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Imig: Lidia Magdalena
Nazwisko: Gackowska

Dane kontaktowe: I.gackowska@cm.umk.pl

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

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

26.05.2000 - tytut: magister, kierunek analityka medyczna, Wydziat Farmaceutyczny,
Akademia Medyczna im. L. Rydygiera w Bydgoszczy. Temat pracy magisterskiej:
., Oznaczenie stezenia biatka C-reaktywnego u chorych na raka stercza w korelacji z
PSA”. Promotor: dr Barbara Kempinska

Diagnosta laboratoryjny PWZDL: SERIA AA 11091

15.09.2004 - stopien: doktor nauk medycznych, z zakresu biologii medycznej, Wydziat
Lekarski, Akademia Medyczna im. L. Rydygiera w Bydgoszczy. Temat rozprawy
doktorskiej: ,,Dzialanie immunomodulacyjne réznych szczepéw bakterii kwasu
mlekowego in vitro na modelu komorek jednojgdrzastych krwi obwodowej”. Promotor:
dr hab. Jacek Michatkiewicz

25.05.2016 - tytul: Specjalista Laboratoryjnej Immunologii Medycznej, Uniwersytet
Medyczny w Biatymstoku, nr dokumentu dyplomu: Nr 023/2016.1/6 wydany przez
Dyrektora Centrum Egzamnéw Medycznych dr hab. n. med. Mariusza Klenckiego

(Lodz, 25.05.2016 1)

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych i pelnione

funkcije.

2000-2004 — wuczestnik studiow doktoranckich, Katedra i Zaktad Immunologii,
Wydziat Lekarski, Akademia Medyczna im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

2004-2008 — asystent, Katedra Immunologii, Wydzial Farmaceutyczny, Collegium
Medicum im. L. Rydygier w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
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e 2008 - do chwili obecnej — adiunkt naukowo-dydaktyczny, Katedra Immunologii,
Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum im. Ludwika  Rydygiera w
Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

e 2011-2020 - p. o. kierownika Pracowni Immunologii Klinicznej i
Eksperymentalnej Katedra Immunologii, Wydzial Farmaceutyczny, Collegium
Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

e (07.2020-09.2020 — wolontariusz, Klinika Hematologii, Szpital Uniwersytecki nr 2 im.
Jana Biziela z siedzibg w Bydgoszczy, umowa wolontariatu w okresie 01.07.2020-
30.09.2020 (wykonywanie czynnosci diagnosty laboratoryjnego, diagnostyka
cytometryczna)

e 10.2020 — do chwili obecnej — zleceniobiorca $wiadczenie zdrowotne w zakresie
czynnosci diagnosty laboratoryjnego, Klinika Hematologii, Szpital Uniwersytecki nr
2 im. Jana Biziela z siedziba w Bydgoszczy (diagnostyka cytometryczna)

e 07.2023 — do chwili obecnej — p.o. kierownika Katedry Immunologii, Wydziat
Farmaceutyczny, Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet

Mikotaja Kopernika w Toruniu

4. Omowienie osiagnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z

pozn. zm.).

4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego:

..Pierwotne nadcisnienie tetnicze dzieci i mtodziezy jako choroba immuno-metaboliczna

zwigzana z zaburzeniami nieswoistej i swoistej odpowiedzi immunologicznej”

Osiagniecie naukowe zostato udokumentowane cyklem 5 przedstawionych ponizej
prac naukowych, w czasopismach ujetych w bazach: Journal Citation Reports (JCR), Web of
Science Core Collection i Scopus. Uzyskane wyniki powstaly przy wspélpracy z Instytutem
»Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie. Prace opublikowano w recenzowanych
czasopismach naukowych o tacznej wartosci wskaznika Impact Factor (IF) rownym 20,489 i
tacznej warto$¢ punktacji MNiISW/MEiN: 85/200 (lacznie 285). Liczba cytowan wynosi
odpowiednio: 61 wg bazy Web of Science Core Collection i 70 wg bazy Scopus, wg. stanu

na dzien ztozenia wniosku.
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4.2. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Publikacje zostaly uszeregowane zgodnie z rokiem wydania i stanowig ciag
tematyczny. Uzupehieniem ponizszego wykazu sg oswiadczenia o wktadzie poszczegdlnych
wspotautorow w powstanie prac wchodzacych w skiad osiggnigecia naukowego, zawarte w

Zataczniku 5 dotaczonym do Whniosku.

H-1. Mieczystaw Litwin, Jacek Michatkiewicz, Lidia Gackowska. Primary Hypertension in
Children and Adolescents is an Immuno-Metabolic Disease with Hemodynamic Consequences.
Curr Hypertens Rep (2013) 15:331-339.

IF: 3,902, MNiSW: 25, 19 cyt. (Web of Science Core Collection), 22 cyt. (Scopus)

Moj whkiad: opracowanie Kkoncepcji eksperymentow oznaczen metodg cytometrii
przepltywowej, wykonanie i analiza badan cytometrycznych, opracowanie tresci artykutu
dotyczgcego metody cytometrii przeplywowej Wraz z opracowaniem i przygotowaniem
wykresow, opisem wynikow, konstruowaniem dyskusji i wnioskow z danych
cytometrycznych. Wykonanie dyskutowanych w pracy oznaczen mediatoréow surowiczych
(MMP-9, TIMP-1) metodg immunoenzymatyczng ELISA.

H-2. Lidia Gackowska, Mieczyslaw Litwin, Joanna Trojanek, Andrzej Eljaszewicz, Izabela
Kubiszewska, Anna Niemirska, Aldona Wierzbicka, Jacek Michalkiewicz. Expression of
Adiponectin Receptors on Peripheral Blood Leukocytes of Hypertensive Children Is Associated
with the Severity of Hypertension. BioMed Research International (2015) 2015: 1-11.
IF: 2,134, MNiSW: 20, 11 cyt. (Web of Science Core Collection), 13 cyt. (Scopus)

Moj wkiad: autor korespondencyjny, udzial w opracowaniu koncepcji badan 1 prac
eksperymentalnych, wykonanie wigkszosci oznaczen metodg immunoenzymatyczng ELISA
oraz oznaczen cytometrycznych, analiza statystyczna, opracowanie wynikow i dyskusja nad
wynikami, przygotowanie tabel i wykresow, udzial w przygotowaniu publikacji i edycja

manuskryptu, a takze korekta artykutu uwzgledniajgca uwagi recenzentow.

H-3. Lidia Gackowska, Jacek Michatkiewicz, Anna Niemirska, Anna Helmin-Basa, Maciej
Ktosowski, Izabela Kubiszewska, Lukasz Obrycki, Mieczystaw Szalecki, Aldona Wierzbicka,
Zbigniew Kutaga, Malgorzata Wiese, Mieczystaw Litwin. Loss of CD31receptor in CD4+ and
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CD8+ T-cell subsets in children with primary hypertension is associated with hypertension
severity and hypertensive target organ damage. J Hypertens (2018) 36:2148-2156.
IF: 4,209, MNiISW: 40, 17 cyt. (Web of Science Core Collection), 17 cyt. (Scopus)

Moj wktad: udzial w opracowaniu koncepcji badan i prac eksperymentalnych, wykonanie
wiekszosci oznaczen cytometrycznych, samodzielna analiza cytometryczna, opracowanie
wszystkich uzyskanych wynikow (klinicznych, diagnostycznych, immunologicznych) w
postaci tabel, przygotowanie wykreséw dot-plot i histograméw, dyskusja nad wynikami
oraz udzial w przygotowaniu 1 edycji manuskryptu, a takze korekta artykutu

uwzgledniajgca uwagi recenzentow.

H-4. Lidia Gackowska, Jacek Michalkiewicz, Anna Helmin-Basa, Maciej Klosowski, Anna
Niemirska, Lukasz Obrycki, lzabela Kubiszewska, Aldona Wierzbicka, Mieczyslaw Litwin.
Regulatory T-cell subset distribution in children with primary hypertension is associated with
hypertension severity and hypertensive target organ damage. J Hypertens (2020), 38:692-700.
IF: 4,844, MEIN: 100, 10 cyt. (Web of Science Core Collection), 13 cyt. (Scopus)

MOoj wktad: udziat w opracowaniu koncepcji badan i prac eksperymentalnych, wykonanie
wigkszosci oznaczen cytometrycznych, samodzielna analiza cytometryczna, analiza
statystyczna, opracowanie wynikow i dyskusja nad wynikami, przygotowanie tabel i
wykresow, udzial w przygotowaniu publikacji i edycja manuskryptu, a takze korekta

artykutu uwzgledniajgca uwagi recenzentow.

H-5. Izabela Kubiszewska, Lidia Gackowska, Lukasz Obrycki, Aldona Wierzbicka, Anna
Helmin-Basa, Zbigniew Kulaga, Matgorzta Wiese-Szadkowska, Jacek Michalkiewicz,
Mieczystaw Litwin. Distribution and maturation state of peripheral blood dendritic cells in
children with primary hypertension. Hypertension Research (2022), 45:401-413.
IF: 5,4, MEIN: 100, 4 cyt. (Web of Science Core Collection), 5 cyt. (Scopus)

Jestem drugim autorem niniejszej pracy, o wktadzie rownym wkitadowi pierwszego autora
(equal author). Moj wkiad: wudzial w opracowaniu koncepcji badan i prac
eksperymentalnych, wspotwykonanie oznaczen cytometrycznych, udzial w interpretacji
wynikow koncowych i dyskusja nad wynikami, przygotowanie tresci opisu metodyki badan

immunologicznych, ustaleniu formuly przedstawienia uzyskanych wynikow w postaci tabel
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i wykresow analizy cytometrycznej wraz z pierwszym autorem, wspotudziat w tworzeniu

tresci publikacji, a takze korekta artykutu uwzgledniajgca uwagi recenzentow.

4.3. Omoéwienie celu naukowego i osiagnietych wynikow wraz z omoéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

4.3.1. Wprowadzenie

Nadcisnienie tetnicze jest schorzeniem cywilizacyjnym, stanowigcym jeden z
dominujacych probleméw zdrowotnych na $wiecie, zwlaszcza w krajach rozwinigtych i
rozwijajacych sie. Swiatowa Organizacja Zdrowia donosi, iz dotknietych ta choroba jest ponad
miliard obywateli powyzej 25 roku zycia, a liczba ta caty czas rosnie. Choroba sercowo-
naczyniowa (cardiovascular disease-CVD), do ktorej zaliczamy nadci$nienie tetnicze,
najczesciej ma swoj poczatek juz w dziecinstwie i jak donoszg liczne badania moze by¢ juz
niejako ,,zaprogramowana” w okresie okotoporodowym [1].

Jeden z glownych czynnikéw ryzyka rozwoju CVD jest pierwotne/samoistne
nadcisnienie tetnicze (NTP), ktorego etiopatologia zostaje nadal niewyjasniona. Obecnie
szacuje si¢, ze nadcis$nienie t¢tnicze dotyczy okoto 2—3,6% catej populacji dzieci i mtodziezy
w przedziale wiekowym od 8 do 17 lat, gwattownie wzrasta wraz z wiekiem i dotyka okoto
10% mtodziezy po okresie dojrzewania w wieku powyzej 18 roku zycia [2]. W calej populacji
wieku rozwojowego nadcisnienie tetnicze wtdrne wydaje si¢ dominujacg forma nadci$nienia
tetniczego. Jednak obecnie juz u mtodszych dzieci rozpoznaje si¢ NTP, a po 10 roku zycia jest
to juz przewazajaca postac¢ nadcisnienia tetniczego. Nalezy podkresli¢, ze chociaz wystepuje
ono znacznie rzadziej niz w populacji osob dorostych, jest coraz wigkszym problemem
zdrowotnym nie tylko w Polsce ale na catym $wiecie. Uwaza si¢, ze takie przesunigcie
epidemiologii nadci$nienia tetniczego samoistnego i coraz czgstsze jego wystepowanie $cisle
zwigzane jest z ogblnos§wiatowa epidemig nadwagi i otyloSci obserwowang obecnie U dzieci i
mlodziezy. Ponadto zaobserwowano réowniez, ze towarzyszy temu znaczacy wzrost srednich
populacyjnych wartos$ci cisnienia tetniczego (blood pressure, BP) $cisle korelujacych z
rozwojem biologicznym, a przede wszystkim z parametrami ,,wielkosci ciata” [3].

Badania epidemiologiczne pozwolily na ustalenie rozktadu prawidtlowych wartosci
cisnienia w roznych grupach wiekowych 1 opracowanie siatek centylowych oraz wartosci
referencyjnych niezbgdnych do ich interpretacji w zaleznosci od plci, wieku 1 wzrostu. Jednak

,epidemia otylosci” znaczaco zmienila t¢ zalezno$¢. Badanie populacyjne, przeprowadzone w
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Polsce w grupie losowo wybranych, zdrowych dzieci w wieku szkolnym, wyraznie wykazaty,
ze w gtownej mierze to masa ciata, a nie wzrost, determinuje populacyjne wartosci BP. Ponadto
analiza statystyczna wykazata, ze to wartosci obwodu talii (waist circumference, WC),
zwiekszona masa ciata i nizszy wzrost, a co za tym idzie, warto$ci wskaznika masy ciata BMI
(body mass index, BMI), sg gldéwnymi predyktorami BP [3]. Zalezno$ci miedzy parametrami
antropometrycznymi a BP sg jeszcze bardziej widoczne u dzieci z NTP. Typowy fenotyp
posredni, jakim jest nadwaga, dalej otylos¢ i zwigkszony BMI, moga shuzy¢ jako czynniki
réznicujagce w diagnostyce NTP u dzieci i mtodziezy. Dodatkowo przeprowadzone na swiecie
badania w grupie dzieci chorych na NTP dowodza, ze blisko 30% pacjentow jest otytych, a
wiekszos¢ ma nadwage. Ponadto szczegotowa analiza sktadu ciata wykazata, ze dzieci z NTP
charakteryzuja si¢ wigksza zawarto$cig tkanki thuszczowej i/lub niskim stosunkiem
,beztluszczowej” masy ciata do masy ,,thuszczowej”, w poréwnaniu z dzie¢mi z prawidtowym
ci$nieniem Krwi. Zmiany te dotycza glownie ilo$ci trzewnej, tzw. wewnatrzotrzewnowej tkanki
tluszczowej (intraperitoneal visceral adipose tissue, VAT) w stosunku do ilosci podskornej
tkanki tluszczowej (SAT, subcutaneous adipose tissue). Szczegoétowe analizy pozwolily na
stwierdzenie, ze to nie tyle sam nadmiar tkanki thuszczowej, ale wzgledne zmniejszenie ilo$ci
masy mieg$niowej 1 zwigkszenie iloSci tluszczu trzewnego charakteryzuja grupe dzieci i
mitodziez z NTP. Tym samym, umozliwito to podziat r6znych postaci nadcis$nienia tetniczego
pierwotnego w oparciu o oceng ilosci 1 dystrybucji tkanki thuszczowej. Poniewaz dzieci i
miodziez z nadci$nieniem tetniczym samoistnym spelniaja juz jedno z Kryteriow
diagnostycznych zespotu metabolicznego, jakim jest nadwaga/otyto$¢, to stanowia grupe
szczegbdlnego ryzyka rozwoju tego sespotu [4]. Warto podkresli¢, ze niestety kryteria
diagnostyczne zespotu metabolicznego opieraja si¢ na ocenie parametrow, ktore zmieniajg si¢
do$¢ dynamicznie wraz z wiekiem. Obecnie najczg$ciej stosuje si¢ definicje zespotu
metabolicznego opracowang W roku 2007 przez International Diabetes Federation, wg ktorej
do 10 roku zycia dziecka nie nalezy rozpoznawac zespotu metabolicznego, a jedynie wskazana
jest rozszerzona diagnostyka zgodna z badaniami stosowanymi w grupach ryzyka [5]. W takim
ujeciu NTP u dzieci i mtodziezy z prawidtowym BMI i1 prawidtowa dystrybucja tkanki
tluszczowej i miesniowej traktowane jest jako prawdziwe nadcisnienie tetnicze pierwotne.
Chociaz klinicznie oczywiste powiktania NTP pojawiaja si¢ najczeSciej dopiero migdzy
czwartg a pigtg dekadg zycia, nadci$nieniowe uszkodzenie narzagdéw docelowych (target organ
damage, TOD) jest widoczne juz w wieku dzieciecym [6]. Do najczestszych zaliczy¢ mozna
przerost lewej komory i/lub cechy subklinicznego uszkodzenia tetnic, co stwierdza si¢ u ponad

40% dzieci i mlodziezy z rozpoznanym NTP [7,8]. Co wigcej obserwuje si¢ $cista korelacje
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pomiedzy ilo$cig stwierdzanych kryteriow zespotu metabolicznego a czgsto$cig przerostu lewej
komory (left ventricular hypertrophy, LVH) [9].

Istnieje coraz wigcej danych wskazujacych, ze NTP jest nie tylko zjawiskiem
hemodynamicznym, ale zlozong chorobg obejmujacg wspotczulny uktad nerwowy, wplywa
znaczaco na Metabolizm 1 uktad odporno$ciowy organizmu. Uwaza si¢, ze zaburzenia
metaboliczne u dzieci i mtodziezy z nadci$nieniem tetniczym pierwotnym nie dotycza jedynie
nieprawidlowosci gospodarki lipidowej i weglowodanowej, ale dotykaja powazniejszych
zaburzen co zwigzane jest z aktywacja nieswoistej i swoistej odpowiedzi immunologicznej oraz
przyspieszonym procesem dojrzewania biologicznego. Opierajac si¢ na obserwacjach grupy
prowadzonej przez Pickering GW, Lever AF i wsp. wysungli wniosek, ze NTP jest zaburzeniem
wzrostu majacym poczatek w dziecinstwie. Wedtug nich, rowniez takie zmiany jak przerost
komérek mie$ni gladkich Sciany tetnic oraz zmiany metaboliczne, w tym insulinoopornos¢,
mogag przynajmniej cze$ciowo wigza¢é sie z przyspieszonym dojrzewaniem biologicznym,
ktore to moze by¢ przyczyna a nie skutkiem nadci$nienia tetniczego i choréb ukladu
krazenia [10]. W 1980 roku Katz i wsp. opisali przyspieszony rozwoj biologiczny, wyrazony
wiekiem kostnym, u dzieci z nadci$nieniem tetniczym [11]. W badaniach wtasnych chtopcow
znadci$nieniem te¢tniczym (przeprowadzonych w ramach projektu MNiSW, PN5) stwierdzono,
ze rozw0j biologiczny, wyrazony jako réznica miedzy wiekiem kostnym i chronologicznym,
byl zwigkszony o 1,5 roku w poréwnaniu do rowiesnikow dobranych pod wzgledem wieku 1
warto$ci BMI z prawidlowym ci$nieniem krwi. Ponadto zaobserwowano rowniez liniowa
zalezno$§¢ migdzy przyspieszeniem wzrostu ko$ci, a warto§ciami wzrostu wartosci BP
rozpoczynajac od normotensji, poprzez stan przednadci$nieniowy, nadci$nienie pierwszego
stopnia az do stadium nadci$nienia stopnia drugiego. Kolejnym waznym wyznacznikiem byt
tzw. ,,skok wzrostowy”, ktory uznany jest za jeden ze stopni dojrzatosci. W Polsce przypada
on na ok. 13 rok zycia i czesto jest Scisle zwigzany ze znacznym wzrostem wartosci BP u
chtopcoéw, czego nie zaobserwowano u dziewczynek [12, 13]. Wyniki te zostaly rowniez
potwierdzone w badaniu retrospektywnym w Islandii, w grupie osob dorostych. Wykazano, ze
doro$li mezezyzni, ktérych tempo wzrastania byto najwieksze w wieku od 8 do 13 lat, mieli o
66% wigksze ryzyko wystapienia nadci$nienia tetniczego w pordwnaniu z mezczyznami,
ktorych tempo wzrostu w tym okresie bylo znikome. Zas w prospektywnym badaniu Young
Finns Study nadci$nienie t¢tnicze, zespot metaboliczny i otylo$¢ trzewng obserwowano duzo
czesciej u kobiet dorostych, ktore w bardzo mtodym wieku (przed 12 rokiem Zycia) osiggnetly
dojrzatos¢ piciowa [14]. Inng typowa nieprawidtowoscig obserwowang u dzieci z NTP jest

tendencja do zwiekszonego stezenia kwasu moczowego. Stwierdzono, ze 89% dzieci z NTP
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ma st¢zenie kwasu moczowego w surowicy w gornej granicy normy lub powyzej wartosci
referencyjnych (Srednio osigga wartosci >5,5 mg/dl), gdzie taki wynik obserwuje si¢ u zaledwie
30% dzieci z nadci$nieniem wtdrnym i nie dotyczy to grupy dzieci z nadci$nieniem bialego
fartucha (white coat hypertension, WCH) oraz normotensja. Co wigcej, leki hamujgce
produkcje kwasu moczowego (allopurynol) lub jego zwickszone wydalanie z organizmu
(probenecyd) powodowaty nie tylko regulacje st¢zenia kwasu moczowego w surowicy, ale
przede wszystkim obnizenie cisnienia krwi dzieci otytych, u ktdorych wystepowaty stany
przednacis$nieniowe lub nadci$nienie tetnicze I stopnia [15-17]. Ponadto u 0so6b dorostych z
nadci$nieniem tetniczym czgsto obserwuje si¢ znaczgce zmiany stezenia glutationu, peptydu o
silnych wlasciwosciach przeciwutleniajacych, ktéry uznaje si¢ za jeden z najsilniejszych
antyoksydantow w organizmie czlowieka. Zwigkszony stres oksydacyjny w przebiegu
nadci$nienia tetniczego zostat odnotowany u 0sob dorostych, a niewiele danych na ten temat
dotyczacych badan pediatrycznych [18]. W prospektywnym badaniu wiasnym 86 dzieci z
ciezkim nadci$nieniem ambulatoryjnym (w ramach realizacji grantu MNiSW, PN4)
zaobserwowano znaczgco nizsze st¢zenia glutationu w poréwnaniu do 0so6b z nadcisnieniem
ambulatoryjnym. Ponadto dzieci z nadci$nieniem t¢tniczym miaty znaczgco nizszg aktywnosc¢
peroksydazy glutationowej, wyzsze stezenia asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA), ktora
peini funkcje inhibitora syntazy tlenku azotu (NOS), i podwyzszone st¢zenie utlenionej frakcji
cholesterolu LDL (ox-LDL) w surowicy. Obserwowany zwigkszony stres oksydacyjny
obserwowany byt rowniez u dzieci z LVH [18]. Kolejnym waznym spostrzezeniem W tym
badaniu byla istotna zalezno$¢ migdzy wartoSciami BP a stezeniem parametrow surowicy
warunkujacych reakcje ostrej fazy, takimi jak IL-6 czy rozpuszczalna forma czasteczki adhezji
miedzykomorkowej (intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1), znajdujacej si¢ na
komorkach $rdédbtonka naczyn.

W licznych badaniach w grupie osob z nadci$nieniem okreslono kluczowe parametry
biochemiczne, wynikajace zasadniczo z aktywnos$ci komoérek uktadu immunologicznego, a
naleza do nich bialka ostrej fazy (glownie biatko C-reaktywne, CRP), cytokiny, chemokiny,
metaloproteinazy (MMP), produkty degradacji kolagenu, markery stresu oksydacyjnego,
adipokiny, w tym leptyna, adiponektyna czy rezystyna. Powyzsze wyniki potwierdzily, ze w
przebiegu NTP obserwuje si¢ przewlekly, subkliniczny stan zapalny, ktoéry uwazany jest
réwniez za cz¢$¢ zespotu metabolicznego korelujgcy z rozwojem cukrzycy i insulinoopornoscia
(insulin resistance, IR) [19-21]. Nalezy jednak wyraznie podkresli¢, ze wiekszos¢
mediatorow zapalnych dziala jako czynniki autokrynne/parakrynne, a wi¢c ich poziomy

w krazeniu czesto nie odzwierciedlaja w sposob wiarygodny ich roli w patogenezie
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choroby. Trudno tez stwierdzi¢, czy zmiany ich stezenia w surowicy sgq pierwotne, czy
wtorne w stosunku do toczacego si¢ procesu zapalnego. Dotyczy to zwlaszcza pacjentow
dorostych chorych na nadci$nienie tetnicze, ktdrzy czgsto sg narazeni na wiele czynnikow
ryzyka, takich jak palenie tytoniu, przyjmowanic uzywek, lekoéw czy niezdrowe nawyki
zywieniowe. W badaniach wiasnych opublikowanych juz w 2010 roku (P12) stwierdzilismy,
ze dzieci z NTP charakteryzowaly si¢ wyzszymi warto$ciami stezenia biatka C-reaktywnego
(hsCRP) w surowicy i chemokin takich jak RANTES (regulated on activation, normal t-cell
expressed and secreted) oraz biatka zapalnego makrofagowego beta (macrophage inflammatory
protein 13, MIP1B) w poréwnaniu do dzieci z prawidtowym ci$nieniem krwi. RANTES dziata
glownie jako aktywator limfocytéw T pamigci, a MIP1f jest chemoking odpowiedzialng za
przyciaganie monocytéw/makrofagéw do miejsca zapalenia. St¢zenia hsCRP korelowaty z
parametrami bloku metabolicznego w tym nadci$nieniem tetniczym, wielko$cig otytosci
trzewnej, stanem stresu oksydacyjnego i TOD, takimi jak zwickszona grubos¢ $ciany tetnic
szyjnych wspolnych (cIMT) i wskaznik masy lewej komory (LVMI). Poziomy RANTES
korelowaly jedynie z dyslipidemig. Co cickawe stezenie hsCRP nie korelowalo ani z
warto$ciami RANTES, ani z MIP1 [22]. Moze to sugerowac, ze zapalenie naczyn w jakis
sposob poprzedza ogélnoustrojowe zdarzenia zapalne, a utrzymujacy sie, dlugotrwaly,
przewlekly stan zapalny w konsekwencji doprowadza do uszkodzen narzadowych,
obserwowanych juz na wezesnych etapach NTP u dzieci i nie jest on uwarunkowany jak
wczesniej sadzono tylko towarzyszaca otyloscia, ale zalezy od bardziej zlozonych
mechanizméw odpowiedzi immunologicznej. Wyniki te wskazujg, ze ogolnoustrojowa
aktywacja immunologiczna zachodzi juz we wczesnym stadium NTP i dotyczy zaréwno
wrodzonego, jak 1 nabytego uktadu odpornosciowego, ktéry moze odgrywac znaczacg role w
patogenezie nadci$nienia samoistnego.

Niezmiernie wazng obserwacja jest fakt, ze komorki uktadu odpornosciowego, w tym
leukocyty krwi obwodowej (peripheral blood leukocytes, PBL), odpowiadajg rowniez za
regulacje ukladu enzymatyczno-hormonalnego renina-angiotensyna-aldosteron (renin—
angiotensin—aldosterone system, RAAS), ktory utrzymuje homeostazg ptynow w organizmie, a
tym samym jest kluczowy w regulacji przepltywu krwi, zarowno w krazeniu ogolnym, jak i
lokalnym (w tym w krazeniu nerkowym) i warunkuje cisnienie tetnicze krwi [23]. Chon i wsp.
w swoich badaniach wykazali, ze u pacjentow nieleczonych z nadci$nieniem tetniczym
obserwuje si¢ znaczaco zwigkszong ekspresje genéw odpowiedzialnych za aktywacje uktadu
RAAS, czego nie obserwowano w grupie 0osob z prawidlowymi warto$ciami ci$nienia krwi

[24]. Ponadto normalizacja BP korygowata te zmiany. Coppo M. i wsp. wykazali natomiast, ze
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leukocyty krwi obwodowej 0s6b dorostych z nadcisnieniem wykazywaty zwigkszong ekspresje
21 gendw, o ktérych wiadomo, ze sg zaangazowane w apoptoz¢ komoérek, odpowiedz zapalng
i pecherzykowy transport czasteczek miedzy organellami komérkowymi [25]. W badaniach
wiasnych (grant MNiISW, PN4) PBL nieleczonych dzieci chorych na NTP wykazano
zwigkszong ekspresje mRNA dla enzymu konwertujagcego angiotensyne (angiotensin
converting enzyme, ACE) i receptora CD14, a obnizong dla angiotensynogenu (AGT) i
receptora angiotensyny Il typu 1 (AT2R1). Ponadto dzieci ze zwigkszonym cIMT miaty istotnie
nizszg ekspresje mRNA dla reniny (REN) [26]. Przyczyna zmniejszonej ekspresji genow dla
reniny nie jest jasna, ale zdecydowanie sugeruje, ze system RAAS musi zosta¢ aktywowany
wczesnie w przebiegu NTP. Doniesienia te potwierdzaja i rozszerzaja poglad, ze NTP jest
zwigzane ze zlozonymi reakcjami zapalnymi, ktore angazuja wiele genow zaangazowanych
zardbwno w aktywacje ukladu odpornosciowego, jak i regulacje BP. Zmiany w ich ekspresji
mozna znalez¢ w PBL, co pozwala ostatecznie sklasyfikowa¢ chorobe, jej przebieg kliniczny i
odpowiedz na leczenie. Badania te wskazuja rowniez, ze leukocyty moga stuzy¢ jako swego
rodzaju ,,czujniki” NTP. Wyniki powyzszych badan nie wskazujq jednak, ktore komorki
ukladu odpornosciowego inicjujga kaskade zapalng prowadzaca do nadcis$nienia. Z badan
eksperymentalnych na genetycznie zmodyfikowanych myszach wiadomo, ze nadci$nienie jest
zwigzane gldwnie z populacja limfocytow T i1 komoérkami prezentujagcymi antygen. Wegdtug
hipotezy zaproponowanej przez Harrisona i wsp. komorki te prawdopodobnie naciekajg nerki i

uktad naczyniowy, ktore sg kluczowe dla kontroli BP [27, 28].

4.3.2 Cel naukowo-badawczy

Przez ostatnie dekady uwaga badaczy koncentrowata si¢ gtownie na przedstawionych
powyzej aspektach. Zakres badan przeze mnie podjety stanowil znaczace uzupetnienie tych
obszarow komorkowej odpowiedzi immunologicznej, ktore wydajg si¢ kluczowe w
patogenezie NTP a jednoczes$nie byty zupetnie niezbadane. Swoja uwage skoncentrowatam
wigc na ocenie udzialu elementdw swoistej 1 nieswoistej odpowiedzi immunologicznej
towarzyszacych samoistnemu/pierwotnemu nadci$nieniu tg¢tniczemu u dzieci i mtodziezy,
pozostajac jednoczesnie w nurcie aktualnych, $wiatowych badan nad mechanizmami
odporno$ci komoérkowej, ktora moze byé postrzegana jako podstawowy patomechanizm
wystgpienia choroby, a nie jedynie skutek schorzenia. Kazde z podjetych zadan badawczych
ma potencjalny aspekt diagnostyczny i terapeutyczny NTP, z docelowym zamiarem

monitorowania skutecznoSci zastosowanego postepowania terapeutycznego i

10



Zat. 3. Autoreferat
dr n. med. Lidia Gackowska

poszukiwania nowych standardow ukierunkowanego leczenia. Zgodnie z wynikami
literaturowymi i przedstawiong na modelu zwierzecym hipoteza zaklozylam, ze niewielkie
podwyzszenie BP moze powodowac aktywacje Srodblonka. Przygladajac si¢ fizjologicznej
drodze aktywacji komorek ukladu immunologicznego, aktywowany Srédblonek moze
ujawniaé¢ neo-antygeny, ktore sa pobierane/przerabiane i prezentowane limfocytom T
przez komorki dendrytyczne, a te rozpoznaja je jako obce w regionalnych wezlach
chlonnych. To indukuje silng aktywacje, proliferacje¢ i roznicowanie komorek T. W fazie
przednadciSnieniowej pula uczulonych komodrek T jest stosunkowo niewielka, ale ich
liczba wzrasta wraz z wiekiem pacjenta, podobnie jak nasilenie stanu zapalnego. Jesli
zalozymy dodatkowo wrodzony defekt, ktory warunkuje szybsze ,starzenie” si¢ to
wszystkie te skladowe mogg by¢ glowng przyczyna NTP w bardzo mlodym wieku
pacjenta. Najwazniejszym podzbiorem limfocytow T zaangazowanych w reakcje zapalng przy
podwyzszonym BP jest subpopulacja limfocytow Th17. Komorki Th17 wytwarzajg IL-17 i
poza promowaniem stanu zapalnego, zaangazowane sg w patogeneze wielu chorob o podtozu
autoagresywnym. IL-17 promuje wytwarzanie chemokin i czasteczek adhezyjnych w wielu
tkankach, zatem moze prowadzi¢ to miedzy innymi do gromadzenia si¢ innych komorek
zapalnych w §cianie naczyn obwodowych 1 nerek, co sprzyja wytwarzaniu reaktywnych form
tlenu w komoérkach mieséni gladkich naczyn i zmniejsza syntez¢ tlenku azotu przez komorki
srodbtonka. Nastepnie powoduje skurcz naczyn, retencj¢ sodu, a w konsekwencji indukuje
nadci$nienie tetnicze. Wykazano, ze myszy pozbawione limfocytow T i limfocytow B sa
odporne na rozwdj nadci$nienia wywotanego zaréwno poprzez angiotensyng, podaz soli,
adrenaling oraz stres, a transfer limfocytow T, ale nie limfocytéw B, przywracat odpowiedz
nadci$nieniowa na te bodzce [29,30]. Mozna zatem zakladaé, ze to populacje i subpopulacje
limfocytow T, w tym rowniez bardzo wazna subpopulacja komorek suspensyjnych Treg
jest kluczowa w Kkontrolowaniu nie tylko wartosci ci$nienia, ale przede wszystkim
zapobieganiu uszkodzen naczyn i tkanek w wyniku trwajacego stanu zapalnego oraz
nadcisnienia. Warto podkresli¢, ze to Treg mogg znaczaco ograniczy¢ stan zapalny, dzialajac
na komorki T, komorki B, makrofagi, komorki dendrytyczne i limfocyty NK. W modelu mysim
podanie komorek Treg chronil zwierzeta eksperymentalne przed rozwojem nadci$nienia i
uszkodzeniem narzagdow wywotanym przez angiotensyne¢ Il lub aldosteron. Wyniki te
wskazuja, ze Treg pelnig kluczowa funkcje w utrzymaniu prawidlowego ci$nienia krwi,

przynajmniej w zwierzgcych modelach eksperymentalnych [30].
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Caly ten obraz prawdopodobnego patomechanizmu NTP tak znaczaco
uzaleznionego od elementéw komorkowej odpowiedzi immunologicznej byl punktem
wyjscia do podjecia badan ktorych glownym celem byla préba odpowiedzi na pytania:

e Czy w przebiegu NTP istniejacy stan zapalny wynika jedynie z towarzyszacej
dzieciom z nadciSnieniem nadwagi/otylosci, a co za tym idzie aktywnos$ci komoérek
tkanki tlhuszczowej (wplywu adiponektyny), jako komérek potencjalnie
prozapalnych, a moze komoérek o wlasciwosciach immunomodulujacych?

e A moze NTP zwiazane jest raczej z wrodzonym defektem komorek kluczowych dla
odpowiedzi immunologicznej, takich jak limfocyty T pomocnicze, ktére w warunkach
fizjologicznych odpowiedzialne sg za prawidlowy przebiegu reakcji immunologicznej
w odpowiedzi na antygen, tutaj neo-antygeny powstajace jako skutek uszkodzen
narzadowych TOD?

e Czy NTP zwigzane jest jedynie ze zwi¢ckszona aktywnoscia komorek odpornosci
nieswoistej i limfocytéw prozapalnych, czy jest to raczej stan podobny do chorob
autoimmunologicznych, wynikajacy z zachwianej immunotolerancji. Jesli tak to jaki
gleboki to defekt i ktorych mechanizmow i komoérek dotyczy?

e Cowarunkuje, obserwowane w przebiegu NTP, przyspieszone starzenie biologiczne i

komorkowe?

4.3.3. Omowienie wynikow

Wyniki moich badan wstepnych, przestawione w pierwszej pracy stanowigcej cykl mojego
osiagni¢cia naukowego (H-1) dotycza oceny ogodlnego stanu zapalnego i immunosupresji
(ocena czynnikdéw surowiczych, subpopulacji komorek Thl7 oraz catkowitych Treg), jak
rowniez aktywnosci tkanki thuszczowej w kontekscie tkanki immunologicznie czynnej u dzieci
z NTP. Badania przeprowadzono w ramach ztozonych badan pilotazowych. W naszym
nieopublikowanym jeszcze badaniu nieleczonych dzieci z NTP stwierdzili$my, ze PBL dzieci
z nadcisnieniem tetniczym reagowaty silniej (co oceniono na podstawie profili ekspresji
cytokin) na bodzce limfocytow T, takie jak lipopolisacharyd (LPS), w poréwnaniu do PBL
dzieci z prawidlowym ci$nieniem tetniczym. Ponadto dzieci z NTP charakteryzowaly sie
zwigkszonym odsetkiem populacji komérek Th17 w poréwnaniu z dzie¢mi z prawidtowym
ci$nieniem, dopasowanymi wiekiem i wartoSciami BMI. Dodatkowo odsetek komorek Th17

byl znacznie wyzszy u tych pacjentdéw, u ktérych neutrofile nie wykazywaty ekspresji
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receptorow dla adiponektyny typu 1 (AdipoR1). Wskazuje to, ze obnizona ekspresja AdipoR1
moze ogranicza¢ reakcj¢ leukocytéw na adiponektyng. To z kolei moze zwigksza¢ synteze
prozapalnej IL-17 przez limfocyty T CD4+. Analiza komoérek Treg nie wykazata zalezno$ci od
ekspresji receptora AdipoR1 neutrofilow. Obserwacje te s3 argumentem za znaczeniem
tkanki tluszczowej i adipokin w regulacje odpowiedzi zapalnej u dzieci z nadci$nieniem
tetniczym. Nalezy podkresli¢, ze istnieje $ci§le kontrolowany zwiazek migdzy Treg, a
komorkami Th17. W obecno$ci TGF-beta, ale przy niskim stezeniu IL-6, naiwne komorki T
preferencyjnie polaryzuja si¢ do Treg tacznie z obwodowymi komorkami Th17, ktore rowniez
moga nabywac¢ funkcje komorek regulatorowych. Jednakze, gdy srodowisko cytokin zawiera
glownie cytokiny prozapalne, takie jak IL-6 i niskie stezenia TGF-beta, wowczas limfocyty T
preferencyjnie polaryzuja si¢ do populacji komoérek Th17, a obwodowe Treg tracg swoje silne
wlasciwos$ci supresorowe i nabywaja wlasciwosci komorek prozapalnych. Sugeruje to, ze
rodzaj reakcji zapalnych powstajacych w poczatkowych fazach odpowiedzi na antygeny
naczyniowe moze decydowac¢ o profilu odpowiedzi immunologicznej. Jesli dodatkowo
jeszcze jest on zwigzany z nieznanym dotad zaburzeniem dystrybucji i funkcji komorek
ukladu immunologicznego, nie tylko warunkuje wystapienie choroby NTP, ale rowniez
decyduje o jej przebiegu, ci¢zkosci objawéw i powiklan, jak réwniez uzaleznia efekty
leczenia. Konsekwencjg niekontrolowanej i nieprawidlowej aktywacji immunologicznej sa
zaburzenia  hemodynamicznego,  ktéore  prowadza do  przebudowy  macierzy
zewnatrzkomorkowej 1 zwtdknienia naczyn i narzadow, co w konsekwencji powoduje TOD.
Glownym systemem kontrolujacym przebudowe macierzy zewnatrzkomorkowej jest system
MMP i jego inhibitorow tkankowych (TIMP). Wyniki metaanalizy przeprowadzonej w grupie
0sOb dorostych z nadci$nieniem tetniczym wskazuja, ze zardwno stezenia, jak 1 aktywnos¢
MMP-9 i TIMP-1 koreluja dodatnio z przerostem lewej komory (LVMI). Stwierdzono rowniez,
ze stezenie adiponektyny w surowicy koreluje ujemnie z MMP-9 i TIMP-1, a stosunek MMP-
9/TIMP-1 jest predyktorem stabilno$ci blaszki miazdzycowej naczyn wiencowych i stopnia
zaawansowania miazdzycy tetnic wiencowych [31, 32]. Stwierdzono, ze dzieci otyle z
nadci$nieniem mialy wyzsze stezenia MMP-9 w poréwnaniu do otytych dzieci z prawidlowym
cisnieniem krwi. Ponadto zarowno MMP-9, jak i TIMP-1 korelowaty z warto$ciami BMI,
skurczowym cisnieniem krwi i IR. W naszym badaniu wstepnym zaobserwowaliSmy, Ze
dzieci z nadci$nieniem tetniczym charakteryzujg si¢ zwiekszonym stezeniem MMP-9 w
surowicy w porownaniu do grupy dzieci z prawidlowym ciSnieniem tetniczym
dopasowanym pod wzgledem wieku i BMI. Ponadto dzieci z nadciSnieniem tetniczym i

zespolem metabolicznym mialy wyzsze st¢zenia TIMP-1 w surowicy w porownaniu z
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dziecmi z nadci$nieniem tetniczym bez zdiagnozowanego zespolu metabolicznego.
Powyzsze badania w tej tematyce byty przez nas kontynuowane i zostaly opublikowane w 2016
roku (P34). Wyraznie wykazaty, ze powyzsze obserwacje dotycza glownie chlopcow, co
wskazuje na zalezng od plci role ukladu MMP/TIMP w nadciSnieniu u dzieci.
WykazaliSmy rowniez, ze jedynie wartosci TIMP-1 korelowaly dodatnio z parametrem
okreslajacym sztywnos¢ naczyn, co wskazuje na udzial TIMP-1 w przebudowie tetnic.
Dane literaturowe analizy TOD wyraznie wskazuja, ze zarowno wskaznik LVMI, cIMT, jak i
sztywnos$¢ tetnic zwickszaja si¢ wraz ze zmiang stanu BP poczawszy od normy, przez stan
przednadcisnieniowy do nadci$nienia tetniczego, i korelujg wyraznie ze stadium NTP. Te¢ samg
zalezno$¢ potwierdzono w badaniach przeprowadzonych u dzieci z normotensja, nadci$nieniem
biatego fartucha i nadci$nieniem t¢tniczym. Jednak zmianie wartosci BP czgsto towarzyszyto
robwniez narastanie otylo$ci 1 nieprawidtowo$ci metabolicznych. W badaniach dzieci
wielokrotnie wykazano, ze juz w chwili rozpoznania NTP przerost lewej komory, wyrazony
jako LVMI powyzej 95 percentyla dla wieku i ptci, wystepowat u ok. 50% pacjentéow, w tym
u ok. 15% dzieci stwierdzano cigzka posta¢ LVH. Czestos¢ wystepowania LVH byta wicksza
u dzieci z cigzkim nadci$nieniem ambulatoryjnym. Rozleglo$¢ i nasilenie TOD koreluja z
otyloscig trzewng i zaburzeniami metabolicznymi, a czg¢stos¢ wystgpowania LVH wzrastata
wraz z narazeniem na coraz wigkszg liczbe sktadowych bloku metabolicznego. Co wiecej,
ciezki LVH stwierdzono tylko u pacjentow z NTP i blokiem metabolicznym. Podobnie okoto
40% dzieci z NTP miato objawy arteriopatii nadci$nieniowej wyrazonej jako zwigkszone
warto$ci cIMT. Zaburzenia metaboliczne, dyslipidemia znaczaco nasilajg uszkodzenie §ciany
tetnicy spowodowanej podwyzszonym BP. Dlatego tez, w analizowanej grupie dzieci z NTP,
wzrost cIMT przewidywano na podstawie analizy wartoSci ciSnienia krwi 1 tg¢tna oraz
parametrow antropometrycznych i biochemicznych w tym wysokich wartosci WC, hsCRP,
stezenia homocysteiny i niskiego stezenia adiponektyny w surowicy oraz albuminurii [9, 22,
33, 34].

Podsumowujac: wykazatam, ze istnieje Scisly zwiazek miedzy nieprawidlowosciami
metabolicznymi i immunologicznymi, a wartos$ciami ciSnienia krwi oraz TOD u dzieci z
NTP. Przedstawiony powyzej fenotyp kliniczny, hemodynamiczny i diagnostyczny dzieci z
NTP wyraznie potwierdzaja, ze NTP u dzieci i mlodziezy jest choroba immuno-
metaboliczng, przynajmniej czeSciowo powiazana/uwarunkowang nadwagg i otyloscia,
zwlaszcza otyloscig trzewna i zaburzona (odmienng w odniesieniu do dzieci zdrowych)
aktywnoscia komorek ukladu odpornosciowego. Istnieje istotny zwigzek zar6wno migdzy

parametrami antropometrycznymi, rozmieszczeniem tkanki tluszczowej, zaburzeniami

14



Zat. 3. Autoreferat
dr n. med. Lidia Gackowska

metabolicznymi, zaburzeniami naczyniowymi i przede wszystkim immunologicznymi a NTP i
wynikajacych z niego TOD. Nadal nieznany pozostat jednak doktadny mechanizm komérkowy
elementow nieswoistej i swoistej odpowiedzi immunologicznej, co stalo si¢ punktem wyjscia
oraz podstawg celowosci podjetych przeze mnie dalszych badan.

Powyzsze wyniki pilotazowych badan wtasnych tylko utwierdzily mnie w przekonaniu,
ze NTP towarzyszy ogdlnoustrojowy stan zapalny niskiego stopnia, ktory zwigzany jest ze
sktadowymi zar6wno wrodzonej, jak i nabytej odpowiedzi immunologicznej. Ta obserwacja
stala si¢ punktem wyjscia do poszerzenia badan szczegdétowo opracowanych i przedstawionych
w pracy H-2, ktorej gltownym aspektem jest ocena ekspresji receptorow dla adiponektyny
w populacji leukocytow krwi obwodowej (limfocytach, monocytach, neutrofilach) w
przebiegu nadci$nienia tetniczego w grupie dzieci i mlodziezy z NTP. Ogolnoustrojowe
parametry odpowiedzi zapalnej oceniane w surowicy dzieci i mtodziezy z NTP, w tym biatko
C-reaktywne, cytokiny i chemokiny prozapalne takie jak IL-6, MIF1p, sCD14, MMP9, TIMP2
sa zwigzane gltownie z nieprawidlowosciami metabolicznymi 1 nasileniem stresu
oksydacyjnego, a nawet moga wynika¢ z uszkodzenia narzadu docelowego, a raczej stabo
zwigzane s3 z bezposrednim indukowaniem podwyzszenia ci$nienia krwi. Mozna zatem
zakladad, ze lokalny stan zapalny o0 niskim nasileniu nie jest przyczyna a raczej skutkiem
wystepujacego samoistnego cisnienia tetniczego, ktorego przyczyny nalezy upatrywac¢ w
innych procesach. Poniewaz wcze$niejsze badania w grupie dzieci i mtodziezy z NTP
wykazaty, ze leukocyty krwi obwodowej wykazuja wzmozong aktywacje regulacji gendw
uktadu RAAS racjonalne bylo zatozenie, ze nadci$nienie tetnicze moze by¢ zwigzane $cisle z
pewnymi okreslonymi zmianami funkcjonalnymi populacji leukocytow [26]. Te obserwacie,
jak rowniez inne wyniki przeprowadzone na modelach zwierzecych, moga wskazywac na to,
ze okreslone profile aktywacji leukocytow sa znacznie bardziej zwigzane z podwyzszeniem
ci$nienia krwi niz obecno$¢ sktadnikodw odpowiedzi ostrej fazy w surowicy. Powyzsze badania
wykazaly, ze nadekspresja genow dla receptoréw dla adiponektyny (AdipoR1 i AdipoR2) w
leukocytach dzieci z NTP byla zwigzane zaréwno z podwyzszeniem ci$nienia krwi, jak i
zwigkszeniem uszkodzen narzadowych TOD. To wyraznie sugerowalo zaangazowanie
wrodzonego uktadu odporno$ciowego w rozwdj i utrzymanie NTP u dzieci i mtodziezy. Z
uwagi na to, ze leukocyty w sposob ciagly wchodza w interakcje z praktycznie kazda tkanka i
narzadem organizmu, ich profile ekspresji genow i receptoréw powierzchniowych moga stuzy¢
jako wczesne markery wielu nieprawidtowosci. Dlatego postawilam hipoteze, ze profil
ekspresji receptoréw powierzchniowych AdipoR1 i AdipoR2, oceniany metoda cytometrii

przeplywowej, na poziomie pojedynczych komorek, w poszczegolnych populacjach PBL
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(neutrofilach, monocytach oraz limfocytach) moze by¢ S$ciste zwigzany ze stopniem
nadcisnienia t¢tniczego i z parametrami uszkodzen narzadowych TOD.

Do badan wlaczono 57 dzieci/mtodziezy (w tym 43 chlopcow) w srednim wieku 15,0 +
2,6 lat, u ktorych wykonano wszystkie badania laboratoryjne pozwalajace na zdiagnozowanie
NTP. Bardzo waznym punktem rekrutacji byly rowniez kryteria wykluczenia, do ktérych
zaliczono obecnos¢ jakiejkolwiek istotnej choroby przewleklej (z wyjatkiem NTP), w tym
cukrzycy i przewleklej choroby nerek, jakakolwiek ostrej choroby indukujacej stan zapalny, w
tym nawet infekcje wystepujace w okresie ostatnich 6 tygodni poprzedzajacych wigczenie do
badania, oraz dane niepelne, uniemozliwiajgce wiarygodna diagnostyke NTP. Nadci$nienie
tetnicze rozpoznano na podstawie obowigzujacych wytycznych przedstawionych w raporcie
,»4th Task Force Report” i potwierdzone zostalo kazdorazowo catodobowym ambulatoryjnym
monitorowaniem cisnienia krwi (24-hour ambulatory blood pressure, ABPM). Samoistne
nadcis$nienie tetnicze rozpoznawano wytacznie po wykluczeniu nadcisnienia wtornego. Stan
ci$nienia krwi okreslono zgodnie z klasyfikacja ABPM [35]. U wszystkich dzieci z NTP i grupy
kontrolnej wykonano peten protokot oceny parametrow uszkodzen narzagdowych TOD oraz
badan biochemicznych oceniajacych gospodarke lipidowa, stezenie kwasu moczowego oraz
lokalny stan zapalny. Wykonano oznaczenia poziomu nie tylko hsCRP, ale rowniez st¢gzenia
krazacych mediatorow zapalnych takich jak adiponektyna, leptyna, MMP-9, TIMP-1, sCD14
oraz cytokin 1L-12p70, IL-1f i TNFa. Grupg kontrolng stanowito 19 zdrowych dzieci (w tym
10 chtopcoéw) w srednim wieku 13,9 + 3,5 roku, u ktorych postepowanie diagnostyczne i
laboratoryjne przebiegalo w taki sam sposob jak w grupie dzieci/mtodziezy z NTP. Nalezy
zaznaczy¢, ze Qrupy badang i kontrolng dobrano pod wzgledem parametrow
antropometrycznych, ktore istotnie mogg wptywac na poziom cisnienia t¢tniczego krwi. Ocena
uszkodzen narzadéw docelowych obejmowata parametry, ktore bezposrednio zwigzane sg z
dhugotrwalym dziataniem nadci$nienia t¢tniczego, takie jak wskaznik masy lewej komory serca
(LVMi), grubosci blony wewnetrznej 1 srodkowe;j tetnicy szyjnej wspdlnej (cIMT) oraz pola
przekroju poprzecznego Sciany tetnicy szyjnej (WCSA).

Ocena ekspresji receptorow powierzchniowych dla adiponektyny wykazala najwyzszy
poziom markeréw w populacji neutrofiléw monocytéw, a byta prawie nieoznaczalna w
populacji limfocytéw krwi obwodowej. Co zaskakujace, grupa pacjentow z NTP okazata si¢
heterogenna pod katem poziomu ekspresji obu badanych receptoréw (AdipoR1 i AdipoR2) i to
zarowno w odniesieniu do oceny odsetka komorek pozytywnych, jak i $redniej ilosci
receptoréw na powierzchni komorek obu analizowanych populacji (neutrofilow i monocytow).

W oparciu o powyzsze spostrzezenie, w celu prowadzenia dalszych analiz szczegdlowych,
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wyodrebniono dwie podgrupy: AdipoR(+), gdzie wyraznie wystepowala ekspresja
badanych receptorow na powierzchni komorek oraz AdipoR(-), gdzie powyzszej ekspresji
nie stwierdzono. Co wazne ekspresja obu typow receptorow, w obu badanych populacjach
komorkowych PBL byta ze sobg skorelowana w sposob pozytywny. Pacjenci z grup AdipoR(+)
i AdipoR(-) nie roznili si¢ pod wzgledem BMI i WC. Nie bylo takze roznicy statystycznie
istotnej w profilach ekspresji leukocytéw AdipoR1 i AdipoR2 miedzy pacjentami pici zenskiej
1 meskie;.

Wyniki uzyskanych przeze mnie badan wykazaty, ze pomimo, iz odsetek komorek
AdipoR(+) obu typéw analizowanych receptorow oceniony w populacji neutrofilow korelowat
pozytywnie z odsetkiem AdipoR(+) populacji monocytow, to jedynie odsetek komorek
pozytywnych z ekspresja receptorow AdipoR1 i AdipoR2 neutrofiléw byt znaczaco wyzszy w
grupie pacjentow z NTP, w porownaniu do grupy kontrolnej i populacji monocytéw PBL.
Leukocyty od pacjentéw AdipoR(+) wykazaty znacznie wyzsze catkowite poziomy mRNA dla
receptora AdipoR1 w poréwnaniu do grupy pacjentow AdipoR(-) i 0séb z grupy kontrolnej,
lecz ekspresja mRNA dla receptora AdipoR1 korelowata w sposdb pozytywny wytacznie z
odsetkiem neutrofilow, a nie monocytow. Zaobserwowano rdwniez, ze pacjenci AdipoR(+)
wykazujg znaczaco nizsze stezenia adiponektyny w surowicy w porOwnaniu z pacjentami
AdipoR(-) i osobami grupy kontrolnej. Jednak stezenie adiponektyny koreluje i to w sposob
odwrotnie proporcjonalny, jedynie z odsetkiem komoérek AdipoR1(+) populacji neutrofilow, a
nie koreluje z odsetkiem komorek pozytywnych populacji monocytéw oraz z wartosciami
ekspresji AdipoR1 na poziomie mRNA. Podobna zalezno$¢ wystepuje w przypadku oceny
rozpuszczalnej postaci receptora SCD14. Pacjenci AdipoR(+) charakteryzuja si¢ nieznacznie
nizszym stezeniem sSCD14 w odniesieniu do pacjentow AdipoR(-) i 0sob z grupy kontrolne;.
Poziomy sCD14 sa odwrotnie proporcjonalne do ekspresji obu typow analizowanych
receptorow AdipoR, i to zarowno w neutrofilach i monocytach, a dodatkowo wykazuja
tendencje statystyczng do pozytywnej korelacji ze stezeniem adiponektyny w surowicy PBL.

Warto podkresli¢, ze pozostate analizowane parametry stanu zapalnego analizowane w
surowicach pacjentow, takie jak: stg¢zenie leptyny, sCRP, MMP-9, TIMP1, IL-12p70 i IL-1P
nie korelowaty z profilem ekspresji AdipoR leukocytéw PB, ani na poziomie biatka, ani na
poziomie MRNA. Niezmiernie wazne spostrzezenia przyniosty analizy korelacji. Pacjenci
AdipoR(+) wykazywali istotnie wyzsze Srednie 24-godzinne skurczowe cisnienie krwi (24h
SBP) i wyisze warto§ci cIMT niz pacjenci AdipoR(-). Srednie wartosci intensywnosci
fluorescencji AdipoR1 GMFI w populacji neutrofilow dodatnio korelowaly z warto§ciami 24h

SBP, a odsetek neutrofilow AdipoR2(+) z 24-godzinnym rozkurczowym ci$nieniem krwi (24h
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DBP). Ciezkie nadciSnienie ambulatoryjne wystepowalo rowniez czesciej u pacjentéw z
wysoka ekspresja receptorow AdipoR(+) w poréwnaniu z pacjentami AdipoR(-). Ponadto
Stopien zaawansowania nadci$nienia te¢tniczego (wedtug klasyfikacji ABPM) wyraznie,
pozytywnie korelowal z AdipoR1 GMFI na powierzchni neutrofilow. Nasilenie objawow
klinicznych i zaawansowanie choroby, oceniane na podstawie stadium nadci$nienia, bylo
zwigzane jedynie z populacja neutrofilow, a nie z populacja monocytéw PB. Ekspresja
receptorow  AdipoR1 i AdipoR2 neutrofiléow nie Kkorelowala z parametrami
antropometrycznymi, takimi jak wiek, wzrost, masa ciata czy BMI. W kontrascie do tej
obserwacji, ilo$¢ receptorow AdIpoR na powierzchni komoérek monocytow (AdipoR1 i
AdipoR?2), jak rowniez ekspresja AdipoR1 leukocytow na poziomie mRNA, byly odwrotnie
proporcjonalne do parametrow antropometrycznych.

Podsumowujac: analiza ekspresji AdipoR1 i AdipoR2 metodg cytometrii
przeplywowej pozwolila nie tylko na precyzyjna ocen¢ badanych receptoréw w
poszczegolnych populacjach PBL (neutrofilach, monocytach, limfocytach), ale réwniez
ukazala heterogennos$¢ grupy pacjentow dzieci/mlodziezy z NTP. Poziomy ekspresji
bialka AdipoR w neutrofilach i monocytach byly $ciSle powiazane ze sobg i calkowitym
poziomem ekspresji MRNA receptora AdipoR1 w leukocytach. Tylko pacjenci AdipoR(+)
wykazywali zwigkszone warto$ci cIMT i cigzkie nadcisnienie ambulatoryjne, a takze niskie
stezenia adiponektyny w surowicy. Co wazne, jedynie poziomy ekspresji receptoréow
AdipoR1 neutrofiléw (ale nie monocytéw) negatywnie korelowaly ze stezeniem
adiponektyny w surowicy, a dodatnio z ciezko$cig nadci$nienia, ktore Scisle zwigzane jest
ze stopniem zaawansowania choroby, a co za tym idzie poziomem uszkodzen narzadowych
TOD. Zmiany te byl niezaleznie od innych badanych czynnikéw ogdlnoustrojowych,
zwigzanych z blokiem metabolicznym i ogélnoustrojowym stanem zapalnym 0 niskiej
ztosliwosci, w tym parametréw biochemicznych, antropometrycznych i immunologicznych.

W przeciwienstwie do neutrofilow, poziomy ekspresji AdipoR w monocytach, jak
réwniez calkowita ekspresja aktywnosci genow AdipoR1, okazaly si¢ niezalezne od stezenia
adiponektyny w surowicy i wykazywaly ujemna zalezno$¢ z parametrami antropometrycznymi
takimi jak masa ciata, BMI i WC. Dane te sugeruja, ze zwiekszenie ekspresji receptoréow
AdipoR neutrofiléw, w warunkach niskiego poziomu adiponektyny w surowicy, jest $cisle
zwigzane ze zmianami naczyniowymi i ciezkos$cig zaawansowania choroby. Od dawna
postuluje si¢ udzial neutrofilow w patogenezie NTP i zmian naczyniowych. U pacjentow
dorostych z nadci$nieniem tgtniczym obserwuje si¢ zwigkszong liczbe obwodowych

neutrofilow, zwigkszong ich aktywacje, w tym wzrost ekspresji receptoréw CD11b, i szybkie
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uwalnianie zawartosci z ziarnisto$ci pierwotnych, ale w zaden sposob nie wyjasniono
bezposredniego wptywu tych komodrek na patomechanizm indukeji, przebiegu i cigzkosci
zaawansowania choroby. Warto podkresli¢, ze jednym z wazniejszych rezultatéw
powyiszej pracy jest wykazana zalezno$¢ ekspresji AdipoR1 neutrofilow w odniesieniu
do stezenia adiponektny w surowicy. W warunkach zdrowia stezenie adiponektyny jest
utrzymywane w niskim zakresie normy, ale zauwazono, ze poziom ekspresji jej receptorow
wzrasta gwaltownie u oséb otylych. Prawdopodobnie dzieje si¢ tak z powodu zachodzacych
zmian poziomu insuliny i wrazliwosci na insuling zwigzanych z zaburzeniami gospodarki
lipidowej u 0s6b z nadwagg i otytosciag. Adiponektyna zwicksza wrazliwo$¢ na insuline, a ta z
kolei obniza ekspresje receptorow AdipoR (zwtaszcza AdipoR1). W stanach niedoboru insuliny
(podobnie jak w cukrzycy typu 1) ekspresja AdipoR jest wysoka, ale podwyzszone jest réwniez
stezenie adiponektyny w surowicy, co wigze si¢ z wyzsza Smiertelno$cig 0golng u pacjentow z
cukrzyca typu 1. Z drugiej strony, zmniejszone lub niskie poziomy adiponektyny w surowicy
byty od dawna taczone z komponentami zespotu metabolicznego, takimi jak otylos¢ trzewna i
IR, a dzieci z NTP z niskimi st¢zeniami adiponektyny w surowicy miaty zwigkszone wrtosci
cIMT. Trudno jednak na tym etapie jednoznacznie stwierdzi¢ czy zwigkszone cIMT wynika z
nizszych stezen adiponektyny, podwyzszego ci$nienia tetniczego czy ekspresji receptorow
AdipoR wrazliwych ,,inaczej” neutrofilow [36-39].

Z drugiej strony, uzyskane wczesniejsze wyniki wiasne, jak rowniez najnowsze
doniesienia sugeruja, ze NTP moze by¢ $ci$le zwigzane z pewnymi defektami obwodowych
limfocytow, ktore swoje odbicie znajduja w zmienionym chorobowo fenotypie i funkcji
komorek limfocytow T.

Tym problemem zajetam si¢ w publikacji H-3 mojego osiagniecia naukowego. Zmiany
komorkowe moga dotyczy¢ obecnosci podwyzszonych odsetkow autoreaktywnych limfocytow
T, rozpoznajacych nowo powstale w przebiegu choroby antygeny tzw. neo-antygeny.
Przyczyna utraty tolerancji immunologicznej na neo-antygeny w przebiegu NTP wcigz nie jest
jednak jasna. Z punktu widzenia powstawania i dojrzewania prawidtowych limfocytow T oraz
zaangazowania tych komoérek w antygenowo swoista odpowiedZ immunologiczng mozna
przypuszczaé, ze zburzenia autotolerancji w przebiegu NTP $cisle zaleza od zmienionych
procesem chorobowym immunokompetentnej puli dziewiczych (naiwnych) komérek T,
zwlaszcza populacji limfocytow pomocniczych CD4+. Komorki te zwykle ksztaltuje si¢ juz we
wczesnym okresie zycia i sg to gldownie komorki pochodzenia grasiczego tzw. komorki RTES
recent thymic emigrants). Proces limfopoezy przebiegajacy w grasicy zapewnia stalg pule

limfocytow T. Komorki opuszczajace grasice sa komorkami dziewiczymi, nastepnie
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zasiedlajgcymi narzady obwodowe, ktore po antygenowym bodzcu stajg si¢ pulg komorek
efektorowych i/lub pulg komoérek pamieci immunologicznej. Réznorodnos¢ odpowiedzi
immunologicznej gwarantuja receptory specyficzne dla limfocytow T tzw. receptory TCR,
ktorych zroznicowanie oparte jest na doborze odpowiedniej liczby segmentow wykorzystanych
podczas procesu rearanzacji. Przypuszcza si¢, ze rownowaga puli komorek T dziewiczych
moze by¢ zachowana poprzez mechanizmy i procesy odbywajace si¢ roOwniez poza grasica.
Zaktada si¢ wigc istnienie dwoch puli komorek naiwnych: jednej bogatej w komorki §wiezo
opuszczajace grasice RTES i drugiej, o wysokim indeksie proliferacji, powstajacej w narzadach
obwodowych. Interesujagcym wydaje si¢ sygnal, jaki powoduje zatrzymanie komoérek w fazie
komorek naiwnych RTEs oraz znalezienie markeréw odrozniajacych pule komoérek wysoce
proliferujacych w narzadach obwodowych. Wedlug Kohlera i wsp. znacznikiem
wyrdzniajagcym obie populacje komodrek naiwnych jest czasteczka CD31 (PECAM-1) [40-44].
Marker CD31 jest swoisty dla komorek grasicy natomiast brak tego markera (CD31-)
charakteryzuje komorki naiwne — obwodowe tzw. komorki centralne. Nalezy podkresli¢, ze
tylko w komorkach CD31+ wykazano obecnos$¢ poliklonalnego repertuaru TCR, w odréznieniu
od puli obwodowych dziewiczych limfocytow T CD31-. Receptor CD31 nalezy do nadrodziny
immunoglobulin i czasteczek adhezyjnych, ktére przede wszystkim zwiekszaja prog aktywacji
limfocytow T poprzez receptory TCR, a wiec jego utrata bedzie powodowaé nadreaktywno$¢
wspomnianych komorek i nasila¢ ich dziatanie prozapalne [45-47]. Dodatkowo wykazano, ze
odpowiedZ immunologiczna przeciwko nowo powstalym antygenom zalezy przede wszystkim
od komorek CD4+ rozpoznajacych szeroki repertuar nowych czasteczek antygenowych w
restrykcji TCR. Nalezy zaznaczyé, ze fizjologicznie ilos¢ komorek T dziewiczych CD4+ 0
fenotypie CD31+ maleje wraz z wiekiem. Podobnie dzieje si¢ w przebiegu wielu chordb
autoimmunologicznych, gdzie dochodzi do zaburzen pracy grasicy wraz ze zmniejszong ilo$cig
komorek RTES i zwiekszong populacja dziewiczych limfocytow T powstajacych w wyniku
obwodowej odnowy. Totez utrata czy zmniejszenie puli komorek o fenotypie CD3 1+ powoduje
znamienny uszczerbek dzialajacy niekorzystnie na jako$¢ odpowiedzi immunologicznej. W
wielu takich przypadkach stwierdza si¢ generowanie komorek autoreaktywnych, ktore
charakteryzuje utrata zr6znicowania TCR co prowadzi do braku potencjalnej odpowiedzi na
nowe antygeny oraz podwyzszony potencjat odpowiedzi prozapalnej.

Z drugiej strony nalezy podkresli¢, ze droga odpowiedzi immunologicznej zainicjowana
poprzez komorki dziewicze jest tylko elementem odpowiedzi pierwotnej (pierwszy kontakt z
antygenem). Pod wplywem antygenu limfocyt T dziewiczy staje si¢ komorka efektorowa o

wlasciwos$ciach cytotoksycznych Iub komorka pamigci immunologicznej o wlasciwosciach
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charakteryzujacych si¢ dlugowiecznoscig i statym poziomem pobudzenia. Réznica miedzy
komoérkami dziewiczymi a limfocytami pamigci jest zwigzana z r6zng ekspresja czasteczek
powierzchniowych. Na limfocytach T pamigci zaobserwowano przede wszystkim ekspresje
antygenéw CD45RO a brak antygenéw CD45RA charakterystycznych dla populacji komorek
naiwnych. Limfocyty T pamiegci w poroéwnaniu z limfocytami dziewiczymi tatwiej ulegaja
aktywacji przez prezentowane im antygeny, charakteryzuja si¢ wysokim indeksem
proliferacyjnym oraz zwigkszonym wydzielaniem cytokin. Wsrod limfocytow T pamigci
wyrédznia si¢ komorki T pamigci centralne i limfocyty T pamigci efektorowe. Limfocyty T
pamigci centralne majg na swej powierzchni receptor CCR7, podobnie jak limfocyty T
dziewicze, ktore krazac w organizmie przechodza do obwodowych weztow limfatycznych.
Natomiast komorki efektorowe nie przechodza przez narzady limfatyczne, lecz naptywaja do
miejsc objetych zapaleniem, gdzie bezposrednio spetniaja swe funkcje efektorowe wydzielajac
cytokiny lub dziatajg cytotoksycznie. Komorki efektorowe nie maja zatem receptora CCR7.
Dlatego celem dalszych badan byla ocena profilu nabytej odpowiedzi immunologicznej
(zwlaszcza dystrybucji populacji i subpopulacji limfocytow T pomocniczych CD4+ oraz
cytotoksycznych/supresorowych CD8+) u dzieci chorych na NTP oraz sprawdzenie, czy
parametry charakteryzujace TOD w grupie pacjentéow z NTP zwiazane sa z
nieprawidlowosciami w odnowie grasiczozaleznych limfocytéow T, badZz jedynie
skorelowane sa z odsetkowym udzialem i aktywnoscia limfocytow T odpowiedzi wtornej
(limfocytow efektorowych i pami¢ci immunologicznej).

W oparciu 0 analiz¢ ekspresji odpowiednich izoform antygenow CD45 metoda
wielokolorowej cytometrii przeptywowej, oceniono catkowity odsetek komorek dziewiczych
(cTn CD4+CD45RA+ oraz ¢cTn CD8+CD45RA+, limfocyty odpowiedzi pierwotnej) oraz
komorek pamigci immunologicznej (¢cTm CD4+CD45RO+ oraz cTm CD8+CD45RO+,
limfocyty odpowiedzi wtornej), a w polaczeniu z innymi receptorami powierzchniowymi,
takimi jak CD31, CCR7 oraz CD28, scharakteryzowano i oceniono odsetki pozostatych
subpopulacji  komoérkowych. Wykorzystujac marker CD31 oceniono odsetki komorek
obwodowych (CD31-) oraz pochodzenia grasiczego: catkowity odsetek komorek T
CD4+CD31+ oraz CD8+CD31+, jak rowniez dystrybucje komoérek dziewiczych RTEs
(CD4+CD45RA+CD31+) i pulg komoérek pamigci immunologicznej CD45RO+CD31+ oraz
odsetek komorek obwodowych pamigci immunologicznych CD45R0O+CD31- w obrebie obu
badanych populacji limfocytow Th i Tc/s. Wykorzystujac receptor CCR7, antygeny CD45RA
i CD45RO jako markery powierzchniowe, pule komoérek T CD4+ oraz CD8+ wydzielono
populacje: naiwnych komoérek T (Tn: CD45RA+/CD45RO-/CCR7+), komorek centralnych

21



Zat. 3. Autoreferat
dr n. med. Lidia Gackowska

pamigci immunologicznej (Tcm: CD45RA-/CD45RO+/CCR7+), komorek efektorowych
pamigci immunologicznej (Tem:CD45RA-/CD45R0O+/CCR7-) oraz koncowo zréznicowanych
efektorowych komorek pamigci (Temra: CD45RA+/CD45R0O-/CCR7-). Receptor CD28 jest
czasteczka kostymulujacg, wymagang do promowania aktywacji komoérek T, dlatego tez
wysokg jego ekspresje obserwuje si¢ zwtaszcza na naiwnych komorkach T. Utrata CD28 w
limfocytach T CD4+ i CD8+ podczas odpowiedzi immunologicznej wigze si¢ z ich
réznicowaniem i nabywaniem cech komorek silnie prozapalnych. W oparciu o wykorzystanie
ekspresji receptora CD28 réwniez ocenitam profil komoérek prozapalnych w obu populacjach
limfocytow T CD4+ oraz CD8+, jak rowniez w obrgbie ich subpopulacji, komorek odpowiedzi
pierwotnej i wtdrnej.

Do badania wlaczono 34 dzieci/mtodziez (w tym 29 chtopcow) w $rednim wieku 14,8
+ 1,8 lat, u ktérych wykonano wszystkie badania laboratoryjne pozwalajace na zdiagnozowanie
NTP oraz 35 dzieci/mtodziez (w tym 24 chtopcow) grupy kontrolnej, z prawidlowym
ci$nieniem krwi, dobranych zarowno pod wzgledem plci, jak 1 wieku (Srednia wieku 14,7 + 0,9
lat). Rekrutacja pacjentow i grupy kontrolnej przebiegata zgodnie z kryteriami przyjetymi i
opisanymi powyzej (opis przy badaniach dotyczacych oceny ekspresji receptorow dla
adiponektyny). U wszystkich dzieci z NTP i grupy kontrolnej przeprowadzono badania
parametréOw uszkodzen narzadowych TOD takich jak LVMi, cIMT oraz WCSA. Wykonano
réwniez pelny protokot oceny parametréw antropometrycznych. Poniewaz dzieci stanowigce
grup¢ kontrolng charakteryzowaly si¢ znamiennie nizszymi wartosci BMI oraz WC
uwzgledniono to podczas prowadzenia analizy statystycznej uzyskanych wynikéw, w celu
wyeliminowania ewentualnego wplywu nadwagi/otytosci wystepujacej w grupie dzieci z NTP
1 wiarygodnosci wynikoéw koncowych.

W efekcie badan wykazalam, ze pacjenci z NTP charakteryzuja si¢ znaczaco
nizszym odsetkiem calkowitych limfocytow pochodzenia grasiczego T CD4+CD31+ oraz
subpopulacji komorek RTES, przy jednoczesnym zwiekszeniu puli populacji calkowitych
limfocytow T CD4+ (CD4+CD31-) oraz subpopulacji komorek dziewiczych
indukowanych na obwodzie (CD4+CD45RA+CD31-). Zaobserwowalam rowniez, ze w
przebiegu NTP zwieksza si¢ pula limfocytow Tn Sciaganych do obwodowych wezléw
chlonnych, a znaczaco zmniejsza si¢ pula limfocytow Temra. Wszystkie powyzsze zmiany
dotycza jedynie populacji limfocytéw T pomocniczych CD4+. Badania zaleznoS$ci z
parametrami uszkodzen narzadowych TOD wykazaly wyrazna dodatnia korelacje
odsetka komorek indukowanych obwodowo (calkowite CD4+/CD31- oraz dziewicze
CD4+/CD45RA+/CD31-), jak rowniez ujemng korelacje komérek RTEs CD4+ z LVMi
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oraz wartosSciami skurczowego ciSnienia krwi ¢cSBP i wartosciami predkosci fali tetna
PWV. Z wartosciami cSBP oraz PWYV negatywnie korelowal rowniez odsetek limfocytow
Temra CD4+. W kolejnych etapach analizy wszystkie wtaczone do badania dzieci podzielono
na dwie grupy: osoby wykazujace przerost lewej komory (left ventricular hypertrophy LVH)
oraz dzieci bez LVH. Wyniki wykazaly, ze dzieci z LVH charakteryzuja si¢ wyraznie
nizszym stosunkiem odsetka komorek dziewiczych do komérek pamieci immunologicznej
(CD45RA+:CD45R0O+) w obrebie populacji limfocytow CD4+ oraz znaczaco wyzszymi
odsetkami populacji catkowitych limfocytow T CD4+ oraz CD8+, nie wykazujacych ekspresji
receptora CD31 (indukowanych obwodowo). Dodatkowo dzieci z LVH charakteryzowaty sie
podwyzszonymi odsetkami komorek dziewiczych oraz pamigci immunologicznej
CD8+/CD31-. U 0s6b z LVH zaobserwowano réwniez zwi¢kszong ilos§¢ limfocytéw Temra
oraz komorek o potencjale silnie prozapalnym w obrebie analizowanych limfocytéw T
CD8+, szczegdlnie subpopulacji komoérek dziewiczych CD45RA+/CD28-. Poniewaz
zwigzek migdzy utratg receptora CD31 u pacjentow z NTP a TOD moglby by¢ zwigzany
réwniez ze zmiang profilu produkowanych cytokin, co wynika¢ moze z obserwowanego w
przebiegu nadcis$nienia tetniczego stanu zapalnego, przeanalizowatam ekspresje cytokin takich
jak IFNy, TNFa oraz IL-17. Wewnatrzkomorkowa ekspresj¢ cytokin przeprowadzitam metoda
cytometrii przeptywowej w populacji limfocytow T dziewiczych CD4+/CD45RA+ oraz
populacji pamigci immunologicznej CD4+/CD45RO+, zardowno w subpopulacjach komorek
CD31+, jak i CD31-. Nie wykazano zadnych réznic w poziomach powyzszych cytokin
pomiedzy dziecmi z NTP a dziecmi grupy kontrolnej, co tylko potwierdzilo, ze stan
zapalny nie wplywa na uzyskane wyniki dystrybucji komérek CD31+/CD31- u pacjentéw
z NTP. Analiza modelem regresji kwantylowej, skorygowanym wzgledem BMI z-score, wieku
1 plci wykazata, Ze nadciSnienie bylo jedynym i niezaleznym od powyzszych parametrow
predyktorem dystrybucji badanych populacji i subpopulacji limfocytéw T.

Dlatego w publikacji H-4, ktéra jest kontynuacja i niezmiernie waznym uzupetnieniem
wynikow uzyskanych w publikacji trzeciej powyzszego cyklu podjelam si¢ dystrybucji
limfocytow Treg, komorek silnie grasiczozaleznych, a ktore sa kluczowe w utrzymaniu stanu
immunotolerancji. Tolerancja immunologiczna wedtug definicji to brak odpowiedzi uktadu
immunologicznego na $cisle zdefiniowany 1 okreslony antygen [48]. W latach
siedemdziesiatych udowodniono, ze za indukcje tolerancji immunologicznej glownie
odpowiadajg limfocyty T, ktore w przebiegu licznych badan zostaty zidentyfikowane i nazwane
populacja Treg. W przebiegu wieloletnich badan okreslono, ze wsrod populacji limfocytow

pomocniczych CDA4+ istnieja komoérki odpowiedzialne za hamowanie wielu proceséw
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immunologicznych, w tym rdéwniez procesu autoimmunizacji, a jedng z bardziej
charakterystycznych cech fenotypowych jest wysoka ekspresja powierzchniowego receptora
dla interleukiny 2 (IL2Ra) receptor CD25. Dokladniejsza charakterystyka Treg stata si¢
mozliwa dopiero po odkryciu czynnika transkrypcyjnego FOXP3 (forkhead box p3), ktorym
jest kluczowy dla rozwoju limfocytow Treg i nabywania przez nie aktywnosSci supresorowe;.
Dziata on jako aktywator transkrypcyjny dla gendw kodujacych receptor CD25 oraz CTLA-4,
bedac jednoczesnie represorem transkrypcji gendw kodujacych cytokiny charakterystyczne dla
populacji limfocytow Thl i Th2. Jednym z wazniejszych odkry¢ byto wykazanie, ze transfekcja
FOXP3 do limfocytow T dziewiczych CD4+CD25— powoduje ich przej$cie w stan anergii
i nabycie cech fenotypowych oraz czynnosciowych komorek Treg, ze zdolnoscig do
hamowania innych komorek ukladu immunologicznego wiacznie. Okazalo sig, jednak ze
FOXP3, podobnie jak CD25, ulega przejsciowej ekspresji i rOwniez obecny jest w populacjach
aktywowanych limfocytow nieb¢dacych komorkami Treg. Dlatego obecnie, w celu precyzyjnej
identyfikacji limfocytow Treg, uzywa si¢ kilku markeréw jednocze$nie. Bardzo pomocnym
markerem stal si¢ wigc receptor dla IL-7 (IL-7Ra) CD127, ktéry shuzy jako marker
wykluczajacy, gdyz charakterystycznym dla Treg jest brak jego ekspresji na powierzchni
komorek. Tak wiec okreslono, ze limfocyty petnigce funkcje regulacyjne posiadaja fenotyp:
CD3+CD4+CD25high+FOXP3+CD127-. Uwaza si¢, ze komorki CD4+ 0 $rednio intensywnej
ekspresji CD25 (CD4+CD25int) to jedynie aktywowane limfocyty Th, niezdolne do funkcji
supresorowych [49-52]. Komorki Treg stanowig nie wigcej niz kilka procent limfocytow CD4+
krwi obwodowej, $ledziony i weztow chlonnych. Nieco wigkszy odsetek komoérek Treg
wystepuje w szpiku kostnym.

Poczatkowo uwazano, ze komorki Treg wywodzace si¢ jedynie z limfopoezy
wewnatrzgrasiczej, gdzie mimo swoich wtasciwosci autoreaktywnych, nie sg eliminowane w
procesach selekcji pozytywnej i negatywnej. Z grasicy wywedrowuja tylko te komorki Treg
naturalne, ktore charakteryzujg si¢ ograniczonym potencjatem proliferacyjnym, rozpoznajg, ale
nie prezentuja wilasnych antygenow oraz maja duze zdolnosci do recyrkulacji. Obok
naturalnych komorek Treg wazna rolg odgrywaja tzw. indukowane Treg. Jest to niewielka pula
limfocytéw T CD4+, ktéra ma zdolnos$ci przeksztalcenia si¢ z dojrzatych komorek T w
populacje Treg w trakcie odpowiedzi immunologicznej pod wptywem zadziatania okreslonego
profilu cytokin, a przede wszystkim w procesie kontaktu z innymi komoérkami, zwlaszcza
prezentujacymi antygen (APC) w obwodowych narzadach limfatycznych. Istotng cecha
indukowanych Treg jest fakt posiadania przez nie swoistosci w stosunku do antygenu, ktory je

wyidukowal, co nie jest tak oczywiste w przypadku puli komodrek naturalnych Treg,
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generowanych w grasicy. Bez wzgl¢du na swoje pochodzenie limfocyty Treg stanowig bardzo
heterogenng grupe komorek [53, 54]. Poszczegolne subpopulacje Treg moga petnié
zréznicowane funkcje, co wynika chociazby z réznic fenotypowych i obserwowanej rdznej
ekspresji receptorow, wplywajacych na drogi migracji Treg, utatwiajacych zasiedlanie
okreslonych obszaréw w organizmie czy kontakt z okreslonymi komoérkami docelowymi, a co
za tym idzie rowniez r6zny potencjat supresyjny. Wobec tego uwaza sie, ze w zaleznosci od
dystrybucji okreslonych populacji i subpopulacji Treg mozemy obserwowaé¢ w
organizmie rézne typy odpowiedzi immunologiczne;j.

Limfocyty Treg, podobnie jak inne limfocyty T, moga mie¢ fenotyp komorek
dziewiczych, wykazujacych ekspresje antygenéw CD45RA+ (nTreg) lub komoérek pamieci
immunologicznej CD45RO+ (mTreg). Ogromna wigkszo$¢ komodrek Treg (blisko 95%)
wykazuje ekspresje¢ CD45RO, co oznacza, ze komorki te ulegly juz wezesniejszej aktywacii 1
sg komorkami odpowiedzi wtornej a nie pierwotnej [55]. Liczne badania potwierdzity, ze tylko
komorki nTreg potrafig dlugotrwale utrzymac ekspresje czynnika transkrypcyjnego FOXP3, a
CO za tym idzie, charakteryzujg si¢ wysoka aktywnoscig supresorowg. Przeciwnie, mTreg sg
zdolne do dos¢ szybkiej produkcji IL-2 oraz INFy, co powoduje, Ze traca wtasciwosci komorek
supresorowych, ale za to szybko ulegaja starzeniu si¢ i apoptozie. Poniewaz wiekszos¢
limfocytow nTreg po zetknieciu z antygenem daje poczatek komorkom mTreg ta
obserwacja pozwala przypuszczaé¢, ze nawet niewielka pula nTreg ma znaczenie dla
odnowy calkowitej populacji limfocytow Treg, co jest niezmierne wazne w kontekscie
patogenezy wielu chordéb. Warto podkresli¢, ze wsrod populacji limfocytow Treg PB mozna
rowniez wyr6zni¢ komorki pochodzenia grasiczego, ktore dodatkowo charakteryzuja sig¢
obecnoscig antygenow CD45RA oraz CD31 (mowimy o tak zwanych limfocytach Treg
wczesnych emigrantach grasiczych) RTE Treg. Komorki Treg, ktore zachowaty lub ponownie
nabyly ekspresje¢ antygenu CD45RA, a nie wykazuja ekspresji CD31 traktowane sg jako
komorki naiwne powstajace obwodowo tzw. dojrzate komorki dziewicze MN Treg [56].
Swiadomo$¢ istnienia tych wszystkich populacji i subpopulacji komérek Treg oraz mozliwosé
ich ilo§ciowej oceny pozwalaja rzuci¢ znacznie wigcej $wiatta na mechanizmy lezace u podstaw
kontroli odpowiedzi immunologicznej i jej zmian w przebiegu wielu procesow chorobowych,
glownie tych zwigzanych z istniejacg komponentg autoimmunizacji i stanow zapalnych, takich
jak badane NTP.

Zatem jednym z celow kontynuowanych przeze mnie badan w grupie
dzieci/mlodziezy z NTP byla ocena dystrybucji populacji calkowitych Treg
(CD4+CD25highCD127low/-), subpopulacji komoérek nTreg (CD4+CD25highCD127low/-
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CD45RA+) oraz mTreg (CD4+CD25highCD127low/-CD45RA-), ale przede wszystkim
rozgraniczenie subpopulacji komorek pochodzenia grasiczego (Treg CD31+) od komorek
obwodowych (Treg CD31-), jak roéwniez ocena odsetka RTE Treg
(CD4+CD25highCD127low/-CD45RA+CD31+) oraz MN Treg
(CD4+CD25highCD127low/-CD45RA+CD31-) dla ustalenia, czy patogeneza choroby
wiaze si¢ rowniez z defektami w obrebie populacji komorek regulatorowych. Nadrzednym
celem badan bylo jednak ustalenie, czy uszkodzenie narzadéw docelowych TOD u dzieci
zZ NTP jest zwigzane z okreslonym profilem dystrybucji Treg, odzwierciedlonym przez ich
cechy fenotypowe.

Do badania wiaczono 33 dzieci/mtodziez (w tym 28 chtopcow) w srednim wieku 14,4
+ 1,9 lat, u ktérych wykonano wszystkie badania laboratoryjne pozwalajgce na zdiagnozowanie
NTP oraz 35 dzieci/mtodziez (w tym 24 chtopcow) grupy kontrolnej, z prawidlowym
ci$nieniem krwi, dobranych zarowno pod wzgledem pici, jak 1 wieku ($rednia wieku 14,7 + 0,9
lat). Rekrutacja pacjentow i grupy kontrolnej przebiegata zgodnie z opisem powyzej (0pis przy
badaniach dotyczacych oceny ekspresji receptora CD31 w populacji limfocytow CD4+ oraz
CD8+). U wszystkich dzieci z NTP i grupy kontrolnej przeprowadzono badania parametrow
uszkodzen narzagdowych TOD takich jak LVMi, cIMT, WCSA, PWV oraz PWA. Wykonano
réowniez pelen protokot oceny parametréw antropometrycznych, badan biochemicznych
okreslajacych lipidogram, stezenie kwasu moczowego, poziomu glukozy oraz hsCRP w
surowicy krwi. Badania fenotypu populacji i subpopulacji komorek Treg wykonano metoda
wielokolorowej cytometrii przeptywowej. Poniewaz dzieci stanowigce grupg¢ kontrolng
charakteryzowaty si¢ znamiennie nizszymi warto$ci BMI oraz WC uwzgledniono to podczas
prowadzenia analizy statystycznej wuzyskanych wynikéw, w celu wyeliminowania
ewentualnego wptywu nadwagi/otylosci wystgpujacej w grupie dzieci z NTP 1 wiarygodnosci
wynikow koncowych, jak to miato miejsce rowniez podczas analizy wynikow poprzedniej
publikacji.

Badania dystrybucji populacji Treg wykazaly, ze dzieci/mlodziez z NTP
charakteryzowala si¢ znaczaco nizszym odsetkiem catkowitej puli komorek Treg, w tym
réwniez subpopulacji komoérek nTreg, przy zwiekszonym odsetku populacji mTreg.
Zostato to dodatkowo potwierdzone zaobserwowanymi znamiennie nizszymi warto$ciami
stosunku nTreg:mTreg w grupie pacjentow z NTP. Ponadto dzieci z nadci$nieniem cechowaty
si¢ znamiennie nizszym odsetkiem komoérek pochodzenia grasiczego i1 dotyczylo to zarowno
calkowitej populacji TregCD31+, jak rowniez RTE Treg, przy jednoczesnym istotnym

zwigkszeniu odsetka komorek obwodowych TregCD31- i MN Treg. Zaburzenie zwigzane z
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obnizeniem komorek pochodzenia grasiczego potwierdzito dodatkowo znamiennie nizsza
warto$¢ stosunku komorek TregCD31+:TregCD31- obserwowana w grupie dzieci z NTP.
Badania korelacji wyraznie wskazaty na $cista zalezno§¢ pomiedzy dystrybucja populacji i
subpopulacji Treg, a parametrami ci$nienia tetniczego i TOD. Zaobserwowano odwrotng
zaleznos¢ pomiedzy odsetkiem catkowitych Treg, nTreg, TregCD31+, RTE Treg oraz
warto$ciami proporcji komoérek nTreg:mTreg i TregCD31+:TregCD31- a parametrami
ci$nienia t¢tniczego SBP 1 DBP, parametrem sztywnosci naczyn PWV oraz przerostem lewej
komory LVMi. Odsetek komoérek pamieci mTreg, komérek obwodowych TregCD31- oraz MN
Treg dodatnio korelowat rowniez z SBP, DBP, PWYV oraz LVM..

Dodatkowo, aby sprawdzi¢ czy i w jakim stopniu chwilowe zmiany ci$nienia wptywaja
na dystrybucje ocenianych komorek Treg PB, pacjentow z NTP podzielono na dwie grupy w
zalezno$ci od procentowego spadku nocnego wartosci cisnienia SBP. Wyodrebniono dwie
grupy pacjentow: ze spadkiem SBP >10% (n=20) i bez spadku SBP ponizej 10% (n=13).
Odsetek wszystkich badanych populacji i subpopulacji komorek Treg nie roéznit w sposob
statystycznie istotny migdzy powyzszymi grupami. Wszystkie analizy statystyczne majace
na celu wyeliminowanie wplywu nadwagi/otylosci i stanu zapalnego u dzieci z NTP
wykazaly, ze nadciSnienie jest predyktorem dystrybucji populacji i subpopulacji komorek
regulatorowych Treg, zwlaszcza populacji RTE Treg i MN Treg.
Podsumowujac: uzyskane wyniki wskazuja, ze wzrost ciSnienia krwi, wskazniki
sztywnosci tetnic i przerost masy lewej komory, obserwowany w przebiegu NTP u dzieci
sa zwigzane ze zmniejszona dystrybucja komorek regulatorowych Treg, zwlaszcza
komorek dziewiczych nTreg, zaangazowanych w pierwotna odpowiedZz immunologiczna.
Zaburzenie to zwiazane jest glownie z obnizeniem funkcji grasicy, czego
odzwierciedleniem jest znaczaco obnizony odsetek komorek grasiczopochodnych takich
jak Treg CD31+ oraz RTE Treg, komorek 0 wysokim potencjale supresyjnym. Ponadto
ciezkos$¢ choroby dodatnio koreluje z nadmierng obwodowa ekspansjg subpopulacji komorek
Treg, w tym komorek pamigci immunologicznej mTreg, jak rowniez MN Treg. Zmiany te sg
niezalezne od BMI, pfci i wieku pacjentow, a takze ogoélnoustrojowego zapalenia. Uzyskane
przeze mnie wyniki wyraznie wskazuja, ze w przebiegu NTP u dzieci zmniejsza si¢ odsetek
komorek Treg o potencjale supresorowym, komorek, ktore sa roOwniez niezb¢dne do stalej
odnowy komorek regulatorowych (nTreg, RTE Treg), a wzrasta znaczaco populacja
Treg, ktora z jednej strony moze cechowad si¢ stala swoistoscia w stosunku do neo-
antygenow pochodzacych z uszkodzen naczyniowych (mTreg), ale charakteryzuje sie

réwniez przyspieszonym starzeniem, potencjalem apoptotycznym i prozapalnym (MN
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Treg). Ich zwigzek z rozwojem ogolnoustrojowej odpowiedzi zapalnej nadal pozostaje
nieznanym, ale zdaje si¢, ze powyzszy profil dystrybucji Treg skutecznie przyczynia si¢ do jego
wystepowania i utrzymania. Dane te réwniez potwierdzaja kolejny raz, ze NTP u dzieci wigze
si¢ ze zmniejszong odnowg komoérek z powodu zmienionej/ograniczonej funkcji grasicy, ktora
moze odzwierciedla¢ si¢ w przyspieszonym starzeniu komoérek co warunkuje z kolei
przyspieszony wiek biologiczny pacjentow. Jak opisano wczesniej moze to by¢ uzyteczny
predyktor rozwoju NTP u dzieci/mtodziezy.

Dlatego zamykajgca mdj cykl naukowy publikacja (H-5) charakteryzuje zmiany w
dystrybucji komoérek bedacych pomostem miedzy nieswoista a swoista odpowiedzia
immunologiczng, w ktorej przedstawiam analiz¢ fenotypow i odsetkow krazacych we krwi
obwodowej komérek dendrytycznych (DCs) w przebiegu NTP u dzieci.

Komorki dendrytyczne to komorki odpornosci wrodzonej, ktore jako jedne z
nielicznych wywieraja znaczacy efekt na funkcjonowanie systemu odpornosciowego i
przyczyniaja si¢ do modulacji aktywnosci komorek efektorowych, zaréwno odpowiedzi
wrodzonej, jak i nabytej w odpowiedzi na antygen. Stanowig one zlozong i bardzo heterogenng
populacje leukocytow wystepujacych powszechnie w tkankach limfoidalnych 1
nielimfoidalnych, doprowadzajacych naczyniach limfatycznych, krwi obwodowej, szpiku
kostnym czy innych ptynach ustrojowych. Ze wzglgdu na pelniong funkcj¢ DCs zaliczamy do
populacji profesjonalnych komoérek prezentujgcych antygeny (antigen presenting cells, APCs),
ktore w szczegdlnosci charakteryzuja si¢ wysokim potencjatem indukowania pierwotnej
odpowiedzi immunologicznej. Sa one réwniez komorkami odpowiedzialnymi za klonalng
delecj¢ tymocytow wigzacych wlasne antygeny w grasicy podczas procesu dojrzewania
limfocytow T. Rdéznicowanie do form dojrzatych DCs moze rowniez nastapié, nie tylko w
trakcie prezentacji antygenowej, ale rowniez W wyniku ekspozycji na cytokiny prozapalne czy
komponenty struktur bakteryjnych, takich jak peptydoglikany czy LPS. Formy dojrzate
wykazujg rowniez odmienny fenotyp receptorow zewnatrzkomoérkowych i charakteryzujg sig
wysoka ekspresjg receptora CD83, a dodatkowo po silnej aktywacji wykazuja ekspresje
specyficznych markerow takich jak czasteczki MHC klasy 1 i 11, receptor CD40, CD80 i CD86.
Markery te nie tylko zwigzane sg z procesem dojrzewania DCS, ale rowniez kontrolujg migracje
zaktywowanych DCs z miejsc zapalenia do stref grasiczozaleznych narzadow limfatycznych.
Komorki te nie proliferuja, po okreslonym czasie ulegaja apoptozie 1 zastepowane sg przez
nowg pule DCs. Ludzkie DCs réznicujac si¢ z komoérek progenitorowych CD34+ szpiku
kostnego pod wptywem wielu czynnikéw i wyrdzni¢ wérdd nich mozna dwie odmienne linie.

Komorki pierwszej z linii, inaczej zwane mieloidalnymi DCs (mDCs) niezbedne sa do
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aktywacji limfocytow T w odpowiedzi na antygeny obce, natomiast linia limfoidalna tak
zwanych plazmocytoidalnych DCs (pDCs) gtéwnie warunkuje stan tolerancji immunologicznej
w organizmie. Obie linie DCs wyksztatcity specyficzny dla siebie fenotyp, dzigki czemu
mozliwa jest ich detekcja i analiza r6znymi metodami, takze metoda cytometrii przeptywowe;.

Komérki dendrytyczne dzigki swoistym wiasciwosciom nie tylko warunkujg
powstawanie precyzyjnego instruktazu dla swoistej odpowiedzi immunologicznej, ale rowniez
uczestniczg w rozwoju tolerancji na struktury wtasne. Aktywacja DCs skutkuje zwigkszonym
wydzielaniem cytokin prozapalnych i chemokin, reaktywnych form tlenu, gtéwnie tlenku azotu
oraz do wzrostu ekspresji receptorow adhezyjnych i kostymulujacych na ich powierzchni
(gtdéwnie mDCs). Z drugiej strony zaobserwowano, ze pula DCs tolerogennych (gtéwnie pDCs)
prezentuje antygeny limfocytom T, lecz nie dostarcza im sygnaldw kostymulujacych, ktére
niezbedne sg do ich proliferacji i aktywacji. Bardzo cz¢sto powoduje to nie tylko stan anergii,
ale rowniez apoptoze tych specyficznych klonow limfocytow T, lub generowanie subpopulacji
limfocytow regulatorowych Treg. Dzigki temu procesowi DCs moga wplywa¢ hamujaco na
odpowiedz immunologiczng generowang przez okreslong pulg antygendw, zatem generujg i
podtrzymuja czesto tolerancj¢ immunologiczng. Liczne wyniki badan pokazuja, ze DCs moga
peti¢ takie funkcje niezaleznie od stanu swojej dojrzatosci, charakteryzuja si¢ niskim
potencjatem prozapalnym i silng produkcja supresorowej IL-10, a co ciekawe sg zdolne do
odpowiedzi na sygnaty pochodzace od limfocytow Treg. To ukazuje jak waznym elementem
petli sprzezenia zwrotnego procesoOw immunosupresyjnych sa DCs 1 jak bardzo z jednej strony
wplywaja na dystrybucje populacji Treg, a z drugie;j jak $cisle od niej zaleza [57, 58].

W oparciu o uzyskane wczesniej wyniki wlasne, ktore wykazaly znaczace
zaburzenia w dystrybucji zarowno populacji limfocytow T CD4+, jak rowniez komérek
Treg CD4+ w przebiegu NTP u dzieci, postanowilam wyjasni¢ kolejny mechanizm
odpowiedzi immunologicznej, ktory zdaje si¢ by¢ elementem laczacym odpornosé
wrodzong i nabyta, jakim sq wlasnie DCs. Glownym celem badan byla ocena populacji i
subpopulacji krazacych we krwi obwodowej komorek DCs, okreslenie w jakim stopniu
dystrybucja tych komorek zalezy od trwajacego ciSnienia t¢tniczego i czy w jakikolwiek
sposob skorelowana jest z parametrami uszkodzenia narzadowego indukowanych
nadciSnieniem tetniczym TOD. Sposrdd 275 dzieci/mtodziezy skierowanych do poradni z
powodu podwyzszonego ci$nienia gabinetowego, do badania wiaczono 55 (w tym 46
chtopcéw) w $rednim wieku 14,4 + 1,9 lat, u ktorych po pelnej diagnostyce wykluczono
nadci$nienie wtorne. NTP rozpoznano zgodnie z najnowszymi wytycznymi i potwierdzono 24h

ABPM wedtug kryteriow wilaczenia i wykluczenia opisanych powyzej, przy opisie wynikow
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wczesniejszych publikacji z cyklu. Z posrod tych 55 0sob wytoniono 30 (w tym 25 chtopcow),
ktore charakteryzowaty si¢ kazdorazowo podwyzszonymi warto$ciami ci$nienia krwi
badanymi w gabinecie i prawidtowymi warto$ciami 24h ABPM. Grupe te zdefiniowano jako
nadcisnienie biatego fartucha (white coat hypertension, WCH) i wlgczono do badan jako
odrebng grup¢ odniesienia dla pacjentow z NTP. Ponadto grupe kontrolng stanowito 35
zdrowych dzieci/mtodziezy (w tym 23 chlopcéw) z prawidlowym cisnieniem krwi,
dopasowanych zaréwno pod wzgledem pici, jak i wieku (Srednia wieku 14,7 £ 0,9 lat). U
wszystkich zrekrutowanych dzieci przeprowadzono badania parametrow uszkodzen
narzgdowych TOD: LVMi, cIMT, WCSA, PWYV oraz PWA. Wykonano rowniez peten protokot
oceny parametroOw antropometrycznych, badan biochemicznych, okreslajacych lipidogram i
istniejacy stan zapalny (hsCRP). Badania fenotypu DCs wykonatam metoda wielokolorowe;j
cytometrii przeptywowej, dzigki ktorej oceniono odsetek wszystkich analizowanych populacji
1 subpopulacji DCs, a takze okreslono $rednig gestos¢ wybranych receptorow
powierzchniowych, przedstawionych jako warto$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji (MFI).
W badaniu okreslono odsetek populacji catkowitych DCs (tDCs) zidentyfikowanych jako
komorki charakteryzujace si¢ wysoka ekspresja HLA-DR 1 jednoczesnym brakiem markerow
charakterystycznych dla innych linii komorkowych (tzw. markery wykluczajace, Linl) do
ktorych nalezaly receptory CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 oraz CD56. Fenotyp tDCs
sprowadza si¢ zatem do komorek Linl(-)HLA-DR(high). Nastepnie oceniono odsetek
krazacych komorek mDCs (Linl(-)HLA-DR(high)CD11c(high)) i pDCs (Linl(-)HLA-
DR(high)CD123(+)) oraz odsetek komorek aktywowanych z ekspresja receptorow CD83 i
komorek dojrzatych wykazujacych ekspresje receptora CD86 w obu powyzszych
subpopulacjach. Dodatkowo w kazdej z tych grup oceniono MFI dla receptorow
charakteryzujacych dana grupe komorek czyli odpowiednio byty to HLA-DR, CD11c, CD123,
CD83 oraz CD86. Charakterystyka parametréw antropometrycznych i biochemicznych
wykazata, ze grupa dzieci z NTP 1 WCH charakteryzowaly si¢ znamiennie wyzszymi
wartosciami BMI1 WC wzgledem grupy kontrolnej, a nie wykazywaty r6znic wzgledem siebie.
W obu grupach stwierdzono réwniez podwyzszone wartosci PWV i LVMI wzgledem dzieci
zdrowych, ale jedynie grupa dzieci z NTP wykazywata zwiekszone wartosci hsCRP oraz cIMT
wzgledem pozostalych grup uczestniczacych w badaniu. Podczas prowadzenia analizy
statystycznej uzyskanych wynikow wzigto pod uwage powyzsze zmienne, W celu
wyeliminowania ewentualnego wptywu nadwagi/otyto$ci i stanu zapalnego w grupie NTP oraz
WCH, jak rowniez wiarygodno$ci wynikow koncowych, jak to miato miejsce rowniez podczas

analizy wynikow poprzednich publikacji.
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Zaréwno pacjentow z WCH, jak i NTP charakteryzowala podobna dystrybucja i
fenotyp analizowanych populacji i subpopulacji DCs. W obu grupach z nadci$nieniem
zaobserwowano znaczaco zmniejszony odsetek tDCs, ktore cechowaly si¢ znamiennie
wyzszg gestoscia antygenow HLA-DR na powierzchni w poréwnaniu do dzieci z grupy
kontrolnej. Ponadto mimo braku roéznic w odsetkach komérek mDC, mDC dojrzatych
(CD83+) i aktywowanych (CD86+) pomi¢dzy badanymi grupami, zaobserwowano znaczaco
wyzsze wartoséci $redniej ilosci antygenow HLA-DR, CD11c oraz CD86+ na powierzchni
komorek obu grup dzieci z nadci$nieniem. Analiza komoérek plazmocytoidalnych wykazata
brak roznic w catkowitym odsetku pDCs migdzy badanymi grupami, jednak dzieci z
nadcisnieniem (NTP oraz WCH) wykazywaty znaczaco wyzsze ilosci antygenow HLA-DR,
CD123 oraz CD83 na powierzchni badanych komorek. Co ciekawe w obu grupach z
nadci$nieniem zaobserwowano znamiennie niski odsetek komérek pDCs aktywowanych
CD86+, wykazujacych jednoczesnie znacznie wigksze ilosci badanego receptora. Ocena
zmian dystrybucji badanych populacji komoérek DCs w odniesieniu do parametrow TOD
wykazata, ze dzieci charakteryzujace si¢ zwiekszona sztywnos$cig naczyn wykazuja
nieznacznie wyzszy odsetek komoérek pDC CD83+ (dojrzalych) jednoczesnie z wiekszg
Srednig iloScig receptora na powierzchni oraz znamiennie nizszy odsetek komorek pDC
CD86+ (aktywowanych). W populacji komoérek mieloidalnych obserwuje si¢ znamiennie
wigcej receptora CD11lc na powierzchni komérek mDCs. Dzieci wykazujace wysokie
wartosci cIMT charakteryzuja si¢ jedynie zwi¢kszonym odsetkiem komorek
aktywowanych populacji mDCs oraz nieznacznie podwyzszonymi warto$ciami ilosci
receptora CD83+ na powierzchni komorek dojrzatych mDCS. Najwigksze zmiany w
dystrybucji populacji DCs zaobserwowano u dzieci wykazujacych LVH. Dzieci te
charakteryzowaly si¢ znamiennie nizszym odsetkiem tDCs, pDCs a jednocze$Snie
podwyzszonymi wartoSciami odsetka mDCs i proporcji mDCs:pDCs. Zmiany te dotycza
rowniez subpopulacji komorek dojrzalych, gdzie obserwuje si¢ obnizony odsetek
komorek mDCs CD83+ i podwyzszony odsetek komorek pDCs CD83+ z jednoczes$nie
zwiekszong ilo$cia receptora CD83 w obu badanych subpopulacjach komérkowych. U
dzieci z LVH stwierdzono rowniez znamiennie wyzsze odsetki komérek aktywowanych
pDCs i zwiekszong ilosé¢ CD86+ na powierzchni komérek mielo- i plazmocyto-idalnych,
jak rowniez wzrost ilosci receptorow roznicowania CD11c w populacji mDCs oraz CD123
w populacji pDCs. Badania korelacji z parametrami cisnienia krwi wykazaly ujemng
korelacj¢ z odsetkiem tDCs i pDC oraz z odsetkiem pDC aktywowanych CD86+, a
dodatnig z odsetkiem mDCs i dojrzalymi pDCs CD83+. Warto$¢ ci$nienia SBP korelowata

31



Zat. 3. Autoreferat
dr n. med. Lidia Gackowska

dodatnio z gestoscig wszystkich badanych receptoréw a mianowicie z HLA-DR wszystkich
badanych populacji, receptoréw aktywacji i dojrzatosci mDCs 1 pDCs oraz receptorow
réznicowania populacji mielo- i limfoplazmocyto-idalnych CD11c oraz CD123, jak rowniez z
proporcjg ilosci mDCs:pDCs.

Podsumowujac: wykonane przeze mnie badania wykazaly, ze dzieci z NTP i WCH
charakteryzuja si¢ obnizong iloscia tDCs oraz aktywowanych pDCs, przy jednoczeSnie
wzmozonej ekspresji markerow aktywacji CD86 oraz markerow dojrzalosci CDS83.
Komorki te, podobnie jak mDCs charakteryzowaly si¢ rowniez nadekspresja swoich
receptoréw roznicowania (odpowiedni CD123 oraz CD11c¢). Zmiany te sg gldéwnie zwigzane
z przerostem masy lewej komory, gdzie w grupie dzieci z LVH obserwuje si¢ rowniez
wszystkie powyzsze zaleznoS$ci: spadek ilosci tDCs i pDCs przy wzroscie ilosci komorek
mMmDCs (widocznej réwniez na korzy$¢ proporcji  komodrek mieloidalnych do
limfoplazmocytoidalnych). Mimo zmniejszonego odsetka catkowitych pDCs w grupie
pacjentow z przerostem masy lewej komory obserwuje si¢ wzrost ilosci zarowno komorek
plazmocytoidalnych dojrzalych jak i aktywowanych, a spadek odsetka komoérek
dojrzalych mDCs. W obu subpopulacjach ilo§¢ markeréw aktywacji gwattownie ro$nie w
poréwnaniu do dzieci bez LVH. U dzieci, u ktorych obserwuje si¢ sztywno$¢ naczyn zmiany
dotycza gtownie komorek pDCs 1 manifestuja si¢ wzrostem odsetka komorek dojrzatych, a
spadkiem ilo$ci komodrek aktywowanych. W przeciwienstwie do dzieci z cIMT gdzie zmiany
dotykaja komorek mieloidalnych i dotycza nieznacznie podwyzszonych ilosci komorek
aktywowanych. Nalezy zaznaczy¢, ze ilos¢ tDCs, pDCs oraz odsetek pDCs aktywowanych
ujemnie koreluje z wartosciami ciSnienia krwi zwlaszcza ci$nienia rozkurczowego SBP.
Zalezno$¢ dodatnia widoczna jest z odsetkiem mDCs oraz dojrzatych pDCs, jak rowniez z
warto$ciami proporcji mDCs:pDCs. Nalezy zatem podkresli¢, ze w przebiegu NTP znaczaco
zmniejsza si¢ odsetek calkowitych DCs i dodatkowo zaburzenie to dotyka w gléwniej
mierze subpopulacji komoérek odpowiedzialnych za procesy utrzymujace stan tolerancji
immunologicznej (pDCs). To réwniez ta populacja komérkowa, zwlaszcza pula komorek
dojrzalych (pDCs CD83+) i aktywowanych (pDC CD86+), wplywa na indukowanie
apoptozy limfocytow T CD4+ i powstawanie obwodowych komorek Treg, a co wykazano
w powyzszym badaniu, S3 one znaczaco zwiekszone w grupie dzieci z LVH. Ponadto w
grupie dzieci z LVH obserwuje si¢ rowniez wzrost odsetka komérek odpowiedzialnych za
odpowiedz na antygeny ,,obce” (mDCs), a odpowiedzialnych za wydzielanie silnie
prozapalnych cytokin i chemokin, ktére warunkuja przemieszczanie si¢ obwodowych

komorek do obwodowych wezléw chlonnych. Nalezy przypuszczaé, Zze przy obnizonym
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potencjale autotolerancji induktorami populacji mDCs moga by¢ neo-antygeny powstajagce w
trakcie procesu nadcis$nienia. Zmiany te najbardziej uwidocznione sg w grupie dzieci, u ktorych
obserwuje si¢ zwigkszone wartosci oceny grubosci bton tetnicy szyjnej wspdlnej oraz z LVH.
Niezmiernie wazna obserwacja jest fakt, ze parametry nadcisnienia koreluja ujemnie nie
tylko z calkowitym odsetkiem tDCs, ale przede wszystkim z odsetkiem calkowitych
komorek tolerogennych oraz subpopulacji komorek aktywowanych (pDCs oraz pDCs

CD86+) a w sposob dodatni z odsetkiem komoérek prozapalnych mDCs.

4.3.4. Podsumowanie wynikow badan stanowiacych podstawe osiggniecia habilitacyjnego

oraz ich potencjalne wykorzystanie.

Tak jak to podkreslono powyzej, wraz ze wzrostem nadwagi i otytosci u dzieci, NTP
jest obecnie jedna z najczgstszych chorob przewlektych wieku mtodzienczego. W
przeciwienstwie do os6b dorostych, dzieci z nadci$nieniem zwykle nie sg narazone na inne
choroby wspotistniejace, takie jak cukrzyca, przewlekla choroba nerek, miazdzyca oraz nie
obserwuje si¢ u nich wptywu palenia tytoniu, przyjmowania uzywek, lekow, co stanowi z jednej
strony duze wyzwanie rekrutacyjne, a z drugiej niczym nie zaktdocong grupg badawcza. Tym
samym, NTP u dzieci i mlodziezy mozna traktowa¢ jako wczesne stadium rozwoju chorob
sercowo-naczyniowych. Chociaz klinicznie oczywiste powiktania NTP nie pojawiajg si¢ u nich
od razu to nadci$nieniowe uszkodzenie narzadow docelowych TOD jest widoczne juz na
wczesnych etapach choroby, co $wiadczy o wielkiej powadze schorzenia u dzieci i mtodziezy.
Uzyskane przeze mnie wyniki badan i1 przedstawionych w cyklu prac stanowigcych moje
glowne osiggni¢cie naukowe wyraznie pokazujg, ze W przebiegu NTP u dzieci obserwuje si¢
szereg nieprawidtowosci 1 odmiennosci w odpowiedzi sktadowych uktadu immunologicznego
w poroéwnaniu do dzieci bedacych w fazie przednadcisnienia (WCH) i dzieci zdrowych.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan wyraznie potwierdzilty, ze NTP u dzieci
I mtodziezy jest chorobg immuno-metaboliczng, tylko czesciowo powigzang z nadwagg i
otylo$cia. Z calg pewnoscig mozna stwierdzi¢, ze NTP towarzyszy szereg zaburzen swoistej 1
nieswoistej odpowiedzi immunologicznej. Obserwowany stan zapalny nie jest przyczyna, a
raczej skutkiem wystepujacego nadcisnienia, a jednym z elementéw indukujacych jest
zaburzona ekspresja receptorow dla adiponektyny neutrofilow. Obserwowana zwi¢kszona
ekspresja AdipoR komorek pierwszej linii obrony zwiazana jest z podwyZszonym
ciSnieniem krwi, ze zwi¢kszonym cIMT u pacjentéw i niskim poziomem adiponektyny w

surowicy oraz znaczgco koreluje ze stadium zaawansowania choroby. W przeciwienstwie
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do monocytow, nie zalezy od parametrow antropometrycznych, ani od parametréw
zwiazanych z otylo$cia takich jak BMI czy WC, nie jest zwigzana ze wspotistniejagcym
zespotem metabolicznym. Jest to zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami wskazujacymi, ze
hipoadiponektynemia jest silnym predyktorem przysztego nadcisnienia tetniczego. Uzyskane i
przedstawione przeze mnie wyniki badan wyraznie jednak wskazuja, ze jest to zwigzane nie
tyle ze stezeniem adiponektyny w surowicy, co z zaburzeniami ekspresji receptoréw
AdiopoR neutrofilow, komodrek odpornosci nieswoistej, stanowigcych pierwsza lini¢ obrony.

Ponadto, powyzsze badania ukazaly znaczace zaburzenie funkcji grasicy, co
przejawia si¢ znaczaco Obnizonym odsetkiem limfocytow Th CD4+CD31+ oraz RTEs, ale
rowniez obnizonym odsetkiem populacji komorek regulatorowych pochodzenia
grasiczego (nTreg oraz RTE Treg). Z drugiej strony NTP zwigzane jest ze zwi¢ekszong pulg
potencjalnie prozapalnych, efektorowych komérek T CD4+ pami¢ci immunologicznej na
obwodzie oraz populacji komérek pamieci immunologicznej Treg (mTreg oraz MN Treg).
Powyzsze zmiany w dystrybucji komorek limfocytéw T i Treg u dzieci z NTP moga
reprezentowac defekty w rozwoju komorek zaleznych od grasicy, ktore pojawiajg si¢ juz na
bardzo wczesnym etapie choroby, badZ to one wrecz warunkuja wystgpowanie NTP. Utrata
receptora CD31, w puli obwodowych komorek T (catkowitych limfocytow T CD4+ oraz
subpopulacji komorek dziewiczych CD4+/CD45RA+) wyraznie koreluje z ci$nieniem krwi,
parametrami sztywnosci tetnic | markerami uszkodzen narzadowych TOD.

Co wazne LVH jest $ciSle zwiazany z obnizeniem proporcji limfocytéw T CD4+
zaangazowanych w odpowiedz pierwotna w stosunku do limfocytow odpowiedzi wtornej
(CD45RA+:CD45RO+), zwiekszong pulg limfocytow T CD4+ i CD8+ pozbawionych
receptora CD31 oraz podwyzszonym odsetkiem koncowo zroznicowanych efektorowych
limfocytow pami¢ci CD8+ oraz limfocytow T CD8+ o potencjale prozapalnym
(CD8+/CD28- oraz CD8+/CD45RA+/CD28-). Populacja komérek T wykazujaca ekspresje
receptora CD31 stanowi doskonaty komorkowy marker aktywnosci grasicy. Utrata CD31 w
polaczeniu z TOD u dzieci i mlodziezy z nadciSnieniem sugeruje, Ze uposledzona funkcja
grasicy moze by¢ zwiazana z rozwojem nadciSnienia pierwotnego u ludzi, jak to juz
sugerowano w mysim modelu badawczym. Spadek liczby komoérek RTEs jest
najprawdopodobniej rownowazony homeostatyczng proliferacja i generowaniem subpopulacji
komorek T obwodowych, ktore tracg CD31, ale nadal zachowuja fenotyp komorek naiwnych.
Dodatkowo wykazatam, ze NTP wigze si¢ z pojawieniem si¢ prozapalnych limfocytow T, ktore
bardzo prawdopodobnie generowane sa w odpowiedzi limfocytow T na neo-antygeny,

prezentowane im przez makrofagi badz komorki dendrytyczne. Mozna zatem stwierdzié, ze
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pierwotne nadcis$nienie tetnicze u dzieci i mlodziezy jest zwiazane z charakterystycznymi
zmianami fenotypowymi subpopulacji limfocytow T oraz Treg. Jest ono zalezne od
ograniczonego eksportu RTEs i zwi¢kszonej puli potencjalnie prozapalnych efektorowych
komorek T pamieci na obwodzie. Nadmiar tych komorek koreluje z ciezko$cia choroby
wyrazona jako sztywno$¢ tetnic i LVH. Dane te sugerujg znaczenie reakcji
immunologicznych zaleznych od limfocytow T w rozwdj NTP u dzieci i mlodziezy. Wedlug
mojej wiedzy jest to pierwszy raport opisujacy zwiazek zaburzen funkcjonowania grasicy
z przebiegiem nadciSnienia tetniczego w grupie pacjentow pediatrycznych. Wyniki te
znaczaco poszerzajg wcezesniejszg wiedze dotyczaca roli uktadu odpornosciowego w
patogenezie schorzenia w grupie pediatrycznej, a manifestujaca si¢ jedynie zwigkszonym
stezeniem w surowicy hsCRP i chemokin (RANTES, MIP1p), ktore korelowaly z zespotem
metabolicznym, otyloScia trzewna, stresem oksydacyjnym i1 markerami TOD, takimi jak
zwigkszone cIMT 1 LVMi. W szerszej perspektywie powyzsze wyniki rowniez dobrze pasujg i
tltumacza obserwacje wczesniejszych doniesien wskazujgcych, ze dzieci z nadcisnieniem
charakteryzowaty si¢ przyspieszonym wiekiem kostnym i wczesnym skokiem wzrostowym.
Wyniki te wyraznie wskazuja na zaburzenie funkcji grasicy co ttumaczy¢ moze réwniez
obserwowany szybszy rozwaéj biologiczny i szybsze ,,starzenie komorkowe” towarzyszace
dzieciom z NTP. W przebiegu NTP obserwujemy rowniez znaczgco zmniejszony odsetek
catkowitych komorek dendrytycznych (zwtaszcza subpopulacji komorek odpowiedzialnych za
procesy utrzymujace stan tolerancji immunologicznej: pDCs). To roéwniez ta populacja
komorkowa, zwlaszcza pula komorek dojrzatych (pDCs CD83+) i aktywowanych (pDC
CD86+), wptywa na indukowanie apoptozy limfocytow T CD4+ i powstawanie obwodowych
komorek Treg. Ponadto w grupie dzieci z LVH obserwuje si¢ rOwniez wzrost odsetka komorek
odpowiedzialnych za odpowiedz na antygeny ,obce” (mDCs), wydzielajacych silnie
prozapalne cytokiny i chemokiny, ktore warunkuja przemieszczanie si¢ obwodowych komorek
do obwodowych weztow chlonnych. Taki obraz odpowiedzi komdrkowej dodatkowo swiadczy
o wzmozonej odpowiedzi w stosunku do neo-antygenéw pochodzacych z uszkodzen
naczyniowych, ale rowniez moze ttumaczy¢ przyspieszone starzenie komorkowe, zwigkszony
potencjal apoptotyczny i prozapalny kluczowych komorek odpowiedzi immunologicznej.
Uzyskane przeze mnie wyniki badan sa doskonatym punktem wyjscia nie tylko do
rozszerzenia standardow diagnostyki wykrywania i monitorowania zaawansowania
stadium choroby NTP u dzieci i mlodziezy, ale rowniez do prowadzenia dalszych badan z
zastosowaniem leczenia niefarmakologicznego i farmakologicznego, jak réwniez

identyfikacji nowych celow molekularnych dla lekow hipotensyjnych. Na tym etapie mozna
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jedynie przypuszcza¢, ze to prawdopodobnie czynniki genetyczne badz epigenetyczne
warunkuja wystepowanie i kontrolujg przebieg choroby. To one wptywaja w okreslony sposob
na aktywacje¢ i fenotyp komorek uktadu immunologicznego krwi obwodowej, a stad moga
wynika¢ roznice w odpowiedzi na =zastosowane leczenie niefarmakologiczne badz
farmakologiczne. Zakladajac, ze to réznice w odpowiedzi na zastosowane leczenie moga
wynika¢ wlasnie z réznic profilu aktywacji komoérek ukladu immunologicznego, nie
mozna wykluczyé réwniez, Ze za pomoca réznych lekéw hipotensyjnych bedziemy wstanie
modulowa¢ profil odpowiedzi komoérek ukladu immunologicznego w taki sposob aby byl

on najbardziej korzystny dla pacjenta.
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4.4. Pozostale osiggniecia naukowo-badawcze

4.4.1. Osiagniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora nauk

medycznych.

Dziatalno$¢ naukowg rozpoczetam w roku 2000 w ramach Studiéw Doktoranckich na
Wydziale Lekarskim, 6wczesnej Akademii Medycznej im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, pod
promotorstwem prof. Jacka Michatkiewicza, ktory byt jednocze$nie kierownikiem Katedry i
Zaktadu Immunologii. Nurtem przewodnim moich badan byla ocena odpowiedzi
immunologicznej komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) indukowanych
réznymi szczepami bakterii kwasu mlekowego (LAB) o potencjale probiotycznym. Badania
prowadzone byty w ramach wspolpracy z Zakladem Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej
Instytutu ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie oraz firmg KROTEX (producenta
suplementu diety Trilac). Do moich zadan badawczych nalezatlo opracowanie koncepcji badan
immunologicznych, czynno$ciowych z zastosowaniem metody in vitro z uzyciem trzech
szczepdw bakterii LAB (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus,
Bifidobacterium bifidum), wyselekcjonowanych szczepow probiotycznych, bedacych
sktadowymi preparatu Trilac. W ramach badan zostaly wykonane przeze mnie hodowle
komorkowe PBMC stymulowanych LAB, w roznych ukladach badawczych, oznaczenia
pozioméw proliferacji PBMC, oznaczenia st¢zen cytokin w supernatantach hodowlanych
metodg immunoenzymatyczng ELISA (cytokin pro- i przeciw-zapalnych) oraz oznaczenia
ekspresji receptorow powierzchniowych limfocytéw 1 monocytow krwi obwodowej metoda
cytometrii przeplywowej. Glownym osiggnigciem prowadzonej przeze mnie Wwyzej
wymienionej tematyki badawczej bylo wykazanie probiotycznego/immunomodulujacego
efektu polaczenia wszystkich trzech szczepow bakteryjnych LAB i potwierdzenie skutecznos$ci
probiotycznych preparatu Trilac. Uzyskane przeze mnie wyniki stanowily podstawe mojej
rozprawy doktorskiej, ktora obronitam w 2004 roku, zostaty zaprezentowane na konferencjach
krajowych i zagranicznych (K1-K9) i opublikowane w czasopismach krajowych i

zagranicznym (P1, P2, M1).
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4.4.2. Osiagniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych,

inne niz stanowiace podstawe habilitacji

W listopadzie 2004 roku zostalam zatrudniona w Katedrze Immunologii, Wydziatu
Farmaceutyczny, Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytetu M. Kopernika w Toruniu

na etacie asystenta, od 2008 roku na etacie adiunkta.

442.1. Odpowiedz immunologiczna w odpowiedzi na bakterie

W pierwszym okresie mojej pracy zawodowej po uzyskaniu stopnia doktora, moje
badania w dalszym ciggu koncentrowaty si¢ na tematyce zwigzanej z odpowiedzig
immunologiczng indukowang réznymi szczepami bakterii w warunkach in vitro. Dotyczyly
glownie poszukiwan szczepdw o potencjalnie probiotycznym oraz badan w kontek$cie
odpowiedzi indukowanej przez bakterie chorobotworcze. W tym okresie mojej pracy przede
wszystkim uzupetitam i opublikowatam wyniki badan zawartych w rozprawie doktorskiej (P4,
P26, M11) oraz zaprezentowatam je na licznych konferencjach krajowych i
miedzynarodowych (9 wystapien plakatowych). Ponadto swoja prace naukowa rozszerzytam o
badania wplywu roéznych szczepow bakterii o potencjale probiotycznym na komoérki krwi
obwodowej indukowane bakteriami H. pylorii. Powyzsza tematyka i zalozenia badan byly
réwniez podstawg rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Kubiszewskiej, u ktorej sprawowatam role
promotora pomocniczego (rozprawa obroniona w 2014 roku) pt. ,,Wplyw bakterii kwasu
mlekowego na reakcje odpornosciowe indukowane przez H. pylori na modelu komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej”. Otrzymane wyniki byly réwniez punktem wyjscia do
badan in vivo z udziatem pacjentéw pediatrycznych, zakazonych i niezakazonych bakterig H.
pylorii w ramach wspolpracy z Klinika Pediatrii, Alergologii i Gastroenterologii CM
UMK (prof. Mieczystawa Czerwionka-Szaflarska), ktore przez lata byty prowadzone przeze
mnie w ramach realizacji zadan badawczych grantu MNiSzW (PN1) oraz podstawowej
dziatalnosci statutowej Katedry Immunologii. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w
pracach o zasiggu migdzynarodowym (P14, P16, P17, P32, P42, P43, M13) oraz krajowym
(M2, M5, M10, M14), jak rowniez byly prezentowane na licznych konferencjach naukowych
(26 wystapien plakatowych).

4.4.2.2. Odpowiedz immunologiczna w pierwotnych i wtornych niedoborach

immunologicznych
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Réwnoczesnie, z racji mojego zawodu diagnosty laboratoryjnego, prowadzitam badania
dotyczace pierwotnych i1 wtornych niedoboréw immunologicznych. Badania naukowe
prowadzone byly w ramach wspotpracy z dwoma szpitalami tj. z Klinikg Alergologii,
Immunologii Klinicznej i Chorob Wewnetrznych szpitala im. J. Biziela w Bydgoszczy (prof.
Zbigniew Bartuzi) oraz Klinikg Immunologii Instytutu ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w
Warszawie (dr Matgorzata Pac). Wyniki uzyskanych wspolnie badan zostaty opublikowane w
pracach P3 1 M12 oraz byly prezentowane na konferencjach naukowych (6 wystapien
plakatowych). W 2011 roku wspottworzylam od podstaw Pracowni¢ Immunologii
Klinicznej i Eksperymentalnej (PIKIE), ktora zostata zarejestrowana w Krajowej Izbie
Diagnostow Laboratoryjnych (KIDL) w rejestrze jako pracownia diagnostyczna, ktora z drugie;j
strony jako strukturalna czes¢ Katedry Immunologii CM UMK Wydzialu Farmaceutycznego
prowadzita  réwniez  dziatalno$¢  uslugowo-badawcza  (wykonywanie  oznaczen
cytometrycznych, immunoenzymatycznych ELISA, proliferacji komorek). Jako p.o.
kierownika PIKIE prowadzilam badania diagnostyczne dotyczace immunofenotypowania
populacji komorek krwi obwodowej oraz badania oceny proliferacji komérek limfocytow
T i B stymulowanych mitogenami w warunkach in vitro u dzieci z podejrzeniem
pierwotnych i  wtéornych  niedoboréw  immunologicznych po leczeniu
hematoonkologicznym kierowanych z Poradni Immunologicznej dla dzieci w ramach
wspolpracy z Klinikg Pediatrii, Hematologii i Onkologii szpitala im. dr A. Jurasza w
Bydgoszczy (prof. Mariusz Wysocki, dr hab. Sylwia Kottan). W ramach powyzszej wspotpracy
realizowalam rowniez projekt badawczy dotyczacy oceny fenotypu i aktywnosci komorek NK
w grupie dzieci z ostra biataczkg limfoblastyczng (ALL). Wyniki opublikowano w 2015 roku

(P31) oraz prezentowano na konferencjach (3 wystapienia plakatowe).

4.4.2.3. Badania immunologiczne w procesach nowotworowych

Kolejnym bardzo waznym dla mnie nurtem badan byla analiza cytometryczna
dotyczaca biatek cytoszkieletu w kontekscie ich zaangazowania w podstawowe procesy
zyciowe komorek nowotworowych. Glowny obszar badan stanowita analiza indukcji $mierci
komorki, zmian w rozkltadzie faz cyklu komodrkowego oraz zahamowanie metastazy. W
eksperymentach wykorzystywano nie tylko stosowane w terapiach cytostatyki, ale roéwniez
zwigzki pochodzenia naturalnego oraz oceniano ich skojarzone dziatanie. Do moich zadan
badawczych nalezala ocena wszystkich parametrow, ktére prowadzone byly przy pomocy
metody cytometrii przeplywowej, a wi¢c ustalenie koncepcji badan cytometrycznych,

wykonania oznaczen, wykonania analiz i opracowanie wynikow cytometrycznych, lacznie
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z ich graficznym przedstawieniem. Badania te prowadzitam w ramach dlugoletniej
wspolpracy z Katedra Histologii i Embriologii CM UMK kierowana przez prof. Aling
Grzanka. Rezultaty badan zostaly opublikowane w licznych pracach o zasiggu
miedzynarodowym (P5-P11, P15, P18-P21, P24-P25, P27, P28, P35, P36, P47) oraz byly
prezentowane na licznych konferencjach naukowych (30 wystgpien plakatowych). Badania
dotyczace zaangazowania uktadu immunologicznego w odpowiedz przeciwnowotworowg byty
przeze mnie kontynuowane przez kolejnych kilka lat i obejmowaty wiele wspotprac z
o$rodkami bydgoskimi. W latach 2015-2019 bytam uczestnikiem projektu NCN (PN8)w
ramach wspotpracy z regionalnym Centrum Onkologii w Bydgoszczy (prof. Anna Brozyna).
W wyniku wspoélpracy z tym osrodkiem oraz Katedrg Chirurgii Onkologicznej CO powstaty
znaczace publikacje (P13, P22, P40, M15, M16, M19) oraz cztery wystgpienia plakatowe.

4424, Odpowiedz immunologiczna w chorobach cywilizacyjnych

Wraz z moim rozwojem naukowym oraz rozwojem warsztatu cytometrycznego moja
uwaga skoncentrowata si¢ na dwoch wiodacych nurtach badan dotyczacych gléwnie chordb
cywilizacyjnych. Pierwsza tematyka badawcza dotyczy charakterystyki odpowiedzi
immunologicznej pacjentdOw z chorobami sercowo-naczyniowymi zarowno 0sob dorostych, jak
I dzieci. Badania u o0sob dorostych wykonywane sa we wspotpracy z Klinikg Kardiologii
Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 im. J. Biziela w Bydgoszczy (dr Joanna Banach) i dotycza
badan mechanizméw komorkowej odpowiedzi immunologicznej u pacjentéw z niewydolnoscia
serca (kardiomiopatig rostrzeniowa i choroba niedokrwienng serca). Powyzsza grupa
pacjentow jest doskonalym punktem odniesienia do badan prowadzonych przeze mnie w
grupie pediatrycznej z NTP, przedstawionych w opisie cyklu publikacji stanowigcego moje
osiggniecie naukowe. Dotychczas przeprowadzone badania oceny systemowej odpowiedzi pro-
| przeciw-zapalnej u pacjentow z przewlekta niewydolno$cia serca wykazaty wysokie stezenia
prokalcytoniny oraz prozapalnej IL-6 w surowicach pacjentow z niewydolnoscig serca w
stosunku do o0s6b zdrowych, zwlaszcza wysokie ilosci obserwowane sg w grupie chorych z
kardiomiopatia rostrzeniowa 1 osobami ze zmniejszong frakcja wyrzutowag serca.
Zaobserwowano rowniez znaczaco nizsze st¢zenia przeciwzapalnej IL-10 w surowicach
pacjentéw obu grup z niewydolnoscia (zwlaszcza dotyczy to pacjentdéw z chorobg
niedokrwienng). Wyniki te nie tylko potwierdzaja, ze w przebiegu choroby mamy do
czynienia z przewleklym stanem zapalnym, ale rowniez $wiadcza 0 braku
kompensacyjnego dzialania odpowiedzi przeciwzapalnej, co posSrednio moze dotyczy¢

dysfunkcji zwigzanej z komorkami Treg. Badania oceny dystrybucji subpopulacji
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komorek obwodowych limfocytéw T wykazaly, ze w obu typach niewydolnoS$ci serca
obserwuje si¢ znacznie obnizony odsetek limfocytow T pomocniczych CD4+, zwlaszcza
pochodzenia grasiczego (limfocyty T CD31+ oraz RTEs) oraz zmniejszony odsetek
limfocytéw Tcwm, jak rowniez zwigkszony odsetek ilosci efektorowych limfocytéw Tewm.
Wyniki te potwierdzily, ze rowniez u osob doroslych chorobie sercowo-naczyniowej
towarzyszy systemowy, przewlekly stan zapalny oraz zmniejszona odnowa limfocytow
dziewiczych, zwlaszcza pochodzenia grasiczego, co wykazaliSmy w grupie dzieci z NTP.
Badania te sg nadal kontynuowane a uzyskane wyniki zostaly zaprezentowane na licznych
konferencjach naukowych (9 wystgpien plakatowych) oraz opublikowane w pracach o zasi¢gu
miedzynarodowym (P33, P39) i krajowym (M8, M17). Ponadto byty one rowniez realizowane
w ramach 2 prac magisterskich studentéw kierunku analityka medyczna CM UMK pod moja
opieka.

Drugi wiodacy nurt prowadzonych przeze mnie badan, dotyczy oceny procesow
aktywnej demetylacji i deaminacji DNA, a takze procesow hipoksji u pacjentow z chorobami
rozrostowymi uktadu krwiotworczego, zarowno dzieci jak i os6b dorostych. Badania te
realizowane sg przeze mnie od 2015 roku w ramach licznych projektéw, wieloosrodkowo (PN9,
PN10, PN11, PN13) we wspotpracy z Klinikg Pediatrii, Hematologii i Onkologii, Szpitala
Uniwersyteckiego nr 1 im. dr A. Jurasza w Bydgoszczy (prof. Jan Styczynski, dr hab. Sylwia
Kottan, dr Andrzej Kottan), Klinikg Hematologii, Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 im. J. Biziela
w Bydgoszczy (dr hab. Jarostaw Czyz) oraz Katedra Biochemii Klinicznej CM UMK (prof.
Ryszard Olinski, dr hab. Daniel Gackowski). Badania obejmujg dzieci z nowotworowymi
chorobami hematologicznymi, gtownie z 0strg bialaczka limfoblastyczng z limfocytow B (B-
ALL). Badania w grupie osob dorostych dotyczg pacjentow z ostrymi biataczkami szpikowymi
(AML), zespotami mielodysplastycznymi (MDS), przewlekta biataczkg limfocytowa (CLL)
oraz chorobami zwigzanymi z rozrostem monoklonalnych komorek plazmatycznych (PCs)
takimi jak: szpiczak mnogi, gammapatia monoklonalna o nieokreslonym znaczeniu (MGUS)
czy chloniak limfoplazmocytowy (PLL).

Wspolnym mianownikiem niezmiernie heterogennej grupy badanej jest proba
odpowiedzi na nastgpujace pytania, ktore przyswiecaja tej wspotpracy: Czy produkty procesow
epigenetycznych, takich jak aktywna demetylacja i deaminacja DNA, mierzone w DNA
komorek krwi obwodowej, osoczu lub moczu moga w przysztosci sta¢ si¢ biomarkerami
rozwoju choréb heamtologicznych? Czy pozwoli to na przewidywanie 1 monitorowanie
przebiegu leczenia tych choréb? Czy u osob cierpigcych na choroby hematologiczne, ktore

przeszty chemioterapi¢ mozna §ledzi¢ zaburzenia w funkcjonowaniu szlakéw metabolicznych,
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zaangazowanych w procesy epigenetyczne? Czy wybrane sposoby leczenia skutkujg zmianami
molekularnymi  w szlakach metabolicznych zaangazowanych w powyzsze procesy
epigenetyczne?

Poniewaz jednym z kluczowych aspektow tych badan byla potrzeba oceny ekspresji
biatek enzymatycznych zaangazowanych w procesy aktywnej demetylacji i deaminacji DNA
oraz w procesy oceniajacej stan hipoksji komorek, postanowiliSmy wykorzysta¢ moje
doswiadczenie i zastosowaé metodg cytometrii przeptywowej, ktorej przewaga jest mozliwos¢
oceny badanych parametrow na poziomie pojedynczych komorek, a co za tym idzie, tez i ocena
w poszczegolnych populacjach komoérkowych. Moim gléwnym zadaniem w ramach
powyzszych badan bylo wiec opracowanie koncepcji i zoptymalizowanie zupelnie nowej
metody pomiaru ekspresji bialek enzymatycznych zaangazowanych w procesy
modyfikacji DNA metodg wielokolorowej metody cytometrii przeplywowej komorek krwi
obwodowej. Do standaryzacji metody wybrano enzymy z rodziny TET (TET1, TET2, TET3),
TDG, SMUGI, AID oraz enzymy kontrolujace stan hipoksji (HIF-1AN oraz HIF-1alfa) wraz z
markerami, ktore pozwolity na ocene poszczegolnych populacji komorkowych (neutrofilow,
monocytow, limfocytow T, B, komoérek NK oraz populacji blastow). Ze wzgledu na brak
dostepnych komercyjnie przeciwcial bezposrednio skoniugowanych z fluorochromami
dedykowanych do cytometrii przeptywowej do analizy bialek enzymatycznych (z wyjatkiem
AID i HIF-1alfa) zdecydowatam si¢ na zastosowanie barwienia posredniego z wykorzystaniem
nieznakowanych przeciwciat pierwszorzedowymi skierowanymi przeciw badanym antygenom
oraz kompatybilnych przeciwciat wtornych sprzgzonych z fluorochromami. W celu
optymalizacji metod wszystkie stosowane przeciwciata (pierwotne, jak i1 wtdrne) zostaty
zmiareczkowane w celu uzyskania stgzen umozliwiajacych najwyzszg czuto$¢. Na tej
podstawie wyznaczono ilosci przeciwciat, ktore dalej uzywano w eksperymencie. Ze wzgledu
na wewnatrzkomorkowa ekspresje ocenianych biatek do utrwalenia komoérek krwi obwodowe;j
oraz do ich permeabilizacji uzyto odczynnika komercyjnego. Protokot przygotowania komorek
zostal dostosowany i zoptymalizowany do powyzszych badan. Opracowana metoda
wykorzystujaca posrednia cytometri¢ przeplywowa umozliwia ocen¢ jakoSciowg i
iloSciowa ekspresji bialek enzymatycznych zaangazowanych w procesy aktywnej
demetylacji i deaminacji DNA, jak réwniez w proces odpowiadajacym na hipoksje, na
poziomie pojedynczych komorek przy jednoczesnej mozliwosci okreslenia szczegélowego
ich fenotypu. Opracowana i zoptymalizowana przeze mnie metoda stala si¢ jednym z
nowych narzedzi badawczych wykorzystywanych w naszych badaniach. Po raz pierwszy

zostala wykorzystana do oceny biatek enzymatycznych w grupie dzieci z ALL oraz osob
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dorostych z AML i MDS (PN9). Poziom biatek oznaczanych tg metoda koreluje z ekspresja
oceniang na poziomie mRNA i przektada si¢ na ilo§¢ produktow katalizowanych przez nie
reakcji, obserwowany na poziomie DNA, co w pelni potwierdza wiarygodno$¢ tej metody.
Uzyskane wyniki zostaly opublikowane (P46) oraz zaprezentowane na konferencjach
miedzynarodowych (9 wystapien plakatowych) Obecnie metoda stuzy do oceny ekspresji
bialek enzymatycznych u pacjentéw z monoklonalnym rozrostem PCs w ramach realizowanego
grantu NCN (PN13) oraz oceny szlaku sygnalizacji niedotlenienia w ostrej biataczce
limfoblastycznej u dzieci (projektu IDUB Debiut 2, ktorego jestem kierownikiem, zatgczni 4,
pkt 11/9.1.).

Kontynuacja badan nad procesami epigenetycznymi w grupie pacjentow
hematologicznych doprowadzity do obserwacji znaczacego wzrostu ilosci zmodyfikowanych
zasad azotowych, w tym glownie poziomu 5-hydroksymetylouracylu (5-hmUra) u pacjentéw z
CLL w poréwnaniu do 0sob zdrowych i 0sob z innymi chorobami hematologicznymi. Obecnie
zalecang metoda oceny 5-hmUra jest wysoce czula i1 specyficzna, zautomatyzowana
dwuwymiarowa ultrasprawna chromatografia cieczowa z tandemowa spektrometrig mas (2D-
UPLC-MS/MS). Pomimo wielu zalet technika ta ma istotne ograniczenia: niec mozna jej
stosowa¢ do pomiaru poziomu 5-hmUra w pojedynczej komorce, a takze jest trudna w
zastosowaniu w badaniach klinicznych. Jedna z technik omijajacych te ograniczenia jest
cytometria przeptywowa, ktoérg mozna zastosowac zarowno do oznaczen ekspresji czgsteczek
powierzchniowych, jak 1 wewnatrzkomorkowych, a tym samym scharakteryzowaé i
zdefiniowa¢ rozne typy komorek, nawet najbardziej heterogenne populacje komoérkowe.
Poniewaz nie byto dostepnych protokotéw badawczych, ktore umozliwiatyby oceng poziomow
zmodyfikowanych zasad azotowych na poziomie pojedynczych komorek, podjelam sie
opracowania i zwalidowania metody cytometrycznej. Bazujac zar6wno na dostgpnych
danych literaturowych, jak i na witasnych do$wiadczeniach, w ramach opracowywania i
optymalizacji protokotu technicznego, wstepnie przetestowalam trzy procedury: a) protokot z
zastosowaniem roznych stezen HCI, b) protokdt z zastosowaniem komercyjnie stosowanych
odczynnikow do barwienia immunofluorescencyjnego komorek, ktore zawieraja
bromodeoksyurydyn¢ (BD Pharmingen BrdU Flow Kits) oraz ¢) nowatorski protokol wlasny
wykorzystujacy roztwor saponiny i ekspozycje¢ komorek na wysoka temperature.
Najlepsze wyniki uzyskano po zastosowaniu wysokiej temperatury i protokét ten stat sig
punktem wyjscia do dalszej standaryzacji. Aby kontrolowa¢ denaturacje termiczng podwdjne;j
helisy w celu ekspozycji antygenu, testowano roézne temperatury z zastosowaniem réznych

czasow ogrzewania. Ostatecznie najlepsze wyniki zaobserwowano przy zastosowaniu
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temperatury 99 °C i takag wybrano do eksperymentu. Poniewaz epitop 5-hmUra moze by¢
réwniez obecny w RNA 1 puli wolnych nukleotydow, test przeprowadzono przy uzyciu
roztworu RNazy, ktory nie wykazat réznic w ekspresji 5S-hmUra w poréwnaniu z protokotem
bez zastosowania enzymu. Ze wzglgedu na brak przeciwciat anty-5-hmUra zalecanych do
cytometrii przeptywowej, wybrano nieskoniugowane przeciwcialo pierwotne do oceny 5-
hmUra, ktore wczesniej wykorzystano w tescie histochemicznym rekomendowanym przez
grupe Z Wolfson Centre for Stem Cells, Tissue Engineering & Modelling (STEM), Centre for
Biomolecular Sciences, University of Nottingham z Wielkiej Brytanii (kontakt osobisty z Dr
Alexey Ruzov). Nastepnie uzyliSmy kompatybilnego drugorzedowego przeciwciata
znakowanego fluorochromem, ktore jest rekomendowane do analizy metodg cytometrii
przepltywowej. Miareczkowano oba przeciwciata tak jak w przypadku standaryzacji metody dla
enzymow aktywnej demetylacji i deaminacji DNA. Aby oceni¢ przydatno$¢ barwienia 5-
hmUra w poszczegdlnych populacjach i subpopulacjach komoérek krwi obwodowej,
przeprowadzono rownolegle znakowanie antygenéw zewnatrzkomorkowych komorek
(wspdlny antygen leukocytow CD45). Etap ten byt kluczowy, poniewaz umozliwit ocene, czy
optymalne warunki wewnatrzkomoérkowego barwienia 5-hmUra moga rowniez pozwoli¢ na
prawidtowa ocen¢ ekspresji markerow charakterystycznych dla populacji leukocytow.
Zawarto$¢ 5-hmUra obliczono jako krotno$¢ zmiany intensywnosci fluorescencji w stosunku
do kontroli negatywnej (kazdorazowo wykonywano barwienie kontrolne z uzyciem tylko
przeciwcial wtornych, co dodatkowo pozwolito wyeliminowa¢ réznice w ekspresji 5-hmUra
uwarunkowane reaktywnosciag komorek). Wystandaryzowang, nowatorska, metode
zaprezentowano na konferencjach miedzynarodowych (3 wystapienia plakatowe) oraz
opublikowano w postaci rozdzialu metodycznego w monografii (M18). Wykorzystano ja
rowniez do oceny poziomoéw 5-hmUra w grupie pacjentow z CLL w ramach realizacji granctu
NCN (PN10, PN11). W celu potwierdzenia wiarygodnosci metody przeprowadzono réwniez
badania z wykorzystaniem cytometru obrazowego (Amnis® ImageStream ®X Mk II imaging
flow) w ramach realizacji zadania badawczego projektu Preludium w Uniwersytecie w
Oksfordzie oraz powtorzono je w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN dzigki uprzejmosci
dr hab. Pauliny Jackowiak. Powyzsze analizy cytometryczne w pelni potwierdzily
wiarygodnos¢ metody. Mozna z cala pewnoscig stwierdzi¢, ze opracowana i zwalidowana
przeze mnie metoda jest nowym narzedziem badawczym stuzacym do oceny 5-hmUra na
poziomie pojedynczych komdrek, umozliwia pelng charakterystyke poszczegolnych
populacji komorkowych krwi obwodowej i szpiku kostnego oraz posrednio umozliwia

oceni¢ ilos¢ 5-hmUra przy pomocy oceny S$redniej ilosci fluorescencji 5-hmUra w
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badanych komoérkach (MFI, GMFI). Wyniki pozyskane dzigki tej metodzie stanowig
podstawe do oceny niezmiernie waznego markera zmian epigenetycznych u pacjentow.
Pozyskane wyniki dzi¢ki opracowanym przeze mnie metodom nie tylko pozwola
przyczyni¢ si¢ do zrozumienia kluczowych mechanizméw i zwigzku miedzy badanymi
modyfikacjami DNA a przebiegiem choroby, ale przede wszystkim moga w przyszlosci
umozliwi¢ leczenie spersonalizowane pacjentow z hematologicznymi chorobami
nowotworowymi. Ponadto uzyskane wyniki moga dostarczy¢ uzasadnienia dla
opracowania laboratoryjnego testu diagnostycznego do diagnozowania i monitorowania
pacjentow. Jesli 5-hmUra okaze si¢ by¢ biomarkerem swoistym dla biataczkowych limfocytow
B, oznaczanie poziomu 5-hydroksymetylouracylu za pomoca cytometrii przeptywowej moze
sta¢ si¢ standardowym narzedziem diagnostycznym, szczegdlnie we wczesnej fazie choroby,

przedklinicznie przejawiang limfocytoza.

5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA
REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI
NAUKOWEJ LUB INSTYTUCJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI
ZAGRANICZNEJ

5.1. WSPOLPRACA Z ZAGRANICZNYMI INSTYTUCJAMI NAUKOWYMI

5.1.1. Wspélpraca z Centro de Lisboa Ocidental Hospitalar, Sao Francisco Xavier

Hospital and Santa Cruz Hospital (Portugalia)

W ramach wspotpracy naukowej z Centro de Lisboa Ocidental Hospitalar w Lizbonie
2011 roku odbytam staz w ramach programu ERASMUS STT (Staff Mobility for Training). W
ramach stazu uczestniczylam w pracach diagnostyczno-badawczych Pracowni Cytometrii
przeptywowej Katedry Klinicznej Patologii, pod opieka dr Maria Arroz, ktora od 1993 roku
pelita funkcje dyrektora Laboratoriow Cytometrii Przeplywowej w obu szpitalach
wchodzacych w sktad Centro de Lisboa Ocidental Hospitalar. Dr Maria Arroz byta czynnym
cztonkiem europejskiej grupy roboczej klinicznej analizy komorki (European Working Group
on Clinical Cell Analysis, EWGCCA) i naukowcem odpowiedzialnym za Portugalskie Centrum
Projektu Eurostandardow, ktore §cisle wspotpracowato z EWGCCA, a nastgpnie stala sie
czlonkiem Zarzadu Fundacji EWGCCA. W okresie, w ktorym odbywatam staz, Dr Maria Arroz

byta czlonkiem $cistego zarzadu Europejskiego Towarzystwa Klinicznej Analizy Komorki

49



Zat. 3. Autoreferat
dr n. med. Lidia Gackowska

(ESCCA). Uwazam ten niedtugi okres stazu za kluczowy dla mojej pdzniejszej dziatalnosci
zawodowej. W ramach prowadzonych badan zaznajomitam si¢ z procedurami ,,dobrej praktyki
cytometrycznej” dotyczacych diagnostyki choréb immunologicznych, w tym pierwotnych i
wtornych niedoboréw immunologicznych, choréb hematologicznych takich jak biataczki,
chloniaki 1 1inne zespoly mieloproliferacyjne. Zapoznalam si¢ =z procedurami
przedlaboratoryjnymi, prawidlowego przygotowania wielokolorowych paneli
cytometrycznych, przygotowania aparatu do pracy i jego standaryzacji, wielokolorowej analizy
danych cytometrycznych oraz interpretacji wynikow. Doswiadczenie zdobyte w tym czasie
wdrozylam bezposrednio do swojej pracy zawodowej, co zaowocowalo stworzeniem i
rozwojem Pracowni Immunologii Klinicznej i Eksperymentalnej (PIKiE), bedacej czescia
Katedry Immunolegii CM w Bydgoszczy, UMK w Toruniu, gdzie pelnilam funkcje
kierownika pracowni az do momentu jej likwidacji w ramach restrukturyzacji uczelni tj. do
roku 2020. Swojg wspolprace z grupa portugalskag w kooperacji z dr M. Arroz kontynuowatam

nadal, a polegata ona gtownie na wymianie do§wiadczen.

5.1.2. Wspélpraca z Instituto Gulbenkian de Ciencia (IGC) w Lizbonie (Portugalia)

Konsekwencjg tej wspotpracy bylo odbycie kolejnego stazu w ramach programu
ERASMUS STT (Staff Mobility for Training) w 2014 roku w placowce naukowej Instituto
Gulbenkian de Ciencia (IGC), w Oeiras w Lizbonie w Zaktadzie Cytometrii Przeptywowej pod
bezposrednig opieka Dr Rui Gardner’a, ktory w tamtym okresie pehit funkcje kierownika
laboratorium. Dr Rui Gardner to nie tylko doswiadcony naukowiec, fizyk, biolog, pasjonat
nauki i nowych technologii, ale rowniez absolutny autorytet w zakresie szczegotow
technicznych i softwerowych zwiazanych z cytometria przeptywowa i jej naukowym
wykorzystaniem. Obecnie Dr Rui Gardner kieruje Centrum Cytometrii Przeptywowej w
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center w Nowym Jorku. Odbyty staz znaczaco ugruntowat
mojg wiedz¢ z zakresu cytometrii przeplywowej, ale przede wszystkim wzbogacit moje
doswiadczenie zawodowe o umiejetnosci sortowania komodrek. Program pracy obejmowat
opracowanie teoretycznych koncepcji projektowania eksperymentu, dostosowania do nich
odpowiednich kontroli, konfiguracj¢ aparatu, analize¢ danych w kontek$cie roznych technik
cytometrycznych, w tym sortowania komorek i co najwazniejsze rozwigzywania problemow,
ktore mogg zdarzy¢ si¢ na kazdym etapie pracy. W oparciu o te wszystkie aspekty zdobylam

nowa wiedze¢, co znaczaco wzbogacilo moje przyszle badania naukowe, jak i umieje¢tnosci
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dydaktyczne. Ponadto, wprowadzilam do badan dotad niestosowana metode sortowania

magnetycznego.

5.1.3. Wspélpraca z ESCCA (European Society for Clinical Cell Analyses)

Wspdlpraca z grupa portugalska, a w szczego6lnosci z Dr Maria Arroz zaowocowata w
2015 roku mojg wspotpracg z ESSCA w ramach umowy wolontariatu organizacji logistycznej
kurséw 1 konferencji o zasiegu migdzynarodowym organizowanych przez ESCCA corocznie w
Europie (6 konferencji; Zatgcznik 4, pkt 11/8.2.). Do moich bezposrednich obowigzkdéw nalezata
pomoc Organizatorom w obsludze technicznej sesji wykladow plenarnych, kursow, sesji
plakatowych, kontakt z Prelegentami (asysta podczas sesji), zbieranie ankiet opinii
zwrotnej] o Konferencji, czy pomoc w logistycznych aspektach podczas paneli
dyskusyjnych i praktycznej analizie przypadkow. W ramach tej wspotpracy odbytam
rowniez szkolenie w ramach ERASMUS STT (Staff Mobility for Training), ktore
poprzedzato konferencje “Flow cytometric methods in immunology” organizowany przez
ESCCA, we Wloszech, na Sycylii we wrzesniu 2015 r (uczestnictwo potwierdzone
certyfikatem, Zatacznik 4, pkt 11/11.1, SZ3). Moja aktywnos¢ w ESCCA dotyczyta glownie
koopercji z Dr Paula Fernandez kierujaca FACS/Stem Cell Laboratory at the Institute for
Laboratory Medicine, the Kantonsspital in Aarau w Szwajcarii, ktora przez 4 lata penita
funkcje Prezydenta ESCCA. Pragne podkresli¢, Zze w oparciu o moje zaangazowanie w tej
wspoOtpracy, osoby $ci§le ze mng wspotpracujace roéwniez miaty mozliwos¢ skorzystania z tej

formy dzialalnosci naukowe;.

5.1.4. Wspélpraca z University of Oxford (Wielka Brytania)

e Dr Kevin Maloy, The Sir William Dunn School of Pathology, University of Oxford
e Dr David Ahern, Kennedy Institute of Reumatology, University of Oxford

W sierpniu 2018 roku w ramach realizacji zadania badawczego grantu NCN nr
2018/29/N/NZ5/02375 (PN10) nawigzatam kontakt naukowy z Dr Kevinem Maloy i
wyjechatam do jednostki Uniwersytetu w Oksfordzie: The Sir William Dunn School of
Pathology. W jednostce naukowo-uslugowej zajmujacej si¢ szeroko pojeta cytometrig
przeptywowa, nie tylko ugruntowalam dotychczasowa wiedze cytometryczng, ale

pozyskalam umiejetnosci z zakresu obslugi i wykorzystania w badaniach naukowych
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cytometri¢ obrazowa. Umozliwilo mi to rowniez wykonanie badan z zastosowaniem
cytometru obrazowego (Amnis® ImageStream ®X Mk II imaging flow oprogramowanie
Ideas) probek wiasnych zaplanowanych w grancie, ktére potwierdzily uzyskane wcze$niej
przeze mnie wyniki standaryzacji metody oceny 5-hmUra, jak rowniez wyniki kliniczne
uzyskane w badaniach pacjentéw z CLL. Wspoélpraca z powyzszg jednostkg miata by¢
kontynuowana w roku 2019, ale ze wzglgdu na sytuacje epidemiczng COVID-19 moj kolejny
wyjazd nie doszedt do skutku, a wyniki w ramach projektu zostaty kontynuowane w kooperacji
z jednostka krajowa i wykonano je w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk, dzigki uprzejmosci Dr hab. Pauliny Jackowiak, prof. ICHB PAN w Pracowni Analiz
Pojedynczych Komoérek. Wyniki uzyskane w obu miejscach zostang wykorzystane w
publikacji, ktéra obecnie jest w przygotowaniu.

Pragng réwniez podkresli¢, ze w trakcie pobytu w Oksfordzie odbylam réwniez
szkolenie z zakresu metody cytometrii przeplywowej z wykorzystaniem spektrometrii
mas (CyTOF) w Kennedy Institute of Reumatology University of Oxford, pod opieka Dr David
Ahern.

5.1.5. Wspélpraca z University College Dublin (Irlanadia) oraz University Rochester i
ExCyte (Stany Zjednoczone)

Kolejnym bardzo dla mnie waznym elementem dhugoletniej wspoipracy
miedzynarodowej bylo podjecie dzialan naukowo-szkoleniowych we wspotpracy z Dr
Timothy Paul Bushnell oraz z Dr Alfonso Blanco Fernandez. Dr Timothy P. Bushnell jest
dyrektorem laboratoriow Shared Resources Laboratories Medical Center Uniwersytetu
Rochester (URMC) w Nowym Jorku i profesorem nadzwyczajnym pediatrii i hematologii. Jako
dyrektor laboratoriow URMC, Dr Timothy P. Bushnell jest ambasadorem budowania pomostu
miedzy os$rodkami badan podstawowych, a naukowcami Kklinicznymi, nie tylko na
Uniwersytecie w Rochester, ale rowniez na catym Swiecie. Jest on jednym z zatozycieli 1
partnerem firmy ExCyte (Expert Cytometry), ktéra obecnie jest wiodacym liderem
szkoleniowym z zakresu cytometrii przeptywowej na $wiecie. Przewodnig ideg dziatalnos$ci
ExCyte jest zrzeszanie grona ekspertdéw i gromadzenie informacji eksperckich na temat
kazdego aspektu cytometrii przeptywowej, a nastgpnie w oparciu o najaktualniejsza wiedze
umozliwienie wszystkim najnowoczesniejszych szkolen z tego zakresu. Dr Alfonso Blanco
Fernandez jest dyrektorem naukowym Core Technologies i dyrektorem Core Technologies of

Flow Cytometry uniwersytetu ,,College Dublin” w Irlandii oraz europejskim dystrybutorem i
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instruktorem ExCyte. Jest rowniez zatozycielem 1 wspotdyrektorem Irlandzkiego Towarzystwa
Cytometrycznego, wspotzalozycielem i prezesem Hiszpanskiego Towarzystwa Badawczego w
Irlandii  (SRSI), wspoélzatozycielem 1 czlonkiem Towarzystwa Sieci Stowarzyszen
Hiszpanskich Naukowcow 1 Badaczy za Granicg (Red de Asociaciones de Cientificos e
Investigadores Espafioles en el Extranjero, RAICEX), organizatorem Towarzystwa
Cytometrycznego ,,Red de Citometria IberoLatAm” dziatajacej prgznie w krajach Ameryki
Lacinskiej, a takze doradca naukowym wielu firm zwigzanych z cytometrig przeptywowa. Jest
roOwniez organizatorem 1 zarazem prowadzacym wiele kurséw i szkolen cytometrycznych.
Niewatpliwie jest uznanym ekspertem w skali §wiatowej z zakresu cytometrii przepltywowe;.
W oparciu o nasza dlugoletnia wspolprace i moje doswiadczenie cytometryczne
postanowiliSmy polgczyé nasze sity i dodatkowo w kooperacji z dr Heleng Moreira z
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu organizowa¢ konferencje naukowo-szkoleniowe na
terenie Polski. Robimy to razem od 2018 roku, a organizowane przez nas konferencje
dotycza przede wszystkim edukacji z zakresu cytometrii przeplywowej, nowych
standardow i zastosowania tej metody w badaniach naukowych i medycznych.
Dedykowane sa zawsze zroznicowanej grupie odbiorcow, niezaleznie od stopnia
zawansowania pracy z cytometrig przeptywowa, uczestnictwo kazdorazowo zostaje
potwierdzone certyfikatem. We wszystkich spotkaniach nalez¢ do grona gltéwnych
organizatorow, wspottworze program kazdej konferencji, dbam o aspekty organizacji
warsztatow praktycznych (ktére sa bardzo istotng cze$cig naszych spotkan). Pragne
podkresli¢, ze na ten moment jesteSmy jedynym organizatorem tego typu szkolen z
zakresu cytometrii przeplywowej w Polsce. W najblizszym czasie razem z dr Helena Moreira
planujemy rozszerzenie naszej wspolpracy z Dr Alfonso Blanco Fernandez o badania
mikropecherzykoéw (EVs, Extracellular Vesicles) wydzielanych przez komorki nowotworowe.
Z mysla o tym projekcie w listopadzie tego roku planowana jest w Bydgoszczy konferencja pt.
»Mate jest pickne” (zalacznik 4, pkt 11/ 8.4.d), a kolejna konferencja z udziatlem ExCyte na
pierwszg polowe przysziego roku. Ponadto, z Dr A. Blanco-Fernandez wspotpracuj¢ rowniez

w ramach aktywnosci zwigzanej z grupa robocza ISAC.

5.1.6. Wspélpraca z ISAC (International Society for Advancement of Cytometry)

W 2020 roku zostatam zaproszona przez Dr Lourdes A. Arriaga-Pizano do
wspolpracy w Grupie Roboczej Towarzystw Stowarzyszonych (Council of Associated

Societies Subcommittee) najwiekszego na $wiecie towarzystwa cytometrycznego ISAC
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(International Society for Advancement of Cytometry), ktora obecnie stanowi 18 0sob z
calego $§wiata. Naszym glownym zadaniem jest ulatwienie i wzmocnienie wspotpracy miedzy
Towarzystwami Cytometrycznymi na catym $wiecie, a takze pomigdzy Towarzystwami a
ISAC. W kooperacji z Komitetem ds. Edukacji ISAC (Education Committee) promujemy
wielojezyczno$¢ na konferencjach, opracowujemy wysokiej jakosci materiaty edukacyjne
dotyczace cytometrii, walczymy o roéwno$¢ w dostgpiec do ushug oferowanych przez
producentéw aparatow na calym §wiecie oraz promujemy programy mentorskie z udzialem
uznanych cztonkoéw Towarzystw stowarzyszonych z ISAC. W 2022 roku w ramach powyzszej
wspotpracy bylam cztonkiem komitetu organizacyjnego mi¢dzynarodowej konferencji ISAC

w Filadelfii, US.

5.1.7. Wspélpraca z Dr Raifem Yuecel, University of Exeter (Wielka Brytania)

Moja wspoélpraca z Dr Raif Yuecel rozpoczeta si¢ wiele lat temu, kiedy byt on
pracownikiem Uniwersytetu w Aberdeen w Szkocji (Head of the lain Fraser Cytometry Centre)
1 poczatkowo dotyczyta jedynie konsultacji naukowych dotyczacych metody cytometrii
przeptywowej. W 2019 roku Dr R. Yuecel ze wzgledu na swoje ogromne doswiadczenie i
wiedzg¢ dotaczyt do grona specjalistow prowadzacych sesje na konferencji wspotorganizowanej
przeze mnie we wspolpracy z Uniwersytetem Medycznym we Wroctawiu i ExCyte. W roku
2019 zostat tez kierownikiem nowo utworzonego centrum: Exeter Centre for Cytomics (EXCC)
na Wydziale Nauk Biologicznych, Uniwersytetu Exeter w Wielkiej Brytanii. Jako gtéwny
specjalista ds. cytometrii aktywnie uczestniczy w nauczaniu cytometrii przeptyowej 1 metod
pokrewnych w ramach réznych programoéw nauczania na Uniwersytecie w Exeter 1 poza nim.
W oparciu o nasza wspolprace w 2021 roku jako przedstawiciel Uniwersytetu Exeter
poprowadzil sesje dotyczace zasad i zastosowania wielokolorowej cytometrii
przeplywowej na konferencji wspélorganizowanej przeze mnie we Wroclawiu. W 2022
roku dr R. Yuecel przyjal moje zaproszenie i dzigki wsparciu centrum doskonatosci ,,w
kierunku medycyny spersonalizowanej” byl jednym z prelegentow zorganizowanej przeze
mnie tygodniowej szkoly cytometrii przeplywowej dla studentow, doktorantow i mlodych
naukowcéw UMK oraz krajowego interaktywnego spotkania cytometrycznego (zatacznik
4, pkt 11/ 8.4.b,c). W ramach prelekcji i warsztatbw praktycznych jako pierwsi
zaprezentowaliSmy opracowang przez zespot w Aberdeen metod¢ oceny czynnikdw zewnatrz-
1 wewnatrz-komoérkowych przy uzyciu cytometru spektralnego. Ponadto, Dr R. Yuecel w

ramach swojego pobytu (14.02-21.02.2022) przeprowadzil liczne konsultacje merytoryczne
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z pracowanikami CM UMK w zakresie ,,wykorzystania technik cytometrycznych do
ilosciowej i jakoSciowej analizy ekspresji bialek zaangazowanych w procesy metylacji,
demetylacji, deaminacji i naprawy DNA”. Moja wspotpraca z Dr R. Yuecel realizowana jest

rowniez w ramach aktywnosci zwigzanej zZ grupg roboczg ISAC.

5.2. WSPOLPRACA Z POLSKIMI INSTYTUCJAMI NAUKOWYMI

5.2.1. Wspélpraca z Instytutem ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie

Wspdlpraca naukowa z Instytutem ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” dotyczy
dlugoletnio prowadzonych badan wspdlnie z Zakladem Mikrobiologii 1 Immunologii
Klinicznej. Klinikg Nefrologii, Transplantacji Nerek i Nadci$nienia T¢tniczego oraz Zaktadem
Biochemii, Radioimmunologii i Medycyny Doswiadczalnej. Glownym przedmiotem
wspotpracy od samego poczatku byly i sa badania oceniajace mechanizmy nieswoistej i
swoistej odpowiedzi immunologicznej w grupie dzieci ze stluszczeniem watroby oraz z NTP,
opisane szczegotowo przy prezentacji cyklu prac mojego osiggniecia naukowego. Wspotpraca
ta byta i jest realizowana w ramach zadan badawczych 5 grantéw MNiSzZW/NCN (PN1, PN3-
PN7) oraz 4 grantow wewnetrznych, a uzyskane wyniki zostaly opublikowane w wielu
publikacjach o zasiegu miedzynarodowym (H1-H5, P12, P34, P45). Wyniki wspdlnych badan
zostaty rowniez zaprezentowane na wielu konferencjach migdzynarodowych (8 wystapien). W
2019 roku moja wspotpraca zostata rozszerzona o Klinike Gastroenterologii, Hepatologii,
Zaburzen Odzywiania i Pediatrii, w ramach ktorej realizowany jest grantu NCN (PN12).
Glownym celem projektu jest ocena odpowiedzi immunologicznej w kontekscie okreslonych
cech mikrobiomu/metabolomu jelitowego u dzieci/mtodziezy z NTP oraz niealkoholowsg
chorobg sttuszczeniowa watroby (NAFLD). Szczegdtowym zadaniem badawczym jest ocena
fenotypu komoérek metoda cytometrii przeptywowej przed i po stymulacji metabolitami
mikrobioty (ekstrakty katu), ocena produkcji cytokin oraz profil ekspresji wybranych genow.
Badania immunologiczne, realizowane w ramach umowy Konsorcjum w kierowanej przeze
mnie jednostce CM UMK, dotycza 1) oceny dystrybucji obwodowych limfocytow T
subpopulacji komérek Thl, Th2, Th17, komorek regulatorowych Breg oraz Treg, jak réwniez
2) profilu odpowiedzi jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMCs) indukowanych
metabolitami mikrobioty pozyskanymi od pacjenta/dziecka grupy kontrolnej w uktadzie
autologicznym (ekstrakty wodne probek katu) w zakresie: a) produkcji cytokin pro- i przeciw-

zapalnych b) charakterystyki fenotypowej, tj. dystrybucji i stanu aktywacji limfocytow T o
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funkcji immunoregulacyjnej (Breg, Treg) oraz c) komorek o potencjale prozapalnym (Thl,
Th17). M¢j udziat w projekcie dotyczy opracowania koncepcji badan i prac eksperymentalnych
oznaczen metoda wielokolorowej cytometrii przeptywowej, wykonania analiz dystrybucji
populacji i fenotypizacji komorek limfocytow T CD4+ 1 Treg krwi pelnej i PBMCs po indukc;ji.
Wstepnie opracowane wyniki badan zostaty zaprezentowane w Filadelfii na konferencji
mie¢dzynarodowej w 2022 r. (2 wystgpienia plakatowe). Powyzszy grant realizowany jest
réwniez we wspotpracy z Klinikg Gastroenterologii, Hepatologii i Onkologii Klinicznej

Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego w Warszawie.

5.2.2. Wspélpraca z Uniwersytetem Medycznym w Poznaniu i Wielkopolskim Centrum

Onkologii

Moja wspotpraca naukowa z Uniwersytetem Medycznym w Poznaniu 1 Wielkopolskim
Centrum Onkologii (prof. Andrzej Marszatek) dotyczyta prac naukowych prowadzonych w
ramach podstawowych zadan badawczych Katedry Immunologii CM UMK i wspolpracy z
Katedrag Patomorfologii Klinicznej CM UMK, a dotyczyta dwoch tematow badawczych.
Pierwszy dotyczyl oceny wybranych aspektow immunoregulacyjnego dzialania egzogennego
surfaktantu ptucnego na modelu leukocytow krwi obwodowej (PBMC) w warunkach in vitro.
Moje zadania w ramach tego projektu obejmowaty:

e ustalenie optymalnych warunkéw immunosupresyjnego oddziatywania surfaktantu
zewngtrznego na proliferacje limfocytow T oraz PBMC w hodowlach in vitro,

e probe odwracania efektu supresyjnego przez cytokiny (IL-2) lub/i autologiczne
monocyty,

e okreSlenie ktore typy limfocytow s3 konieczne dla uzyskania efektu supresyjnego
(limfocyty T CD4+, CD8+, B, NK),

e ostatecznie wykazanie czy monocyty/makrofagi podlegaja kontroli limfocytow T w
warunkach aktywacji PBMC przez surfaktant egzogenny w obecno$ci mitogenu.
Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze PBMC indukowane

egzogennym surfaktantem charakteryzujg si¢ niskim poziomem proliferacji oraz silng supresja
odpowiedzi proliferacyjnej komorek stymulowanych mitogenem w warunkach wysokich
stezen surfaktantu w Srodowisku reakcji, bez wzgledu czy komodrkami stymulowanymi byty
PBMC czy izolowane monocyty. Bardzo cenng obserwacja byt fakt supresji odpowiedzi

proliferacyjnej izolowanych limfocytow 1 PBMC indukowanych mitogenem po uprzednim
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»primingu” badanych komorek z egzogennym surfaktantem, $cisle zaleznym od dawki, w
przypadku gdzie ten sam model stymulacji komoérek monocyta charakteryzowat sig
nadreaktywnos$cia badanych komorek. Rezultaty badan zaprezentowano w 2008 roku na
miedzynarodowym kongresie patologow w Barcelonie, w Hiszpanii [K35] oraz na
konferencjach krajowych [K37, K41].

Drugi temat badawczy dotyczyt wptywu czynnikow apoptotycznych i mitotycznych
(gtéwnie doksorubicyny) na zmiany cytoszkieletu aktynowego i ekspresji kofiliny w linii
komorkowej CHO AAS8. Badania realizowane byly w oparciu o wspolnie realizowany grant
MNiSzW (PN2). Do moich gtéwnych zadan badawczych nalezata ocena zmian komorkowych
metoda cytometrii przeptywowej takich jak: ocena odsetka komorek apoptotycznych w
uktadzie AnexinnV/7-AAD, ocena zmian cyklu komodrkowego traktowanych komorek i
fragmentacji DNA metoda TUNEL. Dodatkowo ocenialam wewnatrzkomorkowa ekspresje
aktyny w komorkach linii CHO AAS oraz izolowanych jadrach komérkowych po traktowaniu
doksorubicyng. Koncowe wnioski badan objetych wspotpraca ukazaly, ze doksorubicyna
indukuje dwa rozne sposoby $mierci komoérek w linii komérkowej CHO AAS: apoptoze i
katastrof¢ =~ mitotyczng.  Komodrki  przechodzace  katastrofe ~ mitotyczng  oprocz
charakterystycznych zmian wykazywaly cechy apoptozy i martwicy. Sugeruje si¢ rowniez, ze
w obu przedstawionych procesach bierze udzial specyficzna reorganizacja uktadu F-aktyny
wraz z jego znaczgcymi zmianami iloSciowymi (obserwowany wyrazny wzrost). Artykuly
bedace efektem wspotpracy to: PS5, P7, P8, P15. Wyniki zostaty zaprezentowane rowniez na 6

konferencjach migdzynarodowych.

5.2.3. Wspélpraca z Uniwersytetem Medycznym we Wroclawiu

Od wielu lat $cisle wspolpracuje z dr Heleng Moreira z Katedry 1 Zaktadu Podstaw Nauk
Medycznych, Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Analityki Medycznej, Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu, w ramach prowadzenia dziatalno$ci badawczo-szkoleniowej.
Wraz z dr H. Moreira organizujemy razem krajowe oraz mi¢dzynarodowe konferencje i
szkolenia (we wspotpracy z ExCyte) dotyczace cytometrii przeplywowej, jej wykorzystania w
pracach badawczych i diagnostycznych (zatacznik 4, pkt 11/8.3., 8.4.d). W ramach naszej
wspolpracy, w roku 2019 dr H. Moreira odbyta rowniez staz naukowy w Katedrze Immunologii
CM UMK, ktérego bytam bezposrednim koordynatorem. Wspodlnie prowadzone prace
badawcze dotycza gtownie zastosowania cytometrii przeptywowej do analizy nowotworowych

komorek macierzystych. Wstepne wyniki wspolnie prowadzonych badan z Katedrg 1 Zaktadem
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Podstaw Nauk Medycznych oraz grupg badawczg kierowang przez dr Christiana D. Muller we
Francji, zostaly przedstawione podczas konferencji cytometrycznej w Strasburgu w
pazdzierniku 2021 roku (K145). Ponadto planujemy rozszerzyé wspotprace naukowa o
wspolny projekt badawczy NCN dotyczacy oceny oznak przedwczesnego starzenia si¢ uktadu
immunologicznego u dzieci i mtodziezy z zespotem Downa oraz wptywu obserwowanego
polimorfizmu w trisomii 21 na zaburzenia procesow aktywnej metylacji i demetylacji DNA
(projekt w opracowaniu). W oparciu o duze do$wiadczenie metodyczne obu zespolow
zamierzamy wykorzysta¢ najnowoczesniejsze metody badawcze zwigzane z wykorzystaniem
wielokolorowej cytometrii przeplywowej do oceny fenotypow populacji limfocytow
(zwlaszcza komorek "starzeniowych", komorek regulatorowych oraz o potencjale
apoptotycznym i prozapalnym) oraz w oparciu o wystandaryzowang metodyke oceny enzymow
zaangazowanych w proces aktywnej metylacji/demetylacji DNA oceni¢ w jaki sposob

zaburzenia epigenetyczne wigzg sie z obserwowanym polimorfizmem Zespotu Downa.

6. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,ORGANIZACYJNYCH
ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE

6.1. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA

6.1.1. Zajecia dydaktyczne ze studentami CM w Bydgoszczy, UMK w Toruniu

Dydaktyka stanowi istotng czg$¢ mojej pracy zawodowej. Od 2000 roku prowadze
zajecia dydaktyczne, w tym seminaria, C¢wiczenia audytoryjne, zajecia praktyczne |
fakultatywne, z zakresu immunologii, immunodiagnostyki i immunopatologii dla studentow
Wydziatu Farmaceutycznego CM UMK: kierunek farmacja, kierunek analityka medyczna,
kierunek kosmetologia, dla studentow Wydziatu Lekarskiego CM UMK: kierunek lekarski
(studia stacjonarne i niestacjonarne), kierunek biotechnologia i biotechnologia medyczna
($rednio ok. 300 godzin dydaktycznych rocznie). Bior¢ czynny udzial w opracowaniu tresci
prowadzonych przez siebie zajeé, jak réwniez w opracowywaniu sylabusow tematow przeze
mnie realizowanych. Ponadto w latach 2010-2012 prowadzitam rowniez zajgcia w jezyku
angielskim ze studentami kierunku Lekarskiego English Division oraz zaj¢cia ze studentami z
programéow wymiany ERASMUS. Dodatkowo prowadzitam zajgcia w ramach studiow
podyplomowych dla kierunku Analityka Medyczna na Wydziale Farmaceutycznym CM UMK.

Wspoéttworzytam rowniez dwa autorskie programy zaje¢ fakultatywnych pt. :,,Podstawy
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immunoprofilaktyki i immunoterapii” oraz ,,Jmmunologia i immunopatologia skory”, ktore
prowadzitam na kierunkach kosmetologia oraz analityka medyczna.

W ramach promoc;ji uczelni macierzystej prowadzitam warsztaty naukowe podczas Dni
Nauki CM UMK ,,MEDICALIA” oraz zaj¢cia warsztatowe dla licealistow w ramach promoc;ji

kierunkéw studiow Wydzialu Farmaceutycznego.

6.1.2. Promotorstwa i opieka nad naukowymi pracami studentéw

a) Opiekun 11 oraz recenzent 3 prac magisterskich wykonanych przez studentow
kierunku Farmacja, Analityka Medyczna i Biotechnologia CM UMK.

b) Promotor pomocniczy przewodu doktorskiego mgr Izabeli Kubiszewskiej. Uchwata
Nr 167/2014 Rady Wydziatu Farmaceutycznego z dnia 9 grudnia 2014 r.

6.2. DZIALALNOSC ORGANIZACYJNA ORAZ POPULARYZUJACA NAUKE

6.2.1. Organizacja miedzynarodowych i krajowych konferencji, szkolen i warsztatow

naukowych

Od wielu lat zajmuje si¢ organizowaniem konferencji, szkolen i1 kursow, zarowno
mig¢dzynarodowych jak i krajowych z zakresu podstaw techniki cytometrii przeplywowe;j, jak 1
jej zastosowania w diagnostyce i1 badaniach naukowych. W 2012 roku bytam cztonkiem
komitetu naukowego Il Zjazdu Polskiego Towarzystwa Cytometrii (PTC) w Kazimierzu
Dolnym (zatacznik 4, pkt 11/8.1.) oraz cztonkiem rady naukowej kwartalnika Polskiego
Towarzystwa Cytometrycznego pt. ,,Cytometria Polska” (zatacznik 4, pkt 11/12). Od 2015 roku
jestem wolontariuszem Europejskiego Towarzystwa Klinicznej Analizy Komoérki (ESCCA),
gdzie odpowiedzialna jestem za pomoc w organizacji logistycznej konferencji
miedzynarodowych Organizatorom Glownym (zatacznik 4, pkt 11/8.2.). Od roku 2018 jestem
gldownym wspotorganizatorem i cztonkiem komitetu naukowego miedzynarodowych spotkan
organizowanych w Polsce we wspolpracy z ExCyte i Uniwersytetem Medycznym we
Wroctawiu (zalacznik 4, pkt 11/8.3.). W ramach swojej dziatalnosci promujacej nauke
zorganizowatam rowniez 6 konferencji i szkolen/warsztatow krajowych (zatacznik 4, pkt 11/8.4.
oraz pkt 11/8.5.), w tym dwa we wspotpracy ze Studenckim Towarzystwem Diagnostow
Laboratoryjnych CM UMK. Pragne podkresli¢, ze organizowane przeze mnie spotkania

kazdorazowo potwierdzone sg certyfikatem uczestnictwa i wielokrotnie umozliwiaty uzyskanie
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punktow ,twardych” KIDL w ramach cigglego szkolenia zawodowego dla diagnostow
laboratoryjnych. W 2022 roku bylam rowniez cztonkiem komitetu organizacyjnego
miedzynarodowej konferencji ISAC w Filadelfii, US (zatacznik 4, pkt 11/8.6.).

Prowadzitam tez wyklady w ramach sesji naukowych spotkan konferencyjno-

szkoleniowych na zaproszenie (zatacznik 4, pkt 11/7).

6.2.2. Czlonkostwa w towarzystwach naukowych, czlonkostwa w komitetach

redakcyjnych i radach naukowych czasopism

Jestem cztonkiem wielu migdzynarodowych i krajowych organizacji i towarzyStw
naukowych w obszarze immunologii/cytometrii/analizy komorek. Do jednych z wazniejszych
zaliczy¢ moge swoja dziatalno$¢ jako egzaminator w Panstwowej Komisji Egzaminacyjnej
w obszarze Laboratoryjna Immunologia Medyczna, ktora odpowiada za przeprowadzenie
PESDL, zaré6wno egzaminu czesci teoretycznej, jak i praktycznej. Rowniez, juz od wielu lat,
zaangazowana jestem w scalanie S$rodowiska cytometrycznego w Polsce, wspierania i
promowania Polskiego Towarzystwa Cytometrii (PTC) i osob, ktore zwigzane sg z metoda
cytometrii przeptywowej, zaroOwno w obszarach diagnostyki, jak i nauki. Od 2012 roku jestem
cztonkiem, a od 2017 roku Prezesem-elektem PTC. Od 2020 roku jestem radnym komisji
Towarzystw Stowarzyszonych ISAC oraz radnym komisji przyznajacej nagrody i
wyréznienia zastuzonych osob dla ISAC (Awards and Nominating Committee: 2021-2022)
(zatacznik 4, pkt 11/10).

6.2.3. Uczestnictwo w edukacyjnych programach europejskich

W roku 2021 bylam autorem projektu naukowego i opiekunem studenta 5 roku
kierunku: Medycyna i Chirurgia University College Hospital, Ibadan, Oyo Sate, z Nigerii,
przebywajacego w Katedrze Immunologii CM UMK w ramach migdzynarodowego programu
TABMED (Torun and Bydgoszcz Medical Summer Program) realizujacego temat pt:
,,Phenotypic and functional characteristics of mucosal associated invariant T cells -MAITSs in

patients with civilization diseases (hypertension, cardiac diseases)” (zalacznik 4, pkt 11/14).
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7. INNE INFORMACJE DOTYCZACE DZIALANOSCI NAUKOWEJ

7.1. Udzial w konferencjach naukowych, szkoleniach i warsztatach

Od poczatku swojej pracy zawodowej regularnie i czynnie uczestnicz¢ w krajowych 1
zagranicznych konferencjach oraz warsztatach i kursach po$wigconych tematom mojego
obszaru naukowego. Oprocz rozdzialéw monografii i publikacji zamieszczonych w wykazie
osiggnie¢ naukowych (zatgcznik 4, pkt 11/2 i pkt 4) jestem autorem/wspotautorem tgcznie 147
krajowych i zagranicznych doniesien konferencyjnych (zatacznik 4, pkt 11/7.4.).

W celu doskonalenia wiedzy i umiejetnosci praktycznych bytam réwniez uczestnikiem
17 kurséw doszkalajacych z zakresu cytometrii przeplywowej i immunologii, kazdorazowo

potwierdzonych certyfikatem (zatacznik 4, pkt 11/17.2.).

7.2. Realizacja projektow badawczych

Jestem zaangazowana w realizacje wielu projektow naukowych finansowanych zaréwno
ze zrodet zewnetrznych (13 grantéw MNiSzW/NCN), jak rowniez zrodet wewnetrznych, w tym
jestem kierownikiem jednego z nich. Od roku 2000 do chwili obecnej (corocznie) jestem
cztonkiem zespotu wykonujagcym badania w ramach podstawowej dziatanos$ci badawczej i
statutowej Katedry Immunologii CM UMK (zatgcznik 4, pkt 11/9).

W latach 2020-2022 bytam czlonkiem wieloosrodkowego zespotu badawczego w
obszarze ,New insight into chronic diseases: from risk factors, through prevention, diagnosis
to treatment” W ramach konkursu Inicjatywy Doskonatosci - Uczelni Badawczej (IDUB)
(zatacznik 4, pkt 11/15).

7.3. Staze naukowe
Odbytam 4 staze w renomowanych oSrodkach zagranicznych oraz trzymiesi¢eczny

staz naukowo-dydaktyczny w ramach Projektu pt. ,, Z nauki do biznesu-ll edycja”

wspotfinansowanego z Europejskiego Funduszu Spotecznego, Programu Operacyjnego

Kapitatu Ludzkiego (zatacznik 4, pkt [1/11).
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7.4. Recenzowanie publikacji i projektow

7.4.1. Jestem recenzentem projektéw konkursowych Grants4NCUStudents IDUB UMK.

7.4.2. Recenzowatam projekt naukowy na prosbe Medical Research Council (Singapur):
“Evaluation of Lactobacillus strains and routes of delivery for optimization of immune
responses to secreted antigens”.

7.4.3. Bylam recenzentem zagranicznego czasopisma: Oxidative Medicine and Cellular
Longevity (zatacznik 4, pkt 11/13 i pkt 16).

7.5. Nagrody i wyrodznienia.

Trzykrotnie otrzymatam nagrod¢ zespotowa Jego Magnificencji Rektora UMK za
osiggniecia naukowo-badawcze. W roku 2016 zostalam wyrdzniona listem gratulacyjnym
Ministra Zdrowia i otrzymatam tytut ,, Specjalista 2016” (zatacznik 4, pkt 11/17.1.).

7.6. Wspélpraca z otoczeniem gospodarczym.

Jestem wspotzatozycielem i wspolnikiem spotki spin-off, spotki z 0.0. ,,Jmmbionic-
science for health”, w ktorej sktad wchodzi miedzy innymi Centrum Transferu Technologii
UMK. Spotka prowadzi dziatalno§¢ naukowo-badawcza i1 edukacyjng. Od kilku lat
wspotpracuje rowniez z firmg SANPROBI, spotka z 0.0. Sp.k. (uznany w Polsce ekspert
W suplementacji probiotycznej) w zakresie wykorzystania metody cytometrii przeptywowej w

badaniach mikrobiologicznych (zatacznik 4, pkt 111/3).

7.7. Informacje naukometryczne

Researcher ID: G-8885-2014
ORCID: 0000-0001-7666-504X
Scopus Author ID: 26658949100

INFORMACJE DODATKOWE

Liczba cytowan wedlug Web of Science: 586 (bez autocytowan: 547)
Index Hirscha wedlug Web of Science: 16

Liczba cytowan wedlug Scoupus: 619 (bez autocytowan: 577)

Index Hirscha wedtug Scopus: 16
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przed uzyskaniem

po uzyskaniu

stopnia doktora stopnia doktora facznie
publikacje w
czasopismach 0 45 45
indeksowanych w JCR
IF=111,348 IF=111,348

IF/pkt. MNiSW/pkt.
MEiN

IF=0/0 pkt. MNiSW

/828 pkt. MNiSW

/710 pkt MEIN

/828 pkt. MNiSW

/710 pkt MEiN

publikacje w
czasopismach spoza 2 2 4
JCR (bez IF)

. . . 4 pkt. MNiSW 12 pkt. MNiSW
pkt. MNiSW/pkt. MEIN 8 pkt. MNiSW 120 pkt. MEIN 120 pkt. MEIN
Rozdzialy_w 1 18 19
monografiach

. . . 82 pkt. MNiSW 85 pkt. MNiSW
pkt. MNiSW/pkt. MEIN 3 pkt. MNiSW 120 pkt. MEIN 120 pkt. MEIN
inne doniesienia 9 138 147
naukowe

w tym w formie
wykladéw na 0 3 3
zaproszenie
w tym w formie
streszczen, referatow i 9 135 144
plakatéw
w tym Jal.<o autor 2 9 11
prezentujacy
udzial w projektach
badawczych 0 13 13
zewnetrznych
w tym jako 0/0 0/13 0/13
kierownik/wykonawca
udzial w projektach
badawczych 0 8 8
wewnetrznych
w tym jako
kierownik/wykonawca 0/0 7 L
promotorstwo 0 1 1
pomocnicze
recenzje prac 0 1 1
naukowych
recenzje projektow 0 1 1
badawczych
opieka nad pracami 0 11 11
dyplomowymi
recenzje prac 0 3 3
dyplomowych
suma IF 0 111,348 111,348
suma pkt MNiSW 11 914 925
suma pkt MEIN 0 750 750
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