej hodowli makrofagdéw izolowanych z wysiekdw optucnowych. Wysieki
opfucnowe uzyskano od 15 pacjentéw z chorobg nowotworowg oraz od 23 o0sodb,
u ktérych nie zdiagnozowano nowotworu. Makrofagi separowano z wysiekéw wykorzystujgc
ich wtasciwosci adherentne i hodowano je w czasie 48 godzin. Po tym czasie znad
makrofagéw zbierano nadsgcze, ktére nastepnie mieszano w stosunku 1:1 ze sSwiezg
pozywkg RPMI-1640 suplementowang 20mM HEPES, 10% FBS i 1% mieszaning antybiotykow
(100 U/ml penicyliny G, 100 ug/ml streptomycyny, 25 mg/ml amfoterycyny B), i w takiej
formie juz jako media kondycjonowane dodawano do hodowli komérek nowotworowych,
ktére pozostawiano na 72 godziny w inkubatorze. Przy uzyciu zestawdw ELISA
oraz cytometrycznych testow BD™ CBA Human Flex Set zmierzono w mediach
kondycjonowanych stezenie TNFa, IL-2 oraz IL-6. Reakcje RT-PCR wykorzystano do analizy
ekspresji gendw kodujgcych poszczegdlne podjednostki receptoréow dla badanych cytokin
(IL2RA, IL2RB, IL2RG, IL6R, IL6ST, TNFRSF1A i TNFRSF1B). Aktywnos¢ enzymatyczng kaspazy 3
okreslono przy uzyciu testu EnzChek® Caspase-3 Assay Kit #2, natomiast stezenie czynnikow
transkrypcyjnych NFxB p50, NFkB p65, c-Fos, CREB-1, ATF-2 i c-Rel testem TransFactor
Profiling Kit — Inflammation 1.

W trakcie badania odnotowano w mediach kondycjonowanych wysokie stezenie IL-6,
ktore znacznie przewyzszato stezenie TNFa i IL-2. Wykorzystane w eksperymencie komorki
ustalonych ludzkich nowotwordw cechowata ekspresja mRNA dla wszystkich analizowanych
podjednostek receptoréw dla cytokin. Pod wptywem mediéw kondycjonowanych srednia
wartos$¢ aktywnosci kaspazy 3 wzrosta w komdarkach linii A549 i HL60 i ulegta obnizeniu
w linii HT29 i Jurkat. Jednakze szczegdétowa analiza wykazata, ze poszczegdlne media
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kondycjonowane wptywaty na kazdg z linii komdrkowych w rézny sposéb. Komarki linii HL60
i Jurkat rdznity sie wzajemnie profilem ekspresji badanych czynnikdw transkrypcyjnych,
a takze w rdéiny sposéb odpowiadaty na zastosowane w eksperymencie media
kondycjonowane. W komorkach linii HL60 odnotowano znaczne obnizenie ekspres;ji
czynnikow NFkB p50, CREB-1 i ATF-2, natomiast w linii Jurkat ekspresja CREB-1 i ATF-2
po stymulacji mediami kondycjonowanymi wzrosta. W przypadku linii Jurkat wykazano
odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢ (na poziomie istotnym statystycznie) pomiedzy
ekspresjg czynnikéw transkrypcyjnych NFkB p65 i c-Rel a aktywnoscia enzymatyczna
kaspazy 3. W rezultacie przeprowadzonych eksperymentéow stwierdzono, ze makrofagi
izolowane z wysiekdw optucnowych mogg hamowaé badz inicjowaé apoptoze komdrek
nowotworowych poprzez wydzielane mediatory miedzykomdrkowe. Obserwowany efekt jest
uwarunkowany sktadem wysieku, ktédry moze by¢ rézny w zaleznosci od jego pochodzenia,
nowotworowego lub nienowotworowego.

Podjete w pracy badania majgce na celu wskazanie aktywowanych szlakéw
sygnalizacyjnych oraz skomplikowanych zaleznosci pomiedzy réznymi biatkami w odpowiedzi
na czynniki obecne w mikrosrodowisku rozwijajgcego sie nowotworu lezg u podstaw nowych
koncepcji walki z nowotworem. Wiedza na ten temat oraz umiejetnos¢ kontroli powyzszych
mechanizmdéw warunkuje mozliwos¢ stworzenia bardziej efektywnych programéw terapii

spersonalizowane;.

5) M. Kaczmarek, J. Maciejewska, t. Spychalski, M. Socha-Koztowska, A. Nowicka, J. Sikora.
Evaluation of neutrophil immunophenotype in the microenvironment of malignant

pleural effusion. Med. J Cell Biol. 2018; 6(2): 66-74 doi: 10.2478/acb-2018-0012

Kluczowym skfadnikiem nieswoistej odpowiedzi uktadu odpornosciowego sa
granulocyty. WsSrod tej wysoce heterogennej populacji najliczniejszg grupe we krwi
obwodowe] stanowig granulocyty obojetnochtonne, tzw. neutrofile. Ich ilo$¢, mobilnos¢,
reaktywno$¢ wobec zmieniajgcych sie warunkéw oraz wyjgtkowa wszechstronnosé
w zakresie oddziatywan efektorowych stawia je w pierwszej linii obrony organizmu
przeciwko réinego typu zagrozeniom zewnatrz- i wewnatrzpochodnym. Aktywowane
neutrofile, jako tzw. mikrofagi, zdolne sg do bezposredniej eliminacji patogenu poprzez jego
fagocytoze, wykorzystuja wewnetrzng i zewnetrzng aktywnos$¢ cytobdjcza uwarunkowang

mechanizmami zaleznymi i niezaleznymi od reaktywnych form tlenu, wydzielajg liczne
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mediatory rozpuszczalne, gtdwnie cytokiny i chemokiny o silnym dziataniu prozapalnym.
W ostatecznosci, zeby nie dopusci¢ do kolonizacji organizmu przez bakterie, tworza
neutrofilowg sie¢ zewnatrzkomodrkowa, (ang. neutrophil extracellular traps; NET),
ktorej wyrzut moze sie zakonczy¢ dla neutrofila Smierciag samobdjczg. W ostatnim czasie
wykazano, ze podobnie jak makrofagi, neutrofile mogg by¢ istotnym posrednikiem
w procesie transformacji i rozprzestrzeniania sie nowotworu oraz modulatorem odpornosci
przeciwnowotworowej [40]. W zaleznosci od czynnikdw obecnych w otaczajagcym je
mikroSrodowisku i ze wzgledu na szczegdlng plastycznosé, podobnie jak makrofagi,
mogg rozwija¢ spolaryzowany wzdér immunofenotypowy. Neutrofile wspierajgce aktywacje
limfocytow T cytotoksycznych oraz wydzielajgce czynniki hamujgce rozwdj nowotworu
nazwano neutrofilami towarzyszgcymi nowotworowi (ang. tumor-associated neutrophils;
TAN) typu N1, natomiast wydzielajgce mediatory wzmacniajgce proliferacje i inwazyjnos$é
nowotworu oraz angiogeneze — N2 [41]. W pordwnaniu z makrofagami, neutrofile
nie stanowig licznej grupy komédrek obecnej w nowotworowych wysiekach optucnowych.
Jednakze mediatory charakteryzujace aktywnosé wydzielniczg neutrofiléw, takie jak CXCL8
(IL-8), s waznym elementem ksztattujgcym sSrodowisko humoralne wysiekow optucnowych.
Jak dotad nie zostat dostatecznie dobrze poznany wptyw mikrosrodowiska nowotworowego
wysieku optucnowego na immunobiologie zawartych w nim neutrofiléw.

Celem oznaczen opisanych w publikacji zatgczonej do prezentowanego cyklu prac
byto okreslenie odsetka neutrofildéw w wysieku optucnowym i krwi obwodowej od pacjentow
z wysiekiem optucnowym towarzyszacym niedrobnokomdérkowemu rakowi ptuc.
Przeanalizowano 37 nowotworowych i 23 nienowotworowe wysieki optucnowe,
od 34 pacjentdw wraz z wysiekami optucnowymi pozyskano réwniez krew obwodowa.
Kontrole stanowity prébki krwi obwodowej od uczestnikdéw, u ktérych nie stwierdzono
choroby nowotworowej. Status funkcjonalny badanych komdrek okreslono na podstawie
ekspresji wybranych czgsteczek zaangazowanych w chemotaksje oraz fagocytoze. Przy uzyciu
cytometru przeptywowego ustalono odsetki neutrofildw wykazujgcych ekspresje selektyny L
(CD62L) oraz podjednostek wchodzacych w sktad komplekséw integryn [32:
LFA-1, Mac-1 i LeuM5 (CD11a, CD11b, CD11c i CD18). Na podstawie sredniej intensywnosci
fluorescencji (ang. mean fluorescence intensity; MFI) okreslono takze poziom ekspres;ji
badanych czasteczek. Testem ELISA zmierzono stezenie obecnej w wysiekach elastazy

neutrofilowej, enzymu charakteryzujacego aktywnos¢ czynnosciowg badanych komorek.
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W badanych prébkach wysiekéw optucnowych stwierdzono obecno$é neutrofilow,
a S$redni odsetek neutrofildw obecnych we krwi obwodowe] pacjentéw z wysiekami
optucnowymi przewyzszat sredni odsetek tych komorek w grupie kontrolnej. Pod wzgledem
poziomu ekspresji czasteczek CD1lb oraz CD18, neutrofile obecne w wysiekach
opfucnowych znacznie przewyiszaty neutrofile w probkach krwi obwodowej chorych
i w grupie kontrolnej. Na neutrofilach z wysiekdw optucnowych stwierdzono réwniez wyzsza
ekspresje czasteczki CD1la w stosunku do neutrofilow we krwi obwodowej pacjentow
z wysiekami. Ocena stezenia elastazy neutrofilowej pozwolita stwierdzi¢ zaleznos¢ wprost
proporcjonalng pomiedzy badanym czynnikiem a ilo$cig neutrofiléw obecnych w wysiekach.

Zaprezentowane badania potwierdzity zmiennos¢ funkcjonalng neutrofilow
warunkowang mikrosrodowiskiem, w ktérym sie znajdujg. Obserwowana plastycznosc
pozwala wskaza¢ granulocyty obojetnochtonne jako jeden 1z celéw terapii
przeciwnowotworowej. Immunomodulacja neutrofildw polegajgca na probie przywrdcenia
naturalnych dla tej populacji wfasciwosci przeciwnowotworowych umozliwitaby
opracowanie nowych schematéw immunoterapeutycznych. W razie niemozliwosci
przeprogramowania tej krotkowiecznej populacji komédrek, innym rozwigzaniem moze byé
ich eliminacja z otoczenia komérek nowotworowych. Jest to szczegdlnie istotne w swietle
ostatnich obserwacji, w ktérych wskazano, ze TAN obecne w otoczeniu niektérych
nowotwordw mogg rekrutowa¢ makrofagi TAM oraz limfocyty Treg, a takie negatywnie

wptywac na skutecznos¢ terapii przeciwnowotworowej [42].

6) J. Budna, M. Kaczmarek, J. Sikora: Znaczenie komdrek T regulatorowych w rozwoju

tolerancji na nowotwar. Postepy Biol. Kom. 2011; 38(2):283-295

Drugg pracg poglagdowg wchodzgcg w sktad cyklu publikacji prezentowanego
osiggniecia naukowego jest artykut dotyczacy badan immunofenotypu i réznych subpopulacji
limfocytéw T regulatorowych oraz fizjologicznych i patologicznych aspektéw zwigzanych
z ich biologig. W pracy zebrano dostepne w literaturze swiatowej informacje obejmujgce
swym zakresem zagadnienie jakim jest znaczenie komédrek Treg w rozwoju tolerancji wobec
rozwijajgcego sie nowotworu. W sposdb szczegdlny zostata podkreslona rola mechanizméw
komérkowych i molekularnych, ktdre komérki Treg wykorzystuja w celu supresji

przeciwnowotworowej odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Dyskusji poddano réwniez
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problem immunosupresyjnego zaangazowania komoérek Treg w mikrosrodowisku
nowotworu w $wietle skutecznosci nowych metod terapii przeciwnowotworowych.

Obok  naturalnych  limfocytéw T regulatorowych  charakteryzujgcych  sie
immunofenotypem CD4+/CD25+/FoxP3+, ktére tak jak inne limfocyty T dojrzewajg w grasicy,
wyrozniono liczne grupy Treg, ktére pod wptywem czynnikdw obecnych w mikrosrodowisku
uzyskujg silnie immunosupresyjny stan czynnosciowy. Mediatorami, ktére indukujg
regulatorowy fenotyp tych limfocytéw sg gtéwnie IL-10 i TGFP, ale takze IL-4 i IL-13,
czyli cytokiny, ktére charakteryzuje silny potencjat supresyjny. W celu kontroli proceséw
efektorowych limfocyty Treg  wykorzystuja  zaréowno  mechanizmy  humoralne,
jak i komodrkowe. Posréd czynnikdw rozpuszczalnych najwazniejszymi sg wspomniane
wczesniej cytokiny blokujace, takie jak IL-10 i TGFf oraz IL-35. Jednakze podobnie jak
komorki NK czy cytotoksyczne limfocyty T, Treg mogg w celu supresji wykorzystywac
sekrecyjno-membranolityczny mechanizm cytotoksycznosci zalezny od granzymoéw
i perforyn, a takze mechanizm receptorowy zalezny od interakcji pomiedzy receptorami
i odpowiadajgcymi im ligandami, np. FasL-Fas oraz TRAIL-DR5. Innym waznym sposobem
oddziatywania Treg na odpowiedZ immunologiczng jest ograniczenie zdolnosci komédrek
pomocniczych do aktywacji limfocytow T efektorowych.

Zaprezentowana praca pogladowa stata sie podstawg teoretyczng dla stworzenia
koncepcji badawczych i przeprowadzenia analiz skupionych na tej wyjatkowe] populacji

limfocytéw obecnej rowniez w wysiekach optucnowych.

7) ). Budna*, M. Kaczmarek*, A. Kolecka-Bednarczyk, t. Spychalski, P. Zawierucha,

J. Gozdzik-Spychalska, H. Batura-Gabryel, J. Sikora. Enhanced suppressive activity
of regulatory T cells in the microenvironment of malignant pleural effusions. J Immunol

Res. 2018; 2018:9876014. doi: 10.1155/2018/9876014

Mediowana przez nowotwér odpowiedZ immunosupresyjna ostabia aktywnosé
czynnos$ciowg efektorowych limfocytéw T. W skrajnych wypadkach limfocyty towarzyszgce
nowotworom mogg by¢ eliminowane z otoczenia guza bezposrednio przez komorki
nowotworowe [43, 44]. Najwazniejszym mechanizmem unikania nadzoru immunologicznego
przez guz, zwflaszcza w zaawansowanej fazie rozwoju, jest immunosupresja zalezna
od regulatorowych limfocytow T [45]. Treg stanowig 5-10% populacji pomocniczych
limfocytéw T. Pod wzgledem immunofenotypu definiowane sg na podstawie ekspresji
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antygenéw CD4'/CD25/FoxP3" [46]. W warunkach fizjologicznych Treg sg niezbedne
w mechanizmie tolerancji, w ktérym utrzymujg uktad odpornosciowy w stanie réwnowagi.
Ich aktywnos¢ immunosupresyjna wigze sie z wydzielanymi przez te komorki IL-10 i TGFp.
Zaréwno IL-10, jak i TGFB blokujg aktywnos¢ limfocytéw T efektorowych oraz wspierajg
rozwdj nowotworu. Ponadto TGFB aktywuje czynnik transkrypcyjny FoxP3, kluczowy
dla immunosupresyjnej aktywnosci Treg. W wysiekach nienowotworowych istotng role
w syntezie TGFP odgrywaja komodrki mezotelialne optucnej, podczas gdy w wysiekach
nowotworowych mediator ten wydzielany jest gtdwnie przez komérki nowotworowe [47].

Celem prezentowanej publikacji byta ocena obecnosci Treg w nowotworowych
i nienowotworowych wysiekach optucnowych, z uwzglednieniem stezenia IL-10 i TGFp.
Ponadto w limfocytach Treg separowanych z wysiekdw optucnowych analizowano ekspresje
mMRNA dla czgsteczek FoxP3, CTLA-4, CD28 i GITR oraz biatka FoxP3. Przebadano 30 prébek
wysiekdw  optucnowych  zawierajacych  komoérki  nowotworowe; 21 wysiekow
niezawierajgcych komodrek nowotworowych od pacjentéw z chorobg nowotworowg
i 25 wysiekéw nienowotworowych. Ocene immunofenotypu przeprowadzono technikg FACS.
Stezenie IL-10 i TGFP zmierzono testami ELISA. Komdrki Treg wyizolowano z wysiekow
metoda separacji magnetycznej. Za pomocg reakcji RT-gPCR zmierzono poziom ekspresiji
genow FOXP3, CD28, GITR, CTLA-4.

W wyniku badani stwierdzono wyzszg czestos¢ na poziomie istotnym statystycznie
wystepowania komoérek CD4'/CD25"/FoxP3" w wysiekach optucnowych zawierajacych
komérki nowotworowe. Wskazuje to mozliwy wptyw komédrek nowotworowych
na zwiekszong proliferacje lub migracje komorek Treg do mikrosrodowiska nowotworowego
wysieku optucnowego w odpowiedzi na obecne w nim czynniki regulatorowe.
Zaobserwowany wzrost wzglednej ekspresji gendow FOXP3, CD28, CTLA-4 i GITR w komérkach
Treg w poréwnaniu z ekspresjg w komérkach nieaktywowanych limfocytéw T wigze sie
ze wzmocniong aktywnoscig immunosupresyjng Treg obecnych w mikrosrodowisku

nowotworowych wysiekédw optucnowych.

23



Zaprezentowany cykl publikacji, stanowigcy podstawe osiggniecia naukowego,
obejmowat szeroko zakrojone badania, ktérych celem byta ocena wybranych mechanizmoéw
regulujgcych ucieczke nowotworu spod nadzoru immunologicznego. W trakcie analiz
wykorzystano modele in vitro (hodowle ustalonych linii ludzkich nowotwordéw) oraz materiat
kliniczny pochodzacy od chorych, u ktérych w trakcie choroby nowotworowej pojawit sie
wysiek w jamie optucnej, dla ktérych kontrole stanowity wysieki optucnowe o etiologii
nienowotworowej. Zastosowanie licznych technik analitycznych, obejmujgcych metody
oceny komorek, biatek oraz ekspresji gendw, umozliwito badanie gtéwnych wyktadnikow
ucieczki nowotworu zaleznych od utraty czasteczek prezentujgcych antygen. Okreslono
udziat licznej grupy rozpuszczalnych mediatoréw regulujgcych proces transformacji
nowotworowej, uczestniczacych w budowie lokalnej i ustrojowej immunosupresji
oraz wspierajgcych rozwdj i rozprzestrzenianie sie komdrek nowotworowych w trakcie
progresji choroby, a takze oceniono udziat makrofagéw towarzyszacych nowotworom (TAM),
neutrofildw towarzyszacych nowotworom (TAN) i limfocytéw T regulatorowych (Treg)
w mikrosrodowisku nowotworu. Obraz, jaki sie wytania na podstawie uzyskanych wynikéw,
potwierdza wielopoziomowy charakter zaleznosci pomiedzy komdérkami uktadu
odpornosciowego a nowotworem. Istotnym wktadem prezentowanych prac w rozwéj wiedzy

w zakresie immunologii nowotwordw jest czesto pionierski oraz utylitarny charakter badan.
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Omodwienie pozostatych osiggnieé¢ naukowo-badawczych

W trakcie ponad dwudziestoletniej pracy naukowej uczestniczytem w licznych
projektach naukowych (tgcznie 38 projektéw badawczych), wielokrotnie wspétpracowatem
z jednostkami naukowymi Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu, a takze z zewnetrznymi instytucjami naukowymi oraz przedsiebiorstwami
prywatnymi (zat. 3). Wyksztatcenie biotechnologiczne znaczaco wptyneto na rozwdj
i doskonalenie moich umiejetnosci w zakresie technik analitycznych: od hodowli
komodrkowych invitro, poprzez cytometrie przeptywows, techniki immunochemiczne,
do metod biologii molekularnej. Efektem moich dziatan jest 55 publikacji w formie prac
oryginalnych oraz 12 pogladowych.

W najbardziej syntetycznym ujeciu prace niewtgczone do cyklu stanowigcego
podstawe prezentowanego osiggniecia naukowego obejmujg sze$¢ obszaréw wiedzy.
Gtéwnym nurtem moich zainteresowan naukowo-badawczych jest immunologia
nowotworéw, czego wyrazem jest obszerny zbidr publikacji zwigzanych z tym tematem.
Kolejnym obszarem mojego zaangazowania badawczego jest udziat w poszukiwaniu
i charakterystyce réznych zwigzkdéw bedacych wynikiem syntezy chemicznej lub substancji
pochodzenia naturalnego, ktére docelowo mogtyby znalezé zastosowanie w terapii
i profilaktyce nowotwordw. Nastepny kierunek badan obejmuje prace poswiecone
zaangazowaniu rdéznych elementéw uktadu odpornosciowego w mechanizmach
towarzyszgcych infekcjom wirusami hepatotropowymi w przebiegu wirusowych zakazen
watroby (HBV i HCV). Czwarta grupa artykutow podejmuje tematyke przewlektych choréb,
m.in. POChP, cukrzyce typu |, wrzodziejgce zapalenie jelit czy przewlekte zapalenie zatok
przynosowych, ktérym towarzyszy stan zapalny angazujacy rdéine sktadowe uktadu
odpornosciowego. Najnowszy cykl prac koncentruje sie na zagadnieniu biozgodnosci réznego
typu materiatdw projektowanych jako materiaty zastepcze lub stuzace regeneracji tkanek
i narzgdéw. Chronologicznie najwczesniej podejmowane przeze mnie badania skupiaty sie

na analizie molekularnej genu CFTR w przypadkach bezptodnos$ci meskiej.
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1) Immunologia nowotworéw

Od momentu rozpoczecia pracy zawodowej po uzyskaniu tytutu magistra inzyniera
bytem zwigzany z Katedrg i Zaktadem Immunologii 6wczesnej Akademii Medycznej
w Poznaniu kierowang przez prof. dra hab. Jana Zeromskiego, ktdra z czasem uzyskafa status
Katedry i Zaktadu Immunologii Klinicznej w ramach Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
Obecnie Zaktad Immunologii kierowany przez prof. dra hab. Jana Sikore miesci sie
w strukturze Katedry Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, ktérej kierownikiem jest prof. dr hab. Grzegorz
Dworacki. Od poczatku moje gtdwne zainteresowania badawcze byly skupione wokét
zagadnien zwigzanych z tematykg mikrosrodowiska nowotworu. Szczegélnym celem analiz
stata sie ocena aktywnosci nowotworu uposledzajgcej funkcjonowanie uktadu
immunologicznego. Waznym doniesieniem dla dalszego rozwoju zainteresowan w tym
obszarze tematycznym bylo opisanie rozpuszczalnych mediatoréw zaangazowanych
w mechanizmy immunosupresji zaleznej od nowotworu na przyktadzie nowotworowego
wysieku optucnowego [Cancer Detect Prev. 2004; 28(5): 325-30]. Byta to pierwsza praca
w moim dorobku naukowym, ktéra podejmowata problematyke nowotworowego wysieku
opfucnowego. Artykut powstat w ramach grantu KBN nr 4 PO5B 095 16. Wynikiem badan
byto stwierdzenie w $rodowisku nowotworowego wysieku optucnowego znamiennie
wyzszego stezenia cytokin o charakterze immunosupresyjnym (IL-10 i TGFp)
oraz rozpuszczalnej postaci FasL (ang. soluble FasL; sFasL), a ponadto wykazanie odwrotnie
proporcjonalnej zaleznosci pomiedzy stezeniem sFasL a ekspresjg fancucha C (zeta)
kompleksu TCR-CD3 limfocytow T. Limfocyty T obecne w mikrosrodowisku nowotworowego
wysieku optucnowego z obnizong ekspresja podjednostki CD3C charakteryzowaty sie wyzsza
podatnoscig na apoptoze.

Dalsze prace prowadzone nad s$rodowiskiem wysiekéw optucnowych przyniosty
odkrycie zjawiska, w ktdrym makrofagi optucnowe poprzez wydzielane czynniki humoralne
moga chroni¢ komorki nowotworowe przed apoptoza [J Physiol Pharmacol. 2008; 59 Suppl
6: 321-30]. Opublikowane wyniki tgczyty sie z tematem mojej dysertacji doktorskiej. Badania
zostaly wykonane w ramach grantu promotorskiego KBN nr N402 05832/1792,
ktorego bytem gtownym wykonawcg. W zwigzku z nielicznymi w tamtym czasie
doniesieniami w ogdlnodostepne;j literaturze swiatowej podjety temat interakcji pomiedzy

makrofagami a komodrkami nowotworowymi w wysiekach optucnowych za pomoca
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mediatorow rozpuszczalnych miat charakter pionierski. Celem badan byta ocena wptywu
mediéw kondycjonowanych uzyskanych w trakcie krétkoterminowych hodowli in vitro
makrofagdw separowanych z wysiekdéw optucnowych na wybrane biatka pro-
i antyapoptotyczne w komdrkach ustalonych linii ludzkich nowotworéw. W tym celu zostat
stworzony model in vitro, za pomoca ktérego zbadano apoptoze, aktywno$é proliferacyjng
oraz ekspresje biatka Fas, Bcl2, kaspazy 3 i surwiwiny w komdrkach nowotworowych
hodowanych w mediach kondycjonowanych.

Kolejne badania dotyczace zagadnienia immunosupresji zaleznej od obecnych
w mikrosrodowisku nowotworu komérek uktadu odpornosciowego, ktérych aktywnosc
sprzyja ucieczce nowotworu spod nadzoru immunologicznego, obejmowaty szeroko
zakrojong ocene limfocytéw Treg. Praca oryginalna, ktdra znalazta sie poza gtownym cyklem
bedgcym podstawg osiggniecia, poswiecona jest biologii tej wyjatkowej populacji
limfocytow T [Immunobiology. 2017; 222(3): 499-505]. Praca, w ktérej jestem autorem
do korespondencji, zostata wykonana w ramach grantu KBN nr N N402 4288 39.
Na podstawie 76 prébek wysiekow optucnowych oceniono czestos¢ wystepowania Treg
w S$rodowisku nowotworowym i nienowotworowym, a takze przeanalizowano zwigzek
pomiedzy odsetkiem tej populacji w wysiekach a progresjg choroby. W trakcie badan
stwierdzono wyziszy odsetek Treg w wysiekach nowotworowych, ktéoremu towarzyszyto
obnizenie liczby limfocytéw T efektorowych. Czesto$é Treg w wysiekach zawierajgcych
komérki nowotworowe korelowata z postepem choroby nowotworowej oraz, zgodnie
z analizg krzywej Kaplana-Meiera, wptywata negatywnie na czas przezycia pacjentéw.
Uzyskane rezultaty potwierdzity wazng pozycje, jakg zajmujg Treg w sieci immunosupresyjnej
rozwijanej w trakcie ekspansji nowotworu w mikrosrodowisku wysieku optucnowego.

Kolejne trzy publikacje w zakresie omawianego obszaru badan zwigzanego
z immunologia nowotwordw dotyczyty niezwykle interesujgcego zagadnienia jakim jest
udziat receptoréw TLR i ich ligandéw pochodzenia endogennego (DAMP) w mikro$srodowisku
nowotworu [Cancer Microenviron. 2008; 1(1): 37-42; Folia Histochem Cytobiol. 2010; 48(4):
624-31; Scand J Immunol. 2015; 82(2): 95-101]. W zwigzku z doniesieniami opisujgcymi
obecnos$é¢ TLR w obrebie ludzkich komdrek nowotworowych podjeto dziatania badawcze
finansowane z programu KBN nr N N401 1833 33 majace na celu eksperymentalng
weryfikacje zaprezentowanego problemu. Pierwsza praca zawiera przeglad danych

zawartych w literaturze przedmiotu, obejmujgcy opis struktury i poznanych funkcji
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receptorow TLR. Szczegdlny akcent potozono na informacje dotyczagce wewnatrzkomérkowej
transdukcji sygnatu, mediowanej przez kinazy, takie jak IRAK1/4 czy MAPK, oraz biatka
adaptorowe, np. MD-2, MyD88 «czy TRIF, ktore inicjujg aktywnos$¢ czynnikdw
transkrypcyjnych NF-xB, AP-1 lub IRF. Od tego, ktéry szlak cytoplazmatyczny zostanie
pobudzony, zalezy kierunek aktywacji komoérki. Stwierdzono, ze TLR prezentowane przez
komérki nowotworowe mogg hamowaé postep nowotworu. Zaprezentowano réwniez
doniesienia, w ktérych powigzano obecnos¢ bakterii w mikrosrodowisku nowotworu
z promocjg guza poprzez zalezne od aktywacji TLR wytwarzanie immunosupresyjnych
cytokin, takich jak TGFp, i rozwiniecie opornosci na apoptoze indukowang przez TNFa
lub TRAIL. Opisano takze potencjalne kierunki rozwoju immunoterapii nowotworéw
z wykorzystaniem wybranych TLR, np. TLR9, i ich syntetycznych agonistow. Zebrane
wiadomosci stanowity podstawe teoretyczng pracy oryginalnej, w ktdrej szesé linii
komodrkowych ludzkich rakéw krtani (PCI-4B, PCI-19, PCI-37A, PCI-37B, UT35, Hep2) poddano
analizie immunohistochemicznej, molekularnej (RT-PCR) i funkcjonalnej w aspekcie ekspresji
dziesieciu receptorow TLR (TLR1-10). Testy czynnosciowe wykonano z uzyciem os$miu
ligandéw (LPS — P. gingivalis; LPS — E. coli; LTA-SA; Poli(l:C); Flagellin; Imiquimod;
ssPolyU/LyoVecTM; ODN — CpG) specyficznych dla siedmiu badanych TLR. Badanie wykazato,
ze testowane linie komdérkowe réznity sie miedzy sobg w zakresie syntezy poszczegdlnych
receptorow TLR. Wyniki RT-PCR ujawnity mRNA dla wiekszosci badanych TLR, poza TLR3
w linii PCI-37A. W trakcie oceny cytometrycznej wykazano, ze komodrki hodowane
bez obecnosci liganddw charakteryzowaty sie wyzszg ekspresjg cytoplazmatyczng badanych
TLR. Dodatek ligandéw zmniejszat udziat cytoplazmatyczny badanych receptorow i zwiekszat
ich obecnos¢ w obrebie btony komdérkowej. W zwigzku z obserwowang wysokg ekspresjg TLR
w komoérkach pochodzenia przerzutowego stwierdzono, ze wzrost ekspresji TLR sprzyja
rozwojowi guza. Ostatnia publikacja poswiecona receptorom TLR i ich ligandom dawata
przeglad zrédet literaturowych zwigzanych z czgsteczkami DAMP i ich oddziatywaniom
w  mikrosrodowisku raka ptuca. Praca ta powstata przy wsparciu projektéw
KBN nr N N402 6847 40 i studenckiego UMP nr 502-05-01127188-50710. Pomimo ze DAMP
sg waznymi mediatorami uczestniczgcymi w procesach naprawczych tkanek, wzrasta ilo$é
doniesien literaturowych, w ktéorych przytaczane sg dowody na to, ze poprzez
niekontrolowang aktywacje TLR przyczyniajg sie do rozwoju réznych standw patologicznych.
W artykule zaprezentowano wybrane DAMP, takie jak rodzina biatek Hsp, S100, HMGB1,
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heparanaza oraz SP-A, ktére poprzez odpowiadajgce im TLR wykazujg negatywny
lub pozytywny wptyw na rozwdj i rozprzestrzenianie sie raka ptuca. Zagadnienia opisane
w publikacji, szczegdlnie udziat SP-A i Hsp70 w mikrosrodowisku raka ptuca, staty sie
podstawg pracy oryginalnej, ktéra stanowi cze$¢ osiggniecia naukowego opisanego
w gtéwnej czesci tego autoreferatu. Natomiast aspekt funkcjonalny aktywnosci SP-A poprzez
receptory TLR jest obecnie badany w modelu in vitro, bedgcym podstawg pracy doktorskiej,
ktdrej jestem promotorem pomocniczym.

Kolejny artykut, ktérego jestem pomystodawcyg i autorem seniorem, to praca
pogladowa poswiecona molekularnym aspektom pluripotencji komdérek nowotworowych
[Tumour Biol. 2016; 37(4):4241-9]. Publikacja byta czescia realizacji projektu studenckiego
UMP  nr502-05-01127188-50620. Szczegdtowy  przeglad  wybranych  czynnikéw
transkrypcyjnych odpowiedzialnych za utrzymywanie macierzystego charakteru komdérek
obejmowat biatka Oct-4, Sox2, KIf4, c-Myc, Nanog, Lin28 oraz Bmil. Od momentu,
gdy stwierdzono, ze czynniki pluripotencji odgrywajg kluczowg role w nabieraniu
i utrzymywaniu przez komérki nowotworowe cech komérek macierzystych (ang. cancer stem
cells; CSC), zagadnienie to jest intensywnie badane. Do tej pory wykazano, ze ekspresja
czynnikdw transkrypcyjnych zwigzanych z pluripotencjg wigze sie ze ztym rokowaniem
oraz znacznie krotszym czasem przezycia, a takze ze zwiekszonym stopniem ztosliwosci
histologicznej i zaawansowania klinicznego guza. W zwigzku z odkryciem komdrek CSC
pojawity sie catkowicie nowe hipotezy ttumaczace powstawanie nowotworu.

W oparciu o dane literaturowe odnoszace sie do strategii ucieczki nowotworu spod
nadzoru immunologicznego polegajgcej na unikaniu rozpoznawania przez komorki
efektorowe ukfadu odpornosciowego poprzez utrwalenie mutacji w obrebie gendw
kodujacych czagsteczki gtdwnego uktadu zgodnosci tkankowe]j oraz nieprawidtowg ekspresje
i funkcje biatek uczestniczagcych w wewngtrzkomoérkowym przetwarzaniu i transporcie
peptyddéw, powstata praca, w trakcie ktdrej oceniono ekspresje czgsteczek MHC klasy |
oraz genéw kodujgcych biatka TAP1 i TAP2 w przypadku 20 ustalonych linii komdrkowych
ludzkich nowotwordéw [Folia Histochem Cytobiol. 2007; 45(3): 205-14]. Przeprowadzone
obserwacje potwierdzity réinorodng immunogenno$¢ w obrebie odmiennych typow
nowotworéw. W trakcie oceny immunocytochemicznej wykonano komputerowg analize
morfometryczng pofaczong z przestrzenng wizualizacjg. Zastosowane narzedzie analityczne

cechowata nowatorskos¢, a sama metoda badawcza, miata charakter pionierski. Ponadto,
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analiza danych cytometrycznych zostata poszerzona o prébe parametryzacji wartosci
intensywnosci fluorescencji (MFI). Przy zastosowaniu algorytmu matematycznego opisano
relacje miedzy wartos$ciami MFI odczytywanymi dla badanej probki i kontroli izotypowej.
Opisany wzorem stosunek pomiedzy wartosciami MFI, nazwany wzgledng intensywnoscia
fluorescencji (ang. relative fluorescence intensity; RFI), miat na celu uzyskanie wartosci
niezaleznej od warunkéw, w ktérych byt wykonywany odczyt.

Ostatnim artykutem wchodzgcym w sktad prezentowanego zakresu zainteresowan
naukowo-badawczych dotyczacych immunologii nowotworu jest praca oryginalna
poswiecona badaniom ekspresji receptoréw dla IL-10 w mikro$rodowisku guzéw mozgu
[Anticancer Res. 2017; 37(10): 5777-5783]. Pomyst kierunku badan cytometrycznych
i ich ostateczna analiza mojego autorstwa staty sie podstawg odkrycia, ze leukocyty obecne
w mikrosrodowisku pierwotnych guzow moézgu wykazujg znacznie wyzszg ekspresje obu
podjednostek receptora dla IL-10 (o i ) w poréwnaniu z leukocytami w otoczeniu guzéw
przerzutowych.  Wyniki oceny cytometrycznej zostaty potwierdzone testami
immunohistochemicznymi na skrawkach tkankowych. W zwigzku z tym, ze prezentowane
badanie miato wstepny charakter, rola podjednostek IL-10R wymaga doktadniejszego
wyjasnienia. Jednak na obecnym etapie badan mozna wskaza¢ przydatnosé oceny komérek
IL1I0R"/CD45" jako pomocniczego markera w réznicowaniu pierwotnych i przerzutowych
guzow mozgu.

Ze wzgledu na to, ze immunologia nowotwordw stanowi gtéwny obszar moich
wieloletnich  zainteresowan naukowych, sposréd 67 petnotekstowych publikacji
(oryginalnych i poglagdowych) wchodzacych w sktad catego dorobku, 16 prac, razem
z pracami wchodzacymi w sktad osiggniecia, czyli prawie 1/4, poswieconych jest temu
zagadnieniu. Obecnie w réznych wydawnictwach na recenzje lub decyzje edytorow czekajg
kolejne dwa artykuty poswiecone tematowi immunologii nowotwordéw.
taczna liczba publikacji: 9
taczny wskaznik Impact Factor ISI: 13.626

taczna punktacja MNiSW: 122.000
taczna liczba cytowan wg Web of Science: 84
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2) Zwigzki chemiczne i substancje pochodzenia naturalnego, przeznaczone do terapii

i profilaktyki nowotworéw

Moje wieloletnie doswiadczenie w zakresie cytometrii przeptywowej, zaréwno
w aspekcie preparatyki, jak i analizy, zaowocowato wspétpracg z wieloma jednostkami
naukowymi. Od dziesieciu lat istotnym obszarem moich zainteresowan naukowo-
badawczych jest ocena efektdw oddziatywania biologicznego rdéinych nowo
zsyntetyzowanych zwigzkéw chemicznych oraz substancji pochodzenia naturalnego
na komorki nowotworowe. Opisywane eksperymenty prowadzone s w ramach szerokich,
czesto interdyscyplinarnych zespotéow badawczych. Méj udziat w tych grupach obejmuje
gtéwnie analize funkcjonalng komdrek hodowanych w réznych modelach in vitro w zakresie
cyklu komorkowego, apoptozy i nekrozy, a takze innych proceséw metabolicznych istotnych
z punktu widzenia zywotnosci komodrki, np. opornosci wielolekowej (ang. multi-drug
resistance; MDR). Pierwsze publikacje w moim dorobku w tej dziedzinie opisywaty
oddziatywanie fitosteroli na komarki srédbtonka naczyn krwionosnych oraz komarki ludzkich
nowotworéw. Podejmowaty rdéwniez prébe okreslenia podtoza choréb zwigzanych
z metabolizmem tych substancji pochodzenia roslinnego [Br J Nutr. 2008; 100(6): 1183-91;
Med Chem. 2010; 6(4): 184-90].

Celem kolejnego badania byfta identyfikacjia mechanizmu regulacji ekspresji
i aktywnosci telomerazy pod wptywem pochodnych oksydacji papaweryny w komodrkach
ustalonej linii ludzkiego raka piersi. Wynikiem przeprowadzonych eksperymentow byto
wykazanie selektywnej zdolnosci badanych zwigzkéw do hamowania aktywnosci telomerazy
[Invest New Drugs. 2009; 27(4): 289-96]. Temat aktywnosci telomerazy zostat podjety
ponownie w aspekcie analizy molekularnego wyciszania gendéw kodujacych gtéwne
podjednostki kompleksu telomerazy. W konkluzji przeprowadzonej analizy stwierdzono,
ze obnizenie ekspresji podjednostki TERT inicjuje apoptoze, ktdra eliminuje komorki
nowotworowe [Mol Biol Rep. 2013; 40(8): 4995-5004].

Nastepne dwa badania postuzyty scharakteryzowaniu aktywnosci biologicznej
syntetycznych pochodnych kwasu oleanolowego (ang. oleanolic acid; OA). Wykazano,
ze testowane analogi OA, HIMOXOL i DIOXOL, istotnie hamowaty opornos¢ wielolekowg

komérek badanych linii komérkowych ludzkiej ostrej biataczki limfoblastycznej,
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a takze indukowaty apoptoze i autofagie komdérek linii ludzkiego raka piersi MDA-MD-231
[Pharmacol Rep. 2011; 63(6): 1500-17; Chem Biol Interact. 2014; 208: 47-57].

Inng grupg intensywnie studiowanych zwigzkéw byty syntetyczne analogi
resweratrolu.  Stwierdzono, e te polifenolowe pochodne  weglowodoréw
wielopierscieniowych hamowaty wzrost komérek raka jajnika, zaréwno w modelach in vitro,
jak i invivo, indukowaty wzrost ekspresji gendw proapoptotycznych, zatrzymywaty cykl
komodrkowy w fazie G2/M i aktywowaty wewnatrzkomaérkowy szlak apoptotyczny. Podobny
efekt wywotywat sam resweratrol, jego pochodne oraz kwas taninowy wobec hodowanych
in vitro komaorek ludzkiego i szczurzego glejaka [Toxicol Appl Pharmacol. 2012; 263(1): 53-
60; Sci Rep. 2016; 6: 32627. DOI: 10.1038/srep32627; Toxicol In Vitro. 2017; 43: 69-75;
Cytotechnology. 2018; 28. doi: 10.1007/s10616-018-0227-3].

Prowadzono réwniez badania innych wielopierscieniowych weglowodoréw, takich jak
kombretastatyna czy benzanilid, ktérych tiolowe pochodne mogtyby znalez¢ zastosowanie
jako nowoczesne, selektywne chemoterapeutyki. Wykonane testy invitro potwierdzity
pro-apoptotyczng aktywnos¢ badanych zwigzkéw [Toxicol In Vitro. 2016; 37: 148-161;
Eur J Med Chem. 2018; 144: 797-816]. Model invitro, w ktérym badano skuteczno$é
dziatania wybranych pochodnych ftalocyjanin wobec komdrek linii ustalonych ludzkich
nowotworéw, wykazat mozliwg przydatnos¢ tych fotouczulaczy do terapii fotodynamicznej
[J Med Chem. 2015; 58(5): 2240-55].

W ostatnim czasie waznym kierunkiem moich badan stata sie ocena rdinych
nanoczgsteczek i ich komplekséw w zakresie potencjalnego cytobdjczego i cytostatycznego
wptywu na mikroorganizmy oraz komérki nowotworowe. Testom poddano rézinego typu
zwigzki chemiczne o strukturze nanoczasteczkowej uzyskane z ekstraktdw roslinnych dzieki
technologii ,zielonej syntezy”. Prace prowadzone sg we wspodipracy z Katedrg
Towaroznawstwa i Ekologii Produktéw Przemystowych Uniwersytetu Ekonomicznego
w Poznaniu. Uzyskane wyniki staty sie podstawg trzech publikacji [Arabian J Chem. 2016
DOI: 10.1016/j.arabjc.2016.02.009; Biomed Microdevices. 2017; 20(1) :5; Adv. Nat. Sci.-
Nanosci. Nanotechnol. 2018; 9(2) 025015 : 1-9] oraz trzech zgtoszen patentowych ztozonych
w 2017 roku w Urzedzie Patentowym nr P.419995, P.424738, P.424739 (wnioski sg w trakcie
rozpatrywania). We wspdfpracy z Katedrg Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu powstata praca poswiecona ocenie
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przeciwnowotworowego wptywu ekstraktu owocu czarnej porzeczki wobec komérek linii
ustalonej ludzkiego raka jelita grubego [J. Funct. Foods 2018; 42: 224-236].

Ogélny dorobek pismienniczy w tym zakresie jest najobszerniejszy oraz najbardziej
wszechstronny. Obecnie w réznych wydawnictwach pie¢ kolejnych manuskryptéw oczekuje
na recenzje lub decyzje edytorow.
taczna liczba publikacji: 17
taczny wskaznik Impact Factor ISI: 50.590

taczna punktacja MNiSW: 532.000
taczna liczba cytowan wg Web of Science: 192

3) Zmiany w obrebie uktadu odpornosciowego w przebiegu wirusowych zakazen watroby

typuBiC

Wieloletnia wspotpraca z Katedrg i Klinikg Choréb Zakaznych Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu przyniosta w efekcie artykuty,
ktorych wspdlng tematyka byta ocena réinych elementéw uktadu odpornosciowego
zaangazowanych w trakcie wirusowych zakazen watroby typu B i C (WZW B i C). Prace te
realizowano przy wsparciu projektu badawczego KBN nr 2 PO5A 069 27. Obecnie realizowany
jest kolejny grant finansowany przez Narodowe Centrum Nauki
nr NCN 2016/23/B/NZ6/01497, w ktérym zaplanowano ocene poszczegdlnych populacji
leukocytéw u pacjentéw chorych na WZW typu C poddanych terapii bezinterferonowe;j.
Celem pierwszej fazy badan byta ocena cytometryczna réznych subpopulacji leukocytow
u pacjentéw pediatrycznych z WZW typu C i poréwnanie ich z parametrami obserwowanymi
u zdrowych uczestnikow badania. W badanych prébkach krwi obwodowej stwierdzono,
zgodnie z oczekiwaniami, ze rézne populacje zaangazowane w odpowiedz przeciwwirusowg
zwiekszaty znacznie swojg czestos$é, szczegdlnie komérki NK oraz limfocyty T cytotoksyczne
CD3"/CD8'/CD28". Jednoczesnie odnotowano spadek liczebnoséci populacji limfocytéw T
pomocniczych i aktywowanych. Ponadto u pacjentéw HCV+ obserwowano obnizenie odsetka
mieloidalnych komdrek dendrytycznych (mDC; Lin1/CD11c"), przy wzglednie niezmiennym
odsetku subpopulacji plazmocytoidalnej (pDC; Lin1/CD123") [Prz. Epid. 2005; 59(2): 483-9;
Scand J Immunol. 2006; 63(4): 311-9; J. Pediatr. Infect. Dis. 2007; 2(3): 141-6].

W kolejnym etapie badan wysitki analityczne zostaty skoncentrowane na ocenie

zaangazowania, subpopulacjach i aktywnosci funkcjonalnej komorek NK w przebiegu WZW
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typu C. W pierwszej publikacji w tym cyklu zgromadzono informacje, ktére staty sie
podstawg teoretyczng rozwijang w kolejnych pracach. We wspdtpracy z Pracownig
Diagnostyki Choréb Watroby Wieku Dzieciecego Kliniki Choréb Zakaznych i Neurologii
Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, przy wsparciu grantu KBN nr N N407 012,
wykazano, ze w grupie pacjentow z przewlektym HCV+ wtdknieniu watroby towarzyszy
obnizenie aktywnosci komdrek NK. Spadek aktywnosci faczyt sie ze wzrostem ekspresji
receptorow immunoglobulinopodobnych (ang. killer cells” immunoglobin-like receptors; KIR)
o charakterze hamujgcym, CD158e, i z obnizeniem ekspresji receptoréw charakteryzujacych
sie potencjatem aktywujgcym komodrki NK, CD158i i NKG2D. Stwierdzono, ze odsetek
komodrek NK wykazujacych ekspresje receptoréw CD158i, KIR2D i APRI moze by¢ niezaleznym
wskaznikiem sttuszczenia watroby. Ponadto stopien uszkodzenia watroby korelowat
z ekspresja hamujacych receptoréw CD158b i CD158e. Dodatkowo wzrost ekspresji tych
receptorow skojarzono z pozytywnym czynnikiem prognostycznym, jakim jest trwata
odpowiedz wirusologiczna na leczenie (ang. sustained virologic response; SVR)
[Arch Immunol Ther Exp (Warsz). 2011; 59(6): 449-55; Inflammation. 2013 Oct; 36(5): 1004-
12; Ann Hepatol. 2017 Jul-Aug; 16(4): 521-529; Med Microbiol Immunol. 2018 Feb; 207(1):
55-63].

Najwazniejszym odkryciem w tym obszarze badan byto wykazanie ekspres;ji
receptorow Toll-podobnych na komérkach pochodzgcych z bioptatéw watroby
w przewlektych wirusowych zapaleniach watroby typu C u dzieci. Bylo to pierwsze
doniesienie na ten temat, ktére pojawito sie w piSmiennictwie Swiatowym. Ekspresje
oraz mozliwe znaczenie receptoréw Toll-podobnych u pediatrycznych pacjentéw chorych
na WZW typu B i C oceniano ramach dwdch projektow KBN nr N N401 1747 33
i nr N N401 5357 40. Przeprowadzono cytometryczng ocene wybranych receptoréw TLR
na leukocytach krwi obwodowej chorych przed leczeniem przeciwwirusowym i po nim
oraz zdrowych uczestnikdw badania. Stwierdzono, ze ekspresja TLR2 i TLR4 wzrasta
w wyniku terapii przeprowadzonej IFNa. i rybawiryng [Scand J Immunol. 2005; 62(4): 407-12;
Prz. Epid. 2006; 60(4): 657-63].

Wykorzystujgc model hodowli komdrek gwiazdzistych watroby in vitro, oceniono
funkcjonalnie wybrane receptory TLR pod wptywem stymulacji przez odpowiadajgce

im ligandy [Centr. Eur. J. Inmunol. 2013; 38(4): 486-93].
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Przy okazji oceny materiatu klinicznego oraz badan eksperymentalnych powstaty
rowniez trzy prace pogladowe, w ktérych zawarto wiedze na temat mechanizméw
molekularnych aktywowanych w komérkach za posrednictwem receptoréw rozpoznajgcych
wzorce w trakcie zakazen wirusami HBV i HCV. Prace te dotyczyty wewnatrzkomodrkowej
transdukcji sygnatu oraz czynnikéw transkrypcyjnych, za posrednictwem ktérych dochodzi
do reakcji efektorowej pobudzanych w ten sposéb komérek [Post. Bioch. 2006; 52(1): 56-61;
Arch Immunol Ther Exp (Warsz). 2010; 58(4): 295-302; Post. Biol. Komérki 2015; 42(4): 765-
79].
taczna liczba publikacji: 13
taczny wskaznik Impact Factor ISI: 16.096

taczna punktacja MNiSW: 165.000
taczna liczba cytowan wg Web of Science: 83

4) Zmiany w obrebie uktadu odpornosciowego w przebiegu chordb, ktérym towarzyszy

przewlekty stan zapalny

Prace badawcze ujete w tym obszarze mojego dorobku naukowego wigzg sie
ze wspoéipracg z réznymi jednostkami organizacyjnymi Uniwersytetu Medycznego
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Scista wspotpraca z katedrami i klinikami dotyczyta
zréznicowanego materiatu klinicznego, przez co stawiata przede mng wysokie wymagania
w zakresie kompetencji analitycznych, zaréwno na poziomie doboru metod, organizacji pracy
w laboratorium, jak i umiejetnosci zwigzanych z oceng i interpretacjg wynikéw. Swoboda
w postugiwaniu sie technikami immunochemicznymi oraz cytometrig przeptywowsa czesto
angazowata mnie w proces decyzyjny obejmujgcy kreowanie koncepcji i kierunku badan
laboratoryjnych wykorzystywanych do analizy materiatu klinicznego. We wspotpracy
z Katedrg i Klinikg Chirurgii Ogdlnej, Chirurgii Onkologii Gastroenterologicznej i Chirurgii
Plastycznej, w ramach projektu KBN nr 2 PO5C 072 28, oceniano przydatnosé pomiaru ploidii
DNA oraz wybranych markeréw zapalenia w diagnostyce polipowatosci rodzinnej jelita
grubego i wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego [Proktologia 2009; 10(2): 108-16;
Proktologia 2009; 10(3): 162-9].

Wspédlne dziatanie z Katedrg i Klinikg Pulmonologii, Alergologii i Onkologii
Pulmonologicznej skupito sie na probie wskazania w grupie chorych na przewlekta

obturacyjng chorobe ptuc (POChP) markerow wczesnego wykrywania raka ptuca. Badania te
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zostaty wsparte projektem KBN nr N N402 5980 40. W efekcie stwierdzono, ze supresorowe
komorki pochodzenia szpikowego (MDSC) oraz wybrane DAMP stanowia elementy istotne
dla rozwoju POChP ze wzgledu na ich wptyw na rozwdj stanu zapalnego [Pol Arch Med
Wewn. 2016; 126(12): 980-988; Adv Exp Med Biol. 2018; 11. doi:10.1007/5584_2018_165].

Rezultatem wspotpracy z Klinikg Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej, Katedry
Otolaryngologii, Chirurgii Gtowy i Szyi oraz Onkologii Laryngologicznej sg prace poswiecone
zaangazowaniu réznych elementéw uktadu odpornosciowego w przebiegu przewlektego
zapalenia zatok z polipami i bez polipéw. Pierwsza opublikowana praca ma charakter
pogladowy i przybliza role makrofagdw w tym mikrosrodowisku [Post. Chir. Gtowy i Szyi
2016; 15(1):1-13]. Praca poglagdowa stata sie podstawg teoretyczng dla oznaczen
eksperymentalnych, w trakcie ktérych przebadano profil immunofenotypowy monocytéw i
makrofagédw we krwi obwodowej i materiale tkankowym od pacjentéw z przewlektym
zapaleniem zatok z polipami i bez polipdw [Immunobiology 2018 Oct; doi:
10.1016/j.imbio.2018.09.004]. Powstaty rowniez dwie prace oryginalne, ktére obecnie
czekajg w réznych wydawnictwach na recenzje i decyzje edytoréw.

Kolejng pracg pogladowg w tym obszarze badan jest artykut poswiecony roli
receptoréow TLR i witaminy D, ktéra stanowi ligand dla TLR, w przebiegu cukrzycy typu |I.
Praca ta jest efektem mojego zaangazowania w role opiekuna studenckiego kota naukowego
[Scand J Immunol. 2014; 80(2):75-84].

We wspotpracy z Klinikg Psychiatrii Dorostych UMP uczestniczytem w badaniach oséb
z chorobg afektywng dwubiegunowg. W pierwszej publikacji opisano wyniki pordwnania
cech neurobiologicznych i temperamentalnych potomstwa pacjentéw poddanych terapii
litem [World J Biol Psychiatry. 2015; 16(4):272-7], w drugiej oceniono poziom
autoprzeciwciat przeciwko receptorom NMDAR i GAD oraz zmierzono biatka IGF-1 u chorych
z chorobg afektywng dwubiegunowg w fazach manii i depresji oraz remisji choroby
[Neuropsychobiology. 2018 Oct 18:1-8. doi: 10.1159/000493740].

Pozostate artykuty dotyczg profilu aktywacji ptytek krwi u pacjentéw z ostrym udarem
niedokrwiennym mozgu [Thromb Haemost. 2012; 108(1):107-18], oceny wyktadnikéw
psychosomatycznych u pacjentéw z trgdzikiem [Ann Dermatol. 2016; 28(4):464-9]
oraz wpltywu ograniczenia ekspresji genu kodujgcego kaweoline-1 na synowiocyty
pochodzace od pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawdéw [Adv Clin Exp Med. 2018

Aug 6. doi: 10.17219/acem/75611].
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taczna liczba publikacji: 12

taczny wskaznik Impact Factor ISI: 23.089
taczna punktacja MNiSW: 235.000

taczna liczba cytowan wg Web of Science: 27

5) Ocena in vitro biozgodnosci nowych materiatéw do zastosowan biomedycznych

W ostatnim czasie zaangazowatem sie w badania, ktérych celem jest wytwarzanie
nowych materiatdw do zastosowan biomedycznych. Do tej pory rezultatem wspdtpracy
podjetej z Instytutem Inzynierii Materiatowej Politechniki Poznanskiej jest cykl szesciu
artykutéw. Badania obejmowaty ocene biozgodnosci materiatbw poddawanych
innowacyjnym metodom obrébki technologicznej prowadzacej do uzyskania struktury
nanoczasteczkowej oraz znacznych zmian warstwy powierzchniowej. Wprowadzane
modyfikacje w istotny sposéb poprawiaty parametry fizykochemiczne badanych materiatéw,
ale takze miaty prowadzi¢ do polepszenia ich wtasciwosci biologicznych w zakresie
przyswajalnosci przez tkanki otaczajgce implant. Analiza biozgodnosci obejmowata ocene
wptywu materiatu, jaki wywierat on na komoérki osteoblastow i fibroblastow hodowane
w warunkach in vitro w jego bezposredniej i posredniej obecnosci. Tytan o strukturze nano-
lub mikrokrystalicznej, z powierzchnig modyfikowang w rézny sposdb bioszktem, srebrem
lub borem, badano pod wzgledem cytotoksycznosci oraz oddziatywania na cykl komédrkowy.
W efekcie przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, ze dokonane modyfikacje
W znaczny sposob polepszaty asymilacje badanych materiatéw przez komérki bedace z nimi
w kontakcie [J Biomed Mater Res A. 2014;102(5):1316-24; Mater Sci Eng C Mater Biol Appl.
2016; 69: 1240-7; J Mat Science. 2016; 51(11): 5259-70; Mater Sci Eng C Mater Biol Appl.
2017; 73: 525-536; Prz. Spawal. 2017; 89(10): 32-8]. Kolejnym krokiem w trakcie
przeprowadzanych analiz biozgodnosci byta ocena molekularna genéw kodujgcych biatka
zaangazowane w bioadaptacje komdrek w kontakcie z nowosyntetyzowanymi materiatami
[Mater Sci Eng C Mater Biol Appl. 2018 Dec 1;93:437-444].
taczna liczba publikacji: 6
taczny wskaznik Impact Factor ISI: 20.292

taczna punktacja MNiSW: 164.000
taczna liczba cytowan wg Web of Science: 26
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6) Analiza molekularna genu CFTR w przypadkach bezptodnosci meskiej

Chronologicznie, pierwsze prace oryginalne w moim dorobku naukowym byty
efektem badan molekularnych, podjetych jeszcze w trakcie przygotowywania pracy
magisterskiej pod kierunkiem prof. dra hab. Michata Witta, w éwczesnym Zaktadzie Genetyki
Cztowieka PAN w Poznaniu (obecnie Instytut Genetyki Cztowieka PAN) we wspotpracy
z Poradnig Andrologiczng Kliniki Rozrodczosci Instytutu Ginekologii i Potoznictwa Akademii
Medycznej w Poznaniu [Pol. Przeglad Nauk o Zdrowiu 2004; 4:73-77; Pol. Przeglad Nauk o
Zdrowiu 2004; 4:78-83]. Celem powyzszych analiz byto okreslenie obecnosci mutacji w genie
CFTR oraz czestosci ich wystepowania w grupie chorych z wrodzong obustronng
niedroznoscig nasieniowoddw (ang. congenital bilateral absence of the vas deferens;
CBAVD). Badania te podjeto w zwigzku z wykazaniem silnego zwigzku pomiedzy obecnoscia
mutacji w genie CFTR, odpowiadajgcych za  wystepowanie mukowiscydozy,
a nieprawidtowosciami w meskim uktadzie rozrodczym. Przeprowadzona ocena molekularna
miata dla populacji polskiej charakter pionierski. W efekcie wyniki uzyskane w badanej
probie potwierdzity silny zwigzek pomiedzy obecnoscig najbardziej charakterystycznych
dla mukowiscydozy mutacji oraz réznego typu azoospermii. W wymiarze utylitarnym prace
wsparty potrzebe diagnostyki molekularnej pacjentéw z azoospermig zaporowg w kierunku
obecnosci mutacji w genie CFTR, w zwigzku z ryzykiem wystepowania u nich
niepetnoobjawowej mukowiscydozy, co w istotny sposéb mogtoby wptynaé na ograniczenie
mozliwosci przeprowadzenia rédznego typu technik terapeutycznych meskiej nieptodnosci.

taczna liczba publikacji 2
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Dziatalnos¢ dydaktyczno-wychowawcza

Dziatalnos¢ dydaktyczng rozpoczatem w 2004 roku w Katedrze i Zaktadzie
Immunologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, jeszcze
w czasie, gdy bytem zatrudniony na stanowisku starszego referenta inzynieryjno-
technicznego. Ze wzgledu na moje wyksztatcenie biotechnologiczne zostatem woéweczas
zaangazowany do prowadzenia ¢wiczen zatytutowanych: ,Some applications of molecular
biology in immunology” w ramach kursu ,,Basic and Clinical Immunology — Course For English
Speaking Medical Student”, dla Oddziatu Ksztatcenia w Jezyku Angielskim. Kurs prowadzony
byt dla studentéw Il roku 4-year study.

Po uzyskaniu stopnia doktora, w roku akademickim 2009/2010, w Katedrze
Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu zostatem zatrudniony
na etacie asystenta. Moje pensum w tamtym czasie obejmowato 240 godzin dydaktycznych.
Od momentu zatrudnienia na etacie naukowo-dydaktycznym prowadze zajecia
ze studentami, zarowno w jezyku polskim, jak i angielskim. Od roku akademickiego
2010/2011 bytem zatrudniony na etacie adiunkta, z petnym wymiarem pensum
dydaktycznego na poziomie 210 godzin (rok akademicki 2016/2017 — 282 godz.; 2017/2018
— 513 godz.). Od 1 pazdziernika 2018 jestem zatrudniony na etacie starszego wyktadowcy.

Od poczatku mojej pracy dydaktycznej podstawowym przedmiotem, do ktérego
nauczania zostatem witgczony, byta ,Immunodiagnostyka”, wchodzaca w skfad podstawy
programowej IV roku kierunku lekarskiego na Wydziale Lekarskim I. Po wewnatrzuczelnianej
reformie programowej powierzono mi prowadzenie zaje¢ z przedmiotu ,Immunologia”.
Obecnie prowadze zajecia w zakresie wyktaddw, seminaridow oraz ¢wiczen ze studentami Il
roku kierunku lekarskiego na Wydziale Lekarskim Ii Il, Il roku kierunku analityka medyczna
na Wydziale Farmaceutycznym oraz Il roku kierunku lekarsko-dentystycznego na Wydziale
Lekarskim Il. Tematem wyktadéw sg , Nieswoiste mechanizmy obronne” oraz ,,Cytokiny”,
seminaria obejmujg ,Mechanizmy odpornosci swoistej”, natomiast ¢wiczenia dotyczg
zagadnien z zakresu immunodiagnostyki. Kolejnym nauczanym przeze mnie przedmiotem
jest ,Immunopatologia”, ktéory prowadze dla studentéw IV roku kierunku analityka
medyczna. Na wyktadach omawiam zjawisko tolerancji immunologicznej i autoimmunizacje
oraz niedobory odpornosci. Seminaria przygotowywane s3 w zakresie choréb

autoimmunizacyjnych  narzagdowo-swoistych, immunopatologii ukfadu oddechowego
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oraz niedoboréw odpornosci. Kolejnymi przedmiotami, w ktérych nauczaniu uczestnicze,
sg ¢wiczenia z ,Biochemii ogdlnej i zywnosci” oraz ,Nowoczesne techniki diagnostyczne”.
Na ¢wiczeniach, dzielgc sie swoim doswiadczeniem diagnostycznym, ksztatce studentdw
w dziedzinie praktycznej immunodiagnostyki.

Moj udziat w ramach Oddziatu Ksztatcenia w Jezyku Angielskim obejmuje obecnie
nauczanie studentow Il roku 4-letnich studiow (Advanced MD Program) i lll roku 6-letnich
studidow (Doctor of Medicine) na kierunku lekarskim w trakcie kursu ,Basic Immunology”
oraz studentéw Il roku 5-letnich studidw na kierunku lekarsko-dentystycznym (5-year DDS)
w ramach kursu ,Immunology”. W 2013 roku powierzono mi funkcje wspotkoordynatora
kursu ,,Immunology” dla 5-letniego programu DDS. Moim obowigzkiem w obrebie petnionej
funkcji jest wspdtudziat w tworzeniu tresci programowych, redagowaniu sylabusa
dla studentéw, a takze opracowaniu systemu oceny studentéw.

Wazing czescia mojej pracy dydaktycznej jest udziat w kursach podyplomowych
organizowanych przez Uniwersytet Medyczny w Poznaniu. Prowadze wyktady i ¢wiczenia
z przedmiotu ,Immunologia i immunopatologia” dla studentéw | roku Niestacjonarnego
Studium Ksztatcenia Podyplomowego w Zakresie Analityki Medycznej oraz z przedmiotu
,Immunologia kliniczna” dla studentéw Il roku specjalizacji ,Laboratoryjna Diagnostyka
Medyczna” dla diagnostéw laboratoryjnych. Wspdtuczestniczytem takze w prowadzeniu
zajec z przedmiotu ,,Immunogenetyka” dla stuchaczy specjalizujgcych sie w ,Laboratoryjnej
Genetyce Medycznej”.

Odmiennym aspektem mojej aktywnosci dydaktycznej jest udziat w powstawaniu
prac doktorskich, magisterskich i licencjackich. Obecnie jestem promotorem pomocniczym
dwéch dysertacji doktorskich realizowanych w Zaktadzie Immunologii Katedry Immunologii
Klinicznej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Jedna z prac
powstaje we wspodtpracy z Katedrg Stomatologii Zachowawczej i Endodoncji Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Od 2012 roku jestem opiekunem prac
magisterskich, a od 2013 roku petnoprawnym promotorem. Do chwili obecnej bytem
opiekunem czterech, promotorem trzynastu i recenzentem sze$ciu prac magisterskich.
Jedna z prac powstata wspdlnie z Pracownig Technologii Wysokoprzepustowych Instytutu
Biologii Molekularnej i Biotechnologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
i stanowita kontynuacje wspoétpracy, na mocy ktérej w roku akademickim 2015/2016 zostata

napisana praca licencjacka. W tym roku akademickim (2018/2019) pod moim kierownictwem
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przygotowywane sg dwie prace magisterskie. Sposrdd kierowanych przeze mnie prac cztery

zostaty nagrodzone lub wyréznione na réznych konkursach prac magisterskich.

Dziatalnos¢ organizacyjna

Moja dziatalnos$¢ organizacyjna wigze sie z aktywnoscig dydaktyczng, naukowa oraz
diagnostyczng. Przyjecie mnie w 1998 roku na etat naukowo-techniczny w Katedrze
i Zaktadzie Immunologii 6wczesnej Akademii Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
wigzato sie z zadaniem organizacji Pracowni Biologii Molekularnej. Z powierzonego
mi zadania wywigzatem sie w dwukrotnie. Najpierw zorganizowatem pracownie w pierwszej
siedzibie Katedry, a nastepnie w 2005 roku, gdy Katedra zmieniata swojg lokalizacje, po raz
drugi. Obecnie Pracownia Biologii Molekularnej stanowi integralng czes¢ Zaktadu
Immunologii Katedry Immunologii Klinicznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Jako
starszy referent inzynieryjno-techniczny zabezpieczatem funkcjonowanie Katedry
Immunologii Klinicznej w zakresie opieki oraz prowadzenia ewidencji w magazynie
odczynnikdéw chemicznych, w tym réwniez substancji trujgcych, toksycznych, szkodliwych
oraz zwigzkdéw rakotwdrczych, a takze — wdrazania nowych programéw komputerowych.

W zwigzku z moim wyksztatceniem oraz doswiadczeniem zawodowym w latach
2003/2004 zostatem oddelegowany z ramienia Katedry Immunologii Klinicznej do dziatania
w strukturach zorganizowanego przez Samodzielny Publiczny Szpital Kliniczny nr2
im. H. Swiecickiego w Poznaniu Zespotu ds. Akredytacji — Laboratorium. W trakcie prac
Zespotu bytem zobowigzany do przystosowania Katedry Immunologii Klinicznej
do standardow, ktére szpital musiat spetni¢ przed przyznaniem akredytacji. Moje zadania
obejmowaty wprowadzenie ewidencji aparatury diagnostycznej oraz przygotowanie
standardowych procedur operacyjnych (SOP) dla wszystkich wykonywanych przez Katedre
procedur diagnostycznych. Praca ta miata dla mnie szczegdlnie istotny charakter, poniewaz
od 2003 roku jestem diagnostg laboratoryjnym i naleze do Krajowej lzby Diagnostow
Laboratoryjnych (nr wpisu na liste: 07417). Od 2006 roku posiadam petne Prawo
Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego (seria AA 03738). Obecnie jestem
w trakcie wykonywania specjalizacji w zakresie , Laboratoryjnej Genetyki Medycznej”.

Od 2003 - 2007 roku sprawowatem funkcje sekretarza technicznego Komitetu
Immunologii Polskiej Akademii Nauk, ktory nastepnie zostat przemianowany na Komitet

Immunologii i Etiologii Zakazenn Cztowieka Polskiej Akademii Nauk. W tym czasie, zgodnie
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z umowa zajmowatem sie, m.in. prowadzeniem sekretariatu, organizacjg zebran Komitetu
oraz protokotowaniem posiedzen.

Wraz z przejsciem na etat naukowo-dydaktyczny moja aktywno$é organizacyjna
zmienita charakter. Po rozpoczeciu petnoetatowej dziatalnosci dydaktycznej, od 2011 roku
zostatem opiekunem Studenckiego Kota Naukowego — SKN Immunologii Klinicznej,
dziatajgcego w strukturach Studenckiego Towarzystwa Naukowego (STN) Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu przy Zaktadzie Immunologii Katedry
Immunologii Klinicznej. Od dwéch lat uczestnicze w pracach zespotu recenzentéw
naukowych projektéw badawczych zgtaszanych przez studentéow STN (2017, 2018).
Zaangazowanie w dziafalno$¢ dydaktyczno-naukowg w strukturach STN skupito moja
aktywnos¢ na licznych przedsiewzieciach organizowanych przez studentéw rdézinych
kierunkéw Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Od 2014 roku
regularnie jestem zapraszany jako cztonek jury w sesji ,Basic Life Science” odbywajacej sie
w trakcie International Congress of Young Medical Scientists, najwazniejszego
przedsiewziecia organizowanego co roku przez poznanskie STN. Ponadto, w 2015 roku
uczestniczytem w pracach Komitetu Naukowego VI. Wyktadéw Otwartych z cyklu Spotkania
Mtodych z Nauka w Poznaniu organizowanych przez SKN ,Biosfera” dziatajgce przy Katedrze
Chemii Klinicznej i Diagnostyki Molekularnej Uniwersytetu Medycznego
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. W 2018 roku zostatem ponownie zaproszony przez SKN
,Biosfera” do pracy w komisji oceniajgcej prezentacje uczestnikdw w ,Sesji Diagnostycznej”
IX. Wyktadéw Otwartych z cyklu Spotkania Mtodych z Nauka w Poznaniu.

Ze wzgledu na szczegdlny charakter pracy dydaktycznej zwigzanej z nauczaniem
studentéw Il i IV roku kierunku analityka medyczna (ponad 100 godzin dydaktycznych)
od 2013 roku zostatem witgczony w sktad minimum kadrowego dla kierunku analityka
medyczna na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Udziat i zaangazowanie studentdéw analityki medycznej
W prace organizacyjng i konsolidacje srodowiska studentéow tego kierunku zaowocowat
utworzeniem Poznanskiego Towarzystwa Studentéw Medycyny Laboratoryjnej (PTSML).
Na wniosek grupy zatozycielskiej 9 stycznia 2013 roku JM Rektor Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu powotat PTSML wpisem do rejestru organizacji

studenckich Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. W odpowiedzi na prosbe studentéw
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przyjatem funkcje opiekuna towarzystwa, za co zostatem uhonorowany przez organizacje
cztonkostwem honorowym.

W ramach programu migdzynarodowej wymiany naukowej SCORE (Standing
Committee on Research Exchange) bytem opiekunem studentéw z Miedzynarodowego
Stowarzyszenia Studentéw Medycyny (International Federation of Medical Students’
Associations; IFMSA). Jak dotad pod moim kierownictwem pracowali studenci z Brazylii,
Ekwadoru, Panamy i Japonii.

Waznym  obszarem mojej dziatalnosci organizacyjnej jest cztonkostwo
w towarzystwach naukowych. Obecnie jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Genetyki
Cztowieka (PTGCz), Polskiego Towarzystwa Immunologii Do$wiadczalnej i Klinicznej (PTIDIK),
Polskiego Towarzystwa Cytometrii (PTC) oraz Polskiego Towarzystwa Biologii Komérki
(PTBK). W Oddziale poznariskim PTIDiK aktualnie petnie funkcje skarbnika. Jednym z waznych
zadan statutowych Oddziatu Poznanskiego PTC jest organizacja konferencji naukowej pod
wspoélnym tytutem ,Poznanskie Dni Cytometrii i Immunopatologii”. W 2015 roku zostatem
zaproszony do petnienia funkcji sekretarza Komitetu Organizacyjnego ,II. Poznariskich Dni
Cytometrii i Immunopatologii”. W 2018 roku przyjatem zaproszenie do prac w Komitecie
Naukowym ,Ill. Poznariskich Dni Cytometrii i Immunopatologii”.

W latach 2012 -2016 bytem cztonkiem Rady Wydziatu na Wydziale Lekarskim |
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, do ktérej zostatem wybrany
z grupy nauczycieli akademickich.

Od 2014 roku jestem regularnie zapraszany przez réznych edytoréw do recenzji
manuskryptéw w renomowanych czasopismach o zasiggu miedzynarodowym. Do chwili
obecnej podjatem sie procesu recenzenckiego 27 prac zgtoszonych do publikacji
w 15 réinych czasopismach, m.in. Acta Biomaterialia, BMC Medical Genomics, Cancer

Immunology Immunotherapy, Journal of Materials Science, Materials, Tumor Biology.

Poznan, dnia 29.10. 2018 r.
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