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¢) omowienie celu naukowego/ artystyeznege Ww. pracy/prac i osiggni¢tych wynikow
wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Celem naukowym wyzej wymienionego cyklu prac bylo poszukiwanie mechanizméw
zapalnych odpowiedzialnych za rozwdj dysfunkcji naczyniowej w przebiegu schorzen
sercowo-naczyniowych, takich jak nadcisnienie tetnicze, jak i réwniez typowych schorzen o
podtozu autoimmunologicznym (na przyktadzie tocznia rumieniowatego uktadowego, SLE).
Srédblonek stanowi bariere oddzielajacg naczynia od przeplywajgcej krwi. Jest on
jednoczesnie jednym z najwigkszych organdéw parakrynnych ustroju i uczestniczy w
produkcji wielu substancji warunkujgcych prawidlowa funkcje homeostatyczng naczyn.
Dlatego zaburzenie produkcji substancji naczynioochronnych, takich jak tlenek azotu (NO),
prostacyklina, jak i nadmiar substancji prozapalnych i warunkujacych skurcz naczyn (wolne
rodniki tlenowe, endotelina, tromboksany) okreslane jest mianem dysfunkcji $rodblonka
naczyniowego. Stan taki bezposrednio poprzedza rozwd] miazdzy, jak i nadcisnienia
tetniczego. Kluczowa role w regulacji funkcji naczyn krwiono$nych odgrywa tlenek azotu.
Zalezna od NO funkcja rozkurczowa naczyn uwazana jest za gléwny wykladnik funkcji
$rodblonka. Wplywa to na op6r naczyniowy, a tym samym na regulacj¢ cisnienia tgtniczego
krwi. Dysfunkcja $rédblonka stanowi takze element lgczacy nadcisnienie tetnicze z
miazdzycg. Wynika to z niedoboru szeregu lokalnych, przeciwmiazdzycowych dziatan NO,
do ktérych mozna zaliczy¢: antyoksydacyjne, przeciwzapalne (hamowanie aktywacji
leukocytéw i ekspresji czgsteczek adhezyjnych), anty-proliferacyjne (hamowanie proliferacji
miesniéwki gladkiej) oraz efekty przeciwplytkowe (hamowanie aktywacji i agregacji).
Wplyw czynnikéw zapalnych na komoérki $rédblonka stanowi jeden z podstawowych
potencjalnych mechanizméw  dysfunkcji  srédblonka obok dziatlania czynnikow
promiazdzycowych, takich jak ox-LDL (ang. oxidized low-density lipoprotein) lub
angiotensyna II. Mechanizmy zapalne obserwowane w regulacji cisnienia tetniczego i
miazdzycy nie zostaly w pelni poznane. Pierwsze obserwacje wskazujace na zaburzenia,
zaleznej od limfocytow T, odpornosci w nadcisnieniu polegaly na nasileniu reakcji
nadwrazliwo$ci typu poOznego na antygeny naczyniowe lub nerkowe. Ponadto
zaobserwowano, ze usuniecie grasicy, prowadzgce do niedoboru limfocytow T, skutkuje
obnizeniem ci$nienia w modelach spontanicznego nadcisnienia. Podobnie dziata leczenie
immunosupresyjne zarowno w modelach zwierzecych oraz badaniach klinicznych. Co wigcej
podanie zwierzetom normotensyjnym, pochodzacych od zwierzat z nadcisnieniem

limfocytow prowadzito do rozwoju nadci$nienia. Istotna przyczynowa rola ukladu




immunologicznego w przebiegu indukowanego angiotensyng II nadci$nienia zostala
wykazana u myszy pozbawionych limfocytow B i T (RAG1”), ktére nie rozwijaly
nadci$nienia pomimo dzialania czynnikéw pro-nadcisnieniowych takich jak angiotensyna II.
Jednoczesnie re-populacja narzadow limfatycznych 1 krwi u tych zwierzat przez
wprowadzenie limfocytow T, ale nie komoérek B, pochodzacych od zwierzat kontrolnych
prowadzi zar6wno do wzrostu ci$nienia tetniczego, jak 1 dysfunkcji naczyniowej,
indukowanych  wlewem angiotensyny II. Obserwacja ta ma istotne znaczenie dla
zrozumienia mechanizméw rozwoju miazdzycy i dysfunkcji naczyniowej towarzyszacych
nadci$nieniu tetniczemu. Co wigcej pomaga zrozumie¢ zwigzki pomiedzy schorzeniami
autoimmunologicznymi, a dysfunkcjg naczyniowg. Dlatego kluczowe jest zrozumienie
mechanizméw stanu zapalnego modulujgcego funkcje srodblonka naczyniowego.

Osiagniecie naukowe pt. ,,Mechanizmy zapalne dysfunkcji naczyniowej” stanowi cykl 4
prac, koncentrujgcych sie na roli komorek uktadu immunologicznego (zaréwno limfocytow T,
jak i monocytow) w rozwoju dysfunkcji naczyniowej zarowno w patogenezie pierwotnego
nadcis$nienia tetniczego (praca 2 i 4), jak i mechanizmdéw tocznia rumieniowatego trzewnego,
w ktérym opisywana jest znacznie zwiekszona podatnosé na rozwdj dysfunkcji naczyniowe;j i
miazdzycy (praca 1 1 3).

Praca pt. ,Role of chemokine RANTES in the regulation of perivascular inflammation, T
cell accumulation and vascular dysfunction in hypertension” opublikowana w
czasopiSmie FASEB Journal w 2016 roku stanowi szerokie studium nad rola chemokiny
RANTES (ang. Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted) w regulacji
okolonaczyniowego stanu zapalnego i zwigkszonej akumulacji limfocytéw T, w przebiegu
nadci$nienia tetniczego. W pracy tej, pokazalem wzrost liczby leukocytow, w tkance
tluszczowej okotonaczyniowej (pVAT, ang. perivascular adipose tissue), w modelu zaleznego
od angiotensyny II, nadcisnienia u myszy. Wzrost ten byl szczegélnie widoczny w przypadku
limfocytow T, makrofagéw i komorek dendrytycznych, ale nie limfocytéw B. Interesujgca
jest obserwacja wskazujgca, ze limfocyty T naciekajace pVAT wykazuja zwigkszong
ekspresje receptoréw CCRI1 (ang. C-C chemokine receptor 1), CCR3 oraz CCRS5 dla
RANTES. Jednoczesnie zaobserwowalem, ze ekspresja mRNA dla chemokiny RANTES, w
tkance tluszczowej okolonaczyniowej byla zwiekszona w toku rozwoju nadcisnienia, a
zmiany te nie byly obserwowane w innych przedziatach tkanki thuszczowej takich jak tkanka
thuszczowa wisceralna czy brunatna. Wzrost ekspresji chemokiny RANTES w pVAT zostal
réwniez potwierdzony stosujgc immunohistochemie. W kolejnym etapie wykazatem, ze wlew

angiotensyny II nasilal migracje limfocytow T, ale nie komodrek B, w kierunku RANTES.
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Limfocyty T podwojnie ujemne (DN T, ang. Double Negative T cell) wykazywaty
najwigkszy stopienn migracji, w poréwnaniu z klasycznymi limfocytami o fenotypie CD4+ i
CD8+. Stosujac media pochodzace znad hodowli pVAT pokazalem, ze limfocyty T wykazuja
zwickszong migracje w kierunku tkanki thuszczowej okotonaczyniowej pochodzacej od
zwierzat hipertensyjnych, w poréwnaniu z migracjg obserwowang w kierunku tkanki
thuszczowej uzyskanej od zwierzgt normotensyjnych. Angiotensyna II nasilata migracje
zarowno limfocytow CD4, jak i CD8. Zastosowanie przeciwcial anty-RANTES hamowato
zalezng od angiotensyny II migracje w kierunku pVAT, ale nie w kierunku tkanki ttuszczowe;j
pochodzacej od zwierzat normotensyjnych. Nastepnie wykazalem, ze angiotensyna II
indukowata dysfunkcje naczyniowg u myszy kontrolnych CS57BL/6, natomiast naczynia
pochodzace od myszy RANTES™ wykazywaly funkcje ochronna, co korespondowato
réwniez ze zmniejszong produkcja anionorodnika ponadtlenkowego. Stosujac telemetryczna,
24-godzinng metode pomiaru ci$nienia te¢tniczego krwi pokazaliSmy, ze myszy RANTES™
wykazywaty podobny wzrost ci$nienia, indukowanego wlewem angiotensyny II, jak myszy
kontrolne. W pracy tej zbadaliSmy rowniez zwigzek pomiedzy st¢zeniem chemokiny
RANTES, w surowicy pacjentow z zespolem metabolicznym i innymi czynnikami ryzyka
chordb sercowo-naczyniowych, a klinicznie oceniang funkcjg s$rodblonka naczyniowego
(FMD, ang. flow mediated dilatation). Badania te wykazaly odwrotng korelacj¢ pomig¢dzy
FMD, a poziomem RANTES w surowicy. Jednoczesnie wykazaliSmy dodatnig korelacje
pomiedzy RANTES, a czynnikiem von Willebranda, bedacego krazacym markerem
dysfunkcji $rédbtonka.

W pracy pt. ,,Role of chemokine RANTES in the regulation of perivascular inflammation, T
cell accumulation and vascular dysfunction in hypertension” udowodnilem, ze myszy
RANTES” wykazywaly zmniejszona infiltracje tkanki thiszczowej okolonaczyniowej przez
leukocyty, a zwlaszcza limfocyty T i w mniejszym stopniu makrofagi, w zaleznym od
angiotensyny II rozwoju nadci$nienia w poréwnaniu z myszami kontrolnymi. Angiotensyna II
nasilala ekspresje receptorow CCRS, w tkance tluszczowej okolonaczyniowej u myszy
kontrolnych. Myszy RANTES™ wykazywaly zmniejszong infiltracje limfocytow T CCR5+,
pod wplywem angiotensyny II, w poréwnaniu z kontrolag. W toku rozwoju nadcisnienia
dochodzito rowniez do zwiekszonej infiltracji tkanki thuszczowej okolonaczyniowej przez
limfocyty CD4+ produkujgce IL-17A. Zjawisko to obserwowane bylo w podobnym stopniu u
myszy kontrolnych, jak i u myszy RANTES™. Stosujac cytometrie przeplywowa pokazatem,
ze angiotensyna II indukowata wzrost odsetka limfocytow CD8, a takze limfocytow T o

fenotypie podwdjnie ujemnym (DN T) produkujacych IFN-y (ang. Interferon gamma) w

6




pVAT u myszy kontrolnych. Nie mniej jednak zjawisko to nie bylo obserwowane u myszy
RANTES™. Jednoczesnie obnizona ekspresja mRNA dla IFN-y zostata potwierdzona u myszy
RANTES™, pod wplywem angiotensyny II, w poréwnaniu z myszami kontrolnymi stosujac
real-time PCR. Interesujgca jest obserwacja nasilenia dysfunkcji naczyniowej, po uprzedniej
preinkubacji naczyn pochodzacych od myszy kontrolnych z IFN-y. Efekt ten byt czesciowo
odwracalny stosujgc PEG-SOD (ang. Polyethylene glycol-superoxide dismutase). W pracy tej
wykazaliSmy réwniez, ze zastosowanie met-RANTES indukuje poprawe funkcji srodblonka,
zmniejszenie produkcji anionorodnika ponadtlenkowego, a takze zmniejszong infiltracje
tkanki tluszczowej okotonaczyniowej przez limfocyty T, w zaleznym od angiotensyny II
modelu nadcis$nienia. Rola okolonaczyniowego stanu zapalnego, a takze chemokiny RANTES
w przebiegu indukowanego angiotensyng II nadcis$nienia zostala przedstawiona

schematycznie na Rycinie.
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Zalezna od RANTES
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Choroby naczyniowe

Rycina
Rola okolonaczyniowego stanu zapalnego w przebiegu indukowanego angiotensyng II

nadci$nienia i innych choréb sercowo-naczyniowych

Wchodzgce w sklad osiggniecia naukowego, 2 kolejne prace, dotycza zwigzku pomigdzy
zapaleniem, obserwowanym w przebiegu schorzen o podlozu autoimmunologicznym, a
funkcjg naczyn u pacjentéw z toczniem rumieniowatym trzewnym.

Toczen rumieniowaty uktadowy (SLE, ang. Systemic Lupus Erythematosus) jest przewlekla
choroba autoimmunologiczng przebiegajaca z zajeciem wielu organéw. Jednym z
charakterystycznych objawéw SLE jest uszkodzenie naczyn krwionos$nych, zwigkszona
podatno$¢ na miazdzyce oraz zapadalno$¢ na choroby sercowo-naczyniowe. Podstawowa
cecha choroby jest zanik tolerancji na wlasne antygeny i obecno$¢ przeciwcial przeciw
chromatynie jagdrowej. Mechanizmy zapalne, a takze obecnos¢ autoprzeciwcial skierowanych
przeciw komérkom s$rodblonka indukujg zapalny fenotyp tych komérek i jednoczesnie

doprowadzajg do dysfunkcji naczyniowej obserwowanej w SLE. Zaburzenia w procesie
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programowane]j smierci komorki (apoptozy), a takze wzrastajacy poziom autoantygendéw, u
pacjentow z SLE, zwigzane sa z defektem w usuwaniu komoérek apoptotycznych. Nie mniej
jednak patomechanizm tego zjawiska nie jest w pelni wyjasniony. W pracy pt.
,Characterization of the impairment of the uptake of apoptotic polymorphonuclear cells
by monocyte subpopulations in systemic lupus erythematosus“ opublikowanej w
czasopiSmie Lupus w 2014 roku podjalem probe wyjasnienia patomechanizmu
odpowiedzialnego za nieefektywne rozpoznanie i usuwanie komorek apoptotycznych, w
przebiegu tocznia rumieniowatego trzewnego. W pracy tej wykazalem, ze granulocyty
obojetnochtonne wyizolowane od pacjentow z SLE, w wigkszym stopniu wchodzg w stan
programowanej $mierci komorkowej (apoptozy), w poréwnaniu z tymi samymi komérkami,
pochodzacymi od zdrowych dawcow. Monocyty krwi obwodowej pacjentow z SLE
wykazywaly zmniejszong zdolno$¢ do rozpoznawania apoptotycznych granulocytow
obojetnochtonnych, w ukladzie autologicznym. Nie mniej jednak komorki te efektywnie
rozpoznawaly apoptotyczne granulocyty obojetnochtonne pochodzace od zdrowych dawcow.
Monocyty o fenotypie CD14highCD16+ i CD14dimCD16+ efektywniej internalizowaty
apoptotyczne granulocyty obojetnochtonne, w poréwnaniu z monocytami CD14highCD16-.
Obserwowane zjawisko dotyczylo zar6wno monocytow pochodzacych od pacjentow z SLE,
jak i komorek wyizolowanych od zdrowych dawcéw. Monocyty pacjentow z SLE
wykazywaly obnizong ekspresje CD35 (CR1, ang. complement receptor type 1) i CD91
(receptor dla kalretikuliny) oraz wzrost ekspresji TIM-3 (ang. T Cell Ig- and mucin-domain-
containing molecule-3). Nie mniej jednak opisane roznice w ekspresji tych receptorow
dotyczyly zwlaszcza monocytéw o fenotypie CD16+, a defekt w usuwaniu komoérek
apoptotycznych widoczny byl we wszystkich subpopulacjach monocytéw krwi obwodowe;.
W opublikowanej pracy, wykazalem, Zze w nastgpstwie kontaktu aktywowanych LPS
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMC, ang. peripheral blood mononuclear
cells) z apoptotycznymi granulocytami, w ukladzie autologicznym lub heterologicznym,
dochodzi do wzrostu produkcji antyzapalnej cytokiny IL-10 (ang. Interleukin). Nie mniej
jednak obserwowane zjawisko bylo w mniejszym stopniu nasilone, w hodowlach PBMC z
apoptotycznymi granulocytami oboj¢tnochtonnymi pochodzacymi od pacjentow z SLE, w
porownaniu do hodowli komoérek jednojadrzastych z apoptotycznymi komorkami
pochodzacymi od zdrowych dawcéw. Obserwowane zjawiska moga mie¢ zwigzek z
dysfunkcjg naczyniows i miazdzyca dlatego w kolejnej pracy pt. ,Heterogeneity of
peripheral blood monocytes, endothelial dysfunction and subclinical atherosclerosis in

patients with Systemic Lupus Erythematosus” opublikowanej w czasopismie Lupus w
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2016 roku podjatem probe wyjasnienia zwigzku pomiedzy subkliniczng miazdzyca oceniang
jako grubo$¢ kompleksu btony wewnetrznej i srodkowej IMT (ang. intima-media thickness),
dysfunkcjg naczyniows, a fenotypem monocytéw krwi obwodowej u pacjentow z SLE. W
pracy tej wykazalem, ze pacjenci z toczniem rumieniowatym uktadowym wykazujg
zwiekszong grubos¢ kompleksu blony wewngtrznej i $rodkowej (IMT) tetnic szyjnych
wspolnych, w poréwnaniu z grupa kontrolnag dobrang pod wzgledem wieku, pici oraz
gléwnych czynnikow ryzyka obejmujacych nadcis$nienie, cukrzyce, hipercholesterolemig, a
takze wystepowanie choroby: wiencowej (CAD, ang. coronary artery disease), tetnic
obwodowych (PAD, ang. peripheral arterial disease), przemijajacego niedokrwienia mézgu
(TIA, ang. transient ischemic attack) oraz zawahu serca (MI, ang. myocardial infraction).
Jednoczesnie pacjenci z SLE wykazywali nasilong dysfunkcje srédblonka okreslang na
podstawie pomiaru zaleznej od przeptywu rozszerzalnosci tetnicy ramiennej (FMD), w
poréwnaniu z grupa kontrolng. Analogicznie, w pomiarze funkcji Srédbtonka po zastosowaniu
nitrogliceryny - NMD (ang. nitroglycerin mediated dilatation) nie zaobserwowano r6zni¢
pomiedzy grupg pacjentow z SLE a kontrolg. W pracy tej pokazalem réwniez wzrost zarOwno
odsetka, jak i liczby monocytow CD14highCD16+ na mm’ krwi u pacjentéw z SLE, w
poréwnaniu z grupg kontrolng. W pracy opublikowanej w 2016 roku w czasopismie Lupus
wykazalem, ze zar6wno odsetek jak i liczba monocytow CD14dimCD16+/mm’ krwi
pozytywnie korelowala z gruboscia kompleksu blony wewngtrznej i srodkowej IMT u
pacjentéw z toczniem rumieniowatym trzewnym, przy jednoczesnym braku takiej obserwacji
w grupie kontrolnej. Sugeruje to, Ze monocyty o fenotypie CD14dimCD16+ moga by¢
zwigzane ze zwiekszonym ryzykiem wczesnego rozwoju miazdzycy u pacjentow z SLE,
pomimo, ze mechanizm tego zjawiska pozostaje niewyjasniony. Nie jest wykluczone, ze jest
on zwigzany z prozapalnym fenotypem tych komorek. Monocyty CD14dimCD16+ wykazuja
zwiekszong zdolnos¢ do produkeji TNF-a (ang. tumor necrosis factor-alpha), w poréwnaniu z
innymi subpopulacjami, podczas gdy produkcja przeciwzapalnych cytokin, takich jak IL-10
pozostaje na bardzo niskim poziomie. Jednoczesnie obserwacje innych zespotéw badawezych
wskazuja na zwigzek pomiedzy stezeniem TNF-a w surowicy pacjentéw z choroba
wieficowa, a zwiekszonym odsetkiem monocytéw o fenotypie CD14dimCD16+.

Podsumowujac, w pracy pt. ,Heterogeneity of peripheral blood monocytes, endothelial
dysfunction and subclinical atherosclerosis in patients with Systemic Lupus Erythematosus™
zasugerowalem, ze obserwowano zjawisko moze by¢ zwigzane ze zwigkszong zdolnoscia
monocytéw CD14dimCD16+ do produkeji TNF-a i bezposrednim dzialaniem tych komorek

na progresjc zmian miazdzycowych. Nie mozna réwniez wykluczy¢, ze monocyty
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CD14dimCD16+ odgrywaja istotna role¢ w polaczeniu z innymi patofizjologicznymi
mediatorami w SLE, ktore z kolei nie sg obecne w grupie kontrolnej. W pracy tej wykazalem
brak zwigzku pomiedzy subpopulacjami monocytéw krwi obwodowej, a obserwowang w
przebiegu tocznia rumieniowatego trzewnego dysfunkcjg naczyniowa.

Kolejna z cyklu prac, wchodzacych w sktad tzw. osiggniecia naukowego, to artykut pt. “In
Search of the T Cell Involved in Hypertension and Target Organ Damage”
opublikowany w Hypertension w 2014 roku, ktéry stanowi komentarz do pracy: Li Y, Wu Y,
Zhang C, Li P, Cui W, Hao J, Ma X, Yin Z, Du J, pt. “y0T Cell-derived interleukin-17A via
an interleukin-1B-dependent mechanism mediates cardiac injury and fibrosis in hypertension”
Hypertension 2014, 64(2): 305-14. Prace tg zalgczam jako czg¢$¢ osiggniecia naukowego, gdyz
cho¢ stanowi ona relatywnie zwiezly komentarz, zostatem do niego zaproszony w zwigzku z
tym, iz zaproponowatem schemat oddziatywan mig¢dzykomoérkowych taczacych dysfunkcje
naczyniowg oraz mechanizmy zapalne z konsekwencjami tych procesow jakimi jest
przebudowa $ciany naczyn (remodelling). Omoéwitem zapalne mechanizmy 1aczace
dysfunkcj¢ naczyniowg z depozycjg kolagenu i widknienia, zarowno w mies$niu sercowym,
jak i tkance otaczajgcej naczynia krwionosne, w toku przebiegu zaleznego od angiotensyny II
nadcisnienia. Centralng role¢ w tym procesie odgrywaja IL-17A 1 produkujace ja
limfocyty Tyd. W nastgpstwie interakcji pomiedzy monocytami (produkujacymi IL-18),
aktywowanymi komorkami dendrytycznymi (stanowigcymi zrédlo IL-23, IL-1B, TNF-a), a
limfocytami Tyd dochodzi do wzmozonej produkcji IL-17A. W zaproponowanym schemacie
IL-6 odgrywa istotng role w réznicowaniu fibrocytéw do miofibroblastow, produkujacych IL-
6, TGF-B (ang. transforming growth factor beta), TNF-a i kolagan. W konsekwencji
obserwowana jest depozycja kolagenu 1 zmiany zwloknieniowe w mig¢sniu sercowym 1 tkance

otaczajacej naczynia krwionosne.

Podsumowujgc, do najwazniejszych osiagnie¢ poznawczych cyklu prac nalezy wymieni¢:

1. Wykazanie kluczowej roli chemokiny RANTES w przebiegu indukowanego
angiotensyng Il modelu nadci$nienia u myszy (FASEB J, 2016);

2. Wykazanie dodatniej korelacji pomiedzy stezeniem chemokiny RANTES, a

czynnikiem von Willebranda i odwrotnej korelacji pomigdzy ste¢zeniem

RANTES, a FMD u pacjentéw z zespolem metabolicznym i innymi czynnikami

ryzyka choréb sercowo-naczyniowych (FASEB J, 2016);
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3. Pokazanie istotnej roli IFN-y uwalnianego przez limfocyty naciekajace Sciane
naczynia, w indukeji dysfunkeji naczyniowej in vitro (FASEB J, 2016);

4. Wykazanie, ze monocyty krwi obwodowej pacjentéow z toczniem
rumieniowatym ukladowym wykazuja defekt w rozpoznawaniu autologicznych
apoptotycznych granulocytéw oboj¢tnochlonnych, nie mniej jednak s3 one
zdolne do prawidlowego rozpoznawania i internalizacji komorek
apoptotycznych pochodzacych od zdrowych dawcow (Lupus, 2014);

S. Pokazanie, Ze monocyty CD14dimCD16+ dodatnio Kkoreluja z gruboscia
kompleksu blony wewnetrznej i Srodkowej IMT u pacjentéw z toczniem
rumieniowatym ukladowym, przy jednoczesnym braku takiej obserwacji w
grupie kontrolnej (Lupus, 2016);

6. Przedstawienie hipotezy dotyczacej interakcji migdzykomérkowych w lgczeniu
dysfunkeji naczyniowej z remodellingiem, a w szczegélnosci wléknieniem

okolonaczyniowym (Hypertension, 2014).

5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo- badawczych (artystyeznyeh)

5.1 Tematyka badan przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych
Moje zainteresowania naukowe przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych
dotyczyly oceny wilasciwosci fagocytarnych monocytéw, w stosunku do komoérek
apoptotycznych. W pracy doktorskiej, wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. med. Juliusza
Pryjmy, pt. ,Interakcje monocytéw z apoptotycznymi granulocytami obojetnochlonnymi”
wykazalem, ze monocyty krwi obwodowej sa zdolne, zarowno do rozpoznawania jak i
fagocytozy, apoptotycznych granulocytow obojg¢tnochtonnych. W momencie podjecia tych
badan wiadomo bylo, ze wyprowadzone z monocytow makrofagi (hMDM, ang. Human
monocyte derived macrophages) efektywnie rozpoznaja i fagocytujg apoptotyczne
granulocyty, podczas gdy ta sama funkcja monocytéw byla przedmiotem kontrowersji.
Weczesniejsze badania pokazaly, ze monocyty nabierajg zdolnosci do rozpoznania komdrek
apoptotycznych dopiero w trzecim dniu réznicowania w kierunku makrofagéw. Stosujac
cytometri¢ przeptywowa, a takze mikroskopie konfokalng i elektronowg pokazalem, ze
monocyty krwi obwodowej rozpoznaja i fagocytujg apoptotyczne, lecz nie $wiezo izolowane
granulocyty. Zastosowanie cytochalazyny D blokowalo, w sposéb zalezny od dawki,

fagocytoze komérek apoptotycznych. Usuwanie apoptotycznych granulocytéw wymagato
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udziatu receptora CD36 i nie bylo zalezne od udziatu CD14. Stosujgc apoptotyczne komorki
Jurkat wykazalem, ze ich fagocytoza przez monocyty wymaga udzialu zaro6wno CD36 jak i
CDI14. Jednoczesnie zastosowanie liposoméw zawierajacych fosfatydylo-L-seryne
redukowalo wigzanie apoptotycznych granulocytow obojetnochtonnych przez $wiezo
wyizolowane monocyty. Stosujac sortowane subpopulacje monocytéw, zdefiniowane na
podstawie ekspresji antygenow CD14 (receptor dla LPS) i CD16, pokazalem, ze rozpoznanie
apoptotycznych granulocytow jest w przewazajacej mierze zwigzane z monocytami o
fenotypie CD16+, zaréwno z wysoka, jak i niskg ekspresjag CD14 (CD14highCD16+ oraz
CD14dimCD16+), w poréwnaniu z komérkami CDI14highCD16-. W kolejnym etapie
potwierdzilem wczesniejsze obserwacje dotyczace wzrostu produkcji antyzapalnej IL-10
przez aktywowane LPS subpopulacje monocytéw podczas kontaktu z apoptotycznymi
granulocytami. W tym samym uk}adzie produkcja prozapalnych cytokin takich jak TNF-o i
IL-1B ulegala zmniejszeniu. Monocyty o fenotypie CD14highCD16+ produkowaly
najwigksze ilosci IL-10, w poréwnaniu z pozostalymi subpopulacjami, wykazujac
przeciwzapalne wlasciwosci. Subpopulacja monocytéw CD14dimCD16+ charakteryzowala
si¢ prozapalnym fenotypem, produkujac najwieksze ilosci TNF-o i IL-1.

Wykorzystujgc aktywowane LPS, zymosanem i bakteriami z gatunku Staphylococcus
aureus monocyty pokazalem, ze majg one obnizong zdolnos$¢ do rozpoznania apoptotycznych
granulocytow. Po czesci wynikalo to z indukeji apoptozy w monocytach inkubowanych z
zymosanem lub bakteriami z gatunku S. aureus. Aktywowane LPS monocyty wykazywaly
natomiast zwigkszong przezywalnos¢, a obnizona zdolno$¢ do rozpoznania komorek
apoptotycznych zwigzana byla najprawdopodobniej ze zmniejszong efektywnosci komorek, a
nie ze zmniejszong liczebnosci, tak jak w przypadku apoptotycznych monocytéw. Monocyty
po kontakcie z apoptotycznymi granulocytami nie wykazywaly upos$ledzonej produkcji
reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) i obnizonej zdolno$ci do
zabijania bakterii.

Odzwierciedleniem tego obszaru aktywnosci badawczej byta publikacja:

Mikolajezyk TP, Skrzeczynska-Moncznik JE, Zarebski MA, Marewicz EA, Wisniewska
AM, Dzieba M, Dobrucki JW, Pryjma JR: , Interaction of human peripheral blood monocytes
with apoptotic polymorphonuclear cells” Immunology 2009; 128(1): 103-13;

IF= 3.276, MNiSW= 20.
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W okresie przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora zaangazowany bylem réwniez w
projekty majace na celu zbadanie wplywu infekcji bakteriami z gatunku S. aqureus na
programowang $mier¢ komorki, w makrofagach. Badania te wykazaly, ze bakterie z gatunku
S. aureus wywoltujg cytoprotekcyjny efekt w makrofagach, ktéry uniemozliwia eliminacje
komorek gospodarza, a tym samym umozliwia przezywanie mikroorganizméw w zakazonych
komorkach. Uczestniczylem takze w badaniach majacych na celu sprawdzenie wplywu
fotouczulaczy na przebieg programowanej S$mierci w limfocytach oraz zdolno$¢ do
rozpoznawania takich komorek przez monocyty. Zaangazowany bylem takze w badanie
wlasciwosci fagocytarnych komdrek nablonkowych siatkowki pod wplywem stresu

oksydacyjnego. Tym zagadnieniom po$wigcone sg nastgpujace prace:

Koziel J, Maciag-Gudowska A, Mikolajczyk T, Bzowska M, Sturdevant DE, Whitney AR,
Shaw LN, DeLeo FR, Potempa J: ,,Phagocytosis of Staphylococcus aureus by macrophages
exerts cytoprotective effects manifested by the upregulation of antiapoptotic factors” PLoS
One 2009; 4(4): 5210;

IF=4.351

Wolnicka-Glubisz A, Fraczek J, Skrzeczynska-Moncznik J, Friedlein G, Mikolajczyk T,
Sarna T, Pryjma J: ,Effect of irradiation with UVA in the presence of 8-methoxypsoralen, 4,
6, 4’-trimethylangelicin or chlorpromazine on apoptosis of lymphocytes and their recognition
by monocytes” J Physiol Pharmacol. 2010; 61(1): 107-14;

IF=2.130, MNiSW= 20

Olchawa M, Szewczyk G, Zareba M, Pitat A, Bzowska M, Mikolajezyk T, Sarna T: ,,Sub-
lethal photodynamic damage to ARPE-19 cells efficiently inhibits their phagocytic activity”
Photochem Photobiol. 2010; 86(4): 772-80;

IF=2.679, MNiSW= 20

5.2 Tematyka badan po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych
Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych kontynuowalem badania dotyczace
wlasciwoscei fagocytarnych monocytow krwi obwodowej i ich subpopulacji w stosunku do

apoptotycznych granulocytéw obojetnochtonnych. Badania te miaty na celu poszukiwanie
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mechanizmoéw odpowiedzialnych za defekt w usuwaniu komérek apoptotycznych u

pacjentéw z SLE. Temu zagadnieniu poswig¢cona jest praca:

Mikolajczyk TP, Skiba D, Batko B, Krezelok M, Wilk G, Osmenda G, Pryjma J, Guzik T:
»Characterization of the impairment of the uptake of apoptotic polymorphonuclear cells by
monocyte subpopulations in systemic lupus erythematosus™ Lupus 2014; 23(13): 1358-69;
IF=2.197, MNiSW= 25

Zaangazowany bylem rowniez w badania majgce na celu okreslenie fenotypu monocytéw
krwi obwodowej w przebiegu schorzen o podlozu autoimmunologicznym oraz na
poszukiwaniu zwigzku pomie¢dzy fenotypem tych komoérek, a dysfunkcja naczyniowa
pojawiajaca si¢ w przebiegu wiekszosci tych schorzen. Tym zagadnieniom poswigcone sg

prace:

Mikolajezyk TP, Osmenda G, Batko B, Wilk G, Krezelok M, Skiba D, Sliwa T, Pryjma JR,
Guzik TJ: ,Heterogeneity of peripheral blood monocytes, endothelial dysfunction and
subclinical atherosclerosis in patients with Systemic Lupus Erythematosus” Lupus 2016; 25:
18-27;

IF=2.118, MNiSW= 25

Sulicka J, Surdacki A, Mikolajezyk T, Strach M, Gryglewska B, Cwiklinska M, Balwierz W,
Guzik T, Grodzicki TK: ,,Elevated markers of inflammation and endothelial activation and
increased counts of intermediate monocytes in adult survivors of childhood acute
lymphoblastic leukemia” Immunobiology 2013; 218(5): 810-6;

IF=3.180, MNiSW= 25§

Surdacki A, Sulicka J, Korkosz M, Mikolajezyk T, Telesinska-Jasiowka D, Klimek E,
Kierzkowska I, Guzik T, Grodzicki TK: ,.Blood monocyte heterogeneity and markers of
endothelial activation in ankylosing spondylitis” J Rheumatol 2014; 41(3): 481-9;

IF=3.187, MNiSW= 30

Klimek E, Mikolajczyk T, Sulicka J, Kwasny-Krochin B, Korkosz M, Osmenda G, Wizner
B, Surdacki A, Guzik T, Grodzicki TK, Skalska A: ,,Blood monocyte subsets and selected
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cardiovascular risk markers in rheumatoid arthritis of short duration in relation to disease
activity” Biomed Res Int 2014; 2014: 736853;
IF=1.579, MNiSW= 30

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, zaangazowany bylem przede wszystkim w
badania majgce na celu scharakteryzowanie subpopulacji limfocytéw T oraz roli chemokin, w
przebieg indukowanego angiotensyng II modelu nadcisnienia u myszy. Tej tematyce

badawcze] poswiecone sg nastgpujgce prace:

Mikolajezyk TP, Nosalski R, Szczepaniak P, Budzyn K, Osmenda G, Skiba D, Sagan A, Wu
J, Vinh A, Marvar PJ, Guzik B, Podolec J, Drummond G, Lob HE, Harrison DG, Guzik TIJ:
»Role of chemokine RANTES in the regulation of perivascular inflammation, T cell
accumulation and vascular dysfunction in hypertension” FASEB J. 2016; 30:1987-99;
IF=5.299, MNiSW= 35

Guzik TJ, Mikolajezyk T: ,,In Search of the T Cell Involved in Hypertension and Target
Organ Damage” Hypertension 2014; 64(2): 224-6;
IF= 6.48, MNiSW= 45

Itani HA, McMaster WG Jr, Saleh MA, Nazarewicz RR, Mikolajczyk TP, Kaszuba AM,
Konior A, Prejbisz A, Januszewicz A, Norlander AE, Chen W, Bonami RH, Marshall AF,
Poffenberger G, Weyand CM, Madhur MS, Moore DJ, Harrison DG, Guzik TJ: ,,Activation
of Human T Cells in Hypertension: Studies of Humanized Mice and Hypertensive Humans”
Hypertension. 2016 Jul;68(1):123-32;

IF= 6.294, MNiSW= 45

Januszewicz A, Guzik T, Prejbisz A, Mikolajezyk T, Osmenda G, Januszewicz W:
,Malignant hypertension: new aspects of an old clinical entity” Pol Arch Med Wewn. 2016;
126: 86-93;

IF=2.054, MNiSW= 25

Zwigzek pomiedzy stanem zapalnym, a fenotypem komorek ukladu immunologicznego

podejmowany byt rowniez w pracach:

16




Macigg J, Osmenda G, Nowakowski D, Wilk G, Maciag A, Mikolajezyk T, Nosalski R,
Sagan A, Filip M, Drozdz M, Loster J, Guzik TJ, Cze$nikiewicz-Guzik M: ,.Denture-related
stomatitis is associated with endothelial dysfunction” Biomed Res Int 2014; 2014: 474016;
IF=1.579, MNiSW= 30

Maciag J, Mikelajezyk T, Matusik P, Nosalski R, Sagan A, Maciagg A, Nowakowski D, Wilk
G, Osmenda G, Guzik T, Cze$nikiewicz-Guzik M: ,Systemic T Cells and Monocyte
Characteristics in Patients with Denture Stomatitis” J Prosthodont. 2016 Feb 16. doi:
10.1111/jopr.12447,

IF=1.133, MNiSW= 20

Sagan A, Mrowiecki W, Mikelajczyk TP, Urbanski K, Siedlinski M, Nosalski R, Korbut R,
Guzik TJ: ,Local inflammation is associated with aortic thrombus formation in abdominal
aortic aneurysms. Relationship to clinical risk factors” Thromb Haemost. 2012; 108(5): 812-
235

IF= 6.094, MNiSW= 35

Maga P, Mikolajczyk TP, Partyka L, Krzanowski M, Malinowski K, Nizankowski R:
,,Percutaneous transluminal angioplasty in patients with peripheral arterial disease does not
affect circulating monocyte subpopulations” Biomed Res Int 2016- praca zaakceptowana do

druku;

Schramm A, Jasiewicz-Honkisz B, Osmenda G, Wilk G, Siedlinski M, Sagan A, Matusik P,
Maciag J, Sliwa T, Czesnikiewicz-Guzik M, Mikelajezyk TP: ,,Th17 responses are not
altered by natural exposure to seasonal allergens in pollen-sensitive patients” Allergy, Asthma

& Clinical Immunology- praca zaakceptowana do druku;

W okresie po uzyskaniu stopnia doktora uczestniczytem réwniez w projektach majgcych na
celu okreslenie zwigzkéw pomi¢dzy markerami zapalenia, a homeostaza naczyniowa. Temu

obszarowi badan poswigcone s3 nastgpujace prace:

Kope¢ G, Tyrka A, Miszalski-Jamka T, Mikelajezyk T, Waligora M, Guzik T, Podolec P:

,Changes in exercise capacity and cardiac performance in a series of patients with
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Eisenmenger's syndrome transitioned from selective to dual endothelin receptor antagonist”
Heart Lung Circ. 2012; 21(11): 671-8;
IF=1.254, MNiSW= 20

Rudzinski P, Wegrzyn P, Lis GJ, Piatek J, Konstanty-Kalandyk J, Nosalski R, Mikolajczyk
T, Jasinska M, Pyka-Fosciak G, Guzik T, Litwin JA, Korbut R, Sadowski J: ,,Vasodilatory
effect and endothelial integrity in papaverine- and milrinone-treated human radial arteries™ J
Physiol Pharmacol 2013; 64(1): 41-53;

IF=2.720, MNiSW= 20

Kope¢ G, Moertl D, Steiner S, Stepien E, Mikolajezyk T, Podolec J, Waligéra M,
Stepniewski J, Tomkiewicz-Pajgk L, Guzik T, Podolec P: ,Markers of thrombogenesis and
fibrinolysis and their relation to inflammation and endothelial activation in patients with
idiopathic pulmonary arterial hypertension” PLoS One 2013; 8(12): 82628;

IF=3.534, MNiSW= 40

5.3 Podsumowanie

Poza oméwionym powyzej cyklem 4 publikacji, jestem wspotautorem 15 oryginalnych prac
(wykaz w zalgczniku nr 3). Sumaryczny Impact Factor wedlug listy Journal Citation Reports
(JRC) zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 61.138 (w tym jeden list do redakcji
IF=6.480). Sumaryczny Impact Factor publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia
naukowego wynosi 16.094. Prace cytowane byly w literaturze $wiatowe] lacznie 133 razy
(wg. Web of Science Core Collection, z dnia 23.08.2016). Wspdtczynnik Hirscha wg bazy
Web of Science Core Collecion wynosi 5. Wyniki badan przedstawiatem na 11 konferencjach
miedzynarodowych oraz 7 krajowych. Oprocz tego jestem wspolautorem ponad 70 doniesien

zjazdowych (szczegotowy wykaz w zalaczniku nr 3).

“Towas ch,o'foa'wzk

* w przypadku, gdy osiagnieciem tym jest praca/ prace wspolne, nalezy przedstawi¢ oswiadczenia wszystkich jej
wspotautorow, okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie
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