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1. Maria Podbielska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe / artystyezne — z podaniem nazwy,
miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskie;j.

27.06.2003 stopien doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biologia, nadany uchwatg Rady
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej (IITD) im. Ludwika
Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk (PAN) we Wroctawiu na podstawie
przedtozonej rozprawy doktorskiej pt.: ,Antygeny grupowe A, B i H
w glikoforynie A erytrocytéw ludzkich”. Promotor: Prof. dr hab. Hubert
Krotkiewski, praca doktorska wyrdzniona przez Rade Naukowg IITD PAN.

27.06.1997 dyplom mgr inz. na kierunku Biotechnologia, specjalno$¢: Biotechnologia
Molekularna i Biokataliza, Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemiczny, tytut
pracy magisterskiej: ,ldentyfikacja antygenéw grupowych A i B

w oligosacharydach O-glikozydowych glikoforyny ludzkiej”. Promotor: Prof. dr
hab. Hubert Krotkiewski, dyplom ukonczenia studiéw z wyrdznieniem.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/

artystycznych.

06.2015-04.2016  Research Specialist
Ralph H. Johnson VA Medical Center,
Charleston, SC, USA
Laboratorium Prof. dr. Narena L. Banika

11.2014-04.2016  Visiting Research Scholar
Medical University of South Carolina, Department of Neurosciences,
Charleston, SC, USA
Laboratorium Prof. dr. Narena L. Banika

od 09.2012 Adiunkt
IITD PAN,
Zaktad Mikrobiologii, Laboratorium Biatek Sygnatowych,
Wroctaw, Polska
Laboratorium Prof. dr. hab. Janusza Matuszyka, a nastepnie pod kierownictwem
Prof. dr. hab. Jakuba Siednienko

07.2012-08.2012  Visiting Research Scholar
Medical University of South Carolina, Department of Biochemistry and
Molecular Biology, Lipidomics Shared Resource,
Charleston, SC, USA
Laboratorium Prof. dr Alicji Bielawskiej

03.2012-06.2012  Visiting Research Scholar
Medical University of South Carolina, Department of Neurosciences,
Charleston, SC, USA
Laboratorium Prof. dr. Narayana R. Bhata
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07.2011-08.2012  Adiunkt
[ITD PAN,
Zaktad Immunochemii, Laboratorium Glikokoniugatow,
Wroctaw, Polska
Laboratorium Prof. dr. hab. Huberta Krotkiewskiego

10.2010-02.2011 Post-doctoral Research Fellow
Heinrich Heine University, Department of Neurology,
Disseldorf, Germany
Laboratorium Prof. Norberta Goebelsa

09.2005-04.2010  Post-doctoral Research Fellow
Georgia Regents University, Institute of Molecular Medicine and Genetics,
Laboratory for Research upon Multiple Sclerosis,
Augusta, GA, USA
Laboratorium Prof. Edwarda L. Hogana

05.2004-09.2005  Post-doctoral Research Fellow
Georgia Regents University, Center of Biotechnology and Genomic Medicine,
Augusta, GA, USA
Laboratorium Prof. dr. Piotra Kraja

09.1997-06.2011  Asystent
[ITD PAN,
Zaktad Immunochemii, Laboratorium Glikokoniugatéw,
Wroctaw, Polska
Laboratorium Prof. dr. hab. Huberta Krotkiewskiego

4. Opis osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

a) osiggnieciem w mysl ww. ustawy jest wskazany ponizej jednotematyczny
cykl publikacji, dotagczony do dokumentacji jako Zalgcznik nr 4, objety tytutem:

,udzial wybranych komdrek ukladu odpornosciowego | mediatorow
w modulowaniu zaburzonej odpowiedzi immunologicznej w stwardnieniu
rozsianym”.

1. M. Podbielska and E.L. Hogan. Molecular and immunogenic features of myelin
lipids: incitants or modulators of multiple sclerosis? Mult. Scler. 15(9), 1011-1029,
2009.

IF3- 3.279, punkty MNiSWP®-32, Liczba cytowan “°-28

® Warto$¢ wspétczynnika wptywu (IF) zgodnie z rokiem opublikowania.

®Liczba punktéw wedtug polskiego systemu punktacji czasopism (MNiSW), zgodnie z rokiem opublikowania.

© Liczba cytowan (z uwzglednieniem autocytowan), wedtug bazy Web of Science (WoS, All Databases), stan
z dnia 31 maja 2018 r.

d Wedtug bazy Scopus Elsevier artykut dodatkowo cytowany w: Brain Sci. 3(3)1282-1324, 2013; Autoimmune
Dis. 1(1), 932351, 2011; Lipid Tech. 23 (3), 64-66, 2011; Clin. Exp. Neuroimmunol. 1(2), 47-60, 2010 oraz

Audiological Med. 7(4), 178-179, 2009 (cytowan tych nie uwzgledniono w podsumowaniu cytowan).
3


https://www.scopus.com/sourceid/21100223559?origin=resultslist
https://www.scopus.com/sourceid/21100223559?origin=resultslist
https://www.scopus.com/sourceid/16800154714?origin=recordpage
https://www.scopus.com/sourceid/19700188334?origin=resultslist
https://www.scopus.com/sourceid/13624?origin=resultslist

Autoreferat, dr inz. Maria Podbielska
I . . ———————— . ————————————.———

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 80%: wiodgcy udziat w wyborze tematu, analizie
i doborze literatury, graficzne zaprojektowanie ryciny przedstawiajgcej architekture i molekularng
strukture mieliny (Rycina 1), samodzielne napisanie manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi dla

recenzentdw, ostateczne zredagowanie manuskryptu po recenzjach i przygotowanie pracy do druku.

2. M. Podbielska, S. Dasgupta, S.B. Levery, W.W. Tourtellotte, H. Annuk, A.P.
Moran, E.L. Hogan. Novel myelin penta- and hexa-acetyl-galactosyl-ceramides:
structural characterization and immunoreactivity in cerebrospinal fluid. J. Lipid Res.
51(6), 1394-1406, 2010.

IF3-6.115, punkty MNiSWP-32, Liczba cytowan®-9

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 80%: wiodgcy udziat w planowaniu i przeprowadzeniu
eksperymentow — izolacja i oczyszczanie FMCs (ang. fast migrating cerebrosides), acetylacja GalCer,
analiza oczyszczonych preparatéow FMC-5, -6 i -7 za pomocqg TLC, immunizacja zwierzgt, oczyszczanie
poliklonalnego przeciwciata anty-FMC-7, badanie immunoreaktywnosci przeciwciata anty-FMC-7
z lipidem MfGL-Il wyizolowanym z M. fermentans i lipidem FMC-7 pochodzgcym z ludzkiego mdzgu
oraz przeciwciatami klasy 1gG pochodzgcymi z ptynu mdzgowo rdzeniowego od pacjentow z MS
z glikolipidem MYfGL-II wyizolowanym z M. fermentans i LPS wyizolowanym z E. coli J5 za pomocg
immuno-TLC, skrining 1gG pochodzqgcych z ptynu modzgowo-rdzeniowego od chorych z objawami
deficytu neurologicznego sugerujgcymi rozsiany proces demielinizacyjny oraz z grup referencyjnych,
tj. od chorych z objawami uszkodzenia uktadu nerwowego o podtfozu zapalnym Ilub niezapalnym, na
ich antylipidowq aktywnosc z wykorzystaniem testu ELISA; wiodqcy udziat w przygotowaniu pracy do
druku, udziat w analizie i interpretacji wynikdw, samodzielne napisanie manuskryptu, przygotowanie

odpowiedzi dla recenzentdw, ostateczne zredagowanie manuskryptu po recenzjach.

3. M. Podbielska, Z.M. Szulc, E. Kurowska, E.L. Hogan, J. Bielawski, A. Bielawska,
N.R. Bhat. Cytokine-induced release of ceramide-enriched exosomes as a mediator
of cell death signaling in an oligodendroglial cell line. J. Lipid Res. 57(11), 2028-
2039, 2016.

IF3- 4.810, punkty MNiSWP’-35, Liczba cytowan®'-5

¢ Wedtug bazy Scopus Elsevier artykut dodatkowo cytowany w: Brain Sci. 3(3)1282-1324, 2013; Clin. Exp.
Neuroimmunol. 3(3), 89-108, 2012; The immunology of multiple sclerosis (Book Chapter) Multiple Sclerosis
Therapeutics, Fourth Edition 20-34, 2011 oraz Nuclear magnetic resonance of cerebrospinal fluid: The
neurometabolome (Book Chapter) Methodologies for Metabolomics: Experimental Strategies and Techniques
257-270, 2010 (cytowan tych nie uwzgledniono w podsumowaniu cytowan).

fWedfug bazy Scopus Elsevier artykut dodatkowo cytowany w: J. Neuroimmunol. 309, 88-99, 2017 (cytowanie
nieuwzglednione w podsumowaniu cytowan).


https://www.scopus.com/sourceid/19700188334?origin=resultslist
https://www.scopus.com/sourceid/19700188334?origin=resultslist
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84927102138&origin=resultslist&sort=plf-f&cite=2-s2.0-77952682102&src=s&imp=t&sid=599ee2568de5b6f7dcdb9226a55094fb&sot=cite&sdt=a&sl=0&relpos=6&citeCnt=6&searchTerm=
https://www.scopus.com/display/book.uri?sourceId=21100384474&requestedPage=book
https://www.scopus.com/display/book.uri?sourceId=21100384474&requestedPage=book
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84925689487&origin=resultslist&sort=plf-f&cite=2-s2.0-77952682102&src=s&imp=t&sid=599ee2568de5b6f7dcdb9226a55094fb&sot=cite&sdt=a&sl=0&relpos=9&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84925689487&origin=resultslist&sort=plf-f&cite=2-s2.0-77952682102&src=s&imp=t&sid=599ee2568de5b6f7dcdb9226a55094fb&sot=cite&sdt=a&sl=0&relpos=9&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/display/book.uri?sourceId=21100381397&requestedPage=book
https://www.scopus.com/sourceid/16749?origin=resultslist

Autoreferat, dr inz. Maria Podbielska
I . . ———————— . ————————————.———

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 80%: pomystodawca koncepcji przeprowadzonych badan
(projekt realizowany w ramach grantu Du Pré sponsorowanego przez Miedzynarodowq Federacje
Stwardnienia Rozsianego w Londynie oraz grantu HARMONIA 4 finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki); wiodgcy udziat w planowaniu doswiadczen: prowadzenie hodowli linii komdrkowej
HOG (80% udziatu), stymulacja komdrek HOG prozapalnymi cytokinami TNF-a i IFN-y, egzosomami
wydzielonymi po traktowaniu komdrek ww. cytokinami oraz egzogennym C6- i C16-Cer, analiza
Zywotnosci komdrek za pomocq testu MTT, izolacja egzosomdw, okreslenie wpfywu TNF-a i IFN-y na
komédrkowy i egzosomalny poziom sfingolipiddw, analiza statystyczna i interpretacja wynikow
uzyskanych za pomocq tandemowej spektrometrii masowej HPLC-MS/MS - okreslenie profili
lipidowych; wiodgcy udziat we wszystkich etapach prowadzgcych do przygotowania pracy do druku,
w tym: samodzielne napisanie manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi dla recenzentéw, ostateczne

zredagowanie manuskryptu po recenzjach.

4. J. O'Keeffe, M. Podbielska, E.L. Hogan. Invariant natural killer cells and their

ligands: focus on multiple sclerosis. Immunology 145, 468-475, 2015.

IF3-4.078, punkty MNiSW"-30, Liczba cytowan®-10

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 40%: artykut przygotowany na zaproszenie, udziat
w wyborze tematu, pisaniu manuskryptu i przygotowaniu pracy do druku.

5. C. Gately, M. Podbielska, T. Counihan, M. Hennessy, T. Leahy, A.P. Moran, E. L.
Hogan, J. O’'Keeffe. Invariant natural killer T-cell anergy of circulating lymphocytes to
myelin polyacetylated-B-galactosyl-ceramides in multiple sclerosis. J. Neuroimmunol.
259 (1-2), 1-7, 2013.

IF3-2.786, punkty MNiSWP-25, Liczba cytowan®-8

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 50 %: preparacja mieszaniny FMCs z mozgu, izolacja
i oczyszczanie FMC-7, udziat w planowaniu doswiadczeri dotyczqcych badar funkcjonalnych
endogennych sktadnikdw mieliny, udziat w opracowaniu i interpretacji wynikéw oraz przygotowaniu

pracy do druku.

6. M. Podbielska, A. Das, A. W. Smith, A. Chauhan, S.K. Ray, J. Inoue, M. Azuma,
K. Nozaki, E.L. Hogan and N.L. Banik. Neuron-Microglia Interaction Induced Bi-
directional Cytotoxicity Associated with Calpain Activation. J. Neurochem. 139(3),
440-455, 2016.

IF3-4.083, punkty MNiSW"-30, Liczba cytowan®-8
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Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 70%: wspdtautorstwo w koncepcji badan (projekt
realizowany w ramach stypendium sponsorowanego przez Fundacje Kosciuszkowskq oraz grantu
finansowanego przez Polsko-Amerykariskq Komisje Fulbrighta); izolacja PBMCs (ang. peripheral blood
mononuclear cells) z krwi obwodowej od pacjentow z MS, aktywacja PBMCs za pomocq przeciwciat
anty-CD3 i anty-CD28, prowadzenie hodowli szczurzych neurondw, ich stymulacja za pomocq IFN-y,
wyciszenie genu kalpainy za pomocq inhibitorow kalpainy (kalpeptyny i SNJ-1945), jak rdéwniez
technikg siRNA (ang. small interfering RNA), ocena Zywotnosci komdrek za pomocq testu MTT,
analiza statystyczna wynikow; wiodqcy udziat w opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do
druku: graficzne zaprojektowanie ryciny podsumowujgcej wyniki (Rycina 8), samodzielne napisanie
manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi dla recenzentéw, ostateczne zredagowanie manuskryptu po

recenzjach.

Wprowadzenie

Stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis, MS) jest przewlektym schorzeniem
osrodkowego uktadu nerwowego (ang. central nervous system, CNS) o podtozu
autoimmunologicznym. W badaniach histopatologicznych tkanek pacjentéw z MS stwierdza sie
naciek limfocytéw T, komdrek B i makrofagdw oraz uszkodzenie oligodendrocytdw i degeneracje
aksonéw (aksonopatie). Morfologicznym wyktadnikiem tych zmian jest powstawanie ognisk
demielinizacyjnych, tzw. plak. To wieloogniskowe uszkodzenie jest wynikiem naktadania sie proceséw
zapalno-demielinizacyjnych z postepujgcy aksonopatia i uszkodzeniem neurondéw oraz nieefektywng
neuroregeneracjg w CNS (Zat. 3, 1ID[2]).

Choroba ma najczesciej przebieg wielofazowy z okresami zaostrzen (rzutdéw) i poprawy
(remisji) — posta¢ remitujgco-nawracajgca (ang. relapsing remitting MS, RRMS). W pdzniejszych
etapach schorzenia u wiekszosci chorych obserwuje sie stopniowg progresje objawdw deficytu
neurologicznego — przejscie w posta¢ wtdrnie postepujaca (ang. secondary progressive MS, SPMS).
U niewielkiego odsetka pacjentdw od poczatku choroba przybiera postaé pierwotnie postepujaca
(ang. primary progressive MS, PPMS). Obecnie przyjmuje sie, ze w fazach choroby z okresami
zaostrzen dominuje proces zapalny, za$§ w postaciach PPMS i SPMS dominuje proces
neurodegeneracyjny’. W populacji chorych na MS obserwuje sie znaczne réznice indywidualne
przebiegu choroby: od postaci tagodnej, z minimalnymi objawami deficytu neurologicznego, do form
agresywnych, prowadzacych do ciezkiej niesprawnosci, a nawet zgonu.

Réznorodnej manifestacji klinicznej schorzenia towarzyszy réwniez zrdinicowanie pod

wzgledem histopatologicznym. Zmiany zapalno-demielinizacyjne zlokalizowane ogniskowo w istocie
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biatej CNS sg najbardziej typowa neuropatologiczng zmiang poczatkowego okresu choroby. W fazie
progresywnej schorzenia dominuje rozlany proces zapalny, obejmujacy cate modzgowie wraz
z oponami madzgowo-rdzeniowymi. Ostre ogniska demielinizacyjne zlokalizowane s3 najczesciej
w istocie biatej, aczkolwiek ich obecno$¢ wykazano takze w istocie szarej CNS?. Szczegétowe badania
histopatologiczne umozliwity podziat aktywnych plak demielinizacyjnych na cztery odrebne podtypy
charakteryzujgce sie zrdinicowanymi cechami nagromadzenia komodrkowych i humoralnych
elementéw uktadu odpornoéciowego oraz zmianami demielizacyjnymi o réznym stopniu nasilenia’.

Dotychczas nie poznano wszystkich mechanizmédw powodujgcych uruchomienie zespotu
procesow, skutkujacych eskalacja odpowiedzi autoimmunologicznej, prowadzacych w konsekwencji
do wytworzenia rozsianych zmian demielinizacyjnych istoty biatej i szarej w CNS. Powszechnie uwaza
sie, ze u 0s6b podatnych genetycznie moze dochodzi¢ do aktywacji autoreaktywnych limfocytéow T
pod wpltywem réznych czynnikdw, np. infekcji niezidentyfikowanym dotychczas patogenem
wirusowym lub bakteryjnym. Aktywacji odpowiedzi autoimmunologicznej i klinicznej manifestacji
schorzenia sprzyjajg prawdopodobnie réwniez inne bodice, m. in. przestrojenie hormonalne,
niedobdr witaminy D, stres. Wczesne rozpoznanie choroby, jak rowniez wczesne prognozowanie jej
przebiegu sg nadal utrudnione. Mimo licznych badan nie znaleziono dotychczas specyficznych
biomarkeréw przydatnych w tej dziedzinie. Podobne trudnosci zwigzane sg z monitorowaniem
postepujgcych proceséw zapalnych i neurodegeneracyjnych oraz przewidywaniem odpowiedzi na
wdrozone leczenie u poszczegdlnych pacjentdw. Zalecane obecnie strategie terapeutyczne w MS
obejmuja: leczenie rzutu (dozylne krdotkotrwate podanie kortykosteroidéwy), dtugotrwatg modyfikacje
przebiegu choroby (leki immunomodulacyjne) oraz leczenie objawowe, eliminujgce lub tagodzace
poszczegdlne objawy neurologiczne®. Szeroki wachlarz lekéw immunomodulacyjnych obejmuije:
i) podawane podskdrnie lub domiesniowo — IFNB-1a (Avonex, Rebif), IFNB-13 (Betaferon) oraz
kopolimer sktadajacy sie z 4 aminokwaséw — octan glatirameru (Copaxone); ii) podawane doustnie —
chlorowodorek 2-amino-2-[2-(4-oktylofenylo)etylo]propano-1,3-diolu, znany rdowniez pod nazwa
fingolimodu (Gilenya), dimetylofumaran (Tecfidera), teryflunomid (Aubagio) oraz iii) podawane
dozylnie — przeciwciato skierowane przeciwko podjednostce a4 integryny VLA-4 (ang. very late
antygen 4) aktywnych limfocytéw, preparaty biologiczne: natalizumab (Tysabri) i alemtuzumab
(Lemtrada). W postaciach postepujgcych MS podejmuje sie prdoby leczenia immunosupresyjnego
(azatiopryna, metotrexat, mitoksantron).

Pomimo znacznego postepu prac nad nowymi lekami, mozliwosci leczenia MS sg nadal
ograniczone, a obecnie dostepne terapeutyki nie spetniajg poktadanych w nich nadziei. Przewazajaca
cze$¢ lekow jedynie modyfikuje przebieg MS, a nie trwale powstrzymuje, czy odwraca proces
chorobowy co w konsekwencji prowadzi do pogtebiajacej sie niesprawnosci pacjentéw. Dodatkowo,

oddziatywanie wiekszosci stosowanych lekédw jest ukierunkowane na proces zapalno-
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demielinizacyjny. Jedynie w przypadku nielicznych wykazano efekt neuroprotekcyjny, jednakze dla
zadnego z nich nie udowodniono skutecznego dziatania spowolniajgcego faze progresywng
schorzenia®.

Doktadne poznanie mechanizmoéw patofizjologii MS jest wiec wielkim wyzwaniem dla
neuroimmunologéw. Umozliwitoby to poszerzenie wiedzy na temat molekularnych zaleznosci
prowadzagcych do uszkodzenia istoty biatej i szarej w CNS. Co istotniejsze, poznanie tych
mechanizméw, mogtoby by¢ inspiracja do poszukiwania nowych, efektywniejszych
i bezpieczniejszych metod terapeutycznych, opartych na celowanej ingerencji farmakologicznej
majacej na celu zapobieganie okreslonym procesom patologicznym (zapalna demielinizacja,

neurodegeneracja) oraz skuteczne pobudzanie proceséw naprawczych, takich jak remielinizacja®.

Rola uktadu odpornosciowego w rozwoju MS. Efektywna odpowiedZ odpornosciowa organizmu
zalezy od scistej kooperacji wzajemnie uzupetniajgcych sie mechanizméw odpornosci wrodzonej
i nabytej, jednakze stopien ich powigzania nie jest ostatecznie okreslony. Kluczowe funkcje uktadu
immunologicznego to rozpoznanie i eliminacja réznorodnych patogendw oraz tolerancja na wtasne
antygeny. Odpornos¢ nabyta zwigzana jest z obecnoscig antygenowo swoistych receptoréw na
komdrkach B i T, ktdre powstajg w wyniku somatycznej rearanzacji genéw. Cechg charakterystyczng
odpowiedzi immunologicznej jest wysoka swoistos¢ wigzania okreslonego antygenu, warunkujgca
tzw. pamie¢ immunologiczng, umozliwiajacg szybszg i skuteczniejszg odpowiedZ uktadu
odpornosciowego przy ponownym kontakcie z tym samym antygenem. Odpornos¢ nabyta (swoista)
jest wynikiem ztozonej sekwencji zdarzen z udziatem réznych subpopulacji limfocytéw T (odpowiedz
komérkowa) oraz limfocytéw B i komérek plazmatycznych (odpowiedz humoralna)’. Odpornosé
wrodzona (nieswoista) odpowiada za stymulacje i modulacje odpornosci nabytej. Pierwsza linia
obrony obejmujgca bariery anatomiczne, takie jak skora, btony $luzowe zotadka, jelit i uktadu
oddechowego, zapobiega inwazji czynnikdw chorobotwodrczych. Zapore do miejsca immunologicznie
uprzywilejowanego, jakim jest CNS, stanowi ztozona w swej budowie bariera krew-modzg. Drugg linie
obrony stanowig komoérki odpornosciowe warunkujgce odpowied? wrodzong, m.in. komorki
dendrytyczne, komorki tuczne, makrofagi, mikroglej, astrocyty oraz rdzne populacje limfocytéw,
takich jak: limfocyty T v, komérki MAIT (ang. mucosal- associated invariant T cells), limfocyty B1,
komérki B strefy brzeinej (ang. marginal zone B cells) oraz komérki NK (ang. natural killer)®.
Odpornos¢ wrodzona wykorzystuje nabyty ewolucyjnie szereg receptoréw zwanych PRR (ang.
pathogen recognition receptor), rozpoznajacych: i) molekularne wzorce patogendéw (ang. pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs), tj. struktury charakterystyczne dla drobnoustrojéw badz tez
ii) molekularne wzorce sygnalizujgce ,zagrozenie” (ang. danger-associated molecular patterns,

DAMPs), tj. wtasne czasteczki uwolnione na skutek uszkodzenia komérki badz jej émierci®.
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Od wielu lat toczy sie szeroka dyskusja dotyczgca przyczyn powstawania MS,
a w szczegblnosci przyczyny pierwotnej, inicjujgcej kaskade proceséw prowadzacych do zmian
morfologicznych i histologicznych w CNS w etiopatogenezie MS. Uwaza sie, ze zasadniczg role
odgrywa tutaj zaburzona odpowiedZ immunologiczna. Nie zostato dotychczas w petni wyjasnione,
jakie czynniki wptywajg na zatamanie bariery krew-mézg, skutkujgce penetracjg limfocytow T i B do
CNS. Badania ostatniej dekady przyczynity sie do znacznego postepu w zrozumieniu roli obu
segmentéw uktadu odpornosciowego i powigzaniu ich z réznymi etapami MS (Zat. 3, 1IA[1]).
Wykazano, ze podczas gdy odpornosc¢ nabyta odpowiada za stymulacje ostrych proceséw zapalnych,

odpornos¢ wrodzona odgrywa wiekszg role w patomechanizmach postepujacego stadium MS.

Cele badawcze

Przedstawione do oceny osiggniecie naukowe obejmuje serie szesciu artykutéw (Zatgcznik 5),
ktore taczy cel ogdlny, jakim jest wyjasnienie mechanizmoéow lezgcych u podstaw zapalnej
demielinizacji i postepujacej neurodegeneracji w MS. Badania te, zgodnie z moimi
zainteresowaniami, skupiaty sie gtéwnie na problemach dotyczacych zaburzonej odpowiedzi
immunologicznej w MS, a szczegdlnie na roli glikosfingolipidéw (ang. glycosphingolipids, GSLs) w tym

procesie. Postep w tej dziedzinie zamierzano uzyska¢ poprzez realizacje nastepujgcych celéw

szczegodtowych:
. charakterystyka strukturalna GSLs zwigzanych z mieling;
. badanie immunogennych wtasciwosci tych GSLs, prowadzacych do produkcji autoprzeciwciat;

° wyjasnienie roli produktow degradacji GSLs, ktdrym przypisuje sie funkcje bioaktywnych
mediatoréw uszkadzajgcych ostonke mielinowg aksondw u pacjentéw z MS;

° okreslenie immunoregulacyjnych mechanizméw odpowiedzialnych za immunologiczng
tolerancje na antygeny wtasne i zdefiniowanie funkcji komdrek NKT (ang. natural killer T cells)
u pacjentéw z MS;

° préba identyfikacji potencjalnych immunologicznych biomarkeréw, uzytecznych w ocenie
aktywnosci procesu zapalnego oraz ocenie progresji schorzenia w jego postepujgcych
postaciach.

Prezentowana rozprawa habilitacyjna dotyczy wudziatu wybranych komodrek uktadu
odpornosciowego i towarzyszgcych im mediatordw w powigzaniu z réznymi etapami MS. Poznawczy
walor przedstawionych publikacji zwigzany jest z odkryciem nowych elementéw lezgcych u podstaw

patofizjologii MS. Ponadto, prezentowane wyniki mogg mie¢ implikacje kliniczne.
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Inicjacja choroby

Limfocyty B i odpowiedz humoralna

W ostatnim czasie opublikowano wiele prac, w ktorych podjeto préby wyjasnienia procesu
zapalnej demielinizacji w patogenezie MS. Wykazano, ze limfocyty B petnig istotng role w tym
procesie™. Przenikaja one przez uszkodzong bariere krew-mozg i w CNS przeksztatcajg sie w komorki
plazmatyczne®. Konsekwencja tego jest synteza immunoglobulin (ang. immunoglobulins, 1gs)
w ptynie mézgowo-rdzeniowym (ang. cerebrospinal fluid, CSF), o czym Swiadczy podwyzszony indeks
IgG. Nalezy podkresli¢, ze u ponad 90% pacjentéw z klinicznie potwierdzonym MS obserwuje sie
wzrost stezenia Igs, gtéwnie podklas 1gG, i 1gGs, w CSF, lecz nie w surowicy'. Analiza
elektroforetyczna przeciwciat pochodzgcych z CSF wykazata obecno$¢ charakterystycznych
oligoklonalnych prgzkéw (ang. oligoclonal bands, OCBs) pochodzgcych od ulegajgcych klonalnej
ekspansji limfocytéw B. Obecnosé OCBs w ptynie mdézgowo-rdzeniowym chorych na MS wskazuje na
zaburzenia odpowiedzi humoralnej. Fakt wystepowania odrebnego dla kazdego chorego
niezmiennego wzorca OCBs, wzorca ktdry nie ulega modyfikacjom pod wptywem leczenia przemawia
za trwafg, niezalezng od statusu klinicznego, dysfunkcjg humoralng. Obecnos¢ OCBs w CSF i wskaznik
ich aktywnej produkcji nie sg gtdwnymi ani specyficznymi wskaznikami diagnostycznymi w MS,
aczkolwiek stanowig istotne czynniki prognostyczne®.

Limfocyty B wykazujg wielokierunkowe dziatanie w procesie zapalnym w MS, bowiem sg
w stanie petni¢ role komoérek APCs i stymulowac autoreaktywne limfocyty T. Produkowane
przeciwciata mogg przyczyniac sie do opsonizacji i uczestniczy¢ w zaleznej od przeciwciat komérkowej
cytotoksycznosci (ang. antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC) i/lub aktywowac sktadniki
dopetniacza, a w konsekwencji prowadzi¢ do uszkodzenia oligodendrocytéw w CNS. W sferze dyskusji
pozostaje jednak, czy limfocyty B sg pierwszorzedowym elementem inicjujgcym proces patologiczny,
czy tez wtérnym, tzn. ulegajg aktywacji wskutek wczesniej zapoczatkowanego procesu zapalnego

w obrebie CNS.

Potencjalni "kandydaci" autoimmunologicznego ataku. Od dawna bezskutecznie podejmowano
proby ustalenia swoistosSci antygenowej przeciwciat wystepujgcych w CSF chorych na MS.
Poczatkowo badania koncentrowaty sie na poszukiwaniu Igs skierowanych przeciwko egzogennym
antygenom bakteryjnym i wirusowym, w mysl istniejgcej koncepcji infekcyjnego podtoza MS. Zgodnie
Z nig uwaza sie, ze wptyw na zapoczgtkowanie rozwoju MS mogg miec zakazenia wirusami: odry,
$winki, opryszczki (HSV-1), ospy wietrznej (VZV), cytomegalii (CMV), Epsteina-Barr (EBV)**". Udziat
W rozwoju MS przypisywano réwniez zakazeniom bakteryjnym wywotanym przez Hemophilus

influenzae™, Escherichia coli®, Acinetobacter sp. i Pseudomonas aeruginosa®, Chlamydia
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pneumoniae®® oraz Mycoplasma pneumoniae’. Dotychczas jednak nie udato sie jednoznacznie
ustali¢, ktéry z patogendw moze mieé kluczowe znaczenie w rozwoju tego schorzenia. Kolejna
hipoteza zakfadata, ze przeciwciata obecne w CNS sg skierowane przeciwko endogennym antygenom
pochodzacym gtéwnie z ostonki mielinowej [publikacja 1]. Zidentyfikowano autoprzeciwciata
reagujgce z biatkami tej ostonki, w tym z: zasadowym biatkiem mieliny (ang. myelin basic protein,
MBP), lipofiling (ang. proteolipid protein, PLP), glikoproteing oligodendrocytéw (ang. myelin
oligodendrocyte glycoprotein, MOG), biatkiem zwigzanym z mieling (ang. myelin-associated protein,
MAG), biatkiem specyficznym dla oligodendrocytdw (ang. oligodendrocyte-specific protein, OSP) oraz
fosfodiesterazg 2’,3’ cyklicznych nukleotydéw (ang. 2'3'-cyclic nucleotide 3' phosphodiesterase,
CNP)*?. Podobnie jak poprzednio, udziat tych przeciwciat we frakcji Igs w CSF byt niewielki i nie
odpowiadat gtéwnym OCBs.

Jak dotad gtéwny nurt poszukiwan czynnika indukujgcego odpowiedZ? immunologiczng
u pacjentédw z MS skupiat sie gtéwnie na biatkach ostonki mielinowej. Rola antygendw lipidowych —
stanowigcych 80% mieliny w CNS — nie zostata dotychczas jasno sprecyzowana. Lipidowe
komponenty mieliny w CNS stanowig: fosfolipidy, GSLs oraz bedacy sterolem, cholesterol. Grupe
fosfolipidow  reprezentujg  fosfatydyloetanolamina, fosfatydylocholina, fosfatydyloseryna,
fosfatydyloinozytol oraz nalezgca do fosfosfingolipidow, sfingomielina (ang. sphingomyelin, SM).
Gtéwny glikosfingolipidowy sktadnik mieliny — nalezacy do cerebrozydéw — B-galaktozyloceramid
(B-GalCer) stanowi ok. 32% lipidéw w CNS. Inne glikosfingolipidowe komponenty to jego kwasne
pochodne siarczanowe i sjalowane oraz zaliczana do neutralnych cerebrozyddw rodzina pochodnych
3-acetylo-sfingozyno-B-GalCer. Ich przyktadami sg odpowiednio sulfatydy (sGalCer), gangliozydy
(GM, i GM,) oraz po raz pierwszy odkryte i scharakteryzowane strukturalnie przez zespét Hogana
,Szybko migrujgce cerebrozydy” (ang. fast migrating cerebrosides, FMCs). Nazwa tych ostatnich
pochodzi od wartosci wspodtczynnika opdznienia Rf (ang. retardation factor) oznaczonego
w chromatografii cienkowarstwowej. Opisano siedem struktur FMCs nalezgcych do
glikosfingolipidowej rodziny cechujgcej sie obecnoscig unikalnej O-acetylacji na weglu C3 reszty
sfingozyny (Ryc. 1). Najprostsze FMCs (FMC-1 i FMC-2) scharakteryzowano jako 3-O-acetylo-
sfingozyno-B-GalCer, zawierajace odpowiednio pozbawiony grupy hydroksylowej kwas ttuszczowy
(ang. non-hydoxy fatty acid, NFA) lub 2-hydroksykwas ttuszczowy (ang. 2-hydroxy fatty acid, 2-HFA)
przytaczony do reszty sfingozyny®. Kolejne dwa — FMC-3 i FMC-4 — to analogi FMC-1 i FMC-2
z dodatkowg grupa acetylowa podstawiong na weglu C6 galaktozy”’. Bardziej ztozone — FMC-5,
FMC-6 i FMC-7 — odkryte pdiniej, stanowig przedmiot niniejszej rozprawy habilitacyjnej
[publikacja 2]. FMC-5 i FMC-6 zidentyfikowano jako 3-O-acetylo-sfingozyno-2,3,4,6-tetra-O-acetylo-
[B-GalCer
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Rycina 1. Zaproponowane struktury FMCs.

FMC-1: R1 = H, R2 = Ac, R3—R6 = H; FMC-2: R1 = OH, R2 = Ac, R3—R6 = H;

FMC-3: R1 =H, R2 = Ac, R3 = Ac, R4—R6 = H; FMC-4: R1 = OH, R2 = Ac, R3 = Ac, R4—R6 = H;
FMC-5: R1 = H, R2—R6 = Ac; FMC-6: R1 = OH, R2—R6 = Ac; FMC-7: R1 = OAc, R2—R6 = Ac;
Ac-grupa acetylowa.

z odpowiednio: pozbawionym grupy hydroksylowej kwasem ttuszczowym i 2-hydroksykwasem
ttuszczowym [publikacja 2]. Najbardziej hydrofobowy, FMC-7 okreslono jako 3-O-acetylo-sfingozyno-
2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-GalCer (2-O-acetylo-HFA) [publikacja 2]. Charakterystyke strukturalng
FMCs jak rOwniez fizjologiczng role tych struktur przedstawiono w pracy przegladowej (Zat. 3, IA[5]).

Opisane powyzej mielinowe antygeny lipidowe nie byty dotychczas uwzgledniane jako cel
autoimmunologicznego ataku w MS. Aczkolwiek fakt, ze sg one niewatpliwie gtéwnymi sktadnikami
mieliny, moze stanowié¢ podwaliny do wysuniecia hipotezy, ze ,,odpowiedz? immunologiczna w MS jest
skierowana przeciwko lipidowym antygenom mieliny, petnigcym w tym przypadku role
immunogendw”. W badaniach przeprowadzonych w grupie chorych z rozpoznang postacia RRMS
zidentyfikowano przeciwciata anty-GalCer®. Przeciwciata te promowaty proces zapalno-

demielinizacyjny®® *°

. Ich obecnosci nie stwierdzono natomiast u pacjentéw we wczesnym okresie
choroby podczas pierwszej manifestacji klinicznej (ang. clinical isolated syndrome, CIS). Dlatego
interesujgce mogtoby by¢ wykorzystanie faktu ich pojawienia sie jako wskaznika rozpoznania,
spetniajacego kryteria McDonalda, klinicznie pewnego MS*. W CSF pacjentéw z MS stwierdzono
réwniez obecnosé przeciwciat skierowanych przeciwko innym lipidom tj. gangliozydom****, sGalCer®
% i ich kompleksom®, fosfolipidom® a takze utlenionym fosfolipidom, utlenionym sterolom
i SM* 3 % Te liczne doniesienia wskazujg jednoznacznie na zaburzenie mechanizmu
immunologicznej tolerancji komérek B, ale zadne z nich nie dowodzi w sposéb przekonujacy istnienia
swoistych dla MS przeciwciat. Wydaje sie, ze potwierdzenie obecnosci wyzej opisanych przeciwciat
w CSF w kontekscie znanych immunogennych wtasciwosci lipidow czyni z nich jeden z kluczowych

elementdéw patogenezy MS. Rola zaréwno antygendw lipidowych, jak i anty-lipidowych przeciwciat

w odniesieniu do patofizjologii MS stanowi przedmiot dyskusji w publikacji 1.
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Podsumowujac, jak dotagd nie potwierdzono rdéwniez swoistosci oligoklonalnych Igs
skierowanych przeciwko sktadowym elementom CNS. Analiza tak wielu potencjalnych antygenow jest
trudna i dowodzi ztozonosci patologicznego procesu w MS. Przeciwko istnieniu jednego, kluczowego
dla rozwoju MS, antygenu przemawia takze bardzo duze zrdinicowanie obrazu klinicznego
i przebiegu choroby w populacji pacjentéw. Bardziej prawdopodobne wydaje sie istnienie wspdlnego
patomechanizmu zapoczgtkowanego przez rdine antygeny. Mimo rosngcej wiedzy na temat
czynnikdbw biorgcych udziat w patogenezie MS, pytanie o antygeny odpowiedzialne za
zapoczatkowanie odpowiedzi autoimmunologicznej pozostaje jednak nadal otwarte. Podwyzszony
poziom Igs w CSF, jako wskaznik uszkodzenia CNS, stanowi wcigz intrygujace wyzwanie dla
naukowcéw zajmujacych sie patofizjologia MS. Préba identyfikacji anty-lipidowych przeciwciat
swoistych dla MS w zaleznosci od manifestacji klinicznej schorzenia moze okazaé sie kluczowa dla
petniejszego zrozumienia patomechanizmdéw demielinizacji. Przeciwciata te mogtyby byé wciaz
poszukiwanymi biomarkerami pozwalajgcymi na okreslenie aktywnosci i przebiegu choroby oraz
monitorowanie skutecznosci zastosowanego leczenia.

Prébe takiej identyfikacji podjeto w zespole Hogana poszukujgc swoistych przeciwciat w CSF
skierowanych przeciwko nowo odkrytym lipidowym sktadnikom mieliny, tj. FMCs [publikacja 2].
Zaktadano, ze te mielinowe acetylo-cerebrozydy mogg przypominaé acylowe i/lub acetylowane
pochodne cukréw lipopolisacharydu badz glikolipidy zakotwiczone w warstwie zewnetrznej Sciany
komérkowej wielu bakterii. Biorgc pod uwage molekularng mimkre, jako jeden z patomechanizméw
prowadzacych do autoimmunologicznego ataku, podjeto prébe okreslenia strukturalnych
podobienstw pomiedzy endogennymi a egzogennymi antygenami przyczyniajacych sie
w konsekwencji do krzyzowej reaktywnosci skierowanych przeciwko nim przeciwciat. W badaniach
tych skoncentrowano sie na endogennych antygenach lipidowych wystepujgcych w ostonce
mielinowej m.in. FMC-7, GalCer i sGalCer. Egzogenne antygeny pochodzenia bakteryjnego stanowity:
i) glikoglicerolipid zawierajacy fosfocholine — MfGL-Il — pochodzacy z Mycoplasma fermentans™ oraz
ii) oczyszczone lipopolisacharydy wyizolowane z: Chlamydia pneumoniae, Campylobacter jejuni,
Helicobacter pylori i Escherichia coli. Zaobserwowana krzyzowa reaktywnosc¢ przeciwciata anty-FMC-7
z lipidem MfGL-Il oraz z lipopolisacharydem z E. coli J5, wydawata sie potwierdza¢ stusznosc
zaktadanej hipotezy. Alternatywnie przeprowadzono analize przeciwciat klasy 1gG pochodzacych
z CSF od chorych z objawami deficytu neurologicznego sugerujgcymi rozsiany proces
demielinizacyjny, sklasyfikowanych w gtéwnych podtypach klinicznych oraz grup referencyjnych
chorych z objawami uszkodzenia CNS o podtozu zapalnym (I-OND)" lub niezapalnym (NI-OND)*

[publikacja 2]. Grupa I-OND obejmowata chorych z zapaleniem opon mézgowych, zapaleniem opon

* I-OND (ang. inflammatory other neurological disease)
* NI-OND (ang. non-inflammatory other neurological disease)
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mazgowych i rdzenia oraz podostrym stwardniajgcym zapaleniem madzgu (ang. subacute sclerosing
panenecephalitis, SSPE). Najwiekszg reaktywnos$¢ przeciwko najbardziej hydrofobowemu z rodziny
acetylowanych pochodnych [-GalCer, tj. antygenowi FMC-7 obserwowano w grupie I-OND.
Dodatkowo, w grupie tej stwierdzono znacznie podwyzszony poziom przeciwciat skierowanych
przeciwko egzogennym antygenom bakteryjnym pochodzacym z M. fermentans i E. coli J5. Badania
wykazaty réwniez, ze poziom przeciwciat anty-FMC-7 byt znacznie wyzszy u chorych z postacia
kliniczng PPMS w poréwnaniu z SPMS (p<0,05) oraz w podtypie RRMS w fazie remisji w pordwnaniu
z SPMS (p<0,05). Tylko niektorzy z badanych pacjentéw z MS wykazywali podwyzszone miano
przeciwciat zaréwno, przeciwko endogennym antygenom mieliny, jak i egzogennym antygenom
pochodzenia bakteryjnego. Fakt ten moze Swiadczy¢ o tym, ze w przypadku niektérych pacjentéw
z MS immunoreaktywnosc ta jest istotna dla patogenezy schorzenia. Pozostaje to w zgodzie z uznang
réznorodnoscig, zaréwno w patologii, jak i prezentacji klinicznej MS.

Uzyskane przez nas wyniki sugerujg biologicznie istotng korelacje miedzy infekcjg
M. fermentans lub E. coli J5, a zapalng demielinizacjg [publikacja 2]. W sSwietle obecnych badan
uwaza sie, ze patogeny wirusowe badZz bakteryjne mogg inicjowaé, lub zaostrzaé¢ choroby

autoimmunizacyjne na drodze réiznych mechanizmow®*™.

Nasze dane ilustrujg znaczenie
molekularnej mimikry w inicjacji choréb autoimmunizacyjnych w CNS. Patomechanizm ten jest
jednym z dwdch obecnie postulowanych mechanizmoéw, na drodze ktérych czynnik infekcyjny moze
potencjalnie bra¢ udziat w inicjowaniu procesu patologicznego w MS. Druga teoria przypisuje
kluczowa role przypadkowej aktywacji, tzw. bystander activation, komorek uktadu odpornosciowego.
Aktywacja ta moze by¢ wynikiem dziatania cytokin wytwarzanych w trakcie odpowiedzi na infekcje
badZz wolnych rodnikéw tlenowych wydzielanych przez zaktywowane komodrki odpornosciowe.
Zaburzona odpowiedz immunologiczna moze by¢ takze inicjowana w wyniku zwiekszonej aktywacji
komérek APCs za posrednictwem receptoréw rozpoznajacych patogenne antygeny, zwtaszcza
receptorow TLR (ang. Toll-like receptor) lub limfocytow T przez superantygeny. Oba sposoby mogg
powodowac przypadkowg, niespecyficzng aktywacje zaréwno wrodzonych, jak i nabytych
mechanizméw odpornosciowych i stymulowa¢ odpowiedZ autoimmunologiczng, wywofang
bezposrednio przez czynnik zakazny lub posrednio przez zaktywowane komorki w kierunku bardziej
efektywnej prezentacji antygendéw witasnych. Nie wyklucza sie réwniez krzyzowej odpowiedzi
immunologicznej na latentng infekcje w CNS z antygenem/antygenami obecnymi w tym uktadzie. Za
stusznoscig powigzania molekularnej mimikry z patogenezag MS przemawia rdwniez identyfikacja
homologii sekwencji genéw biatek mielinowych oraz wirusowych i bakteryjnych kwaséw
nukleinowych.

Mimo, iz badano udziat wielu czynnikéw infekcyjnych mogacych wptywaé na rozwéj MS, nie

wykazano ich powigzania z etiologig tego schorzenia. Niemniej jednak w dalszym ciggu istnieje duze
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prawdopodobienstwo, ze infekcja odgrywa istotng role w inicjacji MS. FMCs mogg by¢ potencjalnym
kandydatem ataku autoimmunologicznego, skierowanego poczgtkowo na bakteryjng grupe acylowg
i/lub acetylowg sprzezong z glikozydem, prowadzgcego do zapalnej demielinizacji w CNS. W trakcie
infekcji, w przeciwienstwie do peptydéw, ktdre znajdujg sie wewnatrz, te ztozone lipofilowe
czagsteczki zlokalizowane na powierzchni bakterii po raz pierwszy konfrontujg sie z uktadem
odpornosciowym gospodarza. Przypuszczalnie jako "pierwotne antygeny" mogg one odgrywac role
w zapoczgtkowaniu odpowiedzi autoimmunologicznej. W wyniku tego dochodzi do zatamania
immunologiczne] tolerancji i krzyzowej reaktywnosci, w konsekwencji do zainicjowania zapalnej
demielinizacji a w rezultacie do ukonstytuowania sie rozsianych objawéw deficytu neurologicznego
obserwowanych w MS. Nasze wyniki sugerujg molekularng mimikre, dzieki ktérej reakcja systemu
obronnego gospodarza w odpowiedzi na infekcje lub sygnat oznajmiajacy “zagrozenie” przeksztatca
sie  w samodestrukcyjny atak. Znaczenie nowych lipidowych sktadnikéw mieliny, tj. FMCs,
w kontekscie rozwoju schorzern demielinizacyjnych takich jak MS podsumowano w pracach
przegladowych (Zat. 3, IIA[5] i 1ID[3]).

Warto nadmieni¢, ze molekularna mimikra zostata zaproponowana jako kluczowy element
patomechanizmu w przypadku réznych schorzen wystepujacych w obwodowym ukfadzie nerwowym
(ang. peripheral nervous system, PNS) (Zat. 3, IIA[5]). U okoto 50% pacjentéw z zespotem Guillain
Barré (ang. Guillain Barré sydrom, GBS) i jego wariantami pod postacig ostrej ruchowej neuropatii
aksonalnej (ang. acute motor axonal neuropathy, AMAN), ostrej ruchowej i czuciowej neuropatii
aksonalnej (ang. acute motor sensory axonal neuropathy, AMSAN) oraz zespotu Millera Fischera (ang.
Miller Fischer syndrom, MFS) stwierdzono obecnos$¢ przeciwciat klas IgA i IgG przeciwko
gangliozydom i ich pochodnym. Interesujgce jest to, ze w przypadku czystych ruchowych lub
aksonalnych postaci — AMAN i AMSAN — przeciwciata te sg skierowane przeciwko GM,, GMy,, GD4,,
GalNAcGD4,, natomiast w przypadku GBS skutkujgcym oftalmoplegia oraz MFS, przeciwciata te
reagujg z GQy,, GD; i GT4,. Ciezszy przebieg GBS obserwuje sie w przypadku obecnosci przeciwciat
skierowanych przeciwko GM;. Innymi chorobami, w rozwoju ktérych stwierdza sie obecnosé¢ tych
przeciwciat sg m.in. przewlekta zapalna polineuropatia demielinizacyjna (ang. chronic inflammatory
demyelinating polyneuropathy, CIDP) z obecnymi przeciwciatami przeciwko GM; i LMy
wieloogniskowa neuropatia ruchowa (ang. multifocal neuropathy, MMN) z wystepujacymi w 33%
przypadkéw przeciwciatami klasy IgM przeciwko GM; i GM,, oraz neuropatia czuciowa
z przeciwciatami przeciwko GD;;, i disjalogangliozydom. Z kolei przeciwciata anty-sGalCer klasy IgM
wykryto w aksonalnej neuropatii czuciowej dotyczacej zaréwno cienkich, jak i grubych, lub jedynie
cienkich wtdkien nerwowych. Powstawanie autoagresywnych przeciwciat przeciwko gangliozydom
moze wynika¢ z antygenowej mimikry pomiedzy gangliozydami a lipo-oligosacharydowymi
antygenami Campylobacter jejuni w efekcie zakazenia tg bakterig. Nie jest takze wykluczone, ze
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Haemophilus influenzae, czy cytomegalowirus wykazujg wtasciwosci podobne do C. jejuni;

w ostatnim przypadku obserwuje sie bowiem pojawienie przeciwciat przeciwko GM,.
Limfocyty pomocnicze Th1/Th17

Najnowsze badania przypisujg istotng role w rozwoju i progresji MS efektorowym komadrkom
T CD4". Aktywacja komdrek T CD4" na obwodzie, tj. poza CNS, oraz dysregulacja wydzielanych przez
pomocnicze limfocyty Thl, Th2 i Th17 cytokin s3 uwazane za gtéwne czynniki inicjujagce MS™.
W wyniku aktywacji komérek T CD4", przy nieprawidtowo funkcjonujacych mechanizmach tolerancji
obwodowej pobudzonych limfocytéw, dochodzi do klonalnej ekspansji autoreaktywnych komorek T.
Zaktywowane komdrki przetamujg bariere krew-mdzg i rozpoczynajg ztozong kaskade proceséw
prowadzacych do zapalnej demielinizacji.

Postuluje sie, ze w MS dochodzi do zaburzenia réwnowagi pomiedzy, mediowang przez
komérki Thl, odpowiedzig zapalng typu Thl charakteryzujgcy sie prozapalnym profilem sekrecji
cytokin (m.in. TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-12, IL-15) oraz odpowiedzig typu Th2, zalezng od limfocytéw Th2
wydzielajgcych preferencyjnie cytokiny o dziataniu przeciwzapalnym lub regulacyjnym (m.in. IL-4,
IL-5, IL-10, 1L-13)". Tak wiec, limfocyty T CD4* w MS wykazuja wyrazne przesuniecie profilu reakgji
w kierunku Th1 w poréwnaniu do oséb zdrowych®. Dodatkowo wykazano korelacje miedzy stopniem
zaawansowania choroby a profilem Th1 odpowiedzi autoreaktywnych limfocytéw T CD4".

Dowiedziono réwniez, ze inna subpopulacja komdrek T, tj. komorki Th17 i wydzielana przez
nie IL-17, odgrywa zasadniczg role w immunopatologii MS*. W poréwnaniu z niezapalnymi
chorobami neurologicznymi u chorych na MS, zaréwno we krwi jak i w CNS, stwierdzono wzrost
ekspresji IL-17°°. Wykazano takze, ze liczba limfocytéw Th17 znacznie wzrasta w czasie rzutu choroby.
Komorki te charakteryzujg sie wyzszg ekspresjg markerdw aktywacji oraz czgsteczek kostymulujgcych
niz limfocyty Th1. Badania in vitro wykazaty, ze limfocyty Th17 przechodzg przez bariere krew-madzg
skuteczniej niz limfocyty T innych subpopoluacji*. Ponadto IL-17 powoduje uszkodzenie tej bariery,
co prowadzi do zwiekszenia naptywu do CNS innych cytokin oraz neutrofili i monocytéw>?. Limfocyty
Th17, oprocz IL-17, produkujg w CNS réwniez inne cytokiny prozapalne (IL-21, IL-22) oraz maja
zdolnos¢ bezposredniego uszkadzania neuronéw.

Powyzsze dane sugerujg zaangazowanie w faze efektorowg procesu patologicznego obu
populacji komérek prozapalnych, podkreslajgc istotne znaczenie interakcji pomiedzy limfocytami Thl

i Th17 w autoimmunizacyjnych schorzeniach CNS.

Rola bioaktywnych sfingolipidowych mediatorow w zapalnej demielinizacji indukowanej za
pomoca TNF-a i IFN-y. Sfingolipidowe antygeny lipidowe s3 wazinymi mediatorami procesu

zapalnego powodujacymi uszkodzenie komdrek w CNS (Zat. 3, 1IA[4]). Wczes$niejsze doniesienia
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literaturowe wskazywaty na udziat ceramidu (Cer) w procesie indukowanej za pomocg prozapalnych
cytokin typu Thl (np. TNF-a, IFN-y) apoptozy>. Jednakie wewnatrzkomérkowy poziom Cer®* nie
korelowat z cytotoksycznym efektem, bedacym wynikiem synergistycznego dziatania obu cytokin® >°.
W naszym projekcie zatozono, ze uszkodzone w wyniku dziatania prozapalnych cytokin TNF-a
i IFN-y oligodendrocyty wydzielajg egzosomy tj. mikropecherzyki wielkosci 40-90 nm, i ze to one
uczestniczg w mechanizmie prowadzacym do $mierci komérki. Badania przeprowadzono na modelu
in vitro przy wykorzystaniu ludzkiej linii komédrek gleju skgpowypustkowego (skapodrzewiaka
oligodendroglioma; HOG) [publikacja 3]. W celu wyjasnienia synergistycznego dziatania obu cytokin
przeprowadzono szczegétowa analize profilu bioaktywnych mediatorow sfingolipidowych komadrek
HOG traktowanych cytokinami TNF-a i IFN-y oraz uwalnianych z tych komérek egzosomdw. Analiza
metodg tandemowej spektrometrii masowej HPLC-MS/MS pozwolita na okreslenie gtéwnych
sfingolipidowych skfadnikow komoérek HOG tj. C24:1-, C24-, i Cl16-Cer oraz — bedacych ich
prekursorami — C16- i C24:1-dihydro (dh)Cer oraz C16- i C24:1-SM. Traktowanie komdrek HOG
cytokinami TNF-a i IFN-y powodowato specyficzne zmiany zaréwno w profilu komérkowym, jak
i egzosomalnym. Choc istniata tendencja do wzrostu poziomu gtéwnych Cer w komdrkach
traktowanych kombinacjg cytokin, to jednak nalezy podkresli¢, ze najbardziej znaczacy wzrost (ok.
2-krotny) zaobserwowano po uptywie 48 godzin. Wbrew naszym oczekiwaniom, poziom Cer
w komorce nie wzrastat w takim stopniu, jak w przypadku dhCer (ok. 3-krotnie w ciggu 48 godzin).
Sugerowato to aktywng de novo synteze Cer bedacg sygnatem do indukcji Smierci komérek. Analiza
SM nie wykazata statystycznie istotnego wptywu na gtéwne sfingomielinowe sktadniki komérki.
Natomiast w egzosomach wzrost poziomu Cer obserwowano juz po 6 godzinach, w przeciwiefstwie
do komérkowego Cer, gdzie po tym samym czasie zarysowata sie jedynie tendencja wzrostowa.
Podwyzszonemu poziomowi gtéwnych rodzajéw Cer, zwtaszcza C16-, C24- i C24: 1-Cer towarzyszyt
wzrost poziomu ich prekursoréw, tj. C16-, C24- i C24:1-dhCer oraz C16-, C24- i C24:1-SM, co
wskazywato na aktywng S$ciezke metaboliczng dhCer—Cer—SM. Pordwnano réwniez wzgledne
poziomy komodrkowych i egzosomalnych sfingolipidowych mediatoréw, tj. Cer, dhCer i SM.
Przedmiotem naszych badan byt réwniez samodzielny wptyw kazdej z dwdch badanych cytokin oraz
ich wspdlne oddziatywanie na profil sfingolipidéw (ang. sphingolipids, SLs). Oczywistym byto, ze dla
kazdego z badanych SLs widoczny byt wspdlny wzorzec zmian: podwyzszenie poziomu SLs przez
TNF-a, obnizenie poziomu SLs (lub brak efektu) w przypadku traktowania IFN-y i znaczacy wzrost
poziomu SLs w przypadku dziatania obu cytokin. Zatem, to raczej egzosomalna dynamika Cer
odpowiadata za cytotoksyczny efekt bedgcy wynikiem synergistycznego dziatania obu cytokin.
Dodatkowo, stymulacja egzogennym krotkotancuchowym C6-Cer (metabolizowanym do

dtugotancuchowych Cer) oraz C16-Cer (proapoptotyczng komponenty egzosoméw) wskazywata na
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udziat tych rodzajow Cer w mechanizmie synergistycznego dziatania TNF-a i IFN-y w komdrkach HOG.
Tak wiec, zastosowanie egzogennych Cer potwierdzito role bioaktywnych sfingolipidowych
mediatoréw w mechanizmie prowadzgcym do smierci komaérki.

W oparciu o uzyskane wyniki mozna wysung¢ wniosek, ze potencjalne mechanizmy
wptywajgce na podatnosc oligodendrocytdéw na autoimmunologiczny atak wigzg sie z prozapalnymi
i proapoptotycznymi wiasciwosciami Cer. Prawdziwos¢ tej hipotezy wydajg sie potwierdzac
najnowsze badania dostarczajgce dowoddéw na toksyczng role Cer per se w badaniach modelowych
i klinicznych. Akumulacje Cer wykazano in vitro, na modelu zwierzecym choroby i zaobserwowano
w plakach MS. Doniesienia wskazywaty na wzrost poziomu C16:0-i C18:0-Cer®’ oraz C18:0-, C18:1-,
C24:0- i C24:1-Cer’”™°. Niedawno odnotowano réwniez, ze C16:0- i C24:0-Cer wystepujg w CSF
u chorych na MS®. Nasze wstepne dane dotyczace analizy sfingolipidowego profilu ex vivo
w tkankach pobranych post mortem od oséb z klinicznie rozpoznanym MS z plak przewlektych,
wskazujg na znaczacy wzrost gtéwnych rodzajow dhCer (C16-, C24- i C24:1-dhCer) oraz istotny
spadek gtéwnych rodzajéw SM (C24- i C24:1-SM) w pordwnaniu z , prawidtowo wyglgdajacg istotg
biat3” (ang. normal appearing  white  matter, NAWM) pochodzgca od o0séb
z grup referencyjnych (Zat. 3, 11IB[1]).

Warto wspomniec, ze Cer petnig zasadniczg role w metabolizmie SLs. Regulacja ich pozioméw
jest niezwykle ztozona, poniewaz ich metabolizm obejmuje biosynteze de novo, acylacje sfingozyny
(Sciezka ratunkowa), hydrolize SM oraz degradacje GSLs (Zat. 3, IIA[3]). Ten szlak metaboliczny
stwarza mozliwo$¢ znalezienia punktéw uchwytu dla potencjalnych nowych terapii®. Uzyskane przez

nas wstepne dane sugerujg, iz podwyzszony poziom Cer moze wynika¢ z zaburzonej ekspresji

zarowno desaturazy dhCer, jak -
i sfingomielinazy (Zat. 3, 1IB[1]).

Reasumujac, egzosomalne Cer \
mogg mie¢ istotne nastepstwa

patofizjologiczne.

Najprawdopodobniej uwolnione, Destrukcja

ostonki mielinowej
w wyniku dziatania stresu lub
stymulacji cytokinami,
z oligodendrocytéw  i/lub ich
prekursoréw, w warunkach in vivo
moga przekazywac sygnat prowadzacy
do smierci komorki i promowac Rycina 2. Egzosomalny Cer promuje ostrg zapalng

zapalna demielinizacje w CNS (Ryc. 2). demielinizacje w MS (zmodyfikowano na podstawie (Zat. 3,
1ID[1]).
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Badania przeprowadzone przez nasz zespot przemawiajg za tym, ze egzosomalne Cer mogg stac sie w
przysztosci markerem diagnostycznym lub prognostycznym w MS. Ponadto zmodyfikowane
genetycznie egzosomy moglyby znalezé zastosowanie w nowych strategiach terapeutycznych,

wymagajacych transportu substancji czynnych przez bariere krew-mazg.
Remisja choroby

Limfocyty T o znaczeniu immunoregulacyjnym

Ze wzgledu na bardzo ztozony i heterogenny obraz immunopatologii MS, sugeruje sie
obecnoé¢ w tej chorobie nieprawidtowosci na poziomie immunoregulacyjnym®. Moga one by¢
wynikiem zaburzen funkcji oraz wzajemnych interakcji wielu sktadnikéw komérkowych uktadu
odpornoéciowego, a zwtaszcza regulatorowych limfocytéw T (ang. regluatory T cells, Treg)®. Istnieje
kilka regulatorowych populacji limfocytéw T uczestniczgcych w supresji i zapobieganiu rozwojowi MS.
Najwazniejsza role w tej grupie komérek przypisuje sie pochodzacym z grasicy limfocytom nTreg®
(ang. natural Treg) o fenotypie CD4"CD25'FoxP3" oraz indukowanym w obrebie obwodowego uktadu
odpornoéciowego iTreg® (ang. induced Treg), ktérych przyktadem sa limfocyty Trl oraz Th3 .

Funkcje regulatorowg mogg réwniez petni¢ komorki Th2 wydzielajgce IL-4, IL-5 i IL-13.
W przeciwieristwie do komérek Th1/Th17 uczestnicza one w modulowaniu efektéw zapalnych®.
Obecne doniesienia sugeruja, ze zaostrzenie kliniczne (rzut choroby) stymulujg prozapalne komorki
Thl i Th17, podczas gdy przeciwzapalne komérki Th2 i komérki nTreg sprzyjaja catkowitemu lub
czesciowemu ustapieniu objawéw klinicznych (remisja choroby)”.

Obok wyzej wymienionych subpopulacji limfocytéw CD4" regulatorowe funkcje przypisuje sie

réwniez limfocytom T CD8'CD122* oraz komérkom NKT®.

Komorki NKT — jako pomost pomiedzy odpornoscia wrodzong i nabytg w MS. Rozrdznianie
antygenow wtasnych i obcych przez komérki immunokompetentne umozliwia skuteczng odpowiedz
uktadu odpornosciowego na patogeny i zapobiega rozwojowi proceséw autoimmunologicznych®.
Regulacja odpowiedzi immunologicznej przebiega zaréowno w obrebie obwodowych narzadow
limfatycznych (tolerancja obwodowa), jak i w CNS (tolerancja centralna). Uktad odpornosciowy
rozwinagt szereg mechanizmoéw tolerancji immunologicznej, ktére obejmujg m.in. delecje klonalng,
sekwestracje antygenu, anergie limfocytdw oraz aktywna supresje®. Pogtebiona znajomoé¢ tych
mechanizméw ma kluczowe znaczenie, poniewaz przywrécenie stanu tolerancji jest waznym celem
terapii choréb autoimmunizacyjnych.

Komodrki NKT stanowig przedmiot szczegdlnego zainteresowania, gdyz w odrdznieniu od

konwencjonalnych limfocytéw T wigzacych peptydy’”® rozpoznaja wtasne lub obce antygeny lipidowe,
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prezentowane przez czasteczke CD1d [publikacja 4]. Komorki te stanowig niejednorodna
subpopulacje limfocytdw T, wykazujacg ekspresje markeréw charakterystycznych zaréwno dla
konwencjonalnych limfocytéw T, takich jak TCR (ang. T cell receptor), jak i komérek NK (np. CD56,
CD94, CD161). Wyrdznia sie dwa podtypy komdrek NKT. Wiekszos¢ z nich charakteryzuje sie bardzo
ograniczonym repertuarem receptoréw TCR kodowanych przez niezmienne geny Va24Ja 18 taricucha
o i geny VP11 tancucha B (ang. invariant TCR, iTCR) u ludzi. Okreslane sg one mianem , klasycznych”
komérek NKT (ang. invariant NKT, iNKT) badz komérkami NKT typu |. Populacja ta charakteryzuje sie
rowniez zdolnoscig odpowiadania na stymulacje, pochodzacym z ggbek morskich Agelas mauritianus,
a-GalCer. Komérki NKT typu Il (ang. non-iNKT cells), nazywane réwniez ,nieklasycznymi” NKT, nie
posiadajg iTCR i wykazujg obecnos¢ znacznie wiekszej liczby réznych receptoréow TCR. Aczkolwiek
komérki iNKT stanowig niewielki odsetek limfocytow T we krwi obwodowej, odgrywajg jednak
bardzo istotng role w odpowiedzi autoimmunologicznej. Ich dziatanie jest natychmiastowe
i przyczynia sie do pobudzenia innych komdrek uktadu odpornosciowego, poczgwszy od komérek NK,
konwencjonalnych limfocytéw T CD4" lub CD8*, komérek dendrytycznych a skoriczywszy na
limfocytach B. Komérki NKT mogg by¢ aktywowane na dwa sposoby: bezposrednio poprzez
stymulacje lipidowymi antygenami prezentowanymi przez czasteczke CD1d badz posrednio poprzez
cytokiny produkowane przez czasteczki APCs. W bezposrednim mechanizmie bierze udziat szereg
lipidowych i glikolipidowych antygendw prezentowanych przez CD1d, ktore aktywujg komarki iNKT
do réinych funkcji w zaleznosci od ich cytokinowego mikrosrodowiska. Duza rdézinorodnosc
czasteczek reagujgcych z receptorem iNKT definiuje iTCR jako receptor PRR. Lista antygendw
rozpoznawanych przez receptory iTCR, bedgcych w kompleksie z CD1d, jest dtuga i w dalszym ciggu
jeszcze uzupetniana. Obok wspomnianego juz syntetycznego liganda a-GalCer, najlepiej poznanego
i najbardziej skutecznego aktywatora komdrek iNKT, obejmuje ona zaréwno egzogenne ligandy
pochodzenia bakteryjnego, jak i endogenne autoantygeny [publikacja 4].

Komodrki NKT mogg petni¢ funkcje regulatorowe, co zostato dowiedzione w badaniach

h’*”, jednakze ich funkcja w MS nie jest w petni poznana. W celu doktadniejszego

modelowyc
sprecyzowania roli komodrek NKT w tym schorzeniu dokonano analizy profilu ekspresji
powierzchniowej komérek NK i iNKT we frakcji jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej (ang.
peripheral blood mononuclear cells, PBMCs), ze szczegdlnym uwzglednieniem ekspresji receptoréow
komdrek NK (CD56, CD161 i CD94) oraz receptora iTCR. Wczesniejsze obserwacje poczynione
w zespole Hogana”* wskazywaty na obnizony odsetek komoérek T wykazujacych ekspresje CD161
i CD94, odpowiednio u pacjentéw z PPMS i SPMS w stosunku do oséb zdrowych (7,2% vs. 12,5%;
p=0,04i4,9% vs. 12,1%; p=0,04). Natomiast ekspresja CD56 we wszystkich badanych podgrupach MS

oraz w grupie osob zdrowych ksztattowata sie na tym samym poziomie. W przeciwienstwie do
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ekspresji CD161 i CD94 zaobserwowano podwyzszony odsetek komérek T wykazujgcych ekspresje
receptora iTCR w poréwnaniu do oséb zdrowych (0,71% vs. 0,41%; p=0,02) we frakcji PBMCs ex vivo.
Wykazano réwniez korelacje z manifestacjg kliniczng MS; pacjenci w podgrupie RRMS cechowali sie
znacznie wyzszym poziomem ekspresji receptora iTCR. Obserwacje te nabierajg szczegdlnego
znaczenia w Swietle danych na temat funkcji komérek NK i NKT, sugeruje sie bowiem, Zze uczestniczg
one w nadzorze immunologicznym. Zmiany w proporcjach komérek NK i komorek iNKT w MS mogg
mie¢ zatem swoje nastepstwa kliniczne. Zmniejszona liczba komérek NK u pacjentéw
manifestujacych sie postepujgcymi podtypami MS moze odzwierciedla¢ nieefektywne hamowanie
odpowiedzi autoimmunologicznej skutkujgcej postepujacg neurodegeneracjia w MS. Z kolei
zwiekszona liczba komérek iNKT we krwi obwodowej pacjentéw z MS moze sugerowaé potencjalng
role tych komérek w zapobieganiu chorobom autoimmunizacyjnym.

W celu okreslenia znaczenia funkcjonalnego obserwowanych ex vivo zmian iloSciowych
komérek iNKT krwi obwodowej, wyniki uzupetniono o kolejng analize profilu ekspresji
powierzchniowej komérek NK, NKR" oraz komdérek iNKT w warunkach bez stymulacji, lub pod
wptywem stymulacji mieszaning FMC-5 i FMC-7 oraz oczyszczonym FMC-7 [publikacja 5]. Uzyskane
dane poréwnano z odpowiedzig na najsilniejszy aktywator iNKT, tj. a-GalCer. Okazato sie, ze zaréwno
mieszanina FMC-5 i FMC-7 (1,4 = 0,4%; p=0,04), jak i oczyszczony FMC-7 (2,7 = 1,9%; p=0,02) ) oraz
a-GalCer (7,4 + 1,6%; p=0,00045) aktywowaty komorki iNKT. Co wazniejsze, odpowiedZz na GSLs,
wyrazajaca sie ekspansjg komdrek, byta specyficzna jedynie dla komérek iNKT (CD3'Va24Ja.18%). Nie
stwierdzono zmian w populacji komdérek NK (CD3°CD56%) ani komérek T NKR* (CD3'CD56" badz
CD3'CD161" badz CD3'CD94") po stymulacji z zadnym z testowanych GSLs. W szczegdlnosci,
oczyszczony FMC-7 indukowat proliferacje i wydzielanie cytokin typu Th1l: TNF-a (p=0,008), IFN-y
(p=0,008), IL-1 (p=0,008), typu Th2: IL-6 (p=0,02), IL-10 (p=0,03) oraz typu Th17: IL-17 (p=0,03)
w grupie oséb zdrowych. Z kolei a-GalCer preferencyjnie indukowat produkcje cytokin prozapalnych
typu Th1, m.in. TNF-a (p=0,03), IFN-y (p=0,03) oraz IL-2 (p=0,03) obok jednej tylko cytokiny typu Th2,
tj. IL-6 (p=0,008) [publikacja 5]. Nasz molekularny model sugerowat, ze konformacja poli-
acetylowanej reszty galaktozy w FMC-7 pasuje do miejsca wigzgcego receptora iTCR, co skutkowato
inicjacjg aktywacji komérek iNKT. Jest to zgodne z aktualng koncepcjg "glikolipidowego modelu"
w synapsie CD1-glikolipid-iTCR. Drugg wazng obserwacjg byt fakt, ze komérki iNKT z krwi obwodowej
pacjentéow z MS, nie odpowiadaty na stymulacje a-GalCer, z wyjgtkiem produkcji TNF-a (p=0,03).
Podobne zjawisko obserwowano w przypadku stymulacji endogennym glikosfingolipidowym
antygenem FMC-7, gdzie odnotowano jedynie nieistotng statystycznie sekrecje cytokin TNF-a, IL-10

i IL-17, wskazujgc tym samym na stan anergii komoérek iNKT [publikacja 5].
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Przyczyng obserwowanej hiporeaktywnosci, czyli braku odpowiedzi immunologicznej,
komdrek iNKT moze by¢ ich wczesniejszy kontakt z glikolipidowymi badz glikosfingolipidowymi
antygenami. Zjawisko anergii prawdopodobnie jest skutkiem nasycenia receptora iTCR
glikolipidowym ligandem pochodzenia bakteryjnego podczas infekcji badz GSLs, uwolnionymi
z mieliny w trakcie procesu demielinizacyjnego. Wysoce prawdopodobnym jest, ze w tym przypadku
ma miejsce rywalizacja na poziomie wigzania antygenu do receptora iTCR. Postulowano, ze
glikolipidowe czynniki patogenne wykazujg wieksze powinowactwo do iTCR podczas gdy endogenne
mielinowe GSLs wigzg sie stabiej. Zwigzanie antygenu inicjuje aktywacje komodrek iNKT, ktdra
w zaleznosci od cytokinowego Srodowiska moze skutkowac: i) procesem zapalnym w CNS zaleznym
od komdrek Th1, ii) odpowiedzig przeciwzakazng mediowang przez komérki Th1l7, badz iii) supresjg
indukowang za posrednictwem komdérek iTreg. Ten nieco uproszczony schemat obrazuje wptyw
dziatania cytokin i innych mechanizmdéw kontrolnych oraz pozwala uwiarygodni¢ hipoteze
Jtransformacji procesu zaleznego od infekcji do samodestrukcyjnego ataku z utratqg tolerancji dla
endogennych lipidowych antygenGw mieliny”. Interpretacje te przedstawiono w pracy przeglagdowej
(zat. 3, 1ID[3]).

Zupetnie nowa obserwacjg byto stwierdzenie u pacjentéw z MS hiporeaktywnosci komodrek
iNKT, niewykazujacych autoagresji przeciwko endogennym GSLs [publikacja 5]. Co wiecej, stan
anergii po stymulacji autoantygenem FMC-7 moze mieé¢ znaczgce implikacje kliniczne, zgodnie
z teorig antygenowo swoistej terapii chordb autoimmunizacyjnych. Endogenne ligandy GSLs, takie jak
FMC-7, mogtyby bowiem uczestniczyé w zwalczaniu stanu zapalnego w CNS i wspomagac proces
naprawczy mieliny. W zwigzku z tym, ze a-GalCer niweluje objawy choroby, co wykazano in vivo na
modelu EAE (ang. experimental autoimmune encephalomyelitis)’”® i wspiera remielinizacje. Rola FMCs
w podobnym mechanizmie w MS wydaje sie wysoce prawdopodobna. Doniesiono réwniez, ze
stymulacja limfocytow T za pomocg sGalCer in vitro prowadzita do, bedgcego konsekwencjg stanu
anergii, zahamowania rdznicowania i proliferacji komérek Th1l7 oraz zmniejszenia objawdw
klinicznych choroby’®. Dokfadniejsze poznanie i zrozumienie molekularnych podstaw obserwowanej
anergii limfocytéw T oraz udziatu innych komodrek i cytokin w mechanizmach lezgcych u podstaw
zaburzonej odpowiedzi immunologicznej w MS moze przyczyni¢ sie w przysztosci do opracowania

bardziej efektywnych strategii leczenia.
Progresja choroby

Mikroglej M1

Réwnie istotnym elementem w patologii MS, obok ostrej i przewlektej demielinizacji, jest

uszkodzenie aksonalne i neuronalne, odpowiadajgce za utrwalony i postepujacy deficyt
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neurologiczny. Oznaki uszkodzenia aksonalnego wystepujgcego we wczesnych fazach MS, stwierdza
sie w ostrych plakach demielinizacyjnych, zwtaszcza w s3siedztwie makrofagéow, oraz w plakach
przewlekiych, jak i w ,prawidtowo wygladajacej istocie biatej””” ’. Poczatkowo ubytek aksonalny
przebiega bezobjawowo, jednak z czasem dochodzi do zaburzen mechanizméw wyréwnawczych
i deficyt neurologiczny objawia sie w postaci choroby o postepujgcym przebiegu. Trwajg intensywne
badania nad mechanizmami, w wyniku ktérych dochodzi do tego rodzaju uszkodzer”®. Obecnie
uwaza sie, ze przyczyng postepujgcej neurodegeneracji sg nadmiernie pobudzone komérki
mikrogleju®, stanowiagce od 5 do 20% wszystkich komdrek glejowych w CNS. Wiekszo$¢ tej populacji
stanowi mikroglej rezydujagcy w moézgu od wczesnych faz rozwoju prenatalnego. Cze$é obecnego
w CNS mikrogleju rekrutuje sie z komérek obwodowych: monocytéw i makrofagéw, ktére naptywaja
do CNS w wyniku urazéw lub w czasie rozwoju reakcji zapalnej.

Powszechnie wiadomo, ze komdrki mikrogleju moga by¢ aktywowane na dwa sposoby,
skutkujgc odpowiednio powstaniem formy klasycznej M1 lub alternatywnej M2. Udziat pobudzonych
klasycznie komérek mikrogleju M1 wydaje sie bardzo wazny z racji uwalniania prozapalnych cytokin®"

h® # oraz generowania reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen

8 enzymow proteolitycznyc
species, ROS)®* i tlenku azotu®®, ktérych destrukcyjny wptyw nie pozostawia watpliwosci. Komorki
mikrogleju biorg udziat w utrzymywaniu prawidtowej funkcji neuronéw, z ktérymi pozostajg
w $cistym zwiazku funkcjonalnym®’. Dtugotrwata i samopowielajaca sie reakcja mikrogleju na

"8 Wykazano, ze komorki

uszkodzenie komorek neuronalnych prowadzi do ,reaktywnej mikroglejozy
mikrogleju odgrywajg zasadniczg role w uszkodzeniach neuronéw prowadzacych do powstawania
plak demielizacyjnych zlokalizowanych gtéwnie w korze modzgowej. Opisano zwigzek komorek
mikrogleju z uszkodzeniem kory modzgowej w postepujagcym MS, jak rowniez z zaburzeniami

8. % Liczne badania in vitro i in vivo dowiodty, ze

transmisji synaptycznej na modelu EAE
zahamowanie aktywnosci mikrogleju zmniejsza neurotoksyczno$¢ i zwieksza przezywalnosé

neuronow.
Kalpaina li 2

Zwigzana z progresjg zaburzen neurologicznych aktywacja mikrogleju M1 moze wystepowac
w potgczeniu z innymi czynnikami, m.in. aktywacjg kalpainy 1i 2. Kalpainy to nielizosomowe proteazy
cysteinowe wystepujgce w cytoplazmie komérek organizméw eukariotycznych. Nazwa kalpaina jest
skrotem wywodzgcym sie od angielskich stéw calcium-activated papain-like cystein protease
(calpain). Obecnos¢ kalpain zostata po raz pierwszy zidentyfikowana w mézgu i miesniach szczura i od
tej pory staty sie one obiektem intensywnych badan w kontekscie ich znaczenia fizjologicznego oraz
roli w rozlicznych patologiach. W zaleznosci od miejsca wystepowania, kalpainy sg powszechnie

klasyfikowane jako ,wszedobylskie” (ang. ubiquitous) oraz tkankowo-swoiste. Najbardziej znane, tzw.
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»klasyczne” kalpainy, kalpaina 1 (u-kalpaina) i kalpaina 2 (m-kalpaina) s3 powszechnie
ekspresjonowane w komdrkach CNS™. Ich klasyfikacja zalezy od stezenia jonéw wapnia wymaganych
do petnej aktywnosci proteolitycznej in vitro. | tak, p-kalpaina wymaga 2-80 uM Ca®*, podczas gdy
m-kalpaina 0,2-0,8 mM Ca®'. Fizjologiczne znaczenie kalpain wydaje sie wielce istotne
z racji ogromnej liczby zidentyfikowanych dla nich substratéw. Zaréwno p-kalpaina, jak i m-kalpaina
wykazujg te samg specyficznos¢ substratowg. W grupie ponad 100 powszechnie uznanych
preferowanych substratéw kalpain mozna wyrdznic: biatka cytoszkieletu komorki, biatka btonowe,
cytokiny, czynniki transkrypcyjne, kinazy biatkowe i fosfatazy oraz biatka soczewki ocznej. Pomimo
tak licznej grupy substratow, nie udato sie jasno okresli¢ cech strukturalnych charakteryzujgcych
wszystkie hydrolizowane przez kalpainy biatka lub peptydy. Obserwuje sie raczej powinowactwo do
trzeciorzedowej struktury substratéw niz do ich Scisle okreslonej sekwencji aminokwasowej. Na
uwage zastuguje fakt, iz kalpainy nie dziatajg na wiekszo$¢ swoich substratow destrukcyjnie.
Uczestniczg one w niekompletnej proteolizie, ktora czesto prowadzi do aktywacji substratu.

W warunkach fizjologicznych stezenie jonéw Ca*" wynosi 50-100 nM i jest niewystarczajace
do uaktywnienia kalpain. Postuluje sie mozliwosc¢ istnienia dwdch mechanizmoéw prowadzacych do
aktywacji kalpain in vitro. W pierwszym, aktywacja, poza przytaczeniem jonéw Ca**, wymaga zmian
strukturalnych w obrebie domen zwigzanych z cieciem proteolitycznym enzymu, odstaniajgcym
miejsce aktywne w obrebie podjednostki katalitycznej. W drugim, wysoki wewngtrzkomdrkowy
poziom jondw Ca** stymuluje translokacje nieaktywnej kalpainy z cytozolu do btony komdrkowe;.
Nastepnie, bez autolizy i przy fizjologicznym stezeniu jonéw Ca®*, dochodzi do aktywacji kalpainy
w obecnosci efektoréw btonowych takich jak fosfolipidy i biatkowych aktywatoréw kalpain. Po
zaktywowaniu kalpaina dyfunduje z powrotem do cytozolu. Niekontrolowanej proteolizie
kalpainowych substratéw zapobiega obecnos¢ kalpastatyny — specyficznego endogennego inhibitora
aktywnej kalpainy. Kalpastatyna ulega aktywacji na skutek ograniczonej proteolizy dokonanej przez
kalpaine, w warunkach odpowiedniego stezenia jondw Ca**. Zaktywowana w ten sposéb kalpastatyna
zyskuje zdolnos¢ do inhibicji kompetencyjnej kalpain. Aktywacja systemu kalpaina-kalpastatyna
odbywa sie zatem na drodze wzajemnych sprzezed zwrotnych. Rdwnowaga ta musi byé Scisle
kontrolowana, gdyz nadmiar jednego ze sktadnikéw systemu prowadzi do réznego rodzaju proceséw
patologicznych. Nieprawidtowe funkcjonowanie systemu kalpaina-kalpastatyna skutkujgce zmieniong

92, 93

ekspresjg ,klasycznych” kalpain stwierdzono m.in. w MS , chorobie Alzheimera®, Parkinsona®

oraz innych schorzeniach®.

Interakcja odpornosci wrodzonej i nabytej: autoreaktywne limfocyty T i komérki mikrogleju jako
gtéwne czynniki patologiczne promujace postepujaca faze MS. W swietle przeprowadzonych

ostatnio badan przypuszcza sie, ze uszkodzenie aksondw i neurondw w chorobach demielinizacyjnych
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takich jak MS, jest procesem wieloczynnikowym bedgcym konsekwencjg naktadania sie na siebie
wielu patologicznych proceséw. Postuluje sie, iz jednym z najbardziej prawdopodobnych
mechanizméw odpowiedzialnych za apoptoze komoérek nerwowych w CNS jest znaczny wzrost
stezenia jonéw Ca®* w aksoplazmie, tzw. , przetadowanie jonami wapnia”, ktére powoduje aktywacje
szeregu enzymow proteolitycznych, m.in. kalpainy. Uwaza sie, ze neurodegeneracja moze przebiegac
na drodze bezposredniej lub posredniej. Neurodegeneracja bezposrednia polega na uszkodzeniu
neurondw przez kontaktujgce sie z nimi, infiltrujgce CNS, autoreaktywne limfocyty T, monocyty
i makrofagi oraz petnigce funkcje rezydujacego makrofagowego systemu obronnego w CNS, komérki
mikrogleju. Komoérki te wydzielajag w ogniskach zapalnych szereg mediatoréw (prozapalne cytokiny,
ROS, NO). Nie mozna wykluczyé, ze w wyniku toczgcego sie w tkance nerwowej procesu zapalnego
dochodzi takze do wtdrnej neurodegeneracji.

Wieloletnie prace badawcze prowadzone w zespole Banika wskazywaty na: i) udziat kalpainy

96, 97

w aktywacji i migracji komérek T , ii) role kalpainy w zaburzeniu rownowagi odpowiedzi typu

Th1/Th2%® %, iii) nadekspresje kalpainy w zaktywowanych komérkach CNS , m.in. mikrogleju’®,

92, 93

iv) udziat kalpainy w degeneracji tkanki w EAE i MS oraz v) posrednictwo kalpainy w szlakach
sygnatowych prowadzacych do apoptozy i nekrozy'®'. Dane te stanowity przestanke do postawienia
hipotezy, ze: ,aktywacja kalpainy odgrywa kluczowq role w immunozaleinej patologii MS, a jej
modulacja prowadzi do remisji choroby, niwelujgc zaréwno proces zapalny, jak
i neurodegeneracyjny”. Hipoteze te sprawdzano in vitro na dwdch modelach badawczych
[publikacja 6]. W modelu ludzkim limfocyty pomocnicze Th1/Th17 stanowity czynnik inicjujgcy
zapalna demielinizacje, zgodnie z powszechnie uznanym pogladem na temat roli limfocytéw T CD4"
w inicjowaniu MS. Zrédtem autoreaktywnych limfocytéw T byty PBMCs pochodzace od pacjentéw
z MS stymulowane przeciwciatami anty-CD3/anty-CD28 (PBMCs,:) na podstawie faktu potwierdzonej

102

uprzednio w zespole Banika produkcji prozapalnych cytokin Th1/Th17-°. Ekspozycja ptodowych
ludzkich neuronéw kory mdzgowej na PBMCs,, prowadzita do zmniejszenia ich zywotnosci
[publikacja 6]. Efektu tego nie obserwowano gdy neurony uprzednio traktowano inhibitorem
kalpainy, kalpeptyng. Aktywnos¢ uwalnianej pozakomdrkowo z neurondw kalpainy monitorowano
zarowno w hodowlach traktowanych PBMCs, jak i PBMCs,. Okazato sie, ze we krwi obwodowej jej
aktywnos$¢ wzrastata nawet bez aktywacji limfocytéw T in vitro, wskazujgc najprawdopodobniej na
obecnos$¢ autoreaktywnych limfocytow T na obwodzie u pacjentéw z MS. Aktywnos¢ kalpainy
obnizata sie, kiedy neurony byty traktowane PBMCs, . W obecnosci kalpeptyny. Ekspozycja neurondw
na PBMCs,. skutkowata podwyiszong produkcjg ROS (1,9 krotnie; p<0,001). Préba modulacji
aktywnosci kalpainy, jej inhibitorem — kalpeptyng, w rdéwnolegle prowadzonych hodowlach

niwelowata te efekty. Nadaktywnos¢ kalpainy korelowata z silnie podwyzszong aktywnoscig kaspazy-

8, -9 i -3. Aktywacja kaspazy-8 wskazywata na udziat zewnetrznego szlaku apoptotycznego
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przebiegajgcego za posrednictwem receptoréw S$mierci, podczas gdy aktywacja kaspazy-9,
a nastepnie kaspazy-3 sugerowata udziat wewnetrznego szlaku przebiegajgcego z udziatem
mitochondriéw. Modulacja kalpainy za pomocg kalpeptyny czesciowo blokowata kaspazy- 8, -9 i -3
[publikacja 6] potwierdzajac poglad, ze neuroprotekcja jest, przynajmniej po czesci, spowodowana
zahamowaniem zaréwno szlaku przebiegajgcego za posrednictwem receptorédw $mierci, jak i szlaku
mitochondrialnego, obu zwigzanych z aktywnoscig kalpainy. Warto podkresli¢ fakt, ze aktywna
kalpaina moze dokonaé zaréwno ograniczonej proteolizy aktywujgc kaspaze-3 stymulujgcy proces
apoptozy'®, jak tez catkowicie zdegradowac te kaspaze, hamujac badz uniemozliwiajac apoptoze'®.

W Swietle naszych badan mozna stwierdzi¢, ze w warunkach in vitro aktywacja kalpainy, stres
oksydacyjny i zaburzenia czynnosci mitochondriow sg kluczowymi czynnikami powodujgcymi
uszkodzenie ludzkich neuronéw. W zwigzku z tym mozna przypuszczac, ze proces neurodegeneracji
moze by¢ nastepstwem: aktywacji kalpainy, generowania ROS, dysfunkcji mitochochondriéw
i aktywacji kaskady kaspaz. W dalszym etapie prébowano wyjasni¢, czy uwolnione do medium
hodowlanego z uszkodzonych i/lub martwych neuronéw toksyczne mediatory uszkadzajg
pierwszorzedowe komorki ludzkiego mikrogleju [publikacja 6]. Wyniki wskazywaty, ze traktowanie
mikrogleju medium kondycjonowanym przez hodowle neuronéw wptywato na obnizenie zywotnosci
komdrek oraz powodowato wzrost zaréwno aktywnosci kalpainy (2,9 krotny; p<0,01), jak i kaspazy-3
(2,5 krotny; p<0,01). Towarzyszyta temu wzmozona produkcja ROS (1,7 krotna; p<0,01) i NO (1,8
krotna; p<0,001). Modulacja kalpainy przez kalpeptyne prowadzita do zahamowania cytotoksycznych
efektow, skutkujgc zwiekszeniem przezywalnosci mikrogleju. Moze to sugerowaé, Ze wydzielana
przez ludzkie neurony kalpaina jest istotnym mediatorem stymulujgcym uszkodzenie komorek
mikrogleju.

Aby wyjasni¢ wptyw aktywowanych komérek mikrogleju na zywotnos¢ innych komérek CNS,
zbadano efekt dziatania wydzielanych do medium hodowlanego mediatoréw na zywotnosc¢
dziewiczych ludzkich neurondéw. Badania te potwierdzity role kalpainy jako kluczowego mediatora
uwalnianego ze zaktywowanego mikrogleju. Po ekspozycji ludzkich neuronédw na medium,
pochodzace z hodowli mikrogleju, odnotowano zwiekszong aktywnos¢ wydzielanej pozakomdrkowo
kalpainy (3,1 krotnie; p<0,01). Zmniejszona zywotnos$¢ neurondéw byta zwigzana ze znaczgcym
wzrostem produkcji ROS (4,2 krotnym; p<0,01), sugerujgc udziat stresu oksydacyjnego w tym
neurodegeneracyjnym procesie. Zgodnie z oczekiwaniami aktywnos¢ kluczowego ,,gracza” w procesie
apoptozy — kaspazy-3 byta réwniez podwyziszona (3,1 krotnie; p<0,01). Konsekwentnie, ekspozycja
dziewiczych neurondw, uprzednio traktowanych kalpeptyng, na medium kondycjonowane przez
mikroglej, prowadzita do zahamowania neurotoksycznych efektéw i zmniejszenia odsetka komédrek

apoptotycznych.
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Przeprowadzone na modelu ludzkim badania [publikacja 6] potwierdzity kooperacje
autoreaktywnych limfocytéw T i komérek mikrogleju'®, zgodnie z powszechnie uznang opinia, ze s3

1% Istnienie takiej

to gtdwne czynniki promujgce zapalng demielinizacje i neurodegeneracje w MS
samej sekwencji zdarzen potwierdzono takie na pierwszorzedowych hodowlach szczurzych
neurondéw i komdrek mikrogleju pochodzacych z kory mdézgowej. Obecnos¢ kalpainy 1 i kalpainy 2
w progresywnym przebiegu MS zostata ostatecznie uwiarygodniona podczas proby modulacji ich
aktywnosci zaréwno przy zastosowaniu inhibitoréw (kalpeptyny i SNJ-1945), jak i wyciszenia gendw
obu kalpain technika siRNA (ang. small interfering RNA) [publikacja 6].

Podsumowujac, badania te przyczynity sie do poszerzenia dotychczasowej wiedzy na temat
mozliwych mechanizmoéw odpowiedzialnych za progresje MS. Na podstawie dwdch modeli in vitro —
ludzkiego i szczurzego — wykazano, ze kalpaina jest kluczowym mediatorem stymulujgcym
samopowielajgcy sie reaktywng mikroglejoze prowadzacg do uszkodzenia neuronéw. Uwolnione po
uszkodzeniu neuronéw mediatory, m. in. zidentyfikowana kalpaina, aktywowaty komérki mikrogleju
co skutkowato generowaniem ROS i NO, a te z kolei dziataty toksycznie na dziewicze neurony
prowadzac do ich apoptozy. Ta dwukierunkowa interakcja pomiedzy neuronami i komdrkami
mikrogleju (Ryc. 3) wydaje sie istotna dla zrozumienia naktadajgcych sie na siebie proceséw zapalnej
demielinizacji i postepujacej neurodegeneracji w progresywnym przebiegu MS. Warto nadmieni¢, ze
komérki mikrogleju mogg takze petni¢ funkcje neuroprotekcyjne. Powszechnie wiadomo, ze

alternatywnie aktywowany mikroglej M2 bierze udziat w promowaniu i odnowie neurondw, a takze

Aktywatory mikrogleju (m.in. kalpaina)
uwolnlor‘le Z martych/uszkodzonych neuronow
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Rycina 3. Kalpaina stymuluje progresywng faze MS (zmodyfikowano na podstawie (Zat. 3, IID[1]).
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oligodendrocytéw, co wskazuje zarowno na jego czynny udziat w neuroregereneracji, jak i sugeruje

istotny wptyw na procesy remielinizacji'*®” ***

. Zatem ,,przetgczenie” destrukcyjnej funkcji mikrogleju
na neuroprotekcyjng mogtoby by¢ korzystne w zapobieganiu chronicznej demielinizacji, utracie
aksondéw i uszkodzeniu neurondw, zapobiegajgc tym samym progresji choroby. Konwersja miedzy
roznymi fenotypami wydaje sie byé teraz krytycznym nastepnym krokiem pozwalajgcym na
wyjasnienie czynnikéw inicjujgcych lub promujgcych takie zmiany. Modulacja aktywacji mikrogleju
w celach terapeutycznych — zapobieganie szkodliwym dziataniom przy rownoczesnym zachowaniu ich
funkcji ochronnych — wydaje sie by¢ wiasciwym kierunkiem dalszych badan. Ponadto nasze
obserwacje pociggajg za sobg mozliwo$¢ potencjalnego zastosowania zaréwno w strategii
profilaktycznej, jak i terapeutycznej. Ocena ekspresji kalpainy moze sie przyczyni¢ do odkrycia
nowych czynnikdw ryzyka w patomechanizmie MS, za$ préba modulacji jej aktywnosci moze

stanowi¢ nowy punkt uchwytu w terapii pacjentdw z tg jednostkg chorobowsa.

W kolejnej czesci autoreferatu przedstawiono streszczenie wybranych do oceny publikacji

wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego.

1. M. Podbielska and E.L. Hogan. Molecular and immunogenic features of myelin lipids: incitants
or modulators of multiple sclerosis? Mult. Scler. 15(9), 1011-1029, 2009.

W niniejszej pracy przeglagdowej opisano stan wiedzy na temat molekularnych podstaw MS, ze
szczegblnym uwzglednieniem: i) organizacji i dostepnosci lipidow, ich rozmieszczenia w otoczce
mielinowej w CNS oraz witasciwosci fizykochemicznych, ii) charakterystyki struktur lipidowych mieliny
oraz iii) funkcji lipidow zaleznych od struktury, a zwtaszcza relacji istotnych dla mechanizméw w MS.
Doniesienia literaturowe wskazywaty, ze antylipidowe przeciwciata mogg odgrywaé role
biomarkerédw i sugerowaty ich przydatnos¢ diagnostyczng. Z drugiej strony istniaty takze prace
dowodzgce o indukowanej przez monoklonalne anty-lipidowe przeciwciata remielinizacji, co mogto
sugerowac ich zastosowanie terapeutyczne. W pracy przyblizono takze informacje o lipidach, jako
nowatorskich narzedziach immunoregulujgcych,  stosowanych ~ w  leczeniu choréb

autoimmunizacyjnych, w tym MS.

2. M. Podbielska, S. Dasgupta, S.B. Levery, W.W. Tourtellotte, H. Annuk, A.P. Moran, E.L. Hogan.
Novel myelin penta- and hexa-acetyl-galactosyl-ceramides: structural characterization and

immunoreactivity in cerebrospinal fluid. J. Lipid Res. 51(6), 1394-1406, 2010.

W pracy przedstawiono analize strukturalng najbardziej ztozonych penta- i heksa- acetylowanych
pochodnych [-GalCer uzyskang za pomoca spektrometrii masowej i jadrowego rezonansu

magnetycznego. FMC-5 i FMC-6 scharakteryzowano jako 3- O-acetylo-sphingozyno-2,3,4,6-tetra-O-
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acetylo-B-GalCer z odpowiednio pozbawionym grupy hydroksylowej kwasem ttuszczowym i
2-hydroksykwasem ttuszczowym. Najbardziej hydrofobowy, FMC-7 okreslono jako 3-O-acetylo-
sfingozyno-2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-GalCer (2-O-acetylo-HFA). Acetylowane GSLs zastosowano do
oznaczania poziomu reagujgcych z nimi immunoglobulin w ptynach modzgowo-rdzeniowych
pacjentéw z MS, jak rowniez pacjentdow manifestujgcych inne choroby neurologiczne o podtozu
zapalnym lub o innej etiologii. Najwiekszg reaktywno$¢ do FMC-7 zaobserwowano u pacjentéow
z zapaleniem opon mdézgowych, zapaleniem opon mdézgowych i rdzenia kregowego oraz w podostrym
stwardniajgcym zapaleniu mdzgu. W grupie pacjentéw z MS wykazano, ze poziom przeciwciat anty-
FMC-7 byt znacznie wyziszy w PPMS w poréwnaniu z SPMS oraz w RRMS, w fazie remisji,
w poréwnaniu z SPMS. Dodatkowo, u niektdrych pacjentéw z MS zaobserwowano zwiekszong
reaktywnos¢ z hydrofobowym FMC-7, jak réwniez z lipidem MfGL-Il z M. fermentans. Dowiedziona
krzyzowa reaktywnosc¢ przeciwciat przeciwko tym dwém glikolipidowym antygenom moze sugerowac

molekularng mimikre jako patomechanizm inicjujgcy MS.

3. M. Podbielska, Z.M. Szulc, E. Kurowska, E.L. Hogan, J. Bielawski, A. Bielawska, N.R. Bhat.
Cytokine-induced release of ceramide-enriched exosomes as a mediator of cell death signaling

in an oligodendroglial cell line. J. Lipid Res. 57(11), 2028-2039, 2016.

Wczesniejsze doniesienia literaturowe wskazywaty na to, iz Cer odgrywajg role w procesie apoptozy
wielu komérek, w tym oligodendrocytdw. Jednakze wewngtrzkomdrkowy poziom Cer nie pozwalat na
wyttumaczenie cytotoksycznego efektu dziatania TNF-a i IFN-y bedacego wynikiem synergistycznego
dziatania obu cytokin. Wyjasnienie roli bioaktywnych mediatoréw lipidowych, szczegélnie Cer,
w patogenezie MS przeprowadzono na modelu in vitro na ludzkiej linii komédrek gleju
skapowypustkowego (skgpodrzewiaka oligodendroglioma; HOG). Wykazano, ze mikropecherzyki, tj.
egzosomy, uwolnione przez traktowane uprzednio za pomocg TNF-a komérki HOG, wywieraty na te
komoérki, podobnie jak poszczegdlne cytokiny, efekt tagodnie toksyczny. Natomiast stymulacja,
indukowanymi przez TNF-a egzosomami, dziewiczych komérek HOG, traktowanych uprzednio IFN-y,
znacznie zmniejszata przezywalnos$é¢ tych komorek, przypominajgc cytotoksyczny efekt bedacy
wynikiem synergistycznego dziatania obu cytokin. Dodatkowo, przeprowadzone metoda
spektrometrii masowej HPLC-MS/MS analizy potwierdzity pozakomérkowe uwalnianie egzosomoéw
zawierajgcych gtéwne sfingolipidowe sktadniki komérek HOG, m.in. C16-, C24- i C24:1-Cer; dhC16-,
dhC24- i dhC24:1-Cer oraz C16-, C24- i C24:1-SM. Ponadto stymulacja egzogennym
krétkotancuchowym C6-Cer (metabolizowanym do dtugotancuchowych Cer) oraz C16-Cer
(proapoptotycznym sktadnikiem egzosomodw), wskazywata na udziat tych Cer w cytotoksycznym

efekcie, potwierdzajgc tym samym synergistyczny mechanizm dziatania obu cytokin.
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4. J. O'Keeffe, M. Podbielska, E.L. Hogan. Invariant natural killer cells and their ligands: focus on

multiple sclerosis. Immunology 145, 468-475, 2015.

Niniejsza praca przeglagdowa podsumowuje stan wiedzy na temat komérek iNKT, ich lipidowych
ligandow ze szczegdlnym uwzglednieniem roli jakg petnig w MS. Lista lipidowych i glikolipidowych
antygendow bedacych stymulatorami komérek iNKT obejmuje: i) syntetyczny glikolipid, a-GalCer
i jego analogi (np. OCH), ii) endogenne antygeny (np. iGB3, FMC-7) oraz iii) egzogenne ligandy
bakteryjne (np. a-GlcACer, a-GalACer, a-GIcDAG, a-GalDAG, PIM2). Postep w badaniach majgcych na
celu okreslenie charakteru lipidédw rozpoznawanych przez komorki iINKT w chorobach
autoimmunologicznych, takich jak MS, moze sprzyja¢ rozwojowi strategii terapeutycznych

z zastosowaniem aktywnosci komorek iNKT.

5. C. Gately, M. Podbielska, T. Counihan, M. Hennessy, T. Leahy, A.P. Moran, E. L. Hogan, J.
O’Keeffe. Invariant natural killer T-cell anergy of circulating lymphocytes to myelin
polyacetylated-B8-galactosyl-ceramides in multiple sclerosis. J. Neuroimmunol. 259 (1-2), 1-7,

2013.

Przedstawione wyniki stanowig kontynuacje naszych badan nad rolg komérek iNKT w MS. Funkcje
komodrek iNKT badano prowadzgc stymulacje dwoma pochodzgcymi z mieliny GSLs, tj. mieszaning
FMC-5 i FMC-7 oraz oczyszczonym FMC-7. U osdéb zdrowych stymulacja PBMCs za pomocg FMCs
znacznie zwiekszyta ilos¢ komdrek iNKT, podobnie jak w przypadku stymulacji syntetycznym
ligandem, tj. a-GalCer, i skutkowata wydzieleniem cytokin Th1, Th2 i Th17. W przeciwienstwie do
0s6b zdrowych, pacjenci z MS nie odpowiadali na stymulacje FMC, ani a-GalCer, wskazujgc na stan
anergii. Postulowano, ze pochodzgce z mieliny GSLs, tj. FMCs, pobudzajg odpowiedz komaérek iNKT in

vivo co jest zablokowane w MS.

6. M. Podbielska, A. Das, A. W. Smith, A. Chauhan, S. K. Ray, J. Inoue, M. Azuma, K. Nozaki, E. L.
Hogan and N. L. Banik. Neuron-Microglia Interaction Induced Bi-directional Cytotoxicity

Associated with Calpain Activation. J. Neurochem. 139(3), 440-455, 2016.

Dotychczas nie udato sie wyjasni¢ mechanizmu postepujacej neurodegeneracji w MS. Na podstawie
naszych wczesniejszych badan zatozono, ze uszkodzone, np. w czasie rozwoju reakcji zapalnej
neurony, uwalniajg pozakomdrkowo szereg mediatoréw, m.in. zalezng od Ca®* proteaze, tj. kalpaine,
ktére nastepnie aktywujg mikroglej. Nasuneto to przypuszczenie, ze uszkodzenie neurondéw
i aktywacja mikrogleju, tj. dwukierunkowa interakcja miedzy neuronami i mikroglejem, mogg by¢

zaangazowane w postepujgcg neurodegeneracje w MS. Hipoteze te sprawdzano na dwéch modelach,
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in vitro, badajac: i) wptyw czynnikdw wydzielonych z uszkodzonych szczurzych pierwszorzedowych
neurondw kory madzgowej na szczurzy pierwszorzedowy mikroglej oraz ii) wptyw czynnikéw
uwalnianych z aktywowanych przez przeciwciata anty-CD3/CD28 limfocytéw T pochodzgcych
z jednojadrzastych komorek krwi obwodowej pacjentéw z MS na ludzkie pierwszorzedowe neurony.
Pierwszy model wykazat, ze uszkodzone przez prozapalng cytokine IFN-y, neurony uwalniajg
mediatory, w tym kalpaine, aktywujgc tym samym mikroglej, ktoéry z kolei wyzwala czynniki
neurotoksyczne (ROS, NO). Ta samopowielajgca sie aktywacja mikrogleju, tzw. reaktywna
mikroglejoza, jest odpowiedzialna za chroniczny stan zapalny i postepujagca neurodegeneracje.
Obecnos¢ uwolnionej w tym procesie, z neurondw i mikrogleju, kalpainy potwierdzono przez
zastosowanie inhibitoréw kalpainy (kalpeptyny i SNJ-1945), jak i wyciszenia gendéw kalpainy 1i 2 za
pomocg techniki siRNA. W drugim modelu wykorzystano autoreaktywne limfocyty T pochodzace
z PBMCs od pacjentéw z MS jako zrédto prozapalnych cytokin Th1/Th17. Model ten potwierdzit
obecnos¢ kalpainy, jako kluczowego sygnatu stymulujgcego postepujgcg neurodegeneracje w MS. Te
spostrzezenia dotyczgce wzajemnej parakrynnej regulacji uszkodzenia komdérek i aktywacji kalpainy
w progresywnej fazie MS, i innych chorobach neurodegeneracyjnych sugeruja potencjalne korzysci
prewencyjne i mozliwo$¢ opracowania strategii terapeutycznych wykorzystujagcych miedzy innymi

hamowanie kalpainy.

Uwazam, Ze najwazniejsze i najbardziej interesujgce wyniki zawarte w przedstawionym przeze mnie

do oceny cyklu prac to:

1. Identyfikacja i charakterystyka strukturalna nowych lipidowych sktadnikéw mieliny, t;j.
penta- i heksa-acetylo-B-GalCer, z uwzglednieniem wplywu ich budowy na charakter
fizykochemiczny i aktywnos¢ biologiczng [publikacja 2].

2. Wykazanie, ze mielinowe poli-acetylowane pochodne B-GalCer, tj. FMC-7, moga inicjowac
odpowiedz autoimmunologiczng na drodze molekularnej mimikry [publikacja 2]. Wigzato sie
to z zaobserwowaniem krzyzowej reaktywnosci przeciwciata anty-FMC-7 z MfGL-Il z M.
fermentans i LPS z E. coli J5. Ponadto stwierdzono podwyzszone miano przeciwciat anty-FMC-7
w CSF u pacjentéw z postacig kliniczng RRMS w fazie remisji i PPMS, w obu przypadkach
w odniesieniu do postaci SPMS.

3. Wykazanie roli bioaktywnych mediatoréw lipidowych w indukowaniu apoptozy komaérek
HOG za pomocy prozapalnych cytokin Thl [publikacja 3]. Okreélenie komdrkowego
i egzosomalnego profilu bioaktywnych mediatoréw lipidowych w komérkach HOG umozliwito
wykazanie, Ze egzosomalne SLs, zwtaszcza C16-, C24- i C(C24:1-Cer, biorg udziat

w procesie apoptozy indukowanej przez prozapalne cytokiny typu Thl. Ponadto zastosowanie
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egzogennych Cer potwierdzito udziat tych bioaktywnych mediatorow w mechanizmie
synergistycznego dziatania cytokin TNF-a i IFN-y. Uzyskane wyniki wskazuja mozliwosé
wykorzystania skfadu biochemicznego egzosomdw, jako przysztosciowego markera
w diagnostyce klinicznej.

4. Zaobserwowanie hiporeaktywnosci komoérek iNKT od pacjentow z MS po stymulacji
endogennym lipidowym ligandem FMC-7 [publikacja 5]. Manifestowato sie to zwiekszonym
odsetkiem komadrek iNKT u pacjentéw z MS, w poréwnaniu do oséb zdrowych. Co wiecej,
komoérki iNKT u pacjentéw z MS, w przeciwienstwie do komorek oséb zdrowych, nie
odpowiadaty na stymulacje endogennym antygenem, FMC-7, ani na stymulacje syntetycznym
GSL, a-GalCer. Uzyskane wyniki wskazujg mozliwosci potencjalnego wykorzystania zjawiska
anergii leukocytow krazacych we krwi obwodowe] pacjentow z MS w immunoterapii MS
z zastosowaniem wyzej wymienionych GSLs.

5. Wykazanie interakcji odpornosci nabytej i wrodzonej na przyktadzie ,dialogu”
autoreaktywnych limfocytow T i komoérek mikrogleju, jako gtéwnych czynnikow
zaangazowanych w postepujaca faze MS [publikacja 6]. Odzwierciedla to zaproponowany
mechanizm stymulujagcy postepujgcg neurodegeneracje w MS, zalezny od aktywnej
mikroglejozy, w ktdrej zasadniczg role odgrywa kalpaina. Wykazano, ze uwolniona, wskutek
uszkodzenia neurondw, kalpaina aktywuje komarki mikrogleju, ktére generujg neurotoksyczne
substancje, takie jak ROS i NO. Uszkodzone neurony z kolei mogg propagowad
neurotoksycznos$é poprzez wysytanie prozapalnych sygnatéw do komérek mikrogleju. Ponadto
wykazano role kaspaz, a zwfaszcza efektorowej kaspazy-3, w tym procesie. Modulacja
aktywnosci kalpainy moze minimalizowaé toksyczne dziatanie uwalnianych w nadmiarze
wolnych rodnikéw podczas dtugotrwatego procesu zapalnego, co implikuje potencjalnie

korzystne strategie profilaktyczne i terapeutyczne.

5. Omowienie pozostatych osiggnieé¢ naukowo-badawczych.

Podsumowanie

Moj dorobek naukowy obejmuje wspétautorstwo w 22 pracach, w tym 17 anglojezycznych
opublikowanych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports. Po uzyskaniu
stopnia naukowego doktora opublikowano 20 prac, w tym 8 oryginalnych petnotekstowych (pierwszy
autor - 5 prac), 4 prace w suplementach czasopism oraz 8 prac poglgdowych (pierwszy autor - 6 prac,
autor korespondencyjny - 2 prace). Ponadto jestem wspdtautorem w 21 komunikatach zjadowych,
w tym 18 prezentowanych na widogcych konferencjach miedzynarodowych i 3 na konferencjach
krajowych. Sumaryczny wspoétczynnik wptywu (Impact Factor, |IF) za wszystkie prace oryginalne

petnotekstowe i pogladowe wynosi 49,64 (punkty MNiSW=335,0). Do dnia 31 maja 2018 roku,
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wedtug bazy Web of Science (WoS, All databases), prace byty cytowane 176 razy (wytgczono
autocytowania), a indeks Hirsh'a wynosi 8. tgczny IF szesciu prac objetych rozprawa habilitacyjng
wynosi 25,151 (punkty MNiSW=184,0; liczba cytowan=68). Ponadto w ramach dziatalnosci naukowej
uczestniczytam w 2 projektach badawczych finansowanych przez Komitet Badann Naukowych oraz 11
miedzynarodowych projektach badawczych w tym: 4 projektach sponsorowanych by National
Institutes of Health (NIH) Bethesda, MA, USA; 1 projekcie finansowanym przez National Multiple
Sclerosis Society (NMSS), New York, NY, USA; 2 grantach wewnetrznych dotowanych przez Georgia
Regents University (GRU), Augusta, GA, USA; 1 projekcie sponsorowanym przez Multiple Sclerosis
International Federation (MSIF), London, Wielka Brytania; 1 projekcie wspieranym finansowo przez
Fundacje Kosciuszkowska; 1 projekcie sponsorowanym przez Polsko-Amerykariskg Komisje Fulbrighta
oraz 1 projekcie wewnetrznym finansowanym przez Medical University of South Carolina (MUSC).
W przypadku 4 z tych projektéw petnitam funkcje kierownika projektu badawczego. W chwili obecnej
realizuje grant miedzynarodowy HARMONIA 4 sponsorowany przez Narodowe Centrum Nauki,

w ktérym petnie funkcje kierownika.
a) Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace badawczg oraz prace dyplomowg realizowatam pod kierunkiem Profesora dr. hab.
Huberta Krotkiewskiego w Laboratorium Immunochemii Tkankowej w IITD PAN we Wroctawiu.
Temat mojej pracy magisterskiej doskonale wpisywat sie w nurt wieloletnich badan nad glikoforyng A
(GPA) oraz innymi sktadnikami membrany erytrocytéw zwigzanych z antygenami grupowymi krwi, jak
rowniez badan nad innymi antygenami, prowadzonych w tym laboratorium pod kierunkiem Profesor
dr hab. Elwiry Lisowskiej. Mozna tu wymieni¢ np. antygeny M i N, Lewis, Duffy, glikolipidy
odpowiedzialne za rzadko wystepujacg poliaglutynacje typu ‘NOR’ erytrocytéw ludzkich, czy tez
antygen karcynoembrionalny (CEA). Realizowana przeze mnie praca magisterska dotyczyta
identyfikacji antygendéw grupowych A i B w tafcuchach O-glikozydowych GPA. Antygeny grupowe
uktadu ABO reprezentujg nieredukujgce  zakonczenia  tafdcuchdw  cukrowych  GSLs
i glikoprotein, jak réowniez mogg wystepowa¢ w formie wolnych oligosacharydéw. Powszechna
obecnos$¢ antygendéw grupowych ABH w réznych tkankach i alloprzeciwciat anty-A i anty-B w surowicy
implikuje problemy przy transplantacji, w przypadku niezgodnosci grupowej pomiedzy dawcga
i biorca.

W ludzkiej btonie erytrocytarnej wystepowanie antygenéw ABH jest wtasciwe dla GSLs
i glikoprotein. GPA nalezy do najlepiej poznanych biatek btonowych. Jest to biatko transmembranowe
typu |, tzn. jednokrotnie przebija membrane komérki, jego aminokwas N-koncowy znajduje sie na

zewnatrz komorki, zas aminokwas C-koricowy w cytoplazmie. Czgsteczka biatka, sktadajgca sie ze 131
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aminokwasow, prezentuje typowag dla biatek btonowych budowe tréjdomenows. Domena
zewnatrzkomorkowa obejmuje glikozylowany fragment tancucha polipeptydowego. W GPA
wystepujg dwa typy tancuchdw oligosacharydowych: dwanascie taricuchow O-glikozydowych i jeden
tancuch N-glikozydowy na czgsteczke biatka.

tancuchy O-glikozydowe wykazuja charakterystyczna sekwencje rdzeniowa:
GalB1—>3GalNAc. Najczestsza posta¢ O-glikandéw to ten dwusacharyd podstawiony dwiema resztami
kwasu sjalowego, oraz trdéjsacharydy zawierajace jedng reszte kwasu sjalowego. tancuch
N-glikozydowy to oligosacharyd dwuantenowy zawierajgcy: fukoze (Fuc) przy reszcie
N-acetyloglukozaminy (GIcNAc) wigzacej sie z peptydem, rozdzielajgca (bisecting) reszte GIcNAc przy
[-mannozie (Man) i kwas sjalowy przytaczony do jednej badz do obu reszt galaktozy (Gal).

Badania prowadzone przez zespdt Kobaty, jak rdwniez w naszym Laboratorium, wskazywaty,
ze zaréwno w oligosacharydach O-glikozydowych, jak i N-glikozydowych, wydzielonych z GPA-O, s3
obecne antygeny grupowe H. Wydawato sie wiec wysoce prawdopodobnym, ze w tancuchach
cukrowych GPA, w zaleznosci od grupy krwi, mozna oczekiwaé obecnosci odpowiednich antygendéw
grupowych. GPA, gtéwna sjaloglikoproteina membran erytrocytow ludzkich, stanowita potencjalny
nosnik antygendw grupowych. Zatozenie to stworzyto szanse na otrzymanie obiecujgcych wynikéw
w wyniku realizacji tematu mojej pracy magisterskiej. Z oczyszczonych frakcji GPA za pomoca
[B-eliminacji wydzielono zaréwno fancuchy O-glikozydowe (A-O-glik, B-O-glik), jak i N-glikozydowe
(A-O-glik, B-N-glik).

Wyniki analiz immunochemicznych (Western blot, test hamowania aglutynacji) wykazaty
obecnos$¢ antygendw grupowych A i B w preparatach A-O-glik i A-N-glik oraz B-O-glik i B-N-glik
wydzielonych odpowiednio z GPA-A i GPA-B. Wstepna analiza strukturalna za pomoca spektrometrii
masowej ESI-MS wykazata obecno$¢ jonu m/z 1389 doktadnie odpowiadajgcego masie
rozgatezionego heptasacharydu, zawierajgcego antygen grupowy A. Jednakie nie udato sie
przeprowadzi¢ analizy struktury tego jonu metody tandemowej spektrometrii masowej, ktéra
mogtaby dostarczy¢ dowodu na istnienie jonéw sekwencyjnych potwierdzajgcych obecnos¢ antygenu
grupowego A. Przeprowadzenie kolejnych analiz byto wiec zasadne.

Po ukonczeniu studiéw, w 1997 roku rozpoczetam prace w IITD PAN we Wroctawiu na
stanowisku asystenta w Laboratorium Immunochemii Tkankowej. Podjete w ramach pracy
magisterskiej badania, dotyczace analizy strukturalnej tancuchéw O-glik i N-glik wydzielonych z GPA
staty sie przedmiotem mojej pracy doktorskiej zatytutowanej ,Antygeny grupowe A, B i H
w glikoforynie A erytrocytédw ludzkich”. Kluczowym elementem realizowanych w tym okresie prac
badawczych byta wieloletnia wspoétpraca z Profesorem Bo Nilssonem (Swedish Defence Research
Agency, Division of NBC, Umed) i mozliwos¢ korzystania z niedostepnego woéwczas w |ITD

spektrometru masowego.

34



Autoreferat, dr inz. Maria Podbielska
I . . ———————— . ————————————.———

Celem badan pracy doktorskiej byta:

. immunochemiczna identyfikacja epitopoéw ABH, zaréwno w taricuchach
O-glikozydowych, jak i N-glikozydowych GPA pochodzacej z erytrocytdow grupy A, Bi O;

. analiza strukturalna O-glikanéw i N-glikandéw w aspekcie oznaczenia struktur zawierajgcych
epitopy ABH.

Aby ustali¢ kompletne struktury O-glik i N-glik wydzielonych odpowiednio z GPA-A, GPA-B i GPA-O

przeprowadzitam serie wzajemnie dopetniajgcych sie analiz strukturalnych metoda nanoESI-MS/MS.
Do najwazniejszych wynikow uzyskanych w trakcie wykonywania mojej pracy doktorskiej naleza:

. Dowiedzenie, ze GPA, w zaleznosci od statusu grupowego A, B, O erytrocytdw, jest nosnikiem
odpowiednio antygendéw grupowych A, B lub H.

. Potwierdzenie, ze antygeny te sg obecne jako sktadnik strukturalny zaréwno O-glik (Zat. 3,
IIA[11]), jak i N-glik (Zat. 3, IA[6]).

. Wykazanie za pomocg metod immunochemicznych (Western blot, test hamowania
aglutynacji, test ELISA), ze antygendw tych jest ilosciowo wiecej w fancuchach N-glik,
w poréwnaniu z preparatami O-glik. Interesujacy okazat sie wynik $wiadczacy o wyzszej
ekspresji antygenu A w O-glikanach wydzielonych z GPA-A, w poréwnaniu do ekspres;ji
antygenu B w O-glikanach wydzielonych z GPA-B.

. Stwierdzenie w analizowanych preparatach obecnosci typowych, dla tego rodzaju
oligosacharydéw, sktadnikéw cukrowych oraz sposobu ich podstawienia, tj. kwasu sjalowego
na weglu C-3 Gal i weglu C-6 GalNAc.

. Nieodnotowanie zaleznosci pomiedzy pochodzeniem preparatu (z grupy krwi A, B czy 0),
a sktadem glikandw tzn. nie zaobserwowano przewagi GalNAc, ktdra jest immunodominanta
antygenu A w preparatach pochodzgcych z GPA-A, oraz przewagi Gal w preparatach
pochodzagcych z GPA- B. W analizie metylacyjnej nie wykazano rdéwniez obecnosci
metylowych pochodnych, ktére powinny powstac ze sktadnikdw epitopdw ABH.

. Wykazanie metodg powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR) obecnosci
determinant antygenowych ABH, przy czym nie zauwazono réznic w ilosci antygenu A lub B
w niezaleznie uzyskanych preparatach odpowiednio GPA-A lub GPA-B.

. Wykazanie metodg Western blot swoistego wigzania przeciwciat anty-A, anty-B badz lektyny
Ulex europaeus, swoiscie rozpoznajacej antygen H, do prazkow odpowiednio GPA-A, GPA-B,
GPA-O potwierdzajgcych obecnos¢ tancuchéw cukrowych z epitopami ABH w GPA.

. Potwierdzenie, przy zastosowaniu tandemowej spektrometrii masowej nanoESI-MS/MS,

wynikéw  uzyskanych  metodami immunochemicznymi i wykazanie obecnosci
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oligosacharydéw zawierajgcych w swojej strukturze epitopy ABH. Anomerie wigzan
w O- i N-glikanach podano na podstawie danych literaturowych dotyczacych tancuchéw

oligosacharydowych GPA i antygenéw ABH. Ostatecznie zaproponowano struktury szesciu

nowych struktur taricuchdw cukrowych GPA zawierajgcych epitopy ABH.

. Okredlenie rozgatezionej struktury rdzeniowej O-glikandw (typu 2) wydzielonych z GPA

(zat. 3, IIA[11]).

GalNAca1 — 3Galp1— 4GIcNAcp1 Gala1— 3Galp1 — 4GIcNAcB1
2 2
6 6
Fucai GalNAc-ol Fucal GalNAc-ol
3 3
/ /
NeuSAca2 — 3Galp1 NeuSAca2 — 3Galp1

Fucal — 2Galp1 — 4GIcNAcp1

6
GalNAc-ol
3

/

NeuSAca2 — 3Galp1

GPA-O

. Oszacowanie, ze ilos¢ O-glikandw, zawierajgcych antygeny grupowe ABH, miesci sie
w granicach ok. 1% catej puli fancuchéw O-glikozydowych, wydzielonych odpowiednio
z GPA-A, GPA-B i GPA-O.

. Ustalenie struktury wydzielonych z GPA N-glikanéw jako taricuchdéw typu ztozonego, z resztg
Fuc przy GIcNAc wigzgcej sie z peptydem, z rozdzielajgcg GIcNAc i zawierajgce na jednym
koncu nieredukujgcym kwas sjalowy, a na drugim odpowiedni antygen grupowy w zaleznosci
od pochodzenia preparatu (Zat. 3, 1A[6]).

. Oszacowanie, ze ilos¢ N-glikandw, zawierajgcych antygeny grupowe H, miesci sie w granicach
ok. 2-6% catej puli tanncuchéw N-glikozydowych, wydzielonych z GPA-O, podczas gdy ilos¢
N-glikandéw, zawierajgca antygeny grupowe A i B, miesci sie w granicach ok. 1-2% catej puli

tancuchéw N-glikozydowych, wydzielonych odpowiednio z GPA-A lub z GPA-B.
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NeuSAcu2 —6Galp1——4GIcNACH1 — 2Manat_ FUCO‘E
GPA-A o °
= GlcNAcp1 — 4Manp1— 4GIcNACB1— 4GIcNAc - ol
3(6)
GaINAca1—3G23I|317 4GlcNAcf1 — 2Manal /
Fucai
NeuSAca2 —— 6Galp1—4GIcNACBT — 2Mana1¥ Fucal
(3) 6
GPA-B GIcNACp1 —  4Manp1— 4GIcNAcB1— 4GIcNAc - ol
3(6)
Gala1—3Galp1 — 4GIcNAcf1 — 2Mana /
2
|
Fucai
NeuSAca2 — 6Galfi1—4GIcNACH —— 2Manaty, F“°“|1
6(3) 6
GlcNAcp1 —— 4Manp1——4GIcNAcp1— 4GIcNAc - ol
GPA-O 3(6)
Fucal—2Galp1— 4GlcNAcB1 — 2Manai
° Wykazanie mikroheterogennosci strukturalnej tancuchéw oligosachrydowych zawierajgcych

mate ilosci glikandw obejmujgcych antygeny grupowe ABH, potwierdzajgce tym samym

powszechng obecnos¢ antygendw ABH.

Pomimo, ze nadal nie udato sie okresli¢ biologicznej funkcji GPA, jednak znaczacy postep
w badaniach immunochemicznych nad tg glikoproteing dostarczyt wielu interesujacych danych.
Uzyskane w trakcie realizacji mojej pracy doktorskiej wyniki sg istotne nie tylko z punktu widzenia
podstawowych badan biochemicznych, immunologicznych i genetycznych, ale stanowig wktad do
uzupetnienia wiedzy w zakresie badan klinicznych i réznych dziedzin medycyny.

Badania te byty realizowane przeze mnie w ramach grantu dla mifodego naukowca pt.:
,ldentyfikacja antygendw grupowych A i B w komponencie cukrowej glikoforyny A”, w ktérym
petnitam funkcje kierownika projektu oraz grantu promotorskiego zatytutowanego ,Badania
strukturalne antygendéw grupowych ABH zawartych w glikoforynie ludzkiej”, w ktorym bytam
gtéwnym wykonawcy. Granty te byly sponsorowane przez Komitet Badan Naukowych. Prace
doktorskg wykonang pod kierunkiem Prof. dr. hab. Huberta Krotkiewskiego, obronitam w 2003 r.
z wyrdznieniem nadanym przez Rade Naukowg IITD PAN. Uzyskane wyniki prezentowane byty na
kilku konferencjach miedzynarodowych (Zat. 3, 111B[15,16,18-20]) i krajowych (Zat. 3, 111B[14,17,21])
oraz stanowig przedmiot trzech prac oryginalnych (Zat. 3, 1IA[6,11] i IID[5]) i jednej pracy
przegladowej (Zat. 3, 1ID[4]).
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b) Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora, w latach 2003-2004 moje zainteresowania naukowe koncentrowaty sie

na monitorowaniu zmian galaktozylacji w komponencie cukrowej surowiczej 1gG pacjentéw

z reumatoidalnym zapaleniem stawéw (ang. rheumatoid arthritis, RA).

Badania obejmowaty:

. opracowanie testu ELISA z zastosowaniem lektyn do rutynowego oznaczania galaktozylacji
IgG w licznych prébkach;

. porownanie wynikow testu ELISA z wynikami uzyskanymi metodami instrumentalnymi
(GLC-MS, SPR) i ustalenie stopnia wiarygodnosci zmodyfikowanego testu ELISA;

. ustalenie czy leczenie wedtug réznych schematéw terapeutycznych wptywa na obnizenie
galaktozylacji 1gG i tym samym czy nastepuje rekonstytucja konserwatywnych N-glikanéw
w komponencie cukrowej 1gG u pacjentéw z RA w trakcie leczenia oraz czy zalezy to od

zastosowanej terapii.

Temat badawczy realizowatam wspdlnie ze wspdtpracownikami z IITD PAN oraz Oddziatu
Reumatologii Uniwersytetu Medycznego (UM) we Wroctawiu, pod kierunkiem Profesora dr. hab.
Jacka Szechinskiego. Temat ten jest rowniez przedmiotem rozprawy doktorskiej Dr Marty Pasek pt.:
”Badanie glikozylacji surowiczej immunoglobuliny G pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem
stawow.”

Na podstawie wstepnych badan przeprowadzonych na wzorcowych prébkach nietraktowanej
i enzymatycznie modyfikowanej I1gG (asialo-agalakto-lgG) dokonano optymalizacji testu ELISA. Do
oznaczania galaktozylacji 1gG wprowadzono nastepujgce modyfikacje: i) optaszczanie ptytki
wydzielonymi na kolumnie powinowactwa preparatami 1gG; ii) przeprowadzenie redukcji IgG
bezposrednio na ptytce. Powodzenie tej préby umozliwito Sledzenie ewentualnych zmian glikozylacji
w strukturach N-glikandw, do ktérych moze dochodzi¢ w trakcie przebiegu schorzenia. Otworzyto to
droge pierwszym prébom poréwnywania oraz oceny struktur tanncuchéw N-glikozydowych in situ, bez
koniecznosci przeprowadzania czasochtonnych preparacji. Jako wskaznik agalaktozylacji IgG (ang.
agalactosylation factor, AF) przyjeto stosunek wartosci uzyskanego wzglednego (wobec proébki
kontrolnej) wigzania lektyny Griffonia simplicifolia (GSL-Il), rozpoznajacej terminalng, nieredukujgca
GalNAc, do wzglednego wigzania Ricinus communis (RCA-I) tj. lektyny rozpoznajacej terminalng,
nieredukujaca Gal. Wyniki badan zostaty zaprezentowane na zjazdach naukowych (Zat. 3, I11B[12-13])
i opublikowane (Zat. 3, IIA[9]). Warto nadmienic, ze praca zostata wyrdzniona nagroda Rektora UM za
publikacje, powstatg we wspdtpracy pomiedzy Uniwersytetem Medycznym i IITD PAN, opublikowang

w 2006 roku w czasopi$mie o najwyzszym wspotczynniku wptywu.
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Zagraniczne staze podoktorskie

W 2004 roku rozpoczetam staze podoktorskie w Augusta University (uprzednio Georgia
Regents University i Medical College of Georgia) w Augusta, GA, USA. Pierwszy staz odbyfam
w Laboratorium Prof. dr. Piotra Kraja w Center of Biotechnology and Genomic Medicine. W tym
czasie bytam zaangazowana w realizacje projektu zatytutowanego: "Analiza funkcjonalna populacji
limfocytéw T CD4" w kontekécie przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej",
realizowanego w ramach grantu (RO1 CA107349-01A1) sponsorowanego przez National Institutes

of Health (NIH) w Bethesda, MA, USA.

Celami tego projektu byto:

. okreslenie lokalizacji przestrzennej i czasowej specyficznych dla nowotworu klonéw komoérek T
CD4" w czasie rozwoju przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej gospodarza;

° zdefiniowanie roli komdérek CD4'CD25'FoxP3* Treg w modulowaniu przeciwnowotworowej

odpowiedzi immunologiczne;j.

Badania prowadzono na myszach transgenicznych z ograniczonym, ale wcigz poliklonalnym
repertuarem receptora afTCR (,TCR™™ mouse”). Prototyp receptora TCR zastosowany do
zaprojektowania konstruktu DNA uzytego do produkcji tych myszy rozpoznawat peptyd Ep63K
prezentowany przez czgsteczki MHC klasy I, A°. W modelowej myszy transgenicznej faricuch TCRp,
ekspresjonowany przez wszystkie komorki T byt identyczny, jak taficuch TCRP prototypowego TCR.
Natomiast fancuch TCRa, zostat skonstruowany poprzez wbudowanie genomowego segmentu

kodujacego Va2 i Ja26 do wektora pTa'?

. Umozliwito to naturalng rearanzacje genu Va2 do jednego
z dwdch gendw Ja: Ja26 lub Ja2. Przy takim rozwigzaniu, jeden fancuch B modgt tworzy¢ pary
z roznymi taicuchami a.. Zatem réznorodnos¢ repertuaru receptoréw o3 TCR powstatych w wyniku
rearanzacji tych gendw w transgenicznej myszy byta ograniczona do hiperzmiennego regionu CDR3
taricucha o. Analize funkcjonalng limfocytéw T CD4" prowadzono na dwdch modelach
nowotworowych: czerniaka i raka gruczotu krokowego. Indukcji czerniaka dokonano poprzez
podskérne podanie komérek B16-F1 uprzednio transfekowanych kompleksem A°Ep63K myszom
TCR™™. Natomiast raka gruczotu krokowego indukowano przez podskérng iniekcje komérek RM-1
i TRAMP-C1, wykazujgcych ekspresje peptydu Ep63K w zmodyfikowanej nukleoproteinie wirusa
grypy, modelowym myszom transgenicznym. Projekt zaktadat wykorzystanie panelu specyficznych dla
peptydu EP63K hybrydom, jako narzedzi do badania powinowactwa receptora TCR do kompleksu
peptyd-MHC klasy Il. Osobiscie bytam zaangazowana w testowanie i optymalizacje metody 2D-SSCP

(ang. two dimentional single-stranded conformation polymorphism) stosowanej do analizy klonow T

CD4'. Za bardzo cenne doswiadczenie z tego okresu uwazam interakcje z Prof. Leszkiem
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Ignatowiczem i Dr. Rafatem Pacholczykiem. Pobyt ten, aczkolwiek krétki, dat podwaliny do mojego
rozwoju naukowego, co niewatpliwie zaowocowato w niedalekiej przysztosci.

Moje zainteresowania naukowe ewoluowaty w czasie stazu odbytego w latach 2005-2010
w Laboratorium Prof. Edwarda L. Hogana, w Institute of Molecular Medicine and Genetics w tym
samym osrodku naukowym. Bytam wodwczas zaangazowana w kilka réwnolegle prowadzonych
projektéw tematycznie zwigzanych z poznawaniem mechanizméw powstawania i przebiegu MS.
Jeden z nich dotyczyt badan strukturalnych i funkcjonalnych odkrytych, przez zespét Hogana, nowych
lipidowych skfadnikow mieliny (FMCs). Cze$¢ strukturalna tego projektu obejmowata izolacje,
oczyszczanie i ustalenie struktur najbardziej ztozonych przedstawicieli rodziny acetylowanych
pochodnych B-GalCer oraz produkcje i oczyszczanie kréliczych przeciwciat poliklonalnych przeciwko
tym lipidowym antygenom. Badania te realizowano w ramach grantu pt.: ,Infekcja a stwardnienie
rozsiane” (R21 NIH NS 51666-01A1) finansowanego przez NIH oraz grantu zatytutowanego: ,,Czynniki
patogenne wywotujace stwardnienie rozsiane” (RG 3473) sponsorowanego przez National Multiple
Sclerosis Society (NMSS) w New York, NY, USA. W trakcie realizacji tych projektow cenng przyjaznia
i wsparciem zawodowym otoczyt mnie Prof. Robert K. Yu, dyrektor tego osrodka. Praca w bliskim
sgsiedztwie z jego Laboratorium data mi unikalng mozliwos$¢ interakcji z naukowcami z Japonii (Prof.
Kenichi Kaida, Dr Toshio Ariga, Dr Makoto Yanagisawa, Dr Yoshihiko Nakatani), wybitnymi ekspertami
w dziedzinie lipidologii. Regularnie i aktywnie uczestniczytam w spotkaniach z tg grupga. Skutkowato
to, nie tylko rozwojem moich umiejetnosci technicznych, ale réwniez postepem
w prowadzonych przeze mnie badaniach naukowych. Zrozumiatam wodwczas, jak wazna jest
systematyczna wspodtpraca pomiedzy badaczami pracujgcymi nad réznymi zadaniami i na réznych
modelach badawczych, prowadzgca do wzajemnego wzrostu potencjatu badawczego.

Badania funkcjonalne dotyczyty poszukiwan podobienstw strukturalnych i immunologicznych,
lezagcych u podstaw mimikry molekularnej, pomiedzy FMCs a glikolipidami pochodzenia
bakteryjnego. Niezaleznie prowadzono réwniez badania funkcjonalne in vitro zwigzane z oceng
odpowiedzi immunologicznej typu komdrkowego po stymulacji FMCs. Projekt ten realizowano we
wspotpracy z Prof. Anthony’m P. Moranem oraz Dr Joan O'Keeffe z Galway-Mayo Institute
of Technology, Galway, Irlandia. Wyniki badan zaprezentowano w postaci plakatéw na konferencjach
naukowych (Zat. 3, IlIB[5-11]), a nastepnie opublikowano — publikacja 1, 2, 4 i 5 — w cyklu prac
stanowigcych szczegdlne osiggniecie naukowe oraz publikacje (Zat. 3, I11A[3,4,6,7,9] i IlID[2-3]).

Kolejny projekt dotyczyt identyfikacji antygendw lipidowych wigzgcych sie do oligoklonalnych
immunoglobulin wystepujgcych w CSF u pacjentdw z MS. Jego dalekosieznym celem byto wyjasnienie
roli lipiddw w patogenezie MS oraz ekstrapolacja uzyskanej wiedzy w kierunku podjecia préb
terapeutycznych. Badania przesiewowe prowadzono przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych

zrekonstruowanych metodami inzynierii genetycznej z pojedynczych komérek plazmatycznych
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CD138" pochodzacych z CSF od pacjentéw z MS. Byty one prowadzone we wspdtpracy z Prof.
Norbertem Goebelsem z Heinrich Heine University, Dusseldorf, Niemcy. W pdzniejszym okresie
zostaly rozszerzone o analize funkcjonalng tych przeciwciat zaréwno in vitro, jak i in vivo. Do badan
tych dotgczyt rowniez Prof. Marin Kronke z University of Cologne, Cologne, Niemcy. Uzyskane wyniki,
na prosbe partneréw zagranicznych z Niemiec, pozostajg objete klauzulg poufnosci ze wzgledu na
propozycje ich wykorzystania jako strategii w programie odkrywania nowych lekow przez firme
farmaceutyczna.

Ponadto bytam zaangazowana w realizacje szeregu mniejszych projektéow finansowanych
przez granty wewnetrzne z Augusta University, ktorych celem byto wyjasnienie roli bioaktywnych
mediatoréw w inicjacji MS.

Wieloletnia praca i trwajaca do dzisiaj wspoétpraca z moim Mentorem — Prof. Edwardem L.
Hoganem — bez watpienia odegrata bardzo istotng role w moim rozwoju naukowym i pozwolita
w znacznym stopniu rozwing¢ warsztat badawczy, za co jestem niezmiernie wdzieczna.

W 2009 roku miatam przyjemnos¢ odwiedzi¢ Laboratorium Prof. Noberta Goebelsa, gdzie
odbytam szkolenie w zakresie immunologii molekularnej. W trakcie pdtrocznego pobytu zapoznatam
sie z metodologia i technikami biologii molekularnej stosowanymi do produkcji przeciwciat
monoklonalnych ‘odtworzonych’ z pojedynczych plazmocytow pochodzgcych z CSF pacjentéw

z MS™°,
Podyplomowe stypendia zagraniczne

W 2012 roku, jako jedna z jedenastu oséb na $wiecie, otrzymatam nominacje do nagrody im.
Jacqueline Du Pré, zwigzanej z uzyskaniem szesciomiesiecznego stypendium w wybranym przez
laureata osrodku naukowym. Konkurs organizowany byt przez strone brytyjskg — Multiple Sclerosis
International Federation, Londyn. Do udziatu w konkursie zachecit mnie Prof. Edward L. Hogan, ktory
po moim wyjezdzie z USA nadal aktywnie wspierat moje dazenia do dociekania mechanizméw
wystepujacych w MS. Pétroczne stypendium odbytam w Department of Neurosciences w Medical
University of South Carolina w Charleston, SC, USA pod bezposrednig opiekg Prof. dr. Narayana R.
Bhata. Prof. Bhat prowadzit grupe badawczg zajmujgcy sie szlakami sygnatowymi zwigzanymi
z demielinizacjg na modelu szczurzych i mysich pierwszorzedowych oligodendrocytéw. Méj projekt
stanowit kontynuacje badan rozpoczetych w Augusta University i dotyczyt wyjasnienia roli
bioaktywnych mediatoréw (m. in. Cer) w indukowaniu zapalnej demielinizacji i proby zahamowania
tego patologicznego procesu za pomocg inhibitorow hamujgcych produkcje Cer. Przebiegat on
dwustopniowo. Czes¢ pierwszg dotyczacg indukowania $mierci komoérek za pomocag TNF-a i IFN-y na

modelu linii komérkowej HOG, jak i pierwszorzedowych hodowli szczurzych oligodendrocytéw
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przeprowadzono w Laboratorium Prof. Bhata. Cze$¢ druga, zwigzang z analizg SLs metodg HPLC-
MS/MS, zrealizowano w Lipidomics Shared Resource (LSR) pod kierunkiem Prof. dr Alicji Bielawskiej —
dyrektora tej jednostki. Dwa ostatnie miesigce stypendium spedzitam w LSR. W trakcie tego pobytu
nawigzatam aktywng wspotprace z Prof. dr Alicjg Bielawska, Prof. dr Jackiem Bielawskim, Prof. dr
Zdzistawem M. Szulcem oraz innymi pracownikami tej jednostki (Panig Barbarg Rembiesg-Carter i
Panem Jasonem Piece). Projekt ten byt rdwniez finansowany przez grant wewnetrzny z Medical
University of South Carolina, w ktérym bytam wspoétkierownikiem.

Uzyskane podczas stypendium wyniki byty przedmiotem doniesien zjazdowych (Zat. 3, 1lIB[2-
3]), oraz zaowocowaty powstaniem publikacji 3 stanowigcej szczegdélne osiggniecie naukowe
i publikaciji (zat. 3, 1A[3]).

Kilka miesiecy po powrocie do pracy w Laboratorium Biatek Sygnatowych w I[ITD PAN we
Wroctawiu otrzymatam ponowne zaproszenie do MUSC od Prof. Narena L. Banika, ktérego miatam
przyjemnosc¢ osobiscie poznac w trakcie pierwszej wizyty. Zaproszenie to byto zwigzane z wygraniem
ogolnopolskiego stypendialnego konkursu organizowanego przez Fundacje Kosciuszkowska. Konkurs
wymagat m.in. przygotowania witasnego projektu badawczego i przejscia przez Interview w jezyku
angielskim przeprowadzonego w siedzibie Fundacji Kosciuszkowskiej przez pracownikéw Fundacji
zaréwno z Polski, jak i z USA.

Kontynuacja pracy w Medical University of South Carolina w latach 2014-2016 data mi
mozliwo$¢ dalszego rozwoju intelektualnego, pozwolita poszerzy¢ horyzonty naukowe, jak réwniez
przyczynita sie do dalszego dynamicznego rozwoju warsztatu badawczego. Zainteresowania naukowe
Prof. dr. Narena L. Banika przez ponad 20 lat oscylowaty wokét roli kalpain w uszkodzeniu rdzenia
kregowego, rozwoju chordb demielinizacyjnych i neurodegeneracyjnych oraz neuroprotekcyjnego
dziatania inhibitorow tych proteaz jako potencjalnej strategii terapeutycznej. W trakcie stypendium
bytam zaangazowana w kilka projektéow zwigzanych z tematyka badan prowadzonych od lat w tym
Laboratorium. Pierwszy z nich dotyczyt wyjasnienia roli kalpainy w zaburzeniu réwnowagi limfocytéow
Thl i Th2 w MS. Badania prowadzono zaréwno na liniach komdrkowych, jak i pierwszorzedowych
komérkach neurondéw oraz komérkach mikrogleju. Projekt obejmowat préobe modulacji aktywnosci
kalpainy przy uzyciu inhibitoréw: kalpeptyny i SNJ-1945. Ten ostatni — nowy, nietoksyczny,
rozpuszczalny w wodzie zwigzek — otrzymano w ramach wspétpracy z japonska firmg Senju.
Doswiadczenia planowano i wykonywano pod kierunkiem Dr. Arabindy Dasa, wieloletniego
wspotpracownika Prof. dr. Narena L. Banika. Wyniki in vitro wskazywaty, ze SNJ-1945 niweluje proces
zapalny w fazie inicjacji choroby. Badania poszerzone o faze progresywng schorzenia realizowano
w ramach prestizowego stypendium Fullbrighta przyznanego przez Polsko-Amerykanskg Komisje

Fullbrighta oraz w ramach projektu pt.: ,,Wptyw inhibitora kalpainy na autoreaktywne limfocyty T
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i neuroprotekcje w stwardnieniu rozsianym” realizowanego w ramach grantu (5101BX002349-02)
dotowanego przez NIH. Kluczowe wyniki badan nad nowo zidentyfikowanym mechanizmem ukazaty
sie w publikacji 6 stanowiacej szczegdlne osiggniecie.

Obiecujgce wyniki badan in vitro stanowity podstawe do ich konytynuacji na modelu
zwierzecym in vivo. Do badan tych oprécz testowanego inhibiotra SNJ-1945 wtgczono peptyd aza-
MBP. Badania prowadzono w ramach grantu (RO1 NS056176-05) sponsorowanego przez NIH pt.

,Hamowanie uszkodzenia aksonalnego i Smierci neurondw na modelu EAE”.
Celem projektu byto:

° wyjasnienie mechanizmu, dzieki ktéremu SNJ-1945 niweluje zaréwno proces zapalny, jak
i neurodegeneracyjny, prowadzgc tym samym do zmniejszenia objawoéw klinicznych choroby;

° porédwnanie efektu zmniejszenia nasilenia objawdéw klinicznych schorzenia u myszy z EAE
w zaleznosci od zastosowanego schematu leczenia: monoterapii inhibiotrem kalpainy SNIJ-
1945, monoterapii peptydem aza-MBP jak réwniez terapii skojarzonej aza-MBP/SNJ-1945;

. wyjasnienie, czy politerapia aza-MBP/SNJ-1945 wptywa na funkcje zapalnych komorek

efektorowych.

Interesujgcym podejsciem do tematu byto przeprowadzenie prdéby antygenowo swoistej terapii
majacej na celu zablokowanie dziatania autoreaktywnych limfocytéw T poprzez dootrzewnowe
podanie zmodyfikowanego autoantygenu tj. zmienionego liganda peptydowego (ang. altered peptide
ligand, APL). Prototypem tego liganda byt naturalnie wystepujgcy w ostonce mielinowej peptyd MBP.
Projekt zaktadat zmiane pojedynczych aminokwaséw w antygenie prezentowanym limfocytowi T.
Antygen ten miat by¢ dalej wigzany i prezentowany przez czgsteczki MHC klasy 1l, ale rozpoznajacy go
— poprzez swoisty TCR receptor — limfocyt T nie powinien juz na niego odpowiada¢. Zaprojektowany
przez nas aza-MBP byt APL zawierajgcym aza podstawienie CH(R)-N—N(R)N, typowe dla aza-
aminokwasow. W zamysle peptyd ten miat: i) by¢ oporny na trawienie amino- i karoksypeptydazami,
ii) nie powodowac reakcji uczuleniowych oraz co najwazniejsze iii) fagodzi¢ objawy kliniczne choroby.

Badania te staty sie przedmiotem rozprawy doktorskiej Dr Nicole Trager pt.: ,Terapia
skojarzona niwelujgca proces zapalny i neurodegeneracyjny na modelu stwardnienia rozsianego
u gryzoni”. Czes¢ wynikdw zostata juz zaprezentowana na miedzynarodowej konferencji naukowe;j

(Zat. 3, 111B[4]) oraz opublikowana (Zat. 3, 11A[2]), a cze$¢ jest w trakcie przygotowywania do druku.
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Doswiadczenie zawodowe na stanowisku adiunkta w IITD PAN

Od roku 2011 do chwili obecnej kontynuuje prace naukowg na stanowisku adiunkta.
Poczatkowo w Laboratorium Glikokoniugatéw pod kierunkiem Prof. dr. hab. Huberta Krotkiewskiego,
a od 2012 roku w Laboratorium Biatek Sygnatowych pod kierunkiem Prof. dr. hab. Janusza
Matuszyka, a nastepnie Prof. dr. hab. Jakuba Siednienko. W tym czasie rozpoczetam realizacje
wtasnych projektéw badawczych. W 2013 roku otrzymatam miedzynarodowy grant Harmonia 4
finansowany przez Narodowe Centrum Nauki pt.: ,Antygeny lipidowe jako cel ataku
autoimmunologicznego w stwardnieniu rozsianym”. W realizacje tego innowacyjnego projektu
badawczego z pogranicza neurologii, neurobiologii i neuroimmunologii zaangazowani s3 wykonawcy
z trzech o$rodkéw naukowo-badawczych. W celu poznania mechanizméw odpowiedzi
immunologicznej na antygeny lipidowe w patogenezie MS wyznaczono dwa giéwne zadania

badawcze:

. analize przeciwciat klasy IgG, pochodzgcych z surowicy oraz CSF od pacjentéw z MS, pod katem
ich antylipidowej reaktywnosci w zaleznosci od manifestacji klinicznej schorzenia;
. okreslenie poziomu bioaktywnych sfingolipidowych mediatoréw w ogniskach zapalno-

demielinizacyjnych.

Realizacja projektu przebiega dwukierunkowo. Analiza przeciwciat jest realizowana w [ITD PAN we
wspotpracy z Prof. dr. hab. Ryszardem Podemskim, Prof. dr. hab. Matgorzatg Bilinskg, Dr hab. Anng
Pokryszko-Dragan, klinicystami Kliniki Neurologii Uniwersyteckiego Szpitala Medycznego we
Wroctawiu. Analiza tkanek jest prowadzona w placéwce partneréw zagranicznych z MUSC
w Charleston, SC, USA, a w jej realizacje sg zaangazowani pracownicy z renomowanego osrodka
badan nad lipidami, tj. LSR: Prof. Alicja i Jacek Bielawscy, Prof. Zdzistaw M. Szulc oraz Prof. Edward L.
Hogan. W pézniejszym okresie do badan dotgczyli takze Prof. Robert K. Yu i Dr Toshio Ariga z Augusta
University. Wspdlna praca tych zespotow jest kluczowa dla okreslenia roli lipidéw i wywotywanej
przez nie odpowiedzi immunologicznej w patogenezie MS. Pozyskana wiedza moze sie okazac
pomocna w opracowaniu nowych strategii terapeutycznych.

Cze$¢ wynikéw zostata juz zaprezentowana na konferencji naukowej (Zat. 3, 11IB[1]) oraz
opublikowana w jednej z publikacji [publikacja 3] stanowiagcej przedmiot niniejszej rozprawy
habilitacyjnej oraz oméwiona w monografii (Zat. 3, 1ID[1]) i pracy przegladowej (Zat. 3, IIA[1]).

Ponadto w dalszym ciggu prowadze aktywng wspotprace naukowg z dr Joan O’Keeffe
z Galway-Mayo Institute of Technology, Galway, Irlandia. Wspétpraca ta polega na kontynuowaniu

wspdlnych badan funkcjonalnych zmierzajgcych do wyjasnienia roli nowo zidentyfikowanych
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lipidowych sktadnikéw mieliny (FMCs) w mechanizmach odpowiedzi immunologicznej zaréwno typu

komdrkowego, jak i humoralnego.

Aktualnie sprawuje takze opieke naukowg nad pracami magisterskimi dwdch studentek
z Politechniki Wroctawskiej.
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