Matgorzata Bzowska

Wydziat Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii
Uniwersytet Jagiellonski

Autoreferat

Opis dorobku i osiggniec
naukowych

Krakéw, 2019




Zatgcznik 3 dr Matgorzata Bzowska

1 Imieinazwisko: Malgorzata Bzowska

2  Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz

tytutu rozprawy doktorskie;j.

1993 Dyplom magistra biologii ze specjalnoscig biologia molekularna uzyskany na

Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie

1998 Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii uzyskany na Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie na podstawie
dysertacji pt. ,,Rola fenotypu i cytokin produkowanych przez monocyty w regulacji
produkcji IFN-y w hodowlach limfocytéw T cztowieka” wykonanej pod kierunkiem

prof. dr hab. Juliusza Pryjmy

3  Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

1994 - 1995 Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie, Polsko-Amerykarski

Instytut Pediatrii, Zaktad Immunologii Klinicznej i Mikrobiologii, stanowisko:

asystent lecznictwa

1995 - 2002 Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Instytut

Biologii Molekularnej, Zaktad Immunologii, stanowisko: asystent

2002 - 2012 Uniwersytet Jagielloriski w Krakowie, Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii,

Zaktad Immunologii, stanowisko: adiunkt, nauczyciel mianowany

2012 - 2013 Uniwersytet Jagielloiski w Krakowie, Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii,

Zaktad Immunologii, stanowisko: adiunkt, umowa o prace

2013- obecnie | Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii,

Zaktad Immunologii, stanowisko: starszy wykfadowca

4  Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

2017 r. poz. 1789):

4.1 Tytul osiggniecia naukowego

Zgodnie z trescia w/w ustawy, osiggnieciem naukowym, dofgczonym do wniosku o wszczecie
postepowania habilitacyjnego, jest cykl prac powigzanych tematycznie, objetych wspdlnym tytutem:
Rozpoznanie wzoru molekularnego przez monocyty i makrofagi - badania odpowiedzi

profesjonalnych fagocytéw na wybrane antygeny czasteczkowe lub ich sktadniki.



Zatacznik 3 dr Matgorzata Bzowska
Cykl obejmuje pie¢ prac oryginalnych. Sumaryczny IF oraz sumaryczna liczba punktéw MNiSW,q, dla
czasopism, w ktorych zostaty opublikowane wspomniane wyiej publikacje wynosi odpowiednio
22.203 oraz 160. Sumaryczna liczba cytacji dla tych publikacji wynosi 108 (w tym 4 autocytacje).
Oswiadczenia o moim indywidualnym wktadzie w powstanie tych publikacji znajdujg sie w Zataczniku
nr 5. Oswiadczenia pozostatych wspotautorow, okreslajgce indywidualny wktad kazdego z nich,
znajdujg sie w Zatgczniku nr 6.

Wartosci wspdtczynnikéw oddziatywania IF podane zostaty wg danych z bazy Journal of Citation Reports (JRC)
dla roku, w ktérym ukazaty sie artykuty z moim wspdtautorstwem. Liczba punktéw Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyiszego (MNiSW5;7) dla wymienionych czasopism zostata podana na podstawie zatacznikéw do

komunikatu MNiSW z dnia 25.01.2017 http://www.bip.nauka.gov.pl/wykaz-czasopism-naukowych/komunikat-

w-sprawie-wykazu-czasopism-naukowych-wraz-z-liczba-punktow-przyznanych-za-publikacje-naukowe-w-tych-

czasopismach-ustalony-na-podstawie-wykazow-ogloszonych-w-latach-2013-2016.html.

Liczbe cytowann wymienionych publikacji podano wedtug danych z bazy Web of Science odczytanych w dniu

02.04.2019 r. (AUTHOR: Bzowska M).

4.2  Autorzy, tytut publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci wydawniczy.

Bzowska M, Guzik K, Barczyk K, Ernst M, Flad HD, Pryjma J. Increased IL-10 production during
spontaneous apoptosis of monocytes. European Journal of Immunology 2002 Jul;32(7):2011-20.

IF3002 = 4.832 MNiSW,q.7 = 35 Liczba cytacji = 36

Guzik K, Bzowska M, Smagur J, Krupa O, Sieprawska M, Travis J, Potempa J. A new insight into
phagocytosis of apoptotic cells: proteolytic enzymes divert the recognition and clearance of
polymorphonuclear leukocytes by macrophages. Cell Death & Differentiation 2007 Jan;14(1):171-82.

IF3007 = 8.254 MNiSW,q17 = 40 Liczba cytacji = 40

Bzowska M, Hamczyk M, Skalniak A, Guzik K. Rapid decrease of CD16 (FcyRIll) expression on heat-
shocked neutrophils and their recognition by macrophages. Journal of Biomedicine and

Biotechnology 2011 2011:284759.
IF3011 = 2.436 MNiSWg,7 = 30 Liczba Cytacji =9

Bzowska M, Nogie¢ A, Skrzeczynska-Moncznik J, Mickowska B, Guzik K, Pryjma J. Oxidized LDLs
inhibit TLR-induced IL-10 production by monocytes: a new aspect of pathogen-accelerated

atherosclerosis. Inflammation 2012 Aug;35(4):1567-84.
IFy01; = 2.457 MNiSW;q17 = 20 Liczba cytacji = 16
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Bzowska M, Nogie¢ A, Bania K, Zygmunt M, Zarebski M, Dobrucki J, Guzik K. Involvement of cell
surface 90 kDa heat shock protein (HSP90) in pattern recognition by human monocyte-derived

macrophages. Journal of Leukocyte Biology 2017 Sep;102(3):763-774.
IF3017 = 4.018 MNiSW,4,7 = 35 Liczba cytacji=7

4.3 Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omdwieniem ich

ewentualnego wykorzystania:

4.3.1 Cel badan

Od czerwca 1998 roku, kiedy to jako asystent naukowo-dydaktyczny zatrudniony w Zaktadzie
Immunologii Instytutu Biologii Molekularnej UJ (teraz Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
UJ) uzyskatam stopien doktora nauk biologicznych prowadze wielokierunkowe badania dotyczace
réznorodnych aspektéw funkcjonowania komdrek zaliczanych do profesjonalnych fagocytéw —
monocytéw i makrofagdw. Modelem badawczym w mojej pracy sg komarki pierwotne izolowane z
krwi obwodowej cztowieka — monocyty oraz wyprowadzane z nich, w warunkach in vitro, makrofagi
— hMDM (ang. human monocyte-derived macrophage). Monocyty, makrofagi oraz komorki
dendrytyczne tworzg system fagocytdw jednojadrzastych kluczowy dla ciggtego patrolowania
przestrzeni zewngtrzkomérkowej i inicjowania adekwatnej reakcji ukfadu odpornosciowego.
Poniewaz przebieg procesu fagocytozy wptywa na to czy skutki odpowiedzi immunologicznej okaia
sie ochronne czy szkodliwe dla organizmu badania przeptywu informacji od rozpoznania
pochtfanianego obiektu do odpowiedzi fagocyta sg jednym z centralnych probleméw immunobiologii.
Moja praca badawcza miata charakter badan podstawowych, a opublikowane wyniki wniosty wktad
w wiedze o mechanizmach oraz konsekwencjach rozpoznania wzoréw molekularnych przez ludzkie
monocyty oraz makrofagi. Sposrod szeregu publikacji z moim wspdtautorstwem wybratam piec prac
powigzanych tematycznie i stanowigcych osiggniecie naukowe przedstawione we wnioskowanym
postepowaniu habilitacyjnym. W wybranych publikacjach jestem pierwszym, ewentualnie drugim
(jedna praca) autorem, co poparte zatagczonymi o$wiadczeniami o indywidualnym wktadzie autorow
publikacji potwierdza mojg wiodacg role w ich powstaniu.

Prowadzone badania realizowane byty w kilku obszarach:
1. Rozpoznanie wzoru molekularnego przez monocyty krwi obwodowej cztowieka.
2. Rozpoznanie wzoru molekularnego obecnego na neutrofilach przez ludzkie makrofagi
wyprowadzane z monocytéw
3. Komponenty kompleksow receptorowych tworzacych sie w btonie monocytow/makrofagow

podczas rozpoznania wybranych wzoréw molekularnych.



Zatgcznik 3 dr Matgorzata Bzowska

Gtéwnymi celami naukowymi badan opisanych w prezentowanym cyklu prac byto:

e Okreslenie czy monocyty krwi obwodowej rozpoznaja komdrki apoptotyczne oraz jakie sg
konsekwencje takiego rozpoznania.

e Analiza mechanizmu i skutkéw interferencji utlenionych lipoprotein o niskiej gestosci (oxLDL)
z rozpoznaniem ligandow TLR przez monocyty krwi obwodowej.

e Zbadanie wplywu proteolitycznego mikrosrodowiska w miejscu infekcji oraz czynnikéw
stresogennych zwigzanych z zapaleniem (podniesiona temperatura ciata) na wzor
molekularny powierzchni neutrofili oraz okreslenie jaki wptyw na rozpoznanie neutrofili
przez makrofagi majg te modyfikacije.

e Kompleksowa analiza ekspresji biatka HSP90 na powierzchni ludzkich pierwotnych
monocytdw i wyprowadzanych z nich makrofagéw oraz okreslenie funk}:ji tego biatka w

rozpoznaniu wzoréw molekularnych przez fagocyty jednojadrzaste.
4.3.2 Wprowadzenie do tematyki badan

Jednym z fundamentéw uktadu odpornosciowego cztowieka s3 monocyty i makrofagi, ktore
ze wzgledu na wysoky efektywnos¢ fagocytozy zaliczane sg wraz z neutrofilami, komérkami
dendrytycznymi, eozynofilami i bazofilami do grupy profesjonalnych fagocytéw (Rabinovitch et al.
1995). Makrofagi to heterogenna populacja komdrek obecna we wszystkich tkankach. Podczas
rozwoju ptodowego komorki te rozwijaja sie z prekursorow pochodzacych z ciatka zéttego, watroby
ptodowej i sledziony i tworzg pule rezydentnych makrofagow tkankowych utrzymujaca sie w wielu
organach przez cate zycie i odnawiajgca sie poprzez proliferacje (Ginhoux et al. 2016). Po urodzeniu
ze szpiku kostnego do krgienia uwalniane sg prekursory makrofagéw - monocyty, ktore moga
zastepowaé rezydentne makrofagi tkankowe oraz zasila¢ pule komérek mieloidalnych podczas
zapalenia i infekcji. Wyjatkowe znaczenie monocytéw i makrofagéw w uktadzie odpornosciowym
wynika z faktu, ze komorki te taczg w sobie zdolnos¢ do prymitywnej, natychmiastowej reakcji —
fagocytozy, z funkcja koordynacyjng (wydzielanie cytokin, metabolitow kwasu arachidonowego,
enzymodw, prezentacja antygenu), od ktérej w duzym stopniu zalezy prawidtowa odpowiedz catego
uktadu odpornosciowego. Te pozornie odrebne sfery aktywnosci biologicznej w komérkach linii
monocyt/makrofag bardzo silnie sig przeplataja.

W pewnym uproszczeniu mozna stwierdzi¢, ze istniejg dwa typy czasteczek pochtanianych
przez fagocyty — zmienione (np. apoptotyczne) komorki wtasne oraz mikroorganizmy czyli obiekty
obce, a ich pochtanianie ma odpowiednio przeciw- lub pro-zapalne konsekwencje. W rzeczywistosci
jednak przed profesjonalnymi fagocytami stoi zadanie znacznie trudniejsze: rozréznienie nie tylko
pomiedzy komérka zywa a starzejaca sie, ale takie identyfikacja rodzaju i w pewnym sensie

przyczyny $mierci, rozréznienie pomiedzy komdrka zainfekowang i niezainfekowana, pomigdzy

4
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patogenem i drobnoustrojem komensalnym czy wreszcie pomiedzy réinymi klasami
mikroorganizmow. Monocyty i makrofagi wyposazone sg w niezwykle ztozony system rozpoznania
struktur obecnych na powierzchni pochtanianego obiektu, ktére okreslane sg wspdlnym mianem —
molekularny wzdr powierzchni. Podczas ewolucji fagocyty stopniowo komplikowaty mechanizmy
rozpoznania molekularnego wzoru powierzchni osiggajac zdolnoéé do odrdznienia patogendw (wzory
molekularne zwigzane z patogenami — PAMP, ang. Pathogen-Associated Molecular Pattern),
komarek apoptotycznych (wzory molekularne zwigzane z komdrkami apoptotycznymi - ACAMP, ang.
Apoptotic Cell-Associated Molecular Pattern), komérek uszkodzonych, niezainfekowanych (wzory
molekularne zwigzane z komérkami uszkodzonymi — DAMP, ang. Damage-Associated Molecular
Pattern) oraz funkcjonalnych komorek wtasnych. Molekularny wzér powierzchni rozpoznawany jest
przez liczna, heterogenng grupe receptoréw okreélanych jako receptory dla wzoréw molekularnych —
PRR (ang. Pattern Recognition Receptors). Zaliczamy do nich zaréwno receptory wydzielnicze
(zewnatrzkomorkowe), ktére funkcjonujg jako opsoniny (kolektyny i pentraksyny), receptory
powierzchniowe uczestniczace w fagocytozie (receptory lektynowe i receptory zmiatacze — SR, ang.
Scavenger Receptor) oraz powierzchniowe lub cytoplazmatyczne, ktdrych nadrzedng rolg jest
aktywacja komorki. Do tych ostatnich zaliczamy miedzy innymi receptory Toll-podobne — TLR (ang.
Toll-like receptor) inicjujagce po zwigzaniu ligandu ztozong kaskade przekazu sygnatu, ktorej
rezultatem jest indukcja produkcji cytokin prozapalnych takich jak TNF, IL-1pB, IL-6, IL-12, ale rowniez
uruchomienie mechanizmdéw kontrolnych, czego przyktadem jest produkcja cytokiny przeciwzapalnej
- IL-10. Receptory TLR zlokalizowane sg zaréwno na powierzchni komérki jak i wewnatrzkomérkowo
w btonie endosomdw. Ligandy receptoréw TLR to lipopolisacharydy, peptydoglikany, lipopetydy,
glikolipidy czy mannany budujace sciany komoérkowe bakterii i grzybéw, ale takie niemetylowane
sekwencje CpG czy dwu- i jednoniciowe RNA. Wiekszos¢ receptorow TLR funkcjonuje w postaci
homodimeréw, rzadziej w postaci heterodimeréw, jak na przyktad receptor TLR2, ktéry dimeryzuje z
receptorem TLR1 lub TLR6 i w zaleznosci od partnera dimeryzacji rozpoznaje odpowiednio
triacylowane lub diacylowane lipopeptydy (Takeda et al. 2005).

W zdrowym organizmie wielokomérkowym wiekszos¢ aktywnosci fagocytarnej jest
skierowana przeciwko wtasnym komdérkom. Fagocyty muszg stale rozpoznawac i skutecznie usuwac
miliardy martwych komarek, ktore powstaja zaréwno w trakcie rozwoju i utrzymywania homeostazy
organizmu jak rowniez podczas stresu, uszkodzen, infekcji, standw zapalnych i odpowiedzi
immunologicznej. Ten rodzaj fagocytozy, okreslany jako eferocytoza nie jest wytacznie biernym
usuwaniem ciaf martwych komaérek, ale precyzyjnie kontrolowanym procesem zaprojektowanym
tak, aby skutecznie eliminujagc umierajagce komdrki, ograniczy¢ narazenie na ich potencjalnie

szkodliwe skladniki, zinterpretowaé informacje o rodzaju i okolicznosciach Smierci oraz wigczy¢
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mechanizmy regulacyjne, ktérych celem jest m.in. wygaszenie zapalenia i utrzymanie toleranc;i
immunologicznej (Henson i Bratton 2009). Mechanizmy rozpoznania komérek apoptotycznych sg
dos¢ dobrze poznane (Penberthy i Ravichandran 2016). Wiadomo, ze komorki fagocytujace
rozpoznaja komorki apoptotyczne w oparciu o brak sygnatow odpychajacych, klasyfikowanych jako
»Nie jedz mnie” (ang. ‘do not eat me’), takich jak CD31 czy CD47 oraz zestaw specyficznych cech
pojawiajacych sie na powierzchni komérek umierajacych zwany wzorem ACAMP lub sygnatami
“ziedz mnie” (ang. ‘eat me’) (Grimsley i Ravichandran 2003, Lauber et al. 2004). Jedng z
podstawowych cech, ktéra pojawia sie juz na wczesnych etapach apoptozy jest utrata asymetrii
btony komdrkowej i ekspozycja fosfatydyloseryny (PtdSer) w zewnetrznej monowarstwie lipidow.
Odstoniete reszty PtdSer rozpoznawane s3 albo bezposrednio poprzez receptory btonowe, takie jak
receptor TIM4 (ang. T-cell immunoglobulin mucin receptor 4), BAI1 (ang. brain-specific angiogenesis
inhibitor 1) oraz stabilina-2 lub posrednio poprzez wiazace sie do PtdSer czasteczki mostkujace, takie
jak MFG-E8 (ang. milk fat globule-EGF factor 8) oraz Gasb, a nastepnie receptory dla tych opsonin:
integryny avB3 i avf5 lub rodzina receptoréw TAM — Tyro3, Axl, Mer-TK (Rothlin i Lemke 2010). W
btonach komérek apoptotycznych pojawiajg sie rowniez inne czasteczki, ktére w komoérce iywej
wystepujg wewnatrz lub po stronie cytozolowej btony komdrkowej. Do tego typu czasteczek naleiy
Aneksyna | i Aneksyna Il czy endoplazmatyczne biatko - kalretikulina (Erwig i Henson 2007). W
zaleznosci od typu komorki sygnatem ,zjedz mnie” mogg by¢ réwniez: ICAM-3 rozpoznawany przez
receptor CD14 na fagocycie, zmodyfikowane glikoproteiny wigzane przez receptory lektynowe,
utlenione fosfolipidy btony rozpoznawane przez receptory zmiatacze czy inne, nieokreslone jeszcze
miejsca, wigzace kolektyny, biatka dopetniacza Clg lub C3b czy trombospondyne. W takich
przypadkach w rozpoznaniu komorki apoptotycznej uczestniczy¢ beda receptory dla sktadnikow
dopetniacza CD11b/CD18 i CD11c/CD18, integryny avp5 oraz kompleksy integryn avp3 i CD36 czy
CD91. Wiekszos¢ opisanych do tej pory sygnatéw ,nie jedz mnie” i ,zjedz mnie” dotyczy rozpoznania
komérek umierajacych na drodze apoptozy, jednak wraz z opisywanymi w literaturze kolejnymi
typami regulowanej $mierci komoérki jasnym staje sie, ze czes¢ zidentyfikowanych do tej pory
wzordéw powierzchni wykorzystywana jest rowniez w rozpoznaniu komdrek umierajacych na drodze
np. nekroptozy czy pyroptozy.

Jednym z typdw komorek, ktdre stanowig czesty obiekt rozpoznawany i pochfaniany przez
makrofagi sa neutrofile, inaczej granulocyty obojetnochtonne — PMN (ang. Polymorphonuclear cells).
Komérki te, rGwniez zaliczane do profesjonalnych fagocytéw, sg najliczniejszg populacjg leukocytow
krwi obwodowej cztowieka, charakteryzujaca sie duzg aktywnoscia fagocytarng i wysokim
potencjalem bakteriobdjczym. PMN wykazujg niska aktywnos¢ transkrypcyjng i translacyjng, a

wiekszoé¢ substancji, ktoére niezbedne s3 do wykonania zadari stojgcych przed nimi
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zmagazynowanych jest w gotowej postaci w licznych ziarnistosciach cytoplazmatycznych. Taki stan
pozwala im na natychmiastowa odpowiedz na sygnaty aktywujace, dzieki czemu komérki te stanowia
tzw. pierwszg linie obrony antybakteryjnej w organizmie (Flannagan et al. 2012). Krytyczne zatem
jest, aby krazaca i patrolujgca tkanki pula tych komoérek byta zawsze w petni funkcjonalna i gotowa
do pochtoniecia i zabicia infekujacych patogenéw. U ludzi ten stan ciggtej gotowosci uzyskiwany jest
przez ciggle dostarczanie Swiezych PMN uwalnianych ze szpiku kostnego do krazenia z tempem
okoto 10 milionéw komodrek w ciggu minuty. Jednoczesnie PMN sg jednymi z najkrécej zyjacych
komérek i w warunkach homeostazy umierajgce neutrofile usuwane sg z krazenia poprzez system
fagocytéw jednojadrzastych w sledzionie i szpiku kostnym (Gordon et al. 2015). W sytuacji stanu
zapalnego PMN pod wptywem czynnikéw chemotaktycznych migrujg do tkanek, aby wypetni¢ swoje
funkcje. W miejscach stanu zapalnego liczba PMN moze by¢ ekstremalnie wysoka, nie tylko skutkiem
kierunkowego nacieku z kraienia, ale réwniez w zwigzku z opdinianiem przez czynniki zapalne
obecne w miejscu infekcji konstytutywnej apoptozy tych komdrek. Monocyty, makrofagi i neutrofile
wspotpracuja w regulacji procesu zapalnego i odpowiedzi immunologicznej — rezydentne makrofagi
tkankowe wydzielajac substancje chemotaktyczne rekrutujg PMN do tkanek, neutrofile indukuja
kolejng fale naptywu komdrek, tym razem monocytéw, ktére rdznicuja w makrofagi zapalne. Po
usunieciu patogenu, w fazie wygaszania zapalenia zadaniem makrofagow tkankowych jest, w celu
ochrony integralnosci tkanek, usuniecie martwych neutrofili, co staje sie jednoczesnie przyczynkiem
do uwolnienia sygnatéw przeciwzapalnych oraz wspomagajacych gojenie i regeneracje.

W ciggu dwu ostatnich dekad stawato sie jasne, ze analiza pojedynczych oddziatywan ligand-
receptor pomiedzy fagocytem a pochtaniang czastkg prowadzi w Slepy zautek. Mechanizm
rozpoznawania wzoru skonstruowany jest na zasadzie modalnosci i redundancji, a komorka
fagocytujgca zdolna jest do wytworzenia unikatowego zfacza pomiedzy btong fagocytu, a
pochtanianym obiektem, zwanego synapsg pochfaniania (Lauber et al. 2004, Stuart i Ezekowitz
2005). Ztozonos¢ synapsy skutkuje niezwykta odpornoscig systemu internalizacji, ktory w catosci nie
moze zostac tatwo zablokowany czy wytgczony, ale z drugiej strony powoduje, e nawet subtelne
zmiany w sktadzie synapsy moga skutkowac zasadnicza zmiang sensu rozpoznania, a co za tym idzie

modyfikacjg skutkow fizjologicznych (Stuart i Ezekowitz 2005, Triantafilou et al. 2011).

4.3.3 Badania rozpoznania wzoru molekularnego przez monocyty krwi obwodowej cztowieka

Bzowska M, Guzik K, Barczyk K, Ernst M, Flad HD, Pryjma J. Increased IL-10 production during spontaneous

apoptosis of monocytes. European Journal of Immunology 2002 Jul;32(7):2011-20.

Bzowska M, Nogie¢ A, Skrzeczyriska-Moncznik J, Mickowska B, Guzik K, Pryjma J. Oxidized LDLs inhibit TLR-
induced IL-10 production by monocytes: a new aspect of pathogen-accelerated atherosclerosis. Inflammation

2012 Aug;35(4):1567-84.
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W czasie kiedy opisano zjawisko fagocytozy komdérek ulegajgcych apoptozie wydawato sie, ze
brak odpowiedzi zapalnej zaleiny jest wylacznie od szybkiej eliminacji komdérek umierajacych.
Nastepnie jednak zaczety pojawiac sie dowody, Ze fagocytoza komérek apoptotycznych wptywa na
funkcje fagocytéw. Pokazano m.in., ie pochfanianie apoptotycznych neutrofili przez makrofagi
skutkuje zwiekszong produkcjg cytokiny przeciwzapalnej TGFB, co z kolei hamuje indukowang LPS
synteze cytokin prozapalnych (Fadok et al. 1998). W tym czasie jednak, niewiele byto wiadomo na
temat rozpoznania komorek apoptotycznych przez prekursory makrofagéw obecne w krwi
obwodowej czyli monocyty. W trakcie badan prowadzonych w tym okresie zaobserwowatam, ze
ulegajace spontanicznej apoptozie monocyty krwi obwodowej zmieniajg profil cytokin
produkowanych w odpowiedzi na stymulacje LPS — wyraZnie wzrasta produkcja cytokiny
przeciwzapalnej - IL-10, przy nie zmienionej sekrecji cytokin prozapalnych, takich jak TNF i IL-1p.
Podniesiona produkcja IL-10, obserwowana zaréwno na poziomie mRNA jak i wydzielanego biatka,
korelowata z pojawianiem sie komérek apoptotycznych w hodowli. Zrodzito sie zatem pytanie: czy
apoptotyczne monocyty produkuja wieksze ilosci IL-10, podobnie do opisanej w tym czasie nasilonej
sekrecji 1L.-10 przez apoptotyczne limfocyty (Gao et al. 1998) czy tez monocyty rozpoznaja komarki
apoptotyczne i reaguja, podobnie do makrofagéw, zmienionym uwalnianiem cytokin?
Cytometryczna analiza komoérek produkujacych IL-10 potgczona z detekcjg jednego z wczesnych
markeréw apoptozy - PtdSer w zewnetrznej warstwie btony komérkowej - pozwolita stwierdzi¢, ze
producentem IL-10 s3 monocyty nie wykazujace cech apoptozy. Dalsze analizy przeprowadzone po
sortowaniu komérek udowodnity, Zze nieapoptotyczne (PtdSer-ujemne) monocyty stymulowane LPS
produkujg wieksze ilosci IL-10 w wyniku bezposredniej interakcji z komérkami apoptotycznymi
(PtdSer-dodatnimi). Okazato sie réwniez, ze monocyty stymulowane zaréwno LPS, S.quresu jak i
zymosanem produkuja wieksze ilosci IL-10 takze w obecnosci apoptotycznych neutrofili. Wyniki tych
badan opublikowane w 2002 roku (Bzowska et al. 2002) wyraZnie wskazywaly, Ze monocyty krwi
obwodowe] rozpoznaja komdérki apoptotyczne, a konsekwencjg takiej interakcji jest zwiekszona
produkcja cytokiny przeciwzapalnej - IL-10. W pracy tej pokazaliSmy rowniez, ze inaczej niz w
monocytach, ekspozycja makrofagéw na komdrki apoptotyczne nie podnosi syntezy IL-10, co
pozostaje w zgodzie z wczesniejszymi doniesieniami Fadok et al. 1998. Sugeruje to, Ze zdolnos¢
monocytéw do zwiekszonej produkcji IL-10 w obecnosci apoptotycznych komorek jest tracona
podczas rdznicowania i zastepowana przez zwiekszong produkcje TGFB. W efekcie koncowym w obu
przypadkach sprzyja to wygaszaniu odpowiedzi zapalnej. Wiadomo jest, ze TGFp wpfywa na
monocyty raczej prozapalnie, a wykazuje dziatanie supresyjne wobec makrofagéw. Z kolei IL-10
hamuje wiele funkcji monocytéw, wiaczajgc w to produkcje cytokin prozapalnych i chemokin, a moze

by¢ nieefektywna w supresji ludzkich makrofagéw i preaktywowanych monocytéw. Uzasadniong
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wydaje sie wiec spekulacja, ze IL-10 dziata¢ bedzie gtéwnie w krazeniu np. podczas sepsy oraz na
monocyty naptywajace do miejsc stanu zapalnego, podczas gdy TGFB w tkankach oraz na
péiniejszych etapach odpowiedzi zapalnej. W zgodzie z tg spekulacjg pozostajg wyniki opublikowane
przez zespol z naszego zaktadu prezentujgce zwiekszong produkcje IL-10 przez monocyty krwi
obwodowej septycznych noworodkow (Skrzeczynska et al. 2002). Co wiecej, w pracy, w ktorej jestem
wspétautorem pokazaliémy, ze subpopulacja monocytéw CD14"™"CD16", ktérej odsetek wzrasta
podczas sepsy jest gtéwnym producentem IL-10 (Skrzeczynska-Moncznik et al. 2008) i preferencyjnie
asocjuje z apoptotycznymi neutrofilami (Mikotajczyk et al. 2009).

Jednym z sygnatow ,zjedz mnie” obecnych w btonie komdrek apoptotycznych sa utlenione
fosfolipidy - epitopy podobne do struktur obecnych w czasteczkach utlenionych lipoprotein o niskiej
gestosci (oxLDL). Z tych powoddéw czasteczki oxLDL uzywane s3 do kompetycyjnego hamowania
interakcji pomiedzy fagocytem a komodrka apoptotyczng. Ku naszemu zaskoczeniu, kiedy
probowalismy przy pomocy oxLDL hamowa¢ oddziatywanie pomiedzy apoptotycznymi neutrofilami a
monocytami zaobserwowalismy, ze przeciwnie do dziatania komérek apoptotycznych obecnosc
utlenionych LDL dramatycznie obniza sekrecje IL-10 przez monocyty stymulowane LPS. Utlenione
LDL sg klasycznym czynnikiem ryzyka miazdzycy - choroby, ktéra wedtug aktualnych pogladéw ma
dwojakie podtoze. Zaburzeniu metabolizmu lipidéw, prowadzacemu do akumulacji i oksydacyjnych
modyfikacji lipoprotein o niskiej gestosci, towarzyszy aktywny proces immunologiczny o charakterze
przewlektego stanu zapalnego, o nie do korica wyjasnionej etiologii. Istotng role na kazdym etapie
rozwoju miazdzycy petnig monocyty oraz dojrzewajace z nich makrofagi. Jest to dominujacy typ
komdrek w zmienionej chorobowo btonie wewnetrznej tetnicy, majacy tez najwiekszy wptyw na
ewolucje blaszki miazdzycowej. Dzieki bogatemu repertuarowi posiadanych receptoréw komarki te
moga integrowaé sygnaly plyngce od obecnych w blaszce lub kraZeniu utlenionych LDL oraz
czynnikéw infekcyjnych. W odpowiedzi na te sygnaly monocyty i makrofagi produkuja szereg
rozpuszczalnych mediatoréw, ktére koordynuja lokalny stan zapalny. Jednym z takich mediatorow o
charakterze przeciwzapalnym i immunomodulujgcym, wspierajgcym utrzymanie homeostazy i
ochrone organizmu przed negatywnymi skutkami nadmiernej odpowiedzi immunologicznej oraz
rozwojem proceséw autoimmunizacyjnych jest IL-10. Cytokina ta wplywa réwniez na ograniczenie
proceséw, ktére s charakterystyczne dla rozwoju zmian miazdzycowych (Tedgui i Mallat 2006), a
monocyty izolowane z krwi chorych charakteryzuja sie zmniejszong produkcija IL-10 po stymulacji LPS
przy nie zmienionym wydzielaniu TNF (van Haelst et al. 2004). Ochronng role IL-10 potwierdzaja
takze badania prowadzone in vivo na zwierzgtach. U myszy z nokautem genu apolipoproteiny E
pozbawionych dodatkowo funkcjonalnego genu IL-10 (ApoE’/’ IL-107) znacznie szybciej dochodzi do

akumulacji ztogéw ttuszczowych w $cianie tetnic w poréwnaniu z myszami ApoE”", zwtlaszcza kiedy
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zwierzeta hodowane sg w warunkach niesterylnych, co sugeruje, ze w Srodowisku naturalnym
przeciwmiazdzycowa funkcja IL-10 moze miec¢ szczegdlnie istotne znaczenie (Mallat et al. 1999,
Potteaux et al. 2004). Wzigwszy pod uwage powyzsze fakty oraz naszg wtasng obserwacje, ie
obecnoéé oxLDL podczas stymulacji monocytéw LPS znaczgco obniza uwalnianie I1L-10 do srodowiska,
postanowitam bardziej szczegétowo zanalizowac interferencje pomiedzy reprezentowanymi w tym
przypadku przez utlenione LDL wzorami DAMP a wzorami PAMP (ligandy receptoréw TLR),
zachodzacg podczas ich rozpoznania przez monocyty. Badania prowadzono gtéwnie dzieki
uzyskanemu przeze mnie finansowaniu z MNISW (N N303 291934 ,Udziat modyfikowanych
lipoprotein o niskiej gestosci w regulacji produkgji IL-10 przez monocyty/ makrofagi” 2008 — 2011).
W pracy Bzowska et al. 2012 pokazaliSmy, ze obecnosé utlenionych LDL dramatycznie obniza
produkcje IL-10 przez monocyty krwi obwodowej cztowieka stymulowane zaréwno ligandami TLR4
(LPS z E. coli) jak i TLR2 (Pam2CSK4, Pam3CSK4, LPS z P. gingivalis), przy nieznacznej zmianie w
uwalnianiu TNF. Opublikowane w pracy wyniki eksperymentdw kinetycznych udowodnity ponadto,
ze opisana modulacja produkcji cytokin przez oxLDL nie wynika ze zmian kinetyki ich uwalniania, a
oxLDL selektywnie hamuja odpowiedi przeciwzapalng (sekrecja IL-10) nastepujaca po mniej bardziej
zdecydowanej reakcji prozapalnej. Przyjmujac proporcje pomiedzy IL-10 i TNF uwalnianymi w
kolejnych punktach czasowych w nieobecnosci oxLDL jako fizjologiczng stwierdziliémy, ze obecnosé
utlenionych LDL bardzo silnie obniza potencjat monocytéw do odpowiedzi przeciwzapalnej. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze opisywana regulacja jest specyficzna dla monocytéw i nie zachodzi w
makrofagach, co sugeruje, ze modyfikowane przez oxLDL prozapalne mikrosrodowisko moze
powstawaé jeszcze zanim monocyty wyréznicujg w makrofagi czyli na wczesnych etapach
powstawania blaszek miazdzycowych lub na etapach pdiniejszych przez komérki $wiezo naciekajgce
$ciany naczyn. Opisana przez nas zmiana w produkgcji cytokin jest charakterystyczna dla utlenionych
LDL, poniewai ani natywne LDL, ani lipoproteiny o wysokiej gestosci (HDL), utlenione czy tez
natywne nie wykazujg efektéw regulacyjnych w badanym ukfadzie. Spektakularnie réinicowa
regulacje produkcji IL-10 i TNF przez oxLDL zaobserwowalisSmy w przypadku odpowiedzi
monocytéw na LPS z Porphyromas gingivalis (pgLPS). W tym przypadku réwnolegle z silng supresja
IL-10, oxLDL nie hamuja produkcji TNF, a nawet jg nieznacznie nasilaja. Porphyromonas gingivalis jest
jednym z czynnikéw etiologicznych w ludzkiej paradontozie, ale dane epidemiologiczne oraz
eksperymentalne wspieraja poglad, ze chroniczna infekcja ta bakterig sprzyja rowniez tzw. miazdzycy
nasilanej patogenami (ang. pathogen-accelerated atherosclerosis) (Séder et al. 2005, Desvarieux et
al. 2005, Gibson 3rd et al. 2004). Hipoteza miazdzycy nasilanej patogenami postuluje, ze okazjonalna
obecnoéé PAMP w krwi moze promowa¢ aktywacje komarek srédbtonka i rekrutacje monocytéw do

écian naczyn. W badaniu epidemiologicznym Bruneck wykazano ponadto, ze podniesiony poziom
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endotoksyny we krwi u osdb zdrowych zwieksza ryzyko rozwoju miazdzycy (Wiedermann et al.
1999), a promiazdzycowy wplyw przypisuje sie réwniez szeroko pojetemu catosciowemu narazeniu
organizmu na rézne patogeny (and. infectious burden) (Espinola-Klein et al. 2002). Do czasu ukazania
sie naszej pracy brak byto jednak danych na temat interferencji pomiedzy klasycznym czynnikiem
ryzyka miazdiycy - oxLDL — a LPS z Porphyromonas gingivalis w procesie rozpoznania wzoréw
przez monocyty. Dodatkowo mechanizm rozpoznania LPS z P. gingivalis nadal pozostawat nie w
petni wyjasniony. Dane wskazywaty, ze odmiennie od wielu innych typéw LPS aktywuje on komarki
gospodarza przez oba receptory: TLR2 i TLR4, a wynika to prawdopodobnie z heterogennosci tej
czgsteczki zawierajacej rozne formy lipidu A (Darveau et al. 2004). Sugerowano rowniei, ie
lipoproteiny LPS z P.gingivalis s3 podstawowym komponentem rozpoznawanym przez TLR2,
natomiast wysoko oczyszczony lipid A jest ligandem dla TLR4 (Hashimoto et al. 2004). Z drugiej
strony pokazano, ze pgLPS aktywuje ludzkie komorki srodbtonka w sposéb zaleiny od TLR2, ale
wymaga to wspdtdziatania z TLR1, CD36 i integryng CD11b/CD18, co z kolei sugeruje, ze stymulacja i
przekaz sygnatu moze by¢ procesem komérkowo-specyficznym (Triantafilou et al. 2007). Na
podstawie wynikéw uzyskanych przez nasz zespdl stwierdziliSmy, ze w monocytach ludzkiej krwi
obwodowej w odpowiedzi na LPS z P.gingivalis sekrecja TNF jest zaleina zaréwno od TLR4 jak i
TLR2, natomiast produkcja IL-10 zalezy wyltacznie od stymulacji TLR2. Wynik ten pozostaje w
zgodzie z danymi o istnieniu silnego powigzania pomiedzy ekspresja TLR2 na monocytach, a ich
zdolnoscig do produkcji IL-10 (Schaaf et al. 2009). Opisana w pracy regulacja produkcji cytokin
obserwowana byta tylko w monocytach adherentnych i nie dotyczyta ani makrofagéw, gdzie
adherencja jest cechg statg, ani monocytéw hodowanych w warunkach zapobiegajacych ich adhezji
do podtoza. Podejrzewalismy zatem, ze jakies dodatkowe oddziatywanie receptor-ligand zwigzane z
adherencjg komorek moze bra¢ udziat w systemie rozpoznania pglPS — TLR2 prowadzacym do
produkcji IL-10. Po zastgpieniu surowicy fibronektyng, fibrynogenem Iub witronektyna,
zaobserwowaliémy, ze sposréd badanych biatek tylko witronektyna wykazata zalezny od stezenia
wplyw na produkcje IL-10. Pokazalismy ponadto, ze preinkubacja monocytéw z przeciwciatami
agonistycznymi wobec receptoréw witronektyny (avpf3, avB5, B3) skutkuje dramatycznym
podniesieniem produkcji IL-10 w odpowiedzi na pgLPS. Agonistyczny efekt byt réwniez widoczny w
hodowlach bez surowicy, co sugeruje z kolei, ze kostymulacja poprzez receptor TLR2 oraz integryny
B3 i B5 prowadzi do zwiekszonej produkcji IL-10. Inng badang integryna, rowniez zwiazang 2
adherencjg monocytéw do podtoza byt receptor CD11b. Pokazalismy, ze niektére ligandy (GlcNac)
lub antagoniéci (przeciwciato monoklonalne klon: Vim12) integryny CD11b réwniez reguluja
produkcje IL-10 indukowang przez ligandy TLR2. Co ciekawe inne ligandy CD11b - ICAM-1 oraz
fibrynogen — nie wykazaly efektu regulujgcego sekrecje IL-10. Wyniki te sugeruja, ze CD1lb
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zaangazowany jest w ten proces raczej poprzez interakcje lateralne z innymi receptorami niz poprzez
bezposrednie wigzanie witronektyny czy innych surowiczych czasteczek dodatkowych. Juz wczesniej
wiadomo byto, ze w btonie fagocytéw podczas stymulacji receptory TLR2 oraz TLR4 tworzg wraz z
wieloma innymi czasteczkami m.in. z CD11b/CD18 funkcjonalne kompleksy receptorowe
(Triantafilou et al. 2007). Za najbardziej prawdopodobne miejsce takich interakcji uznaje sie bogate
w cholesterol tratwy lipidowe zawierajgce zestawy receptoréw PRR oraz innych biatek
powierzchniowych (Triantafilou et al. 2011). W naszej pracy pokazalismy, ze sekwestracja
cholesterolu i niszczenie struktury tratw lipidowych poprzez traktowanie monocytow metyl-B-
cyklodekstryng skutkuje znaczacym obnizeniem produkcji IL-10 w odpowiedzi na pglLPS, podczas gdy
sekrecja TNF wydaje sie by¢ niezalezna od tratw receptorowych, podobnie jak uwalnianie obu
cytokin w odpowiedzi na stymulacje receptora TLR4. Wnioskujemy, ie podczas stymulacji
monocytéw przez LPS z P.gingivalis interakcja TLR2, receptora witronektyny i integryny CD11b w
tratwie receptorowe;j jest warunkiem optymalnej indukcji produkcji IL-10, a receptor witronektyny
wydaje sie by¢ gldéwnym celem hamujacego dziatania utlenionych fosfolipidéw na produkcje IL-10.
W oparciu o nasze wyniki sugerujemy, Ze potencjat do przeciwzapalnej odpowiedzi monocytow
hamowany jest w $rodowisku bogatym w utlenione LDL, sprzyjajac rozwojowi chronicznego
zapalenia. W tym kontekscie zaburzone rozpoznanie PAMP przez monocyty w obecnosci oxLDL
moze by¢ zaproponowane jako nowy ogélny patomechanizm miazdiycy nasilanej patogenami.
4.3.4 Badania rozpoznania wzoru molekularnego obecnego na neutrofilach przez ludzkie
makrofagi wyprowadzane z monocytéw
Guzik K, Bzowska M, Smagur J, Krupa O, Sieprawska M, Travis J, Potempa J. A new insight into phagocytosis of
apoptotic cells: proteolytic enzymes divert the recognition and clearance of polymorphonuclear leukocytes by
macrophages. Cell Death and Differentiation 2007 Jan;14(1):171-82.
Bzowska M, Hamczyk M, Skalniak A, Guzik K. Rapid decrease of CD16 (FcyRIll) expression on heat-shocked
neutrophils and their recognition by macrophages. Journal of Biomedicine and Biotechnology 2011

2011:284758.

Neutrofile (PMN) stanowig pierwsza linie obrony przeciwbakteryjnej w organizmie i
naciekaja w duzych ilosciach do miejsc infekcji i rozwijajgcego sie stanu zapalnego. Ewidentnie ma to
miejsce w przypadku choréb zapalnych dzigset, gdzie nawet w minimalnie zapalnym nacieku
obserwuje sie akumulacje rzedu 2.5x10” PMN/ml (Miyasaki et al. 1991). PMN stanowia w takim
miejscu najwazniejsza ochrone przeciw bakteriom obecnym w plytce nazgbnej i nawet bardzo
niewielka ich dysfunkcja moze predysponowaé do ciezkich form paradontozy (Deas et al. 2003). Z
drugiej strony dobrze udokumentowany jest réwniez fakt, ze uszkodzenie tkanek zwigzane z

paradontozg zwigzane jest z intensywng akumulacja PMN i uwalnianiem ich zawartosci np. enzymow
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hydrolitycznych (Kantarci et al. 2003). W pracy Guzik et al. z 2007 roku postanowilismy
przeanalizowaé¢ zmiany wzoru molekularnego na neutrofilach traktowanych enzymami
proteolitycznymi gospodarza (katepsyna G) lub pochodzenia bakteryjnego (gingipainy R z
Porphyromonas gingivalis) i ich konsekwencje dla rozpoznania przez ludzkie makrofagi
wyprowadzane z monocytow. StwierdziliSmy, Zze podczas gdy traktowanie apoptotycznych
komoérek katepsyng G niemal catkowicie hamuje ich pochtanianie przez makrofagi, enzymy
proteolityczne produkowane przez bakterie Porphyromonas gingivalis (gingipany R) znaczaco ja
nasilajg. Co jeszcze bardziej interesujgce gingipainy R powodowaly, e réwniez swiezo-izolowane,
w petni funkcjonalne PMN, ktére normalnie nie sg pochianiane przez makrofagi podlegaty bardzo
intensywnej fagocytozie. Opisane wczesniej dane na temat mechanizméw rozpoznania komérek
apoptotycznych przez makrofagi podkreslaja, ie do efektywnego pochtaniania konieczna jest
interakcja odpowiednich receptoréw na fagocycie z PtdSer pojawiajacy sie w zewnetrznej warstwie
btony komérki fagocytowanej (Hoffmann et al. 2001). Stwierdzilismy jednak, Ze gingipainy R nie
wplywaja na proces apoptozy PMN i indukcja pochtaniania Zywych oraz nasilenie pochtaniania
apoptotycznych neutrofili nie sg zwigzane z pojawianiem sie na ich powierzchni jednego z
kluczowych sygnatow ,zjedz mnie” — fosfatydyloseryny, natomiast przynajmniej czesciowo zalezy od
proteolitycznego ciecia czasteczki CD31 (PECAM-1 ang. Platelet-endothelial cel adhesion molecule-1),
zaliczanej do sygnatéw ,nie jedz mnie”. Wainym aspektem wynikéw opublikowanych w naszej
pracy jest fakt, ze obecno$c¢ fosfatydyloseryny na powierzchni neutrofili nie jest absolutnie
konieczna do pochfaniania tych komérek przez ludzkie makrofagi. Wniosek ten oparlismy o dwie
réwnolegte obserwacje: preinkubacja apoptotycznych PMN z katepsyng G catkowicie eliminowata ich
pochtanianie bez wplywu na ekspozycje PtdSer, a $wiezo-izolowane, Zzywe PMN eksponowane na
proteazy pochodzenia bakteryjnego gingipainy R byly bardzo wydajnie pochtaniane, mimo braku
znaczacej ekspozycji PtdSer lub indukcji zmian o charakterze nekrotycznym. Zaznaczy¢ naleiy, ze w
obu przypadkach obserwowany efekt byt catkowicie zalezny od proteolitycznej aktywnosci enzymow,
co z kolei wyrainie sugeruje udziat proteolitycznych modyfikacji powierzchni neutrofili w
obserwowanym zjawisku. Na podstawie uzyskanych wynikéw, moiemy stwierdzi¢, ze sygnaly
»zjedz mnie” generowane na neutrofilach traktowanych enzymami proteolitycznymi s3 ligandami
o charakterze biatkowym, ktére rozpoznawane sg przez receptory obecne na makrofagach. Nadal
jednak nie wiemy jakie to ligandy. Wykonane analizy pozwalajg stwierdzi¢, ze celem dziatania
enzyméw proteolitycznych nie jest ani ICAM-3 ani Aneksyna | - ligandy biatkowe, ktdrych
zaangaiowanie w usuwanie komérek apoptotycznych jest udowodnione. Co wiecej klasyczne analizy
blokowania fagocytozy neutrofili przez makrofagi przy pomocy przeciwciat blokujgcych oraz

ligandéw kompetycyjnych wyraznie wskazuja, Zze generowany przez gingipainy R ligand nie jest
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rozpoznawany ani przez CD14, ani CD91 ani sktadniki kompleksu avp3/CD36/trombospondyna.
Udziat biatek mostkujacych (biatka surowicy czy opsoniny uwalniane przez makrofagi) zostat réwniez
wykluczony, poniewaz w uktadzie eksperymentalnym wymieniano medium interakcyjne na swieze
oraz te same wyniki uzyskiwano w i bez obecnosci surowicy. Jedng z kluczowych konsekwencji
fagocytozy apoptotycznych komdérek przez makrofagi jest hamowanie produkcji czynnikéw
zapalnych, w tym TNF. Sugeruje sie, ze rowniez w tym procesie oddziatywanie pomiedzy PtdSer i jej
specyficznym receptorem/ami na makrofagach stanowi warunek wstepny dla indukcji odpowiedzi
antyzapalnej. Dane opublikowane przez nas argumentujg jednak przeciwko takiemu przekonaniu.
Pochtanianie traktowanych gingipainami R zywych, nie wykazujgcych ekspozycji PtdSer neutrofili
ma ten sam przeciwzapalny skutek jak fagocytoza komdrek apoptotycznych. Interakcja ligandu
biatkowego z receptorem na fagocycie jest najwyrainiej wystarczajaca do zwigzania PMN 2z
makrofagiem, powodujac nie tylko jest fagocytoze, ale rowniez indukcje odpowiedzi
przeciwzapalnej. Tak wiec, pod wieloma wzgledami zaleine od biatkowego ligandu usuwanie PMN
opisane w naszej pracy roini sie od usuwania komérek apoptotycznych. Nie wykluczone wiec, ze
kiedy PMN znajdujg sie w mikrosrodowisku bogatym w enzymy proteolityczne zdolne do uptynniania
tkanek miekkich wigczony zostaje specjalny, nieredundantny mechanizm ich pochtaniania,
zapewniajacy efektywne usuwanie starzejacych sie PMN, jeszcze zanim dojdzie do uszkodzenia btony
i uwolnienia potencjalnie szkodliwej, proteolitycznej zawartosci tych komoérek. Jak wspomniano
wczesniej zaburzenia usuwania komadrek apoptotycznych moga miec¢ negatywne konsekwencje takie
jak np. rozwdj systemowych chordb autoimmunologicznych. Z kolei nieprawidtowosci w indukcji
odpowiedzi przeciwzapalnej moga nasila¢ chroniczne stany zapalne takie jak reumatoidalne
zapalenie stawdw, rozstrzenie oskrzeli niezwigzane z mukowiscydozg czy zwidknienie torbielowate.
Pokazano, ze w chorobach ptuc za akumulacje martwych PMN zdajg sie by¢ odpowiedzialne, zalezne
od elastazy i katepsyny G, zaburzenia fagocytozy PMN przez makrofagi ptucne. Mechanizm w jaki
katepsyna G utrudnia pochtanianie komdrek umierajgcych jest nieznany, natomiast elastaza
odpowiedzialna jest za Scinanie z powierzchni makrofagow receptora dla PtdSer (Vandivier et al.
2002). Nie wykluczone wiec, ze opisana przez nas degradacja sygnatu ,zjedz mnie” - PtdSer - na
apoptotycznych neutrofilach przez katepsyne G moze réwniez w jakims stopniu przyczyniac sie do
retencji komdrek apoptotycznych w ptucach, a podobny scenariusz moze zachodzi¢ rowniez w
przebiegu paradontozy. W Swietle naszych wynikéw, w tym miejscu zapalnym sytuacja jest
dodatkowo komplikowana poprzez znakowanie zywych, funkcjonalnych PMN do usuwania poprzez
ciecie sygnatu odpychajgcego ,nie jedz mnie” - CD31 i generacje nowego sygnatu ,zjedz nie” przez
gingipainy R obecne w mikrosrodowisku. Z jednej strony moze to prowadzi¢ do obnizania liczby

funkcjonalnych neutrofili i sprzyja¢ kolonizacji tkanek przez Porphyromonas gingivalis, a z drugiej,
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kiedy w srodowisku pojawig sie enzymy proteolityczne uwalniane z neutrofili, mechanizmy
wygaszania zapalenia nie beda dziata¢ w petni funkcjonalnie, a nieefektywnie usuwane komérki
apoptotyczne bedg podlegaé wtdrnej nekrozie, tym samym napedzajac dalsze zapalenie. Taki
scenariusz dobrze pasuje do klinicznego obrazu przebiegu paradontozy u dorostych, gdzie w
wysiekach z dzigset obserwowany jest, razem z duzg iloscig nekrotycznych neutrofili, wysoki poziom
aktywnosci proteolitycznej pochodzenia zaréwno z PMN jak i Porphyromonas gingivalis (Crawford et
al. 2000, Imamura et al. 2003). W przypadku takiego scenariusza chroniczna paradontoza moze by¢
kolejnym przyktadem przewlektej choroby zapalnej indukowanej lub nasilanej przez wywotane
proteolitycznie zaburzone usuwanie komoarek umierajacych.

Akumulujgce w miejscach stanu zapalnego neutrofile narazone s3g nie tylko na czynniki
egzogenne, ale rowniez eksponowane s3 na endogenne czynniki, takie jak bodice stresogenne
powiazane z zapaleniem np. podwyiszong temperaturg ciata. W zwigzku tym zadalismy sobie
pytanie jaki bedzie wptyw krétkiego szoku cieplnego, w zakresie temperatur i czasu trwania
odpowiadajacy krétkotrwatym epizodom podwyiszonej temperatury podczas infekcji, na
neutrofile ludzkiej krwi obwodowej. W pracy opublikowanej w 2011 roku (Bzowska et al. 2011)
pokazalismy, ze krétki (90-cio minutowy) stres cieplny w zakresie temperatur od 39°C do 43°C nie
jest letalny dla neutrofili, a wrecz przeciwnie podobnie do czynnikdw zapalnych opdinia proces
spontanicznej apoptozy tych komdrek. Inaczej niz ma to miejsce w przypadku apoptotycznych PMN,
komorki szokowane cieplnie zachowujg asymetrie btony typowa dla komérek zywych, w petni
funkcjonalnych. Nie stwierdziliimy réwniez zmiany ekspresji wybranych czgsteczek
powierzchniowych zwigzanych z rozpoznaniem umierajacych neutrofili i klasyfikowanych jako
sygnaly ,nie jedz mnie” — CD31 i CD47 - lub ,zjedz mnie” - Aneksyna | i Aneksyna Il. Co ciekawe,
mimo iz nie obserwowalismy typowych markeréw apoptozy podwyiszona temperatura
wywolywata jednak natychmiastowa modulacje wzoru molekularnego na powierzchni
szokowanych cieplnie neutrofili, wyrazajaca sie w postaci znaczacego obnizenia ekspresji
receptora FcyRIll (CD16). CD16 obecna na powierzchni PMN moze by¢, tak jak ma to miejsce w
przypadku neutrofili apoptotycznych, aktywnie ztuszczana przez metaloproteinazy (Middelhoven et
al. 2001), jednakie nie stwierdziliémy zmian stezenie rozpuszczalnego CD16 w mediach znad
komérek inkubowanych w podwyiszonej temperaturze. Wynik ten wskazuje, Ze redukcja ekspresji
CD16 nie jest w tym przypadku zwigzana z jej $cinaniem z powierzchni komérki, a raczej obnizonym
wyprowadzaniem z wewnatrzkomérkowych zasobdw tego receptora znajdujgcych sig w ziarnach
wydzielniczych. Nie byliémy w stanie, tak jak miato to miejsce w oryginalnej obserwacji opisanej
przez Dransfield et al. 1994, pokazac korelacji pomiedzy redukcjq ekspresji CD16 na neutrofilach

szokowanych cieplnie a ich apoptoza. Szok cieplny ewidentnie spowalniat spontaniczng apoptozg
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PMN, jednoczesnie wywotujgc spadek ekspresji CD16. Kiedy szok cieplny poprzedzony zostat
preinkubacija PMN z inhibitorami biatka HSP90 zaobserwowaliémy ekspresje CD16 na poziomie
osiggajacym zaledwie 20% kontroli oraz catkowita blokade fragmentacji DNA w neutrofilach.
Uzyskane przez nas wyniki wyraznie sugerujg hamowanie fazy efektorowej apoptozy w neutrofilach
szokowanych cieplnie, co z kolei podnosi pytanie o dalsze losy tych komérek, a konkretnie ich
potencjalne rozpoznanie przez makrofagi. Wykorzystujgc opracowana wczesniej metode badania
fagocytozy neutrofili w oparciu o pomiar aktywnosci elastazy w lizatach z makrofagéw moglismy w
sposob ilosciowy, analizowac pochtanianie tych komdérek przez ludzkie makrofagi wyprowadzane z
monocytdw. Uzyskane wyniki pozwolity nam skonkludowaé, ie szok cieplny nie generuje sygnatow
wystarczajacych do fagocytozy neutrofili przez makrofagi. Co zaskakujace, poddane dziataniu
czynnika stresogennego neutrofile nie s3 wprawdzie fagocytowane, ale wywotuja w makrofagach
efekt przeciwzapalny, hamujac produkcje TNF stymulowang ligandami receptoréw TLR. Wynik ten
jest zaskakujacy z dwu powodéw. Po pierwsze, przeciwzapalne rozpoznanie szokowanych cieplnie
neutrofili zachodzi bez ich usuwania na drodze fagocytozy, a po drugie, szokowane cieplnie
neutrofile nie wykazuja na swojej powierzchni ekspresji PtdSer, ktéra zazwyczaj pocigga za soba
przeciwzapalne konsekwencje rozpoznania. Obserwacje opisane przez nas sa pod paroma
wzgledami unikatowe: inaczej niz ma to miejsce w przypadku komérek apoptotycznych, szokowane
cieplnie neutrofile nie generujg rozpuszczalnego CD16, ich program apoptotyczny ulega
spowolnieniu, nie sg pochtaniane przez makrofagi, modulacja ekspresji powierzchniowego CD16
koreluje ze zdolnoscig tych komérek do redukcji odpowiedzi prozapalnej makrofagéw, a blokowanie
tej zdolnosci za pomocg przeciwciat anty-CD16 wyrainie sugeruje zwigzek przyczynowy. Nadal nie
jest jasne, jak makrofagi rozpoznajg nizsza ekspresje CD16 oraz w jaki sposob odczytywane jest to
jako sygnat przeciwzapalny, zwtaszcza bez typowych symptomow apoptozy takich jak eksternalizacja
PtdSer czy obnizona ekspresja sygnatéw ,nie jedz mnie” - CD31 i CD47. Na podstawie uzyskanych
wynikéw postulujemy jednak nowa role regulacyjna, w ktérej neutrofile poddane dziataniu
podwyiszonej temperatury nie sa usuwane przez rezydentne makrofagi, zachowuja przynajmniej
niektére swoje funkcje Zyciowe i co najwazniejsze, mogg zastepowaé komdrki apoptotyczne w ich
funkcji przeciwzapalnej. Moina sobie wyobrazi¢, ze opisany przez nas mechanizm moie w
znacznym stopniu przyczyniaé sie do zachowania homeostazy podczas epizodéw goraczki znanych
pod ogdlng nazwa goraczki przerywanej (ang. intermittent fever), kiedy podniesiona temperatura
jest obserwowana tylko przez kilka godzin w ciggu dnia i pozostaje prawidtowa przez pozostaty
czas trwania infekcji. Proponowany scenariusz rzuca pewne swiatto na protekcyjng role gorgczki,

wskazujac, ze temperatura i czas trwania gorgczki moga by¢ krytyczne dla homeostazy.
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4.3.5 Komponenty kompleksow receptorowych tworzacych sie W btonie

monocytéw/makrofagow podczas rozpoznania wybranych wzoréw molekularnych

Bzowska M, Nogie¢ A, Bania K, Zygmunt M, Zarebski M, Dobrucki J, Guzik K. Involvement of cell surface 90 kDa
heat shock protein (HSP90) in pattern recognition by human monocyte-derived macrophages. Journal of

Leukocyte Biology 2017 Sep;102(3):763-774.

Powstawanie wielosktadnikowych komplekséw receptoréow w obrebie tratwy lipidowej w
btonie komdrek fagocytujacych opisano po raz pierwszy w przypadku odpowiedzi na prototypowy
PAMP — LPS bakterii gram-ujemnych (Trantafilou et al. 2001). W monocytach po zwigzaniu LPS do
jego receptorow (CD14, TLR4/MD2), w powstajacych kompleksach obserwuje sig rowniez receptory
chemokin CXCR4, integryny CD11b/CD18, receptory FcyR (CD16, CD32, CD64), CD36, CD81, GDF5
oraz biatka szoku cieplnego HSP70 i HSP90 (Trantafilou et al. 2002, Pfeiffer et al. 2001, Trantafilou et
al. 2004). Biatko HSP90, najmniej spodziewany sktadnik tratwy receptorowej, nalezy do wysoce
konserwatywnej grupy biatek opiekuriczych (ang. molecular chaperones), ktére s konstytutywnie
obecne we wszystkich przedziatach komdrkowych, a ich gtéwna funkcjg jest ochrona natywnej
konformacji innych biatek przed nieprawidtowym fatdowaniem i nieodwracalng agregacja. U
kregowcdw wyrdznia sie cztery izoformy biatka HSP90: dwie cytoplazmatyczne - HSP90a i HSP90B,
jedna mitochondrialng (Trap-1, ang. TNF receptor-associated protein 1) i jedna specyficzng dla
siateczki §rédplazmatycznej (Grp94, ang. Glucose regulated protein 94) (Chen et al. 2005). Wszystkie
z tych izoform funkcjonuja jako obligatoryjne dimery. W monomerze biatka HSP90 wyroznia sig trzy
domeny: domena N-koricowa wigzaca ATP, domena S$rodkowa, ktéra odpowiedzialna jest za
interakcje z klientem oraz wptywa na hydrolize ATP oraz domena C-koricowa bedgca miejscem
dimeryzacji. Aktywnos¢ ATPazowa HSP90 jest konieczna do sprawowania przez niego funkcji
opiekuricze] in vivo, a zalezne od ATP zmiany konformacyjne HSP90 indukujg zmiany konformacyjne
klientow, ktére z kolei sprzyjaja wigzaniu ligandow lub biatek partnerskich. Wyjatkowa cechg HSP90
jest funkcja biologiczna jego klientow: jest to stosunkowo nieliczna (zidentyfikowano okoto 400)
grupa biatek zaangazowanych w transdukcje sygnatu. Wiekszos¢ z nich to kinazy sygnatowe, poza
tym czynniki transkrypcyjne i receptory jadrowe (Taipale et al. 2010). W celu wykonania swojej
funkcji opiekuriczej HSP90, HSP70, czynniki wymiany nukleotydéw i duza grupa biatek pomocniczych
zwanych kochaperonami tworza dynamiczne struktury znane jako kompleksy superchaperonowe,
przy czym sktad tych komplekséw jest specyficzny dla rodzaju klienta, a aktywnos¢ HSP90 zalezy
bardziej od interakcji z kochaperonami niz od samej ilosci tego biatka w komérce (Rohl et al. 2013).
Nietypowa kieszed wigzgca ATP, zwana fatda Bergerata, obecna w domenie N-koricowej jest
unikatowa dla rodziny HSP90, co wyjasnia niezwykta specyficznos¢ naturalnych inhibitorow HSPS0:

geldanamycy, radicicolu oraz ich pochodnych (Roe et al. 1999). Geldanamycyna jest

17



Zatacznik 3 dr Matgorzata Bzowska
benzochinonowym antybiotykiem ansamycynowym wyizolowanycm ze Streptomyces hygroscopicus,
ktéry wiaze sie specyficznie do HSP90, a takie do jego homologu Grp94. Radicicol jest
makrocyklicznym przeciwgrzybiczym antybiotykiem z Monosporium bonorden. Oba te zwigzki, ich
potsyntetyczne pochodne, a takie w petni syntetyczne analogi hamujg aktywnosé ATPazowa HSP90,
powodujgc dysocjacje kompleksu, uwolnienie i degradacje klienta. Z uwagi na potencjalne
zastosowanie w terapiach przeciwnowotworowych wiele z tych zwigzkdw znajduje sie w fazie badan
klinicznych (Neckers et al. 2014). W ostatnich latach, coraz wiecej badan zwraca uwage na obecnos¢
biatka HSP90 na powierzchni komorek, szczegdlnie komdrek nowotworowych, gdzie przypisuje mu
sie role w regulowaniu migracji (Tsutsumi et al. 2007, Liu et al. 2011). Jak wspomniano wczesniej
HSP90 zidentyfikowane zostato rowniez jako sktadnik tratw receptorowych na powierzchni
monocytéw. O ile wiadomo, ze wewngtrzkomadrkowe HSP90 petni istotng role w przekazie sygnatu w
komdrce, o tyle funkcja tego biatka na powierzchni komérek prawidtowych pozostaje niewyjasniona.
Uzyskane przeze mnie finansowanie (NCN N N303 808640 ,Udziat HSP90 w rozpoznaniu wzoru
molekularnego przez receptory TLR - mechanizm i konsekwencje dla uktadu odpornosciowego” 2011
— 2014 oraz KNOW 35+ ,Mechanizm dziatania powierzchniowego HSP90 w rozpoznawaniu wzorow
molekularnych przez makrofagi”) pozwolito mi na podjecie szczegotowych badart monocytow i
makrofagdéw ludzkich pod katem ewentualnej obecnosci powierzchniowego HSPS0 w tych
komérkach oraz funkcji tego biatka w rozpoznaniu wzoréw molekularnych. Efektem tych badan jest
praca Bzowska et al. 2017, w ktdrej po raz pierwszy w sposéb kompleksowy i systematyczny, przy
pomocy specyficznych przeciwciat i cytometrii przeptywowej wykazano obecnosé¢ obu izoform
biatka HSP90 (HSP90«a i HSP90B), jak réwniez ekspozycje jego N-koricowej domeny o aktywnosci
ATPazowej na powierzchni spoczynkowych ludzkich monocytéw oraz wyprowadzanych z nich
makrofagéw. Na podstawie uzyskanych przeze mnie wynikow stwierdzitam réwniez, ze ekspozycja
epitopéw HSP90 obecnego w btonie monocytéw i makrofagéw wydaje sie by¢ nieco odmienna. O ile
oba typy komdrek wiazg przeciwciato - klon AC88, tylko monocyty wykazuja sygnat pozytywny dla
klonu 2D12. Jednoczesnie, nie stwierdziliémy powierzchniowej ekspresji HSP90 w innym typie
komdrek fagocytujacych — neutrofilach ludzkich (Skrzeczyriska-Moncznik et al. 2015), co wspiera
poglad, ze mechanizmy rozpoznania wzoru molekularnego przez jednojadrzaste i wielojadrzaste
fagocyty sq rézne. W toku dalszych analiz, powierzchniowa ekspresja HSP90 na makrofagach zostata
potwierdzona immunofluorescencyjnie metoda mikroskopii konfokalnej, a nastgpnie dodatkowo
zweryfikowana poprzez inne podejscie metodyczne, w ktérym wykorzystalismy jeden ze
specyficznych inhibitoréw HSP90 - geldanamycyne - z dotaczong na dtugim hydrofobowym
odstepniku biotyng (GeB) lub izotiocyjanianem fluoresceiny (GeFITC). Analizy konfokalne zywych,

spoczynkowych makrofagéw inkubowanych z GeFITC lub GeB i nastgpnie znakowanymi
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fluorescencyjnie przeciwciatami skierowanymi przeciwko biotynie udowodnity, ze N-koricowa
ATPazowa domena HSP90 jest dostepna z przestrzeni pozakomarkowej nie tylko dla specyficznych
przeciwciat anty-HSP90, ale réwniez dla inhibitora. Analizy obrazow 3D tak znakowanych komérek
potwierdzily powierzchniowa lokalizacje HSP90. W nastepnym cyklu eksperymentoéw,
wykorzystujac mikroskopie konfokalng udowodnilismy, ze zmodyfikowana geldanamycyna — GeB -
nie penetruje btony zywej komdrki i wiagze sie wytgcznie do powierzchniowej puli HSP90, co stato sie
dla nas cennym narzedziem w dalszych badaniach. Po dtuzszej inkubacji inhibitor nadal nie wnikat do
cytoplazmy, natomiast biatko HSP90 z inhibitorem ulegato recyrkulacji z powierzchni komérki i
akumulowato w endosomach na granicy okotojgdrowej cytoplazmy.

Réwnolegle podjeliémy badania funkcjonalne, w ktorych zaobserwowalismy, ze
zahamowanie aktywnosci ATPazowej HSP90 przy pomocy inhibitorow wnikajacych do komorki
(geldanamycyna, radicicol, 17-DMAG) zaréwno w monocytach jak i wyprowadzanych z nich
makrofagach prowadzi do dramatycznego obnizenia produkcji TNF w odpowiedzi na réinorodne
wzory molekularne (ligandy receptoréw TLR czy zabite cieplnie bakterie). Wynik ten nie byt
zaskakujacy i pozostawat spojny z dobrze znang rolg HSP90 jako gtéwnego biatka opiekuriczego
maszynerii sygnatowej w komorce oraz opisywanym wczesniej potencjatem przeciwzapalnym
inhibitoréw HSP90 (Shimp et al. 2012, Chatterjee et al. 2007). Jednakie, nasze kolejne wyniki
uzyskane przy zastosowaniu modyfikowanej, nie wnikajacej do wnetrza komérki geldanamycyny
biotynylowanej rzucity wyzwanie pogladowi, ze cytoplazmatyczne HSP90 jest kluczowym czynnikiem
w indukowanej PAMP produkcji TNF. Otéz okazato sie, ze blokowanie wytacznie powierzchniowej
puli HSP90 przy pomocy GeB obniza produkcje TNF niemal tak skutecznie jak inhibitory
penetrujace blong komérki. Co interesujace, analiza sekretomu makrofagéw, stymulowanych LPS
wskazuje, ze skutki inhibicji powierzchniowej puli HSP90 s cytokinowo selektywne. Sekrecja dwu
kluczowych cytokin prozapalnych - TNF i IL.-6 - byla znacznie bardziej hamowana, niz produkcja
pozostatych badanych biatek. Jeszcze bardziej zréznicowany wptyw biotynylowanej geldanamycyny
zaobserwowano w przypadku stymulowanej LPS produkcji chemokin. Stwierdzilismy dramatyczne
obnizenie sekrecji MCP-1, IP-10 i MIG, podczas gdy uwalnianie RANTES i IL-8 pozostato nie
zmienione. Pokazalismy rowniez, ze zmodyfikowana odpowiedi makrofagow traktowanych
inhibitorami HSP90 nie moze by¢ przypisana ani zredukowanej Zywotnosci, ani zmienionej ekspresji
receptoréw TLR, ani ich koreceptoréw. Uzyskane dane do pewnego stopnia przypominajg wyniki
demonstrujace, ze obecny na powierzchni monocytow HSP90 zaangaiowany jest w aktywacje
komorki adhezyna z Neisseria meningitis i nastepujaca po niej produkcje cytokin (Cecchini et al.
2011). W pracy Sidera et al. 2008 pokazano interakcje btonowego HSP90 z zewnatrzkomodrkowa

domena receptora HER2, a oddziatywanie to byto konieczne do aktywacji HER2 i nastgpujacemu po
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niej sygnatowaniu, prowadzacemu do rearazacji aktyny i ruchu komorki. Opisana przez nas regulacja
produkcji cytokin przez GeB analizowana byta zaréwno w odpowiedzi na pojedyncze dobrze
zdefiniowane ligandy receptoréw TLR, jak rowniez antygeny czasteczkowe, takie jak zabite cieplnie
bakterie. Powstato zatem przypuszczenie, ze skoro inhibicja powierzchniowego HSP90 modyfikuje
rozpoznanie wzoru molekularnego mierzone produkcjg cytokin, bedzie prawdopodobnie wptywac na
proces fagocytozy. Ku naszemu zaskoczeniu okazato sie jednak, ze powierzchniowe funkcjonalne
biatko HSP90 nie jest konieczne do skutecznej fagocytozy ani bakterii, ani apoptotycznych
neutrofili. W tym przypadku ani geldanamycyna, ani jej syntetyczna pochodna 17-DMAG, ani nie
wnikajaca do wnetrza komdrki geldanamycyna biotynylowana nie zmieniaty aktywnosci fagocytarnej
makrofagéw. WyraZne obnizenie zdolnosci fagocytarnej obserwowane byto wytacznie w komaorkach
traktowanych radicicolem, co z uwagi na specyficznosé tego inhibitora, prawdopodobnie wynika z
inhibicji kinazy c-Src, w sposob niezalezny od HSP90 (Pillay et al. 1996). Uzyskane wyniki wskazuja,
ze opiekuricza funkcja powierzchniowego HSP90 w ludzkich monacytach i makrofagach jest
niezbedna podczas rozpoznania réinorodnych wzoréw molekularnych, kiedy przekaz sygnatu z
wielu heterologicznych receptoréw musi, w celu wygenerowania prawidtowej odpowiedzi, zostac
skoordynowany w czasie i przestrzeni.

4.3.6 Najwazniejsze wnioski ptynace z prac, stanowigcych podstawe postepowania

habilitacyjnego:

e Rozpoznanie wzordw molekularnych zwigzanych z komdrkami apoptotycznymi przez
monocyty krwi obwodowej cztowieka stymulowane czynnikami pochodzenia bateryjnego
(PAMP) podwyzsza produkcje cytokiny przeciwzapalnej IL-10, przy nieznacznym wptywie na
produkcje cytokin prozapalnych TNF i IL-1B. Wynik ten wskazuje na potencjalng réznice w
mechanizmach regulacji procesu zapalnego w tkankach (makrofagi i zwiekszona produkcja
TGFB) i w krazeniu (monocyty i zwigkszona produkcja IL-10) po fagocytozie komorek
apoptotycznych.

e Klasyczny czynnik ryzyka miazdzycy - utlenione lipoproteiny o niskiej gestosci (oxLDL)
modulujg rozpoznanie PAMP przez monocyty krwi obwodowej cztowieka. Obecnosé oxLDL
wyraznie hamuje uwalnianie cytokiny przeciwzapalnej - IL-10 przez monocyty stymulowane
ligandami TLR2 i TLR4, pozostajagc bez wptywu na sekrecje TNF. W efekcie potencjat
monocytéw do odpowiedzi przeciwzapalnej ulega obniZeniu, co z kolei moie sprzyjac
rozwojowi chronicznego zapalenia w przebiegu miazdzycy. Zaburzone rozpoznanie PAMP
przez monocyty w obecnosci oxLDL moze by¢ zaproponowane jako nowy, ogoélny
patomechanizm miazdzycy nasilanej patogenami. Zaburzony balans pomiedzy pro- i

przeciwzapalnymi cytokinami produkowanymi przez monocyty w obecnosci oxLDL
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szczegblnie widoczny jest podczas odpowiedzi na LPS z Porphyromonas gingivalis. Badania
mechanizmu tego zjawiska ujawnity, ze warunkiem optymalnej produkcji IL-10 przez
monocyty w odpowiedzi na LPS z Porphyromonas gingivalis jest interakcja TLR2 z
receptorami witronektyny oraz integryng CD1lb w tratwie receptorowej. Receptor
witronektyny wydaje sie by¢ gtéwnym celem hamujgcego dziatania utlenionych fosfolipidéw
na produkcje IL-10.

e Proteolityczne mikrosrodowisko w miejscu infekcji zmienia wzdr molekularny na powierzchni
neutrofili modulujac ich rozpoznanie przez makrofagi wyprowadzane z monocytéw. Enzym
gospodarza - katepsyna G - niemal catkowicie hamuje pochtanianie apoptotycznych
neutrofili, natomiast enzymy proteolityczne produkowane przez bakterie Porphyromonas
gingivalis - gingipainy R - nasilajg fagocytoze apoptotycznych oraz indukujg fagocytoze
zywych, w petni funkcjonalnych PMN przez makrofagi. W obu przypadkach wptyw enzymow
proteolitycznych na pochtanianie PMN nie jest zwigzany z modyfikacja na ich powierzchni
kluczowego sygnatu ,zjedz mnie” - fosfatydyloseryny. Uzyskane wyniki wskazujg na
biatkowy charakter modyfikowanego ligandu/dw, a co za tym idzie sugerujg, ze pochtanianie
apoptotycznych komodrek przez makrofagi zaleine od rozpoznania fosfatydyloseryny nie jest
jedynym mechanizmem usuwania umierajgcych PMN. W kontekscie paradontozy opisane
zjawiska moga z jednej strony prowadzié do obnizania liczby funkcjonalnych neutrofili i
sprzyja¢ kolonizacji tkanek przez bakterie, a z drugiej, kiedy w sSrodowisku pojawia sie
enzymy proteolityczne gospodarza moze dojs¢ do nieefektywnego pochfaniania komdrek
apoptotycznych i ich wtérnej nekrozy, a w konsekwencji powstania przewlektego stanu
zapalnego, ktory jest cecha charakterystyczna klinicznego obrazu paradontozy.

e Czynniki stresogenne zwigzane z zapaleniem takie jak podwyiszona temperatura zmieniajg
wzor molekularny na powierzchni neutrofili modulujac ich rozpoznanie przez makrofagi
wyprowadzane z monocytéw. Krétkotrwaty (90-cio minutowy) szok cieplny w zakresie
temperatur 39°C - 43°C hamuje charakterystyczng dla apoptozy fragmentacje DNA w
neutrofilach, jednoczesnie powodujac znaczacy redukcje ekspresji receptora FcyRIll (CD16),
bez wspétwystepowania typowych cech apoptozy. Neutrofile szokowane cieplnie nabierajg
potencjatu przeciwzapalnego - nie s3 wprawdzie fagocytowane przez makrofagi, ale ich
rozpoznanie wywotuje efekt przeciwzapalny, hamujgc produkcje TNF stymulowang
ligandami receptoréw TLR. Niezapalne rozpoznanie pozostaje w $cistym powigzaniu ze
zredukowang ekspresja CD16. Uwazamy, Ze opisane przez nas zjawisko moZe stanowic
nowy, systemowy aspekt podniesionej temperatury ciata, ktéry polega na natychmiastowej

modyfikacji wzoru molekularnego niesionego przez neutrofile. Efekt ten wyprzedza smierc
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komérki i moze w poczatkowej fazie zapalenia dostarczaé sygnatéw przeciwzapalnych, zanim
swojg role wobec makrofagéw spetnig komérki apoptotyczne.

e Biatko szoku cieplnego - HSP90 jest obecne na powierzchni ludzkich monocytéw oraz
wyprowadzanych z nich makrofagéw. Powierzchniowe HSP90 eksponuje do przestrzeni
pozakomdrkowej N-koricowg domene o aktywnosci ATPazowej, ktora rozpoznawana jest
przez specyficzne przeciwciata oraz zdolna do wigzania specyficznego inhibitora -
geldanamycyny. Selektywna inhibicja powierzchniowego HSP90 hamuje produkcje cytokin
prozapalnych przez monocyty i makrofagi w odpowiedzi na wzory PAMP, jednoczesnie nie
wplywajgc na aktywnos¢ fagocytarng tych komédrek. Uzyskane wyniki wskazuja na
opiekuriczg funkcje powierzchniowego HSP90 wobec kompleksow sygnatowych
powstajgcych podczas rozpoznania roznorodnych wzorow molekularnych przez ludzkie
monocyty i makrofagi. W swietle tego faktu powierzchniowe HSP90 moze stanowi¢ nowy cel

w leczeniu chordb zapalnych zwigzanych z rozpoznaniem wzoréw.
5 Omowienie pozostatych osiggnieé naukowo - badawczych

W niniejszej czesci omowitam wybrane aspekty moich prac badawczych, ktérych wyniki nie
zostaty wiaczone do rozprawy habilitacyjnej. Dla celéw niniejszego autoreferatu publikacje te
podzielitam na kilka obszaréw tematycznych. Wszystkie opisane badania prowadzone byty po

uzyskaniu doktoratu, a cytowane publikacje powstaty po jego obronie.
5.1 Wybrane parametry uktadu immunologicznego u pacjentéw z atopowym zapaleniem skory.

Atopowe zapalenie skory — AZS - jest przewlekta i nawrotowa dermatoza zapalna. Typowym
objawem jest nasilony $wiad skéry oraz pojawianie sie zapalnego procesu atopowego w innych
narzadach takich jak ukfad oddechowy czy przewéd pokarmowy. Patogeneza AZS nie jest w petni
wyjasniona, a sktadajg sie na nig zaréwno czynniki genetyczne, dysfunkcje wrodzonej oraz nabyte;
odpowiedzi immunologicznej oraz rozmaite czynniki srodowiskowe. W latach 1995 — 2005 w ramach
wspotpracy z Katedrg i Klinika Choréb Wewnetrznych i Medycyny Wsi, Collegium Medicum,
Uniwersytetu Jagiellofiskiego prowadzilismy badania majgce na celu analize wybranych parametrow
odporno$ci komérkowej i humoralnej u pacjentéw z AZS. W badaniach tych bytam odpowiedzialna
za koordynacje i/lub wykonanie analiz fenotypu i proliferacji limfocytéw oraz uwalniania
reaktywnych form tlenu przez neutrofile krwi obwodowej. W badanej grupie pacjentow okreslane
byty ponadto poziomy immunoglobulin oraz wykonywana byta ilosciowa ocena S. aureus na skorze,
w przedsionku nosa i gardle. Prowadzone badania zaowocowaly trzema publikacjami
doswiadczalnymi z moim wspétautorstwem: Adamek-Guzik et al. 2001, Guzik et al. 2002, Guzik et

al. 2005. W poréwnaniu do grupy kontrolnej, zaobserwowalismy znaczaco podniesione poziomy
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immunoglobulin klasy IgE w surowicy pacjentéw z AZS, ktére dodatkowo wykazywaty silng korelacje
z nasileniem choroby i obnizaty sie wraz z poprawg stanu klinicznego. Atopowe zapalenie skory byto
rowniez zwigzane ze wzrostem odsetka limfocytow CD4+ i jednoczesnym zmniejszeniem odsetka
limfocytéw CD8+, a stosunek CD4 do CD8 wyraznie malat podczas stosowanego leczenia. U
pacjentow z AZS w trakcie zaostrzenia objawdéw zaobserwowano wyraZnie niisza proliferacje
limfocytéw krwi obwodowej w odpowiedzi na mitogeny, ktéra po pierwszych 4 tygodniach leczenia
osiggneta poziomy obserwowane u zdrowych dawcdéw. Podczas zaostrzenia stwierdzono obecnosc S.
aureus na skorze wszystkich pacjentéw z AZS, a wskainik nasilenia choroby (SCORAD) korelowat z
gestoscig bakterii. Leczenie doustnymi lekami przeciwhistaminowymi i miejscowo steroidami
spowodowato znaczne ztagodzenie objawdw, ktére korelowaty z eliminacja 5. aureus ze skéry u 70%
pacjentow. U pozostatych 30% pacjentdw, u ktérych kolonizacja skéry przez S. aureus utrzymywata
sie pomimo leczenia stwierdzono wyzszy poziom IgE oraz obnizong zdolnos¢ do proliferacji
limfocytow w odpowiedzi zaréwno na enterotoksyne B gronkowca, fitohemaglutynine jak i anty-
CD3. Podsumowujgc, moiemy stwierdzi¢, ze doustne leki przeciwhistaminowe w pofaczeniu z
miejscowym stosowaniem steroidéw prowadzg do kilku istotnych zmian parametréw
immunologicznych takich jak poziomy IgE, stosunek CD4: CD8 i wskazniki proliferacji, jednak zaden
z badanych przez nas parametréw immunologicznych nie okazat sie w sposob istotny statystycznie

skorelowany ze stanem klinicznym.

Wybrane publikacje zwigzane z tym zagadnieniem:

1. Adamek-Guzik, T., Guzik T.)., Bzowska, M., Czerniawska-Mysik, G., Szmyd, D., Miedzobrodzki, J. and
Pryjma, J. Selected parameters of the cellular and humoral immunity in atopic dermatitis. Relationship

to the severity of the disease. Przeglad Lekarski, 2001, 58:1029-1033.
MNiSW,g;7 = 10, praca cytowana 2 razy

2. Guzik TJ, Adamek-Guzik T, Bzowska M, Miedzobrodzki J, Czerniawska-Mysik G, Pryjma J. [Influence of
treating atopic dermatitis with oral antihistamine and topical steroids on selected parameters of cell

and humoral immunity]. Folia Medica Cracoviensis, 2002; 43(1-2):79-93. Polish.
MNIiSW,017 = 10, praca cytowana 2 razy

3. Guzik TJ, Bzowska M, Kasprowicz A, Czerniawska-Mysik G, Wojcik K, Szmyd D, Adamek-Guzik T,
Pryjma J. Persistent skin colonization with Staphylococcus aureus in atopic dermatitis: relationship to

clinical and immunological parameters. Clin Exp Allergy, 2005, 35:448-55.
IF2005=3.553, MNiSW,17 = 40, praca cytowana 82 razy

5.2 Subpopulacje monocytéw w homeostazie i stanach chorobowych

Jak wspomniano wczesniej moje zainteresowania badawcze koncentrujg sie wokot
profesjonalnych fagocytéw, a w pracy badawczej wykorzystuje przede wszystkim komorki pierwotne
izolowane z ludzkiej krwi obwodowej. Niemal od poczatku mojej pracy zawodowej dysponowalismy
unikatowa w skali kraju metoda izolacji monocytéw krwi obwodowej poprzez wirowanie z

jednoczesnym przeciwpragdowym wyptukiwaniem (elutriacja). Metoda ta daje mozliwosc uzyskania
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frakcji czystych nieadherentnych monocytéw bez ingerencji w funkcje receptoréw
powierzchniowych na tych komdrkach, tak jak ma to miejsce w przypadku technik opartych o
sortowanie fluorescencyjne czy magnetyczne. Posiadany przez nas warsztat oraz wspdtpraca z
oérodkami naukowymi w Niemczech (Research Center Borstel oraz Ruhr University) pozwolit na
aktywne wigczenie sie w nurt badari dotyczacych heterogennosci monocytéw krwi obwodowej
cztowieka. W pracy Grage-Griebenow et al. 2000 pokazaliémy, Ze subpopulacje monocytéw
definiowane na podstawie ekspresji receptoréw dla fragmentu Fc immunoglobulin IgG — FcyRI
(CD64) i FeyRIll (CD16) roznig sie miedzy sobg zdolnoscig do fagocytozy opsonizowanych bakterii (5.
aureus, E. coli) oraz produkcji reaktywnych form tlenu. Innym podejsciem do analiz heterogennosci
monocytdw jest identyfikacja ich subpopulacji w oparciu o ekspresje receptora dla LPS (CD14) oraz
wspomnianego juz FcyRIll (CD16) (Passlick et al. 1989). U cztowieka wigkszos¢ czyli okoto 90%
krazacych monocytdw wykazuje wysoka ekspresja receptora CD14 i brak ekspresji CD16. Ta
populacja komérek opisywana jako CD14""CD16 uznawana jest za ,monocyty klasyczne”. Pozostate
10% komodrek wykazujgcych ekspresje CD16 oraz relatywnie niska ekspresje CD14, klasyfikowane
jako CD14“™CD16" nazywane jest ,monocytami nie klasycznymi”. W pracy Skrzeczyriska-Moncznik
et al. 2008 zwrocilismy uwage na jeszcze jedng, posrednig subpopulacje monocytéw wykazujacych
ekspresje CD16 przy jednoczesnej wysokiej ekspresji CD14 - CD14"™"CD16". Subpopulacja ta we
wczesniej publikowanych analizach byta pomijana, gféwnie z powodu niewielkiego jej odsetka w krwi
zdrowych dawcoéw, jak réwniez trudnodci w jej jednoznacznym wyodrebnieniu. Najwazniejszym
naszym osiggnieciem badawczym byto pokazanie, ze monocyty CD14""CD16" w poréwnaniu do
monocytéw klasycznych CD14""CD16 oraz komérek CD14%™CD16" wykazujg znacznie wyzszy
potencjat do produkcji cytokiny przeciwzapalnej - IL-10. Aktualne dane kliniczne wskazuja, ze
populacja ta wykazuje pewne cechy unikatowe, a jej odsetek zmienia si¢ w wielu stanach
patologicznych. W zwigzku z naszym zainteresowaniem heterogennosécia monocytéw krazacych oraz
udziatem tych komérek w patomechanizmie miazdzycy, we wspdtpracy z prof. dr hab. Tomaszem
Guzikiem (Katedra Choréb Wewnetrznych i Medycyny Wsi, Collegium Medicum UJ) podjglismy
badania, w ktérych na dobrze scharakteryzowanym materiale klinicznym poszukiwalismy korelacji
pomiedzy czynnikami ryzyka miazdzycy a subpopulacjami monocytéw obecnymi w krwi obwodowej
pacjentéw. Z uwagi na silne przeciwzapalne dziatanie IL-10, monocyty CD14"™"cD16" jako gtéwny
producent tej cytokiny mogtyby wykazywa¢ przeciwmiazdzycowy charakter. Stwierdzono jednak, ze
odsetek tej wiasnie subpopulacji jest podwyiszony w grupie pacjentow z czynnikami ryzyka
miazdzycy w poréwnaniu do osob zdrowych, przy czym najsilniejsza korelacje zaobserwowano dla
pacjentéw z nadcinieniem, szczegolnie w tej grupie, gdzie nadcisnienie byfo Zle kontrolowane.

Dodatkowo, u pacjentéw z czynnikami ryzyka miazdzycy nie zaobserwowano korelacji pomiedzy
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produkcja IL-10 a odsetkiem subpopulacji CD14"8"CD16%, natomiast wiekszy udziat tej populacji
korelowat z produkcjg TNF. Wydaje sie wiec, ze monocyty o fenotypie CD14"™®"CD16" u pacjentéw z
czynnikami ryzyka miazdzycy sg funkcjonalnie odmienne od komdrek obecnych w krwi zdrowych
dawcéw. Uzyskane wyniki zaprezentowane zostaty w postaci pieciu doniesien zjazdowych, z czego
cztery na konferencjach miedzynarodowych, a streszczenia trzech z nich zostaty opublikowane w
renomowanych czasopismach: Circulation oraz Atherosclerosis supplement. Podsumowujac ta czesc¢
badari, mozemy stwierdzi¢, ze u zdrowych oséb subpopulacja monocytéow CD14"8"CD16" jest
gtéwnym producentem IL-10. Odsetek tych komdrek wzrasta w krwi obwodowej pacjentow z
czynnikami ryzyka miazdzycy, szczegdlnie u oséb ze ile kontrolowanym nadci$nieniem, aczkolwiek
funkcjonalnie subpopulacja ta wydaje sie byé zmieniona w poréwnaniu do monocytéw obecnych

w krwi oséb zdrowych.
Wybrane publikacje zwigzane z tym zagadnieniem:
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2007 Oct;116(16):123. Streszczenie.
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atherosclerosis are associated with phenotypic changes of peripheral blood monocytes.
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5. Czesnikiewicz-Guzik M, Bzowska M, Jasiewicz-Honkisz B, Korbut R, Naruszewicz M, Pryjma J, Guzik TJ.
Peripheral Blood Monocytes Are Activated in Patients With Well Controlled Hypertension:
Implications for the Understanding of the Residual Cardiovascular Risk. Circulation 2009 Nov; 120

(18): S1088. Streszczenie.

5.3 Immunoregulacyjna rola stresu i Smierci komorki

Obszarem badawczym, ktorym zainteresowanie wynika ze scistej wspdtpracy z dr Krzysztofem
Guzikiem z Zaktadu Immunologii WBBIB UJ jest immunoregulacyjna rola stresu i $mierci komorki. Te
zainteresowania badawcze realizowali§my okresowo réwniez we wspotpracy z prof. dr hab. Janem
Potempa z Zaktadu Mikrobiologii WBBiB UJ. W 1996 roku w pracy Baran et al. pokazano, ze
fagocytoza bakterii przez monocyty krwi obwodowej prowadzi, w relatywnie krétkim czasie, do ich
émierci na drodze apoptozy. Zainteresowanie wplywem stresu komérkowego na biologig fagocytéw

sprowokowato nas do zadania pytania w jaki sposoéb reagowac bedg na fagocytozg bakterii
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monocyty poddane wczesniej szokowi cieplnemu. W pracy Guzik et al. 1999 pokazalismy, ze
godzinna ekspozycja monocytéw na temperature 41,5°C nie ma wplywu na aktywnosc fagocytarna
tych komdrek i podobnie do komdrek kontrolnych w szokowanych cieplnie monocytach fagocytoza
Staphylococcus aureus indukuje smier¢ apoptotyczng. Jednoczesnie okazato sie, ze monocyty po
uptywie 18 do 24 godzin od szoku cieplnego stajg sie oporne na apoptoze wywolywang przez
fagocytoze S. aureus, a obserwowany efekt cytoochronny zwigzany jest indukeja ekspresji jednego z
biatek szoku cieplnego - HSP72. W toku dalszych prac kierowanych przez dr Krzysztofa Guzika i
dotyczacych interakcji bakterii 5. aureus z profesjonalnymi fagocytami, zaobserwowano, ze bakterie
S. aureus sa w stanie przezy¢ pochfanianie przez wyprowadzane z monocytéw makrofagi, a
wewnetrzne Srodowisko tych komérek w rzeczywistosci stanowi schronienie dla gronkowcéw, co
sprzyja ich przetrwaniu i rozprzestrzenianiu (Kubica et al. 2008). W publikacji Koziel et al. 2009, w
ktérej jestem wspotautorem pokazano ponadto, ze makrofagi zakazone S. aureus sg bardziej
odporne na smier¢ komorki indukowang staurosporyng. Analiza transkryptomu tych komorek
ujawnita znaczny wzrost ekspresji gendw przeciwapoptotycznych: Bcl-2 i Mcl-1, co sugeruje, ze S.
aureus indukuje efekty cytoochronne w ludzkich makrofagach.

Jednym z intensywnie badanych w Zaktadzie Mikrobiologii WBBIB UJ czynnikow
produkowanych przez S. aureus byta proteinaza cysteinowa Stafopaina B (SspB). O ile znaczenie tej
proteinazy dla patogennosci bakterii byto dobrze udokumentowane, o tyle jej udziat w regulacji
émierci komarek fagocytujgcych pozostawat niejasny. W 2009 roku opublikowalismy dwie prace z
moim wspotautorstwem (Smagur et al.), w ktérych analizowalismy wplyw SspB na neutrofile i
monocyty ludzkiej krwi cbwodowej. Pokazalismy, ze SspB indukuje w neutrofilach oraz monocytach
znaczacy spadek ekspresji integryny CD11lb oraz $mieré komdrkowa charakteryzujacy sig
ekspozycja fosfatydyloseryny (PtdSer), ekspresja aneksyny | oraz przepuszczalnoscia btony
komérkowej dla jodku propidyny, wykazujac w ten sposéb cechy charakterystyczne zaréwno dla
apoptozy jak i nekrozy. Na $mieré komdrki indukowang przez SspB nie mialy wplywu ligandy
integryny CD11b, takie jak ICAM-1, natomiast byta ona catkowicie hamowana przez
immunoglobuliny 1gG, a konkretniej ich fragmenty Fc, sugerujac udziat lateralnych interakcji
receptora FcyRIIl (CD16) i integryny CD11b w tym procesie. Ekspozycja neutrofili i monocytéw na
stafopaine B w znaczacy sposéb uposledza ich funkcje antybakteryjne tzn. hamuje fagocytoze S.
aureus, obniza aktywno$é chemotaktyczng fagocytéw i indukuje ich intensywne usuwanie przez
ludzkie makrofagi. Za intensywna fagocytoze tych komérek przez makrofagi odpowiedzialna jest
zaréwno proteolityczna degradacja sygnatéw odpychania - SspB scina z powierzchni neutrofili
jeden z gtéwnych sygnatéw "nie jedz mnie" CD31 - jak i indukcja sygnaléw o charakterze "zjedz

mnie" na powierzchni neutrofili. Podsumowujac sugerujemy, ze stafopaina B, szczegdlnie w
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obecnosci biatka A gronkowca, moze sprzyjaé wyczerpaniu puli funkcjonalnych neutrofili w
miejscu zakazenia, utatwiajac w ten sposob kolonizacje i rozprzestrzenianie sie gronkowcow.

Jak wspomniano wczesniej neutrofile to leukocyty, ktorych czas Zycia jest scisle kontrolowany,
a usuwanie martwych, uszkodzonych komdrek przez makrofagi stanowi istotny sygnat
immunoregulacyjny. Proces ten jest szczegdlnie istotny w miejscach gdzie dochodzi do akumulacji
duzych ilosci PMN, tak jak ma to miejsce na przyktad w ptucach palaczy. W pracy Guzik et al. 2011
analizowalismy jaki wptyw na ludzkie neutrofile majg czynniki obecne w dymie papierosowym.
Okazato sie, ze ekspozycja neutrofili na ekstrakt dymu papierosowego CSE ( ang. cigarette smoke
extract) prowadzi do nietypowej smierci PMN tgczacej w sobie cechy apoptozy, autofagii i
martwicy. Zaobserwowano takze gromadzenie substancji smotopodobnych w autofagosomach
powstajgcych w tych komérkach. Co ciekawe, jeszcze przed pojawieniem sie cech smierci komérki,
neutrofile traktowane CSE s3 skutecznie rozpoznawane i fagocytowane przez makrofagi bez
indukcji odpowiedzi zapalnej. Badania z uzyciem specyficznych przeciwciat blokujgcych receptory na
powierzchni makrofagéw takie jak LOX1, SRA, MARCO i CD36 lub kompetycyjnych ligandéw (oxLDL)
wykazaly, ze struktury podobne do utlenionych lipidéw obecne na powierzchni neutrofili sa
gtéwnymi sygnatami prowadzacymi do pochtaniania neutrofili traktowanych CSE. Niezaleznie od
niezapalnej fagocytozy, zaobserwowalismy degranulacje drugorzedowych ziarnistosci przez
neutrofile po ekspozycji na CSE, co w naszej opinii moze sprzyja¢ degradacji tkanek i procesom
zapalnym w ptucach. Upoéledzona zdolnos¢ do fagocytozy S. aureus przez neutrofile eksponowane
na CSE moze z kolei przyczyniac sie do utrzymywania sie bakterii i sprzyjac¢ dalszemu rekrutowaniu
PMN do ptuc palaczy. Opisane przez nas mechanizmy tlumaczg obserwowane u palaczy:
zwiekszonga podatnosé na rozktadowe choroby ptuc i infekcje bakteryjne oraz brak gromadzenia sie
apoptotycznych neutrofili w ptucach.

Jednym z lekéw uzywanych u pacjentéw ze stwardnieniem rozsianym jest analog sfingozyny
FTY720 znany takze jako fingolimod lub Gilenya (Novartis). Postulowany mechanizm dziatania
immunosupresyjnego tej substancji to indukcja apoptozy limfocytow. W zwigzku z istotng rolg
immunoregulacyjna $mierci i nastepowego usuwania umierajgcych neutrofili, wiedza na temat
wptywu FTY720 na PMN mogtaby mie¢ duze znaczenie zardwno w kontekscie potencjalnych skutkow
ubocznych jak i ewentualnych zastosowan terapeutycznych. W pracy Skrzeczynska Moncznik et al.
2015 pokazalismy, ze FTY720 indukuje w ludzkich neutrofilach smieré¢ komérkowa o atypowych
cechach. Zaobserwowalismy pecznienie i wakuolizacje komérek, zmieniong morfologie jadra i
atypowe barwienie chromatyny oraz szybka translokacje biatka szoku cieplnego - HSP27 na
powierzchnie komérki i fosforylacje biatka MLKL. Fingolimod indukuje réwniez typowe cechy

apoptozy, w tym szybka eksternalizacje PtdSer i aktywacje kaspazy-8. Eksternalizacja
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fosfatydyloseryny i HSP27 jest czesciowo hamowana przez inhibitory kaspazy-8, kinazy RIP1 i RIP3,
HSP90 oraz oksydazy NADPH, co sugeruje, ze fingolimod dziata w neutrofilach poprzez mechanizm

obejmujgcy nekrosomalny kompleks sygnatowy oraz systemy stresu oksydacyjnego.
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5.4 Wykorzystanie cytometrii przeptywowej w badaniach réznorodnych proceséw biologicznych

Od poczatku mojej pracy zawodowej w Zaktadzie Immunologii dysponowalismy narzedziem
badawczym jakim jest cytometr przeptywowy. Fakt ten spowodowat z jednej strony osiggniecie
przeze mnie relatywnie wysokiej ekspertyzy w obszarze analiz cytometrycznych, a z drugiej stat sig
przyczynkiem do mniej lub bardziej intensywnej wspoétpracy z réznymi grupami badawczymi, ktora
zaowocowata szeregiem publikacji. Cze$¢ z nich zostata pokrotce opisana w tym podrozdziale. We
wszystkich wspomnianych ponizej publikacjach moja rola polegata na wykonaniu analiz metodg

cytometrii przeptywowej oraz konsultacji przy interpretacji uzyskanych wynikow.

28



Zatgcznik 3 dr Mafgorzata Bzowska

5.4.1 Analiza scinania btonowej formy TNF przez enzymy proteolityczne

W pracach Mezyk et al. opublikowanych w 2005 roku analizowano udziat neutrofilowych
enzymow proteolitycznych - elastazy i katepsyny G - oraz protez cysteinowych wytwarzanych przez
bakterie Porphyromonas gingivalis w scinaniu z powierzchni komérki btonowej formy cytokiny
prozapalnej TNF (mTNF). Proces proteolizy mierzono w oparciu o immunofluorescencyjne
znakowanie TNF na powierzchni fibroblastdw z nastepowa analiza metoda cytometrii przeptywowej.
Pokazano, ze zardowno gingipainy, elastaza jaki i katepsyna G zmniejszajg poziom btonowego TNF,
przy czym tylko proteolizie mediowanej przez enzymy pochodzace z neutrofili towarzyszyto
gromadzenie sie biologicznie czynnego rozpuszczalnego TNF (sTNF) w poiywce hodowlanej.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze modulowanie poziomdéw btonowych i rozpuszczalnych form TNF przez
elastaze i katepsyne G moie przyczynia¢ sie do prozapalnej aktywnosci neutrofili, natomiast
wielokierunkowe destrukcyjne dziatanie gingipain na TNF oraz jego receptory sprzyja rozregulowaniu

sieci cytokinowe;j.
5.4.2 Badania aktywnosci fagocytarnej

Cytometria przeptywowa jest technika wykorzystywang miedzy innymi do analiz aktywnosci
fagocytarnej komdérek, ktérym podaje sie do pochfaniania obiekty znakowane fluorescencyjnie,
Wadg tego typu analiz sg trudnosci w odrdznieniu faktycznego pochtaniania obiektu od jego asocjacji
z btong komorki fagocytujacej. Z drugiej strony, w poréwnaniu do alternatywnej metody analizy jaka
jest mikroskopia, cytometria przeptywowa oferuje bardzo szybkie tempo analiz, daje mozliwosc
uzyskania duzej ilosci danych i jest wygodna w badaniach przesiewowych. W ramach wspotpracy z
zespotem z Zaktadu Biofizyki WBBIB UJ cytometria przeplywowa zastosowana zostata do analizy
wplywu terapii fotodynamicznych na aktywnos$é fagocytarng komérek nabtonka barwnikowego
siatkéwki wobec znakowanych fluorescencyjnie membran zewnetrznych segmentow
fotoreceptorow lub czastek obojetnych takich jak kulki polistyrenowe (Olchawa et al. 2010).

Jednym z budzacych aktualnie duze zainteresowanie obszaréw badarn biomedycznych jest
opracowywanie nanonosnikéw zdolnych do transportu lekéw w oczekiwane terapeutycznie miejsce
z minimalnym wplywem na pozostate elementy organizmu. W wyniku wspdtpracy z zespotem z
Zaktadu Biochemii Fizycznej WBBIB UJ, zajmujgcym sie projektowaniem nanonosnikéw zdolnych do
transportu lekéw przeciwpsychotycznych poprzez bariere krew-moézg, powstata publikacja
Lukasiewicz et al. 2017, ktorej jestem wspotautorem. M6j wkiad polegat na analizie cytometrycznej
internalizacji nanokapsufek polimerowych z lekiem klozapina, rdinigcych sie wiasciwosciami
fizykochemicznych takimi jak fadunek, wielko$¢ czy modyfikacja powierzchni, przez ludzkie makrofagi

wyprowadzane z monocytow.
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5.4.3 Analiza komérek uktadu odpornosciowego u dzdzownic gatunku Dendrobena veneta

W Zaktadzie Immunologii Ewolucyjnej Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych UJ od wielu
lat prowadzone sg prace nad mechanizmami odpornosci wrodzonej u pierscienic. Uktad
odpornosciowy didiownic zlokalizowany jest we wtdrnej jamie ciata — celomie, gdzie w ptynie
celomatycznym obecne s3g liczne komdrki odpornosciowe — celomocyty. Wéréd celomocytow
wyréinia sie dwie gtéwne grupy komérek: amebocyty, wykazujgce zaréwno aktywnos¢ fagocytarna
jak i przypominajacg dziatanie komorek NK oraz eleocyty (chloragocyty), ktdore syntetyzujg i
uwalniajg miedzy innymi aglutyniny i opsoniny stuzagce do unieruchomienia patogenu. W
ziarnistosciach eleocytéw magazynowana jest ponadto ryboflawina (witamina B2) odpowiedzialna za
relatywnie wysokg autofluorescencje tych komadrek. U osobnikéw draznionych mechanicznie lub
czynnikami chemicznymi ptyn celomatyczny wraz z celomocytami wyrzucany jest przez pory w
grzbietowej stronie ciata. Didzownice, bedgce wainym elementem ekosystemu glebowego,
wykorzystuje sie jako biologiczne wskazniki skazenia srodowiska i jest to jeden z powoddw, dla
ktorych mechanizmy odpornosci u tych bezkregowcow budzg duze zainteresowanie. Wspotpraca z
zespotem prof. dr hab. Barbary Piytycz (Zaktad Immunologii Ewolucyjnej, Instytut Zoologii, UJ)
zaowocowata dwiema publikacjami z moim wspoéfautorstwem. Przy pomocy cytometrii
przeptywowej wykonatam analizy puli celomocytéw u didzownic z podziatem na amebocyty i
eleocyty oraz przeprowadzitam analizy proliferacji celomocytéw barwionych jodkiem propidyny. W
kontekscie niniejszego autoreferatu na podkreslenie zastuguje fakt, ze opublikowane wyniki badan
byty jednymi z pierwszych dostepnych analiz proliferacji komdrek bezkregowcédw uzyskanych
metoda cytometrii przeptywowej, a wdrozone przeze mnie metody pomiaru zostaly nastepnie
przejete przez zespdt Zaktadu Immunologii Ewolucyjnej i s3 wykorzystywane oraz udoskonalane juz

w oparciu o wiasny sprzet i nabyte doswiadczenie.
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