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1. Imig¢ i nazwisko

Alicja Magdalena Majewska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

06.04.2004 stopien naukowy doktora nauk rolniczych, w zakresie ogrodnictwa, Wydziat
Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, Szkota Gtéwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie
tytul rozprawy doktorskiej: ,,Zroznicowanie polskich lokalnych typow
chrzanu (Armoracia rusticana Gaertn.) pod wzglgdem plonowania, cech
morfologicznych, sktadu chemicznego oraz aktywnosci biologicznej”,
promotor pracy: dr hab. Barbara Dabrowska, prof. SGGW (dyplom z
wyrdznieniem)

08.09.2000 tytul zawodowy magistra inzyniera ogrodnictwa, Wydzial Ogrodnictwa i
Architektury Krajobrazu, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie
tytut pracy magisterskiej pt. "Wstepne badania nad uprawg tarczycy
bajkalskiej (Scutellaria baicalensis Georgi.) w Polsce”,
promotor pracy: prof. dr hab. Zenon Weglarz

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

od 2011 Zaktad Biochemii i Dietetyki, Katedra Nauk Fizjologicznych, Instytut
Medycyny Weterynaryjnej, SGGW w Warszawie, - stanowisko adiunkt

2007 - 2011 Katedra Nauk Fizjologicznych, Instytut Medycyny Weterynaryjnej, SGGW w
Warszawie - stanowisko naukowo-techniczne

2006 - 2007 Zaktad Genetyki, Hodowli i Biotechnologii, Instytut Warzywnictwa im.
Emila Chroboczka (dzi$ Instytut Ogrodnictwa) PIB w Skierniewicach—
stanowisko adiunkt

2000 - 2004 studia doktoranckie — Katedra Roslin Warzywnych i Leczniczych, Wydziat
Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, SGGW w Warszawie



4.  Omowienie osiggniec, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).

4.1 Osiaggnigcie naukowe pt. ,,Udzial limfocytéw, cytokin i genéow w odpowiedzi
immunologicznej w atopowym zapalenie skory u psow” tworzy cykl trzech, powigzanych
tematycznie oryginalnych publikacji naukowych, w ktorych jestem pierwszym i korespondencyjnym
autorem:

l. Majewska A, Gajewska M, Dembele K, Maciejewski H, Prostek A, Jank M.
Lymphocytic, cytokine and transcriptomic profiles in peripheral blood of dogs with atopic
dermatitis. BMC Vet Res. 2016, 12:174. doi: 10.1186/s12917-016-0805-6.

(IF2016: 1,75, pkt MEiN2o16: 40 , wg. punktacji po wprowadzeniu Ustawy 2.0 -Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce: pkt MEiN2o23: 140, liczba cytowan 39)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji i okresleniu celu badan,
pozyskaniu Srodkow na realizacje badan, wspotudziale w opracowaniu metodyki, w zebraniu
materiatu do badan oraz we wszystkich analizach laboratoryjnych. Analizowatam i
interpretowatam wyniki, jak rowniez napisatam artykut oraz wykonatam wykresy i tabele.

1. Majewska A, Dembele K, Dziendzikowska K, Prostek A, Gajewska, M. Cytokine and
Lymphocyte Profiles in Dogs with Atopic Dermatitis after Allergen-Specific
Immunotherapy. Vaccines 2022, 10: 1037. doi.org/10.3390/vaccines10071037.

(IF2022: 7,8; pkt MEiN2022: 140, liczba cytowan: 2)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji i okresleniu celu badan,
pozyskaniu srodkow na realizacje badan, wspotudziale w opracowaniu metodyki, w zebraniu
materiatu do badan oraz we wszystkich analizach laboratoryjnych. Analizowatam i
interpretowatam wyniki, jak rowniez napisatam artykut oraz wykonatam wykresy i tabele.

I. Majewska A, Gajewska M, Dembele K. Effect of Allergen-Specific Immunotherapy on
Transcriptomic Changes in Canine Atopic Dermatitis. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24: 11616.
doi.org/10.3390/ijms241411616
(IF2022: 5,6; pkt MEIN 2023: 140)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegatl na opracowaniu koncepcji i okresleniu celu badan,
pozyskaniu srodkow na realizacje badan, wspotudziale w opracowaniu metodyki, w zebraniu
materiatu do badan oraz we wszystkich analizach laboratoryjnych. Analizowatam i
interpretowatam wyniki, jak rowniez napisatam artykut oraz wykonatam wykresy i tabele.

Wszystkie publikacje powstaly w ramach projektu badawczego nr: N N308 575940,
finansowanego przez MNIEW pt. ,Wplyw atopowego zapalenia skory na profil
transkryptomiczny komorek skory i krwi obwodowej pséw”. W ww. projekcie pelnitam funkcje
kierownika.

Laczna punktacja publikacji wchodzacych w cykl osiagniecia , zgodnie z rokiem
opublikowania wynosi:

Sumaryczny Impact Factor (IF) wedlug bazy Journal Citation Reports (JCR): 15,15
Suma punktow MNiSW: 320



Kopie publikacji oraz os$wiadczenia wspoOtautorow, okreslajace indywidualny wkiad
kazdego z nich w powstanie pracy znajduja si¢ odpowiednio w zalacznikach 5 i 6 do
Whiosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.

4.2 Uzasadnienie tematyki badan

Atopowe zapalenie skory (AZS) jest jedng z najczesciej wystepujacych chorob skory u
psow, dotykajaca ok 10% populacji. Jest to genetycznie uwarunkowana, przewlekta, nawracajaca,
zapalno-$wigdowa, alergiczna dermatoza o charakterystycznych objawach klinicznych. Zwigzana
jest z nadmiernym uwalnianiem przeciwcial klasy IgE, ktore sg skierowane przeciwko alergenom
srodowiskowym (Halliwell 1 wsp. 2006). Do rozwoju AZS dochodzi w wyniku wspotdziatania
kilku czynnikow, takich jak: predyspozycje genetyczne, czynniki §rodowiskowe, nieprawidtowa
struktura i funkcjonowanie (dysfunkcja) bariery naskorkowej oraz zaburzenia w odpowiedzi
uktadu immunologicznego.

Chociaz definicja AZS obejmuje wiele aspektow patogenezy, choroba ta nie ma
patognomonicznych objawow klinicznych, ktore pozwalatyby na postawienie jednoznacznej
diagnozy na podstawie wstgpnego wywiadu i badania klinicznego (Hensel i wsp. 2015).
Rozpoznanie AZS u ps6w moze by¢ trudne, co wynika z r6znorodnosci obrazu klinicznego, ktory
zalezy od czynnikéw genetycznych (fenotypy zwiazane z rasg), sezonu (rézne nat¢zenie
czynnikéw uczulajacych), rozlegto$ci zmian, stopnia zaawansowania choroby (ostra lub
przewlekla), oraz obecnosci wtornych zakazen bakteryjnych lub innych czynnikow zapalnych.
Dodatkowo, niektore objawy choroby moga przypomina¢ inne choroby skory, ktore nie sg
zwigzane z AZS u psoéw. Podzespot Migdzynarodowego Komitetu ds. Chorob Alergicznych u
Zwierzat (International Committee for Allergic Diseases in Animals, ICADA) opracowat
wskazowki, ktore sg pomocne w diagnozowaniu AZS u pséw (Hensel i wsp. 2015). Wytyczne te
obejmujg trzy roézne uzupelniajgce si¢ sposoby oceny: 1) wykluczenie innych chorob skory,
dajacych zblizone objawy, 2) szczegélowa analiza na podstawie wywiadu (historii choroby
pacjenta) i objawow klinicznych, wspomagana kryteriami Favrota (Favrot i wsp. 2010),
3) wykonanie testow $rodskornych w celu wykazania czynnika odpowiedzialnego za rozwoj
uczulenia oraz wykonanie testoéw serologicznych w celu oznaczenia w surowicy poziomu
swoistych przeciwcial IgE przeciw alergenom srodowiskowym. Rozpoznanie choroby postawione
na postawie tylko jednej wytycznej moze by¢ btedne.

Pomimo tego ze AZS stanowi istotny problem Kliniczny, patogeneza tej choroby jest
ztozona i nie zostata do konca wyjasniona, co powoduje, ze leczenie AZS jest trudne, wymaga

duzego dos§wiadczenia klinicznego i nie zawsze jest skuteczne. AZS negatywnie wptywa na jako$¢
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zycia chorych psow i czesto wymaga leczenia przez cale zycie. Najczestsza i klinicznie istotng
cecha AZS jest $wiad o nasileniu od umiarkowanego do cigzkiego, ktoremu towarzyszy rumien,
rumieniowe wykwity plamkowe i/lub grudkowe, samoczynne tysienie, zadrapania,
hiperpigmentacja i lichenifikacja.

Zardéwno objawy choroby, jak i etiopatogeneza atopowego zapalenia skory sa podobne u
ps6w 1 u ludzi. Dzigki szeroko prowadzonym badaniom genetycznym i immunologicznym
znacznie lepiej poznany jest mechanizm prowadzacy do stanu zapalnego skory w reakcji na
alergen u ludzi niz u pséw. Mimo to nadal potrzebne sg dalsze badania dotyczaca AZS u obu
gatunkow. AZS jest konsekwencja wspoétdziatania czynnikow genetycznych i srodowiskowych.
Zmiany genetyczne dotycza dwoch grup genow: kodujacych bialka strukturalne naskorka i innych
nabtonkow oraz genéw kodujacych biatka uktadu immunologicznego. W wyniku zmian
fizykochemicznych naskorka, dochodzi do dysfunkcji bariery naskérkowej co ulatwia wnikanie
alergendéw s$rodowiskowych 1 rozwdj alergicznej reakcji zapalnej. AZS jest konsekwencja
zaburzonej zarowno wrodzonej (nieswoistej), jak 1 nabytej (swoistej) odpowiedzi

immunologicznej.

AZS jest wywolane reakcja nadwrazliwosci typu 1. Reakcja zapalna spowodowana jest
brakiem réwnowagi pomigdzy pomocniczymi limfocytami T CD4*: Thl i Th2. Za inicjowanie
odpowiedzi immunologicznej w skorze odpowiedzialne sg komorki prezentujace antygeny (ang.
Antigen Presenting Cells, APC). Komoérki Langerhansa, jako pierwsze maja kontakt z obcymi
antygenami (alergenami) i prezentuja je aktywujac limfocyty pamigci Th2 w skorze atopowe;,
jednoczesnie tez migrujag do weztéw chlonnych i pobudzajg dziewicze limfocyty T. Pobudzony
dziewiczy limfocyt T CD4* roznicuje sie w funkcjonalne subpopulacje limfocytow pomocniczych
(Th), ktore réznig si¢ profilem wydzielanych cytokin. Czynnikiem warunkujagcym powstanie
funkcjonalnej subpopulacji limfocytdéw T CD4" jest m.in. srodowisko cytokinowe, w ktérym po
raz pierwszy dziewiczy limfocyt T CD4" zostal zaktywowany. W reakcji alergicznej dziewicze
limfocyty Th roznicujg si¢ w przewazajacej liczbie do limfocytow Th2. Komorki te wydzielaja
interleukiny: IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13, co skutkuje aktywacja limfocytow B, ktore stymulowane sa
do produkcji przeciwciat IgE, ktore z kolei wigza si¢ ze swoistymi receptorami FceRI na
komorkach tucznych, bazofilach 1 eozynofilach; powodujac degranulacje tych komorek.
Uwolnione mediatory (histamina, prostaglandyny, leukotrieny) przyczyniajg si¢ do rekrutacji
komorek zapalnych do miejsca reakcji i wywotuja charakterystyczny obraz alergicznej reakcji
natychmiastowej. Faza ostra zalezna od limfocytéw Th2 prowadzi do fazy przewleklej zalezne;j

od limfocytow Thl. Aktywacja komorek Thl powoduje wydzielanie cytokin: interferonu gamma



(IFN-y), IL-2, IL-12 (Bieber 2008). U psow zazwyczaj stwierdza si¢ jedynie poczatkowa
odpowiedz typu Th2 i trudno jest rozpoznaé typowa odpowiedz typu Th1, ale obserwuje si¢ raczej
mieszang odpowiedz typu Th1-Th2 (Nuttall i wsp. 2002, Schlotter i wsp. 2011). Do niedawna w
badania koncentrowano si¢ na zaburzonej rownowadze miedzy komérkami Thl i Th2. Obecnie
zwraca si¢ roOwniez uwage na role stosunkowo niedawno wyodrgbnionych innych fenotypow
limfocytow, m.in. Th1l7 i Th22, ktore kontroluja miejscowg reakcje zapalng, wydzielajac
prozapalne cytokiny i chemokiny. Heterogenng subpopulacijg sg limfocyty T regulatorowe (Treg),
ktore dzieki witasciwosciom supresorowym kontroluja 1 hamujg nadmierng odpowiedz
immunologiczng. Osiggaja to przez hamowanie proliferacji i/lub indukcje apoptozy
autoreaktywnych limfocytow efektorowych. Odbywa si¢ to przede wszystkim w sposéb zalezny
od bezposredniego kontaktu pomiedzy komorkami (odziatywanie typu: komoérka-komorka), cho¢
rowniez przez oddziatywanie cytokin np. IL-10 i transformujacego czynnika wzrostu beta (TGF-
B, ang. transforming growth factor-beta) oraz wigzanie IL-2 ze $rodowiska, dzigki obecno$ci w
blonie komorkowej receptora dla tej cytokiny (CD25). W konsekwencji usunigty jest czynnik
stymulujacy limfocyty T, zarowno pomocnicze, jak i cytotoksyczne. Choroby alergiczne sa
zwigzane z niedoborem lub upo$ledzona funkcja limfocytow Treg.

Wsrod genow przedstawionych w pierwszej 1 trzeciej publikacji cyklu znalazty sie takie,
ktorych zmiany w ekspresji opisano po raz pierwszy w odniesieniu do AZS oraz immunoterapii.
Dalsze badania nad ich rola w atopii moga przyczynic si¢ do lepszego zrozumienia molekularnych
mechanizmow lezacych u podloza tej choroby u psow, jak réwniez wskazaé uzyteczno$¢ tych
genow 1 ich produktéw biatkowych jako markerow diagnostycznych lub prognostycznych w
przebiegu leczenia AZS.

W leczeniu AZS psow gtdwnie stosuje si¢ terapi¢ objawowa, podajac leki przeciwzapalne
1 przeciwswigdowe. Leczenie nie daje dtugotrwatych efektow, a przewlekle stosowanie lekow
moze rowniez wywolywaé skutki uboczne. Najlepszym sposobom leczenia jest unikanie
alergenow, ale nie zawsze jest to mozliwe np. przy uczuleniu na roztocza kurzu domowego. Jedyna
metoda leczenia przyczynowego jest swoista immunoterapia alergenowa (SITA), ktora daje
pozytywne efekty leczenia. U wigkszosci pséw cierpigcych na AZS choroba towarzyszy cate
zycie. Z tego wzgledu potrzebne jest doktadniejsze poznanie mechanizméw nieprawidtowej
odpowiedzi ukladu immunologicznego na alergeny, a takze zmian jakie zachodza, po

zastosowanej immunoterapii.



4.3 Wprowadzenie i cel naukowy

W przypadku atopowego zapalenia skory u psow, wiekszos¢ informacji o mechanizmie
rozwoju tej choroby pochodzi z badan prowadzonych nad AZS u ludzi. W ostatnich latach jest
jednak coraz wigcej publikacji dotyczacych AZS u pséw, w ktdrych opisywany jest udziat roznych
subpopulacji limfocytow, jak i wydzielanych przez nie cytokin w patogenezie tej choroby.
Wigkszos¢ badan przeprowadzonych zostato na probkach zmienionej i niezmienionej chorobowo
skory, co umozliwiato analiz¢ miejsca bezposrednio dotknigtego stanem zapalnym (Olivry i wsp.
1997, Sinke 1 wsp. 1997, Nuttall i wsp. 2002, Merryman-Simpson i wsp. 2008, Schotter i wsp.
2011, Plager i wsp. 2012, Schamber i wsp. 2014). Chociaz analiza probek skory od pacjentow z
AZS stanowi najlepszy materiat do badan nad patogenezg tej choroby, to pobranie materiatu do
badan jest czgsto trudne. W przypadku pséw pobranie nawet niewielkiego fragmentu skory za
pomoca biopsji jest bolesne i pozwala na uzyskanie bardzo matej ilo$¢ materialu do badan, co
uniemozliwia przeprowadzenie szerszego zakresu analiz z pojedynczej probki. Z tego powodu w
prezentowanym przeze mnie cyklu publikacji dotyczacych AZS u psoéw, analizy zostaty
wykonywane na krwi obwodowej psow z AZS. Krew jest tatwiej dostepna, pobieranie jej jest
mniej inwazyjne, a takze mniej bolesne i stresujace dla pacjenta niz pobranie probki skory. Krew
jako materiatl badawczy stanowi cenne zrodto informacji o stanie zdrowia pacjenta i daje obraz
reakcji organizmu na alergeny.

Cytokiny sa zréznicowang grupg biatek odpowiedzialnych za przesylanie sygnatow
miedzy komoérkami. Odgrywaja gtéwna role w rozwoju, roznicowaniu i funkcjonowaniu komoérek
immunologicznie kompetentnych (limfocytow, komorek tucznych, dendrytycznych i eozynofili),
jak rowniez immunologicznie niekompetentnych. Mediatory te biora udzial w reakcjach
zapalnych, stymulacji odpowiedzi immunologicznej komorkowej i humoralnej, wyciszaniu i
regulacji odpowiedzi immunologicznej oraz uczestnicza w regulacji krwiotworzenia. Podczas
zapalenia alergicznego uwalniane sg do krwioobiegu cytokiny syntetyzowane przez leukocyty,
przyczyniajac si¢ do nieprawidtowej odpowiedzi immunologicznej w chorobach alergicznych. Ich
oddziatywanie na komoérki odbywa si¢ poprzez wigzanie si¢ ze SWOistymi receptorami w blonie
komorkowej, co prowadzi do wilgczenia wewnatrzkomorkowych szlakéw przekazywania
sygnatow. Wigkszos¢ cytokin aktywuje szlak przekazywania sygnatu za posrednictwem Kinaz
tyrozynowych JAK (Janus kinases), biatek adaptorowych oraz czynnikéw transkrypcyjnych z
rodziny STAT (signal transducers and activators of transcription), ktore tworza dimery i
przemieszczaja si¢ do jadra komorkowego i1 regulujg ekspresje genow docelowych. Odpowiedz

immunologiczna na alergen odbywa si¢ na kilku poziomach: komoérkowym, proteomicznym i



transkryptomicznym. Z tego wzgledu w swojej pracy przeanalizowatam profil limfocytow krwi
obwodowej, poziom cytokin w osoczu oraz profil transkryptomiczny komorek jadrzastych krwi
obwodowej u psow z AZS i klinicznie zdrowych pséw.

Celem prezentowanych badan byto uzyskanie kompleksowego obrazu rdznic na poziomie
komoérkowym, proteomicznym i transkryptomicznym w obwodowej krwi psow z AZS w
porownaniu do zdrowych, jak rowniez przesSledzenie zmian tych parametrow W Krwi po
zastosowaniu swoistej immunoterapii alergenowej (SITA). Dodatkowo, w swoich badaniach
podjetam probe znalezienia nowych potencjalnych markeréw molekularnych dla AZS u pséw. Cel
ten realizowany byl w kilku etapach, czego odzwierciedleniem jest cykl trzech publikacji
tworzacych moje osiggnigcie naukowe.

Szczegotowe cele:

e analiza profilu limfocytow krwi obwodowej, poziomu cytokin w osoczu oraz profilu
transkryptomicznego jadrzastych komorek krwi obwodowej u psow z AZS i klinicznie
zdrowych psow.

e okreslenie, czy 1 w jaki sposdb swoista immunoterapia alergenowa zmienia proporcje
subpopulacji limfocytow we krwi obwodowej oraz poziom cytokin wydzielanych przez
te komorki.

e analiza zmian ekspresji genow komorek jadrzastych krwi obwodowej obserwowanych u

pacjentow z AZS poddanych swoistej immunoterapii alergenowe;j.

4.4. Materialy i metody

Ze wzgledu na ztozonos$¢ patogenezy atopowego zapalenia skory u psow podjeto probe
zbadania mechanizmow tej choroby na poziomie klinicznym, immunologicznym i molekularnym.
Psy do badan byty kwalifikowane na podstawie rozpoznania klinicznego opartego na wywiadzie i
badaniu klinicznym. Diagnoza oparta byta na kryteriach Willemse'a i Prélaud’a, uzupetnionych o
nastepujace kryteria Favrota: §wiad przy braku zmian skérnych (pruritus sine materia), tryb zycia
w pomieszczeniu 1 wykluczenie innych przyczyn swigdu utrzymujacego si¢ od co najmniej roku.
U wszystkich pséw z przewleklym §wigdem wykluczono inne jednostki chorobowe, tj.: pasozyty
skorne (Swierzbowca drgzacego, nuzenca psiego, alergiczne pchle zapalenie skory). Wykluczono
réwniez zapalenie skory na tle bakteryjnym oraz wywotane przez drozdzaki rodzaju Malassezia
spp. na podstawie negatywnych wynikow w badaniach bakteriologicznych i mykologicznych.
Wykluczono réwniez alergi¢c pokarmowa stosujac diete eliminacyjng przez 6-8 tygodni.
Rozpoznanie kliniczne atopowego zapalenia skory potwierdzono serologicznymi testami

alergicznymi (panelowy test alergiczny IDEXX) oraz testami $rodskornymi (zestaw testowy
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Artuvetrin, Holandia). Co najmniej 3 tygodnie przed wykonaniem testu serologicznego i testu
$rédskornego nie podawano lekdw przeciwzapalnych. Psy zakwalifikowane do badan byty
réznych ras i byly pacjentami Kliniki Matych Zwierzat, Instytutu Medycyny Weterynaryjnej
SGGW w Warszawie. Grup¢ kontrolng stanowitly zdrowe psy bedace dawcami Krwi
Weterynaryjnego Banku Krwi im. Milusia (Géra Kalwaria).

Krew pobrana od 20 pséw z AZS oraz 8 zdrowych pséw byla wykorzystana do analiz
immunologicznych ~ (z  zastosowaniem  cytometrii ~ przeplywowej  oraz  testoOw
immunoenzymatycznych) i transkryptomicznych. Krew byla pobierana jednorazowo przed
wykonaniem testow $rodskornych i rozdzielana do poszczegoélnych analiz. Metoda cytometrii
przeptywowej identyfikowano subpopulacje limfocytow T oznaczajac markery charakterystyczne
dla okreslonych populacji limfocytow: CD3 (limfocyty T), CD4 (limfocyty T pomocnicze), CD3
i CD25 (aktywowane limfocyty T), CD8 (limfocyty cytotoksyczne), CD25 i Foxp3 (limfocyty T
regulatorowe). Subpopulacje¢ limfocytow B identyfikowano uzywajac komercyjnych przeciwciat
LSM 11.425 firmy BD Biosciences, ktore swoiscie rozpoznaja komorki pochodzace z weztow
chlonnych pséw 1 uzywane sa jako narzedzie prognostyczne w badaniach nad chloniakami z
limfocytoéw B u psow (oryginalny opis producenta brzmi: PE-conjugated LSM 11.425 antibody
generated against cells derived from canine peripheral lymph nodes and used as a prognostic tool
in dog B cell lymphoma studies). Stezenie cytokin (IL-2, IL-4, 1L-10, IL-13, TNF-o TGF-B) w
0soczu oznaczono stosujac komercyjne testy immunoezymatyczne - ELISA. Czgs¢
transkryptomiczng wykonano przy uzyciu mikromacierzy ekspresyjnych, ktorych sondy
obejmowaly caty genom psa (44 000 sond).

Probki krwi przeznaczone do analizy z uzyciem mikromacierzy pobierane byty do
specjalnych probéwek (RNeasy Protect Animal Blood Kit firmy Qiagene). RNA izolowano przy
uzyciu odczynnikow z zestawu do izolacji: Rneasy Protect Animal Blood Kit (Qiagen). W
do$wiadczeniu uzyto macierzy Canine (V2) Gene Expression Microarray, 4x44K (Agilent
Technologies) oraz zestawu odczynnikow do przepisywania, znakowania i hybrydyzacji sond
firmy Agilent Technologies.

Siedem psow z AZS poddano swoistej immunoterapii alergenowej. Krew do analizy od
tych psow byla pobrana przed terapig oraz po trzech i szeSciu miesigcach stosowania terapii.
Liczebnos¢ poszczegodlnych subpopulacji limfocytow oraz poziom cytokin w 0soczu 0znaczono
w probkach sprzed SITA (skrot w j. ang.: ASIT pochodzacy od nazwy: allergen-specific
immunotherapy), po trzech i szeSciu miesigcach stosowania terapii, natomiast analiz¢
transkryptomiczng przeprowadzono na probkach pobranych przed zastosowang immunoterapig |

po szesciu miesigcach jej stosowania.



4.5 Przedstawianie uzyskanych wynikow

Pierwsza publikacja z cyklu p.t. “Lymphocytic, cytokine and transcriptomic profiles in
peripheral blood of dogs with atopic dermatitis” obejmuje wyniki dotyczace analizy
subpopulacji limfocytéw, poziomu cytokin oraz ekspresji gendw w komorkach jadrzastych krwi
obwodowej psoOw z atopowym zapalaniem skory, bioracych udziat w odpowiedzi
immunologicznej na alergen.

Analiza cytometryczna wykazala, ze procentowy udziat limfocytow T (CD3") i B we krwi
obwodowej u psow z AZS byt istotnie nizszy niz u zdrowych, odsetek limfocytow Th (CD3"CD4")
byt podobny w obu grupach, natomiast procent limfocytdw T cytotoksycznych (Te: CD3"CD8")
byt istotnie wyzszy u psow z AZS w porOwnaniu ze zdrowymi. Wigkszo$¢ wczesniej
opublikowanych wynikéw innych grup badawczych wykazywato inng tendencj¢. U pacjentdéw z
AZS zwigkszat sie odsetek limfocytow T zarowno Th (CD3°CD4"), jak i Tc (CD3°CD8"), jednak
wyniki te dotyczyly przede wszystkim skory atopowej. Wykazano, ze w skorze atopowej
zmienionej chorobowo odsetek limfocytow T zarowno CD4" jak i CD8" zwigkszal si¢ w
poréwnaniu ze skorg zdrowych pséw. Dominujacym typem limfocytow T w naskoérku byty
komorki CD4". W niezmienionej skorze atopowej rowniez wystepowat naciek limfocytow T CD4*
i CD8", ale nie obserwowano wyraznej przewagi limfocytow T CD4". Limfocytow B bylo
niewiele 1 wykrywano je jedynie w skorze zmienionej chorobowo (Olivry 1 wps. 19997, Sinke 1
wsp. 1997).

Hennino i wsp. (2007, 2011) wykazali, ze limfocyty T CD8" biorg udziat w rozwoju
zapalenia skory w AZS zardwno u myszy, jak i u ludzi. Autorzy zaobserwowali, ze do skory
eksponowanej na roztocza kurzu domowego (Drematophagoides farine) jako pierwsze przed
innymi subpopulacjami leukocytow naciekaty limfocyty T CD8". Jest tylko kilka doniesien
opisujacych subpopulacje limfocytéw we krwi obwodowej psow z AZS. Tarpataki i wsp. (2012)
wykazali, ze podwyzszyta si¢ warto$¢ stosunku liczby limfocytow T CD4" do T CD8" u psow z
AZS w poréwnaniu do psow zdrowych. Natomiast wyniki badan Taszkun (2013) oraz Verde i wsp.
(2022) byty poréwnywalne z wynikami uzyskanymi przez nasz zespdt badawczy i opisywaty
niezmieniony odsetek limfocytow T CD4" u pséw z atopig w stosunku do psoéw zdrowych.
Natomiast istotny wzrost odsetka limfocytow T CD8", spowodowat zmniejszenie stosunku liczby
limfocytow T CD4" do limfocytow T CD8" u psoéw z AZS. Dotychczas zwracano uwage przede
wszystkim na role limfocytow T CD4" w odpowiedzi na alergen. Istotnie statystycznie zwigkszony
odsetek limfocytow Tc (CD8") we krwi obwodowej psow z AZS wykazany w moich badaniach

sugeruje, ze limfocyty Tc rowniez odgrywaja wazng role w przebiegu AZS u psow.



W swojej pracy okreslitam réwniez procent limfocytow T regulatorowych (Treg),
uznawanych za komorki, ktore biorg udzial w utrzymaniu tolerancji na alergen, a w chorobach
alergicznych ich aktywno$¢ jest zaburzona. Dzigki wtasciwosciom supresorowym limfocyty Treg,
hamuja aktywnos$¢, proliferacje i/lub stymuluja apoptoze limfocytow efektorowych. Populacja
limfocytéw Treg jest heterogenna pod wzglgdem obecno$ci roznych markeréw powierzchniowych
1 mozna ja podzieli¢ na kilka subpopulacji. Naturalne regulatorowe limfocyty T powstaja w grasicy
w trakcie roznicowania i dojrzewania limfocytow T CD4", sg definiowane na podstawie obecnosci
markeréw CD4"'CD25'Foxp3" i wydzielania duzych iloéci IL-10 i TGF-B. Na obwodzie daja
poczatek innym subpopulacjom regulatorowych limfocytow T CD4": m.in. indukowanym Treg
(iTreg) powstajacym w obecnosci IL-10 i IFN-a i syntetyzujacym duze ilosci IL-10 i
umiarkowanie st¢zenie TGF-f lub niesyntetyzujacym tej cytokiny. Inna rdéznicujaca si¢
subpopulacja sg limfocyty Th3 powstajace w obecnosci TGF- i IL-4, biorace udzial w tolerancji
pokarmowej. Publikowane wyniki dotyczace limfocytow Treg w AZS zar6wno u ludzi jak i pséw
sg rozbiezne. Ou i wsp. (2004) wykazali dwukrotnie wigksza liczbe limfocytow Treg w krwi
obwodowej pacjentow z AZS w porownaniu do oséb zdrowych. Réwniez Agrawal 1 wsp. (2011)
stwierdzili zwigkszong liczbe komorek Treg w krwi chorych na AZS w poroéwnaniu z osobami
zdrowymi. Natomiast inni autorzy (Reefer 1 wsp. 2008, Szegedi 1 wsp. 2009 oraz Brandt i wsp.
2009) stwierdzili, ze liczba limfocytow Treg (CD4"CD25Foxp3™) u pacjentow z AZS i zdrowych
osoOb jest taka sama. Li 1 wsp. (2019) uwazaja, ze sprzeczne wyniki wskazuja na ztozong rolg
limfocytow Treg CD4"CD25 "Foxp3"™ w inicjacji i rozwoju AZS oraz ze komoérki Treg moga by¢
zaangazowane w rozwdj AZS tylko u niektorych pacjentéw. Podwyzszenie poziomu Treg w krwi
obwodowej moze by¢ mechanizmem kompensujagcym ciezki stan zapalny u pacjentow z AZS
(Samahy 1 wsp. 2015). Niektorzy autorzy widza korelacj¢ migdzy zwigkszong liczba limfocytow
Treg i cigzkim stanem choroby. Wyniki dotyczace liczebnos$ci limfocytow Treg w krwi obwodowe;
psOw réwniez nie sg jednoznaczne. Keppel 1 wsp. (2008) oraz Herrmann i wsp. (2023) wykazali
taka sama liczbe tych limfocytow Treg w krwi u psow z AZS 1 zdrowych. W prowadzanych przeze
mnie badaniach stwierdzitam wigkszy odsetek limfocytow Treg (CD4"CD25 Foxp3*) we krwi
psOw z atopig w poroOwnaniu ze zdrowymi. Podobne wyniki uzyskaty inne zespoly badawcze
(Beccati 1 wsp. 2016, Hauck i wsp. 2016). Jedna z hipotez zaktada, ze na wyzszy odsetek
limfocytow Treg u psow z AZS moze mie¢ wplyw przewlekty stan chorobowy. Mimo wyzszego
odsetka limfocytow Treg u psow z AZS, nie obserwuje si¢ efektow ich dziatania, co moze
oznacza¢, ze nie spelniajg swojej funkcji lub wykazuja za slaba reakcj¢. Badania in vitro
prowadzone na ludzkich limfocytach T wykazaty, ze limfocyty Treg pochodzace od dawcéw,

ktorzy byli uczuleni na trawe¢ nie hamowaly proliferacji, jak rowniez nie hamowaty syntezy
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cytokin przez limfocyty T CD4'CD25 przy wysokich dawkach antygenu, podczas gdy limfocyty
Treg od dawcow nieatopowych zachowaly swoje wlasciwosci supresorowe (Bellinghausen i wsp.
2005). Agrawal 1 wsp. (2011) sugeruja, ze liczba limfocytow Treg u os6b z AZS moze si¢ nie
zmniejszaé, ale ich dziatanie moze by¢ zaburzone. Wydaje si¢, ze podobnie jest u psow z AZS, u
ktoérych liczba limfocytow Treg jest podobna lub wyzsza niz u pséw zdrowych, a mimo to reakcja
alergiczna nie jest zahamowana. Meau i wsp. (2022) oraz Pelly i wsp. (2017) sugeruja, ze
dysfunkcja limfocytow Treg moze by¢ zwigzana z ich sklonno$cig do réznicowania si¢ w
efektorowe limfocyty Th pod wptywem cytokin wykazujgcych nadekspresje (m.in. IL-4) u
pacjentow z AZS. W konsekwencji limfocyty Treg traca swoje wlasciwosci supresorowe i
nabywaja fenotyp podobny do limfocytow Th2 (z ang. Th2-like Tregs). Powyzsze dane wskazuja,
ze u osob i psow zdrowych limfocyty Treg aktywnie kontroluja odpowiedZ na alergeny, natomiast
wystepowanie chordb alergicznych wigze si¢ migdzy innymi z uposledzeniem ich funkcji i
ostabieniem zdolnosci regulacyjnych.

Z zaburzong proporcja limfocytéw T poszczegdlnych subpopulacji wigze si¢ rowniez zbyt
wysokie badz zbyt niskie st¢zenie cytokin wydzielanych przez te komodrki. Cytokiny, bedace
biatkami aktywujacymi wewnatrzkomorkowe szlaki sygnatowe, odgrywaja gltownag role w
rozwoju, roznicowaniu 1 funkcjonowaniu limfocytow, komorek tucznych, dendrytycznych 1
eozynofili, ktore biorg udziat w odpowiedzi immunologicznej. W prezentowanych przeze mnie
badaniach oznaczytam stezenie kilku cytokin: IL-2, IL-4, 1I-10, IL-13, INF-y, TGF-B, TNF-o w
osoczu psow chorych na AZS i zdrowych. Wybrane cytokiny odrywaja rol¢ w odpowiedzi
immunologicznej na alergen 1 s3 wydzielane przez okreslone populacje komorek. Poznanie zmiany
stezenia tych biatek w osoczu pséw chorych, moze wskaza¢ na wigksza badz mniejsza aktywnos¢
poszczegblnych subpopulacji limfocytow. W nieprawidiowej odpowiedzi immunologicznej na
alergen zwraca si¢ uwagg na dysproporcj¢ w liczbie limfocytow Thl i Th2. W poczatkowe;j, ostrej
fazie AZS limfocyty Th2 i eozynofile stanowia dominujace subpopulacje leukocytow, co ma
zwiazek ze wzmozong syntezg i wydzielaniem interleukin: 1L-4, IL-5, IL-13. W przewlektym
przebiegu AZS nastepuje zwrot w kierunku komorek Th1 wydzielajagcych IFN-y 1 IL-12, a takze
IL-2. W niektorych badaniach wykazano, Zze faza przewlekla charakteryzuje si¢ nie tylko
obecnoscig komorek Thl, ale mieszanym profilem Th1 i Th2 (Nuttall i wsp. 2002, Schlotter i wsp.
2011). Wynika to z dynamicznego charakteru tego procesu.

Na podstawie prezentowanych przeze mnie badan trudno jest jednoznacznie okresli¢ fazg
odpowiedzi immunologicznej. Profil stezenia cytokin w osoczu czg$ciowo wskazuje na dominacje
subpopulacji limfocytéw Th2, jednak interpretacja nie jest oczywista. Stwierdzitam istotnie

wyzszy poziom IL-13 i niezmieniony poziom IL-4 w osoczu u pséw z AZS w poréwnaniu z
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osobnikami zdrowymi. Podobne wyniki przedstawil Schlotter i wsp. (2011), ktérzy wykazali
wzrost ekspresji genu /L/3 w skorze zmienionej i niezmienionej chorobowo u pséw z AZS
wzgledem skory pséw zdrowych, natomiast takg sama ekspresje genu /L4 zard6wno w skorze psow
z AZS jaki i zdrowych. Wyzszg ekspresje genu /L1713 odnotowano w skorze pséw eksponowanych
na alergeny roztoczy kurzu domowego (house dust mites- HDM) przez 24 1 48 godzin, natomiast
ekspresja gen6w innych interleukin wydzielanych przez komoérki Th2, w tym /L4 byla niska i nie
zmieniala si¢ istotnie w czasie (Marsella i wsp. 2006). Ponadto, u ludzi po ekspozycji na alergen
HDM wydzielanie IL-13 do krwi obwodowej rowniez nastgpowato wczesniej i znacznie dtuzej
niz w przypadku IL-4 (Wakugawa i wsp.2001, La Grutta i wsp. 2005). Wyniki uzyskane w moich
badaniach, jaki i powyzej cytowane sugeruja, ze I1L-13 odgrywa wazng role w nieprawidlowej
odpowiedzi uktadu immunologicznego na alergen, by¢ moze wigksza niz IL-4, ktérej rola
dotychczas uwazana bylta za wiodaca.

IFN-y jest cytoking aktywujaca m.in. limfocyty Th. Wzrost stezenia IFN-y $wiadczy o
zwigkszonej liczbie i aktywnos$ci komorek Th1. W moich badaniach IFN-y byt wykrywalny tylko
u dwodch psow chorych 1 dwoch pséw zdrowych. Przypuszczalnie poziom IFN-y w osoczu moze
by¢ cechg osobnicza. Po zastosowanej immunoterapii IFN-y wykryto rowniez tylko u dwoch pséw,
tych samych, co przed terapiag. Podobne wyniki uzyskat zesp6t Hayashiya 1 wsp. (2002), ktorzy
stwierdzit ekspresj¢ genu /FNG we krwi dziewigciu z dziesigciu psoOw zdrowych - kontrolnych 1
dwoch z o$miu pséw z AZS. Srednio poziom transkryptu IFNG byt nizszy u pséw z AZS niz u
kontrolnych. Wytwarzanie IFN-y moze by¢ zwigzane ze stopniem zaawansowania zmian skornych
oraz rodzajem badanej tkanki lub moze by¢ wydzielany miejscowo i nie osigga¢ wykrywalnego
poziomu w krwi obwodowe;.

W swoich badaniach wykazatam istotnie wyzsze st¢Zenie czynnika martwicy nowotworow
alfa (TNF-a-ang. tumor necrosis factor a) w osoczu pséw z AZS w pordéwnaniu ze zdrowymi
zwierzgtami. Podobng tendencje opisali Nuttalla i wsp. (2002), pokazujac wyzsza ekspresje genu
TNFA w zmienionej chorobowo skorze psow z AZS w pordéwnaniu z nieuszkodzong 1 zdrowg
tkankg kontrolng. Wynik ten wydaje si¢ by¢ bezposrednio zwigzany ze stanem atopowego
zapalenia u badanych pséw. TNF-a jest cytoking prozapalng, wywierajaca dziatanie plejotropowe
na rézne typy komorek i odgrywajaca kluczowa rolg w patogenezie przewlekltych chorob
zapalnych (Bradle 2008). U pacjentéw podatnych na alergie obserwuje si¢ nadmierne wydzielanie
tej cytokiny. Istnieje wiele potencjalnych zrodet TNF-a: makrofagi, limfocyty T, komoérki tuczne,
eozynofile i neutrofile (Stanley i Lacy 2010). W chorobie atopowej TNF-a jest rozpoznawany jako
cytokina nalezaca do profilu limfocytéw Thl. Jej wyzsze stezenie moze by¢ rowniez zwigzane z

wyzszym odsetkiem limfocytow Tc U psow z AZS, co wykazatam w moich badaniach.
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TNF-a jest nieswoistym mediatorem prozapalnym, indukujacym podwyzszenie poziomu
czasteczek adhezyjnych w blonie cytoplazmatycznej komoérek 1 wydzielanie eotaksyn
wplywajgcych na rekrutacje eozynofili, neutrofili i monocytéw do miejsc zapalenia. Niektore
badania wykazaty, ze TNF-a uposledza aktywno$¢ regulacyjng naturalnych limfocytow Treg
poprzez szlak sygnatowy receptora TNF-a 2 (TNFR2), wplywajac rowniez na obnizenie poziomu
czynnika transkrypcyjnego Foxp3 (ang. forkhead box P3) (Lin i wsp. 2008). Inne doniesienia
wskazuja, ze ekspresja receptora TNFR2 ulega podwyzszeniu w subpopulacji limfocytow Treg o
lepszych zdolno$ciach supresyjnych. Ponadto wykazano na modelu mysim, ze TNFR2 stabilizuje
fenotyp 1 funkcje komorek Treg, nawet w $rodowisku silnie zapalnym, ktoére wptywa
destabilizujaco na obecnos$¢ Foxp3 w komorkach Treg (Chen i wsp. 2013). Inne badania wykazaty,
ze TNF-a hamuje funkcje komorek Treg u pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawow,
wplywajac na obnizenie poziomu Foxp3 (Valencia i wsp. 2006), oraz aktywuje kanoniczny szlak
sygnatowy NF-kB, zaburzajgc tym funkcje supresorowe limfocytow Treg, pomimo ze poziom
Foxp3 nie zmienia si¢ i jest stabilny (Nagar i wsp. 2010). By¢ moze podwyzszone stgzenie TNF-
a w prezentowanych przeze mnie badaniach wplywa negatywnie na aktywno$¢ i wlasciwosci
supresyjne limfocytow Treg u pséw z AZS.

Pomimo tego ze u pséw z AZS bylo wiecej limfocytow Treg, to stwierdzitam nizsze
stezenie IL-10 i TGF-B (w tym przypadku nie bylta to roznica statystycznie istotna), czyli cytokin
wydzielanych przez te komorki. Obu cytokinom przypisuje si¢ dziatanie immunosupresyjne,
przeciwzapalne. Ich zadaniem jest kontrolowanie lub wyciszanie aktywnos$ci limfocytow T, a w
atopowym zapaleniu skory thumienie przede wszystkim odpowiedzi limfocytow Th2 (Agrawal i
wsp. 2011). I1L-10 jest syntetyzowana przez limfocyty Treg, ale rowniez przez limfocyty Th2, B,
monocyty/makrofagi, komorki dendrytyczne i tuczne. IL-10 hamuje wytwarzanie cytokin
prozapalnych i btonowych receptoréw tych cytokin. Jest takze silnym supresorem przeciwciat IgE
swoistych dla alergenu, jednoczes$nie indukuje wytwarzanie IgG4 przez limfocyty B. Wigkszo$¢
badan dotyczacych AZS u pséw nie wykazuje réznicy w stezeniu IL-10 w osoczu psow z AZS w
poréwnaniu ze zdrowymi (Keppel i wsp. 2008, Martini i wsp. 2021, Mazrier i wsp.2021). Nie
stwierdzono réwniez réznicy w ilosci transkryptow genu IL-10 w skorze psow ze zmianami i
niezmienionej chorobowo (Nuttall i wsp. 2002), jak réwniez we krwi obwodowej psow
(Hayashiya i wsp. 2002). Natomiast Koury i wsp. (2019) wykazali istotne obnizenie stezenia IL-
10 w surowicy psow z AZS, = Maeda i wsp.(2007) zaobserwowali obnizong ekspresje genu IL10
we Krwi pséw z AZS podczas prowokacji alergenem. Otrzymane wyniki moich badan wpisuja si¢
w te tendencj¢. Stgzenie IL-10 w osoczu psow z AZS bylo istotnie nizsze w poréwnaniu do

zdrowych psow.
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TGF-B1 jest wydzielany przez limfocyty Treg i podobnie jak IL-2 wplywa na réznicowanie
dziewiczych obwodowych limfocytow T w limfocyty iTreg poprzez indukcje ekspresji genu
FOXP3. TGF-B1 odgrywa wazng role regulatorowa w kontroli przezywalnos$ci, proliferacji,
roznicowania i rozwoju limfocytow T i B, komoérek dendrytycznych i makrofagow, syntezy
cytokin, a takze produkcji przeciwciat przez limfocyty B. Niemniej jednak rola TGF-f1 w AZS
nie zostala w pelni poznana, a opublikowane dotychczas wyniki czgsto sg sprzeczne. Schlotter i
wsp. (2011) nie zaobserwowali zadnej roznicy w ekspresji genu TGFB1 w skorze psow z AZS
zmienionej i niezmienionej chorobowo. Natomiast Nuttall i wsp. (2002) wykazali nizszy poziom
TGFB1 w skorze zmienionej i niezmienionej chorobowo u pséw z AZS w poréwnaniu z tkanka
kontrolng. We krwi psow z AZS eksponowanych na alergen poziom mRNA TGFBL1 obnizy! si¢
po czterech dniach. Wyniki uzyskane w moich badaniach wskazujg, ze pomimo wyzszego odsetka
limfocytow Treg (CD4"CD25*Foxp3™) w krwi obwodowej u psow z AZS, stezenie wydzielanych
cytokin przeciwzapalnych przez te komoérki byto nizsze niz u pséw zdrowych i niewystarczajace,
aby chroni¢ organizm przed patologiczng odpowiedzig immunologiczng na alergeny. Wyniki te
prawdopodobnie wskazuja na zaburzenie funkcji limfocytow Treg u psow z AZS.

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie ekspresji gendéw w komorkach jadrzastych krwi
obwodowej u psow z AZS i1 zdrowych psow z wykorzystaniem mikromacierzy. Przeprowadzona
analiza nie wykazata zmian w ekspresji gendw kodujacych cytokiny odgrywajace kluczows role
w odpowiedzi immunologicznej u pséw z AZS. Natomiast geny, ktorych ekspresja ulegla zmianie
byty bezposrednio, lub posrednio powigzane z regulacja réznicowania i proliferacji subpopulacji
limfocytow T (Treg, Thl, Th2) oraz z syntezg i wydzielaniem badanych cytokin. Produkty
biatkowe wielu z tych genow petnig funkcje aktywatoréw lub inhibitoréw transkrypcji genow
docelowych (np. cytokin), lub posrednicza w przekazywaniu sygnatéw w szlakach komérkowych.

Jednym z genow regulowanych u psow z AZS byl gen VEGFA - kodujacy czynnik wzrostu
sroédbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor) izoforma A. VEGF jest
czynnikiem wzrostu zwigkszajagcym przepuszczalnos¢ naczyn krwionos$nych 1 proliferacje
komorek srodbtonka. Aktywno$¢ tego biatka jest 50 000 razy wigksza od histaminy (Koczy-Baron
1 Kasperska- Zajac 2014). VEGF jest wymieniany réwniez jako cytokina prozapalna, odgrywajaca
role w patogenezie AZS. Mediator ten jest zaangazowany w regulacj¢ rozwoju zmian
chorobowych. Zwiekszajac przepuszczalnosci naczyn utatwia tworzenie obrzeku i przechodzenie
komorek z krwiobiegu do miejsc toczacego si¢ zapalenia. Jest tez czynnikiem inicjujagcym
powstanie odczynu zapalnego, uczestniczy w ostrych i przewlektych procesach zapalnych. Bierze
réwniez udziat w angiogenezie i przebudowie macierzy zewnatrzkomorkowej. W badaniach na

myszach 1 ludziach wykazano wyzsza ekspresj¢ VEGFA w skorze chorych na AZS, jak rowniez
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wyzsze stezenia biatka VEGF-A zaréwno w skorze jak i w surowicy chorych na AZS w
porownaniu do zdrowych kontroli (Zhang i wsp. 2006, Chen i wsp. 2008, Amarbayasgalan i wsp.
2012, Koczy-Baron 1 wsp. 2012, Varricchi i wsp. 2015, Samochocki i wsp. 2016). W
prezentowanych przeze mnie badaniach tendencja byla inna, ekspresja VEGFA byla nizsza w
komorkach jadrzastych krwi obwodowej pacjentow z AZS w poréwnaniu do pséw zdrowych.
Badania Cobiella i wsp. (2020) pokazaty, ze stezenie VEGFA byto niewykrywalne w surowicy
zarOwno u psoOw z AZS jak i zdrowych, natomiast w warstwie rogowej naskorka bylo na tym
samym poziomie u pséw z AZS jaki 1 zdrowych. Uzyskane wyniki badan wlasnych oraz innych
zespotow wskazuja, ze zmiany st¢zenia VEGF u psow z AZS wykazuja inng tendencj¢ niz u ludzi
myszy.

Synteza VEGF jest stymulowana przez szlak sygnalowy indukowany przez TGF-f1, w
ktorym biatka Smad2 i Smad3 ulegaja aktywacji i tworza heterokompleksy z Smad4 (Lan i wsp.
2011). Kompleks biatek SMAD jest transportowany do jadra komorkowego, gdzie taczy si¢ z
okreslonymi sekwencjami nukleotydow i aktywuje transkrypcje genow docelowych (Chen i wsp.
2003, Nakamura i wsp. 2004, Wahl i wsp.2004). Analiza mikromacierzy wykazata nizszg
ekspresj¢ SMAD2 (ang. SMAD family member 2) u pacjentow z AZS. Wydaje si¢, ze obnizona
ekspresja SMAD?2 przyczynita si¢ do obnizonej ekspresji VEGFA u psow z AZS, co laczy si¢
réwniez z obnizonym stezeniem TGF-B1 w 0soczu psow z AZS. Wyniki te s3 zgodne z badaniami
wykazujacymi bezposredni zwigzek miedzy ekspresja VEGF, a indukowang przez TGF-f1
sygnalizacjag Smad2 (Aki i wsp. 2015).

PIASL1 (ang. protein inhibitor of activated STAT) to kolejny gen, ktérego produkt biatkowy
jest bezposrednio zaangazowany w regulacje aktywnosci transkrypcyjnej SMAD2. Wykazano, ze
biatko PIAS1 moduluje aktywacj¢ kompleksu Smad2/4 i dodatkowo promuje hamowanie
proliferacji, w ktorym posredniczy Smad2/4 (Yang i wsp. 2013). Zatem obnizenie ekspresji
SMADZ2 obserwowane u pacjentow z AZS w przedstawionych przeze mnie badaniach moze by¢
réwniez zwigzane z obnizeniem ekspresji genu PIAS1.

Kolejny gen, ktorego ekspresja byta obnizona u psow z AZS to RORA (retinoid-related
orphan receptor alpha). Badania pokazuja, ze bialka nalezace do rodziny receptoréw sierocych
zwigzanych z retinoidami (ROR, ang. retinoid-related orphan receptor) uczestniczag w regulacji
réznicowania wielu typow komorek ukladu immunologicznego m.in. Treg, Th17 (Slominski 1
wsp. 2014). Biatka z rodziny ROR reguluja transkrypcje genow poprzez wigzanie si¢ W jadrze
komoérkowym z okreSlonymi odcinkami DNA, zwanymi elementami odpowiedzi w rejonie
promotorowym gendéw docelowych (RORES - ROR response elements) (Jetten i wsp. 2009).

Receptory ROR mogg dziata¢ zarowno jako represory, jak i aktywatory transkrypcji genow,
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oddziatujace z korepresorami, jak i koaktywatorami transkrypcji. RORa negatywnie reguluje
odpowiedz zapalng poprzez zakldcanie szlaku sygnatowego NF-kB i jest jednym z czynnikéw
transkrypcyjnych aktywujacych ekspresje genu IkBa, gldownego inhibitora aktywnos¢ NF-«xB.
Poniewaz synteza TNF-a jest indukowana przez szlak sygnatowy NF-kB, RORa przyczynia si¢
do ostabienia odpowiedzi zapalnej wywolywanej przez TNF-a (Delerive i wsp. 2001). Wyniki
prowadzonych przeze mnie badan wykazaly obnizong ekspresje genu RORA u psow z AZS, a
stezenie TNF-o w osoczu byto istotnie wyzsze u chorych psow, co sprzyjato utrzymywaniu si¢
stanu zapalnego. RORa jest regulatorem genow w limfocytach Treg odpowiedzialnych za
ttumienie alergicznego zapalenia skory. Delacja genu RORA u myszy nie wptyneta na liczbe
limfocytow Treg w skorze, natomiast negatywnie wptyneta na ich wlasciwosci supresyjne, czego
efektem bylo nasilenie alergicznego zapalenia skory typu drugiego podczas uczulania. Wyniki te
sugeruja, ze obecnos¢ biatka RORa zapobiega konwersji limfocytow Treg w efektorowe limfocyty
T wydzielajace IL-4 (Malhotra i wsp. 2018). Wykazano wyzsza ekspresje genu RORA w
limfocytach Treg znajdujacych si¢ w ludzkiej skorze niz we krwi. Biatko RORa bierze udziat w
aktywacji promotora genu IL-10, w limfocytach Trl (Farez i wsp. 2016). Prezentowane przeze
mnie wyniki wydaja si¢ by¢ spdjne z innymi badaniami. W swoich badaniach wykazatam
obnizenie zar6wno st¢zenia IL-10 w surowicy, jak i obnizenia ekspresji genu RORA u pséw z AZS
w poréwnaniu ze zdrowymi. Wyzszy odsetek limfocytow Treg i nizsza ekspresja RORA u psow z
AZS sugeruje dysfunkcje limfocytow Treg.

Sposrdéd badanych cytokin IL-2, IL-10 i INF-y wykazywaly nizsze st¢zenie w osoczu krwi
psow z AZS niz u zwierzat zdrowych. Cytokiny te dziataja poprzez wewnatrzkomorkowy szlak
sygnatlowy JAK/STAT, w ktorym biatko adaptorowe SH2B1 (SH2B adaptor protein 1) (biatko
zawierajace domene SH2) odgrywa rolg silnego aktywatora kinazy JAK2 (Rui 1 wsp. 1999).
Obnizenie ekspresji genu SH2B1 u badanych przeze mnie psow z AZS moze by¢ zwigzane z
obnizonym poziomem cytokin, ktore pelnia rolg ligandow aktywujacych szlak sygnatowy
JAK/STAT w komorkach odpornosciowych krwi obwodowe;.

Podsumowujgc wyniki pierwszej publikacji ponizej zamieScitam wykres, ktory
przedstawia potencjalne bezposrednie i posrednie interakcje pomigdzy biatkami kodowanymi
przez geny, ktore wykazuja zmieniong ekspresje u psow z AZS oraz cytokinami ktore stgzenie

rowniez sprawdzatam w tym eksperymencie.
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Druga publikacja z cyklu p.t. ,,Cytokine and Lymphocyte Profiles in Dogs with Atopic
Dermatitis after Allergen-Specific Immunotherapy” obejmuje wyniki dotyczace wplywu
swoistej immunoterapi alergenowej (SITA) na profil cytokin 1 limfocytow w krwi obwodowe;]

psow z AZS.

Najlepszym sposobem leczenia AZS jest unikanie alergenéw. Niestety w wigkszoS$ci
przypadkow jest to niemozliwe, dlatego konieczne jest leczenie objawowe. U cigzko chorych psow
terapia reaktywna obejmuje miejscowe i/lub doustne podawanie glikokortykosteroidow,
cyclosporyny, oklacytynibu i lokivetmabu ze wzglgdu na ich skutecznos¢ kliniczng oraz wysoki
wskaznik powodzenia, wynoszacy 70-80% (Olivry i wsp. 2010, Gedon 1 Miiller, 2018). Warto
pamigtac, ze leki te mogg powodowaé dziatania niepozadane. Wedtug Olivry i Banovic (2019),
gdy u pacjenta przez kilka tygodni nie wystgpujg objawy kliniczne, nalezy przejs¢ do drugiej fazy
leczenia AZS — terapii proaktywnej, ktorej celem jest zapobieganie nawrotom choroby lub ich
op6znienie. W drugiej fazie mozna zastosowac swoistag immunoterapi¢ alergenowa (SITA). U
okoto 50-75% zwierzat cierpigcych na AZS stosowanie SITA jest skuteczne (Gedon i Miiller
2018, Fischer i Miiller 2019). Podstawowym celem swoistej immunoterapii alergenowej jest
zmniejszenie objawow wywolanych przez alergeny i zapobieganie nawrotowi choroby w dtuzszej
perspektywie. Obecnie jest to jedyny sposob leczenia modyfikujacy przebieg choroby alergicznej
(Moote i wsp. 2010, Frew 2010).
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Znacznie wigce] wiadomo o mechanizmie dzialania SITA u ludzi niz u pséw. Zmiany
zachodzace w uktadzie immunologicznym pod wptywem SITA s3 ztozone i nadal nie do konca
poznane. Skuteczna immunoterapia u ludzi powoduje przejécie od odpowiedzi immunologiczne;j
Th2-zaleznej do Thl-zaleznej (Moote i wsp. 2010). Celem SITA jest indukcja tolerancji
obwodowych limfocytéw T na alergeny, modulowanie progéw aktywacji komoérek tucznych i
bazofilow oraz zmniejszenie uwalniania histaminy (Akdis i Akdis 2011). Tolerancja obwodowa
jest zwigzana z indukcjg alergenowo-swoistych limfocytow T regulatorowych. Limfocyty Treg
dziatajg wielokierunkowo, wydzielajgc cytokiny przeciwzapalne IL-10 i TGF-B, a takze poprzez
obecno$¢ w blonie cytoplazmatycznej czasteczek odpowiedzialnych za wyhamowanie aktywnosci
komorek docelowych, np. cytotoksyczny antygen limfocytoéw T4 (CTLA-4), ligand markerow
CD80 1 CD86 obecnych w blonie cytoplazmatycznej APC oraz bialko programowanej $mierci
komorki -1 (PD-1, ang. programmed cell death protein -1). Limfocyty Treg hamuja réwniez
proliferacj¢ limfocytow T swoistych dla alergenu i wydzielanie cytokin, bezposrednio lub
posrednio zmniejszajac aktywno$¢ i degranulacje komorek efektorowych, takich jak komorki
tuczne, bazofile i eozynofile (Sirvent i wsp. 2016, Van de Veen i wsp. 2017). Mechanizm
odpowiedzi na SITA u pséw nie byt badany tak szeroko jak u ludzi. Istnieje niewiele danych
dotyczacych zmian w odpowiedzi komérkowej u psow poddawanych immunoterapii. Dlatego
celem badan bylo okreslenie, w jaki sposdb immunoterapia zmienia proporcj¢ subpopluacji
limfocytow we krwi obwodowej oraz poziom cytokin wydzielanych przez te komorki.

Analizujgc otrzymane wyniki stwierdzitam, ze swoista immunoterapia alergenowa
zmieniata liczbe limfocytow poszczegdlnych subpopulacji oraz st¢zenie wydzielanych przez te
komorki cytokin we krwi obwodowej pséw chorych na AZS. Wyniki nie pozwolity jednak na
zaobserwowanie wyraznego Kierunku zmian. Przed zastosowang terapia S$redni odsetek
limfocytow Treg (CD4*CD25'Foxp3*) u pacjentow z AZS byl wyzszy w pordwnaniu do
zdrowych psow. Po trzech miesigcach terapii odsetek limfocytow Treg istotnie spadi, a po 6
miesigcach ponownie znaczaco wzrdst (z wyjatkiem jednego pacjenta). Zmiany odsetka
limfocytow Treg podczas terapii u poszczegdlnych pacjentow réznity si¢. U dwoch pacjentow
odsetek limfocytow Treg wzrost po 6 miesigcach SITA w poréwnaniu do stanu przed leczeniem.
Trudno jest wyjasni¢, dlaczego odsetek limfocytéw Treg u wszystkich psow spadt po 3 miesigcach
stosowania SITA, a nastgpnie po 6 miesigcach znow wzrdst. By¢ moze liczba limfocytow Treg
zalezala od st¢zenia podawanych alergenéw. Na poczatku terapii podawano mniejsze dawki
alergenow, i stopniowo je zwigkszano, a od 12 tygodnia terapii dawke zwigkszano do najwyzsze;.
Prawdopodobnie dluzszy czas (ponad 6 miesigcy) podawania wysokie] dawki alergenow

spowodowatby zwiekszenie liczby limfocytow Treg. Badanie Santosa i wsp. (2019) dotyczace
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narazenia pszczelarzy na jad btonkoskrzydtych wykazato, ze poziom Foxp3 w limfocytach Treg
krwi obwodowej wzrastatl podczas ekspozycji na duza dawke alergenu (w tym przypadku jadu
pszczelego) i1 byt istotnie wyzszy w sezonie pszczelarskim w porownaniu do okresu zimowego.
Natomiast Keppel i wsp. (2008) wykazali, ze liczba limfocytow Treg we krwi obwodowej chorych
psow na AZS i zdrowych byla taka sama, a zwigkszala si¢ od trzeciego miesigca stosowania SITA.
Dane te nie sg catkiem porownywalne z wynikami moich badan, ze wzgledu na fakt, ze Keppel i
wsp. (2008) zdefiniowali populacje limfocytéw Treg jako CD4"Foxp3™, a ja w swoich badaniach
populacje limfocytow Treg zdefiniowatam na podstawie ekspresji CD4*CD25Foxp3™.

Tendencja zmiany odsetka limfocytoéw B byta odwrotna - w moich badaniach po trzech
miesigcach immunoterapii zaobserwowatam mniejszy odsetek limfocytow B. Ponadto, st¢zenie
TGF-B w osoczu bylo najwyzsze u pséw z AZS przed leczeniem, w porownaniu do poziomu
uzyskanego po 3 i 6 miesigcach terapii, ale nie roznito si¢ istotnie od stezenia U psow zdrowych.
Jednakze, analizujac wyniki poszczegdlnych pacjentdw, w dwoch przypadkach zaobserwowaltam
wzrost poziomu tej cytokiny po 6 miesigcach terapii w poréwnaniu do stanu przed terapig. Cho¢
w badaniu Martini i wsp. (2022) nie zaobserwowano istotnej statystycznie roznicy w stezeniu
TGF-B w osoczu u psow z AZS podczas stosowania SITA, to mozna zauwazy¢ tendencj¢ do
zmniejszania si¢ stezenia tej cytokiny w trakcie terapii. SITA natomiast nie wplyneta na srednie
stezenie IL-10 w osoczu u pacjentow z AZS w trakcie leczenia. Rowniez Martini i wsp. (2022) nie
wykazali zmian w poziomie IL-10 w osoczu po 3, 6 i 12 miesigcach stosowania immunoterapii.
Analizujac wyniki poszczegdlnych pacjentow w prezentowanych przeze mnie badaniach, mozna
zauwazyc, ze u trzech psoOw poziom IL-10 wzrost po 6 miesigcach leczenia w poréwnaniu do stanu
przed terapig. Sg to dosy¢ zaskakujace wyniki, wydawato si¢ bowiem, ze pod wpltywem
immunoterapii liczba limfocytow Treg powinna si¢ zwigkszy¢, a wraz z nimi stgzZenie
wydzielanych przez nie cytokin IL-10 i TGF-B1.

Skuteczno$¢ kliniczna immunoterapii wynika z przywrocenia tolerancji obwodowej na
swoisty alergen, przez oslabienie funkcji alergenowo-specyficznych limfocytow Th2 i
wzmocnienie funkcji limfocytow Thl. Tendencje t¢ mozna czg¢$ciowo zaobserwowa¢ w moich
badaniach. Spadek poziomu IL-13 w osoczu podczas terapii sugeruje zmniejszenie aktywnosci
Th2. Zaskakujace jest jednak to, Ze u czterech pacjentéw poziom IL-4 (interleukiny wydzielanej
takze przez komorki Th2) wzrést po 6 miesiacach SITA. Co ciekawe, poziom IL-13 u tych
pacjentow obnizyt si¢. Poziom IL-4 byt porownywalny u psow kontrolnych i pacjentow z AZS
przed SITA. Aktywno$¢ komorek Thl jest jeszcze trudniejsza do okreslenia. IFN-y wykryto tylko
u dwoch psow z AZS i u dwoch pséw kontrolnych. U jednego pacjenta w trakcie terapii poziom

tej cytokiny wzrost, a u drugiego obnizyt si¢. Shida i wsp. (2004) stwierdzili, ze poziomy mRNA
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IFNG i IL4 byty nizsze u pséw z AZS w poréwnaniu ze zdrowymi psami kontrolnymi, a po
immunoterapii poziom IFNG byt istotnie wyzszy niz wcze$niej, podczas gdy poziom mMRNA IL4
nie ulegt zmianie. W przypadku IL-2 po 6 miesigcach SITA u wszystkich pséw zaobserwowano
wzrost poziomu tej cytokiny w porownaniu do poziomu przed terapig i jednoczesnie wigkszy
odsetek aktywowanych limfocytow T (CD3"CD25%), co wskazuje na zwigkszony poziom
tancucha o receptora IL-2 (CD25). Warto zauwazy¢, ze u trzech pacjentow z AZS stezenie IL-2
bylo niewykrywalne przed terapiga. Wyniki te wydaja si¢ potwierdza¢ korzystny wplyw
immunoterapii. IL-2 jest wydzielana przez aktywowane komorki T CD4* subpopulacji Thl
(Létourneau i wsp. 2009). Nalezy podkresli¢, ze szlaki sygnatowe indukowane za posrednictwem
IL-2 sg niezbedne do rozwoju i przezycia limfocytow Treg, bezposrednio regulujac funkcje
czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w ludzkich i mysich limfocytach Treg (Almeida i wsp. 2001,
Curotto de Lafaille i wsp. 2004, Zorn i wsp. 2006). Dodatkowo, w trakcie immunoterapii obnizyt
si¢ poziom cytokiny prozapalnej TNF-o w poréwnaniu do st¢zenia stwierdzanego u chorych pséw
na AZS przed terapia. TNF-a jest wydzielany na wczesnym etapie uczulenia na alergen, a
nastepnie w fazie efektorowej reakcji alergicznej nadal pobudza kaskad¢ zapalng. Ma zdolno$¢
polaryzacji odpowiedzi w kierunku Th2 (Choi | wsp. 2012, Ahmad i wsp. 2018). Co wigcej,
znaczgco najwyzszy odsetek limfocytow Tc (CD8%) zaobserwowano u pacjentow z AZS przed
stosowaniem SITA. Terapia spowodowala zmniejszenie liczby limfocytow Tc do wartoSci
podobnej dla zdrowych pséw. Hemino i wsp. (2007, 2011) stwierdzili, ze limfocyty T CD8" biora
udziat w inicjacji stanu zapalnego w skorze u myszy, jak i u ludzi z AZS. Obserwowane w moich
badaniach obnizenie poziomu TNF-a i zmniejszenie liczby limfocytow Tc (CD8") wydaje sie

potwierdza¢ korzystny efekt zastosowanej terapii SITA.

Trzecia publikacja wilaczona do prezentowanego cyklu p.t. “Effect of Allergen-Specific
Immunotherapy on Transcriptomic Changes in Canine Atopic Dermatitis” jest kontynuacja

badan opisanych w drugiej publikacji.

Prezentowane badania dotyczg tych samych pséw chorych na AZS, co opisywane w
poprzedniej publikacji, poddanych swoistej immunoterapii alergenowej (SITA). Krew do badan
byta pobierana w tym samym momencie co do analizy z wykorzystanie cytometrii przeptywowej
1 przeprowadzenia testow serologicznych. Przedmiotem mojego zainteresowania byty komorki
jadrzaste krwi obwodowej, jako zrodto informacji o zmianach ekspresji genéw pod wplywem

SITA u psow z AZS.
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Analiza statystyczna otrzymanych danych wykazata 521 transkryptow 0 zmienionej
ekspresji, sposrod ktorych 241 reprezentowato geny o dobrze opisanych funkcjach. W publikacji
opisatam dziewie¢ genow: RARRES2, DPP10, SLPI, PLSCR4, MMP9, NTSR1, CBD103,
DEFB122 i IL36G, ktorych ekspresja zmienita si¢ pod wptywem zastosowanej immunoterapii i
ktore wydaja si¢ istotne w konteks$cie zmian zachodzacych w odpowiedzi immunologicznej u
pacjentow z AZS pod wplywem zastosowanej terapii. Analizujac dane otrzymane przy uzyciu
mikromacierzy ekspresyjnych, porownywatam wyniki uzyskane od psoéw zdrowych (grupa
kontrolna) oraz psow z AZS przed stosowaniem SITA i po 6 miesigcach stosowania
immunoterapii. Geny te nie byly wczesniej opisywane w literaturze jako markery atopowego
zapalenia skory, ale ich funkcje wydaja si¢ by¢ bezposrednio lub posrednio powigzane z
wystepowaniem AZS.

Pierwszy gen, na ktory zwrdcitam uwage to RARRES2 (ang. retinoid acid receptor
responder protein 2), znany rowniez jako TIG-2 (ang. tazarotene-induced gene-2). RARRES?2
wykazywat istotnie nizsza ekspresje u psow z AZS w poréwnaniu do zdrowych psoéw, a takze
nizsza ekspresje u psoOw po 6 miesigcach stosowania SITA. Gen ten koduje pre-prochemeryng,
ktoéra w procesie obrobki potranslacyjnej przeksztalcana jest w aktywna forme biatka o nazwie
chemeryna. Chemeryna zaliczana jest do chemokin odgrywajacych istotng rol¢ zar6wno we
wrodzonej, jak 1 nabytej odpornosci komorkowej. Wigzac si¢ z receptorami powoduje
chemotaksje komodrek immunologicznie kompetentnych, gtéwnie makrofagow i komorek
dendrytycznych (Zheng i wsp. 2008, Zhao i wsp. 2014). RARRES2 nalezy do grupy docelowych
gendw odpowiedzi na retinoidy. Niektore dermatozy, w tym AZS (nadwrazliwos¢ typu 1) i
huszczyca (choroba autoimmunologiczna), sa chorobami zwigzanymi ze zmianami w Szlakach
sygnatowych posredniczonych przez retinoidy (Saurat i wsp. 1999, Mihaly i wsp.2011). Mihaly i
wsp. (2011) wykazali, ze u pacjentow z AZS stezenie kwasu all-trans-retinowego (ATRA) byto
nizsze zardwno w skorze ze zmianami, jak i bez zmian. Ekspresja genu RARRES?2 byla obnizona
w skorze z AZS w porownaniu ze skorg zdrowych osob (Zheng i wsp. 2008). Cho¢ nie ma
dostepnych danych na temat zmian w ekspresji RARRES2 w komérkach krwi obwodowej, czy
molekularnego mechanizmu dziatania chemeryny w odniesieniu do AZS, udokumentowano
ochronng role tej chemokiny w innych chorobach alergicznych, np. astmie alergicznej. Badanie
na mysim modelu BALB/c wykazato, ze podawanie chemeryny tagodzito alergiczne zapalenie
drog oddechowych (Zhao i wsp. 2014). Wyniki te sugeruja, ze ekspresja RARRES2 jest obnizona
w chorobach alergicznych i stosowanie chemeryny mogtoby mie¢ pozytywny efekt ochronny lub
terapeutyczny w chorobach alergicznych.
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Kolejnym genem, ktory wykazywat istotnie nizsza ekspresje u pséw z AZS w pordwnaniu
do zdrowych i traktowanych SITA byt DPP10 ( ang. dipeptidylpeptidase-like 10). Ekspresja tego
genu pod wptywem terapii wzrosta do poziomu obserwowanego u psow zdrowych. Ekspresje genu
DPP10 mozna powigza¢ z ekspresjg genu SLPI (ang. secretory leukocyte peptidase inhibitor).
Ekspresja genu SLPI byta na tym samym poziomie u pacjentow z AZS przed i po 6-miesigcznej
terapii 1 byla istotnie wyzsza u psow zdrowych. Geny DPP10 i SLPI nie byly wczeséniej opisane
w kontek$cie AZS, natomiast zwracano na nie uwage w odniesieniu do choréb alergicznych.
Wedlug Zhanga i wsp. (2018) mutacja punktowa w genie DPP10 prowadzi do zwigkszonej
reaktywnos$ci drog oddechowych po prowokacji alergenem. Nadekspresja genu DPP10 znaczgco
zwickszata aktywacje receptora glukokortykoidowego (GCR) nawet bez leczenia
glukokortykoidami. Sugeruje to, ze biatko DPP10 moze wptywac na produkcj¢ endogennych
kortykosteroidow przeciwzapalnych. Z kolei wyciszenie genu DPP10 w ludzkich komoérkach
nabtonka drog oddechowych wplyneto na obnizenie zdolnosci GCR do translokacji do jadra i
wigzania si¢ z sekwencjami regulatorowymi w DNA. Nadekspresja DPP10 spowodowata réwniez
obnizenie poziomu biatka SLPI, ktorego synteza jest indukowana przez IL-18. TNF-a i IL-1P
dziatajg synergicznie, TNF-a stymuluje wydzielanie IL-1B. W prezentowanych badaniach nie
sprawdzatam st¢zenia IL-1p w 0soczu, ale okreslitam stezenie TNF-a w osoczu psow. Najwyzsze
stezenie TNF-a w osoczu odnotowano u pacjentow z AZS przed terapig. TNF-a moze mie¢ udziat
w podwyzszeniu ekspresji genu SLPI. Osiecka i wsp. (2022) stwierdzili wyzsze st¢zenie SLPI w
0S0CZU U 0s6b z AZS w poréwnaniu do 0sob zdrowych. Ludzki gen DPP10 zidentyfikowano jako
gen kandydujacy do prognozowania podatnosci na astme, czesta chorobe drog oddechowych
zwigzang z atopowym zapaleniem i nadreaktywnoS$cig na roézne czynniki (Zagha i wsp. 2005,
Zhang i wsp. 2018). Sugeruje to, ze biatko DPP10 moze réwniez odgrywac role ochronng w AZS
u psow. Wykazano réwniez, ze biatko SLPI posredniczy w hamowaniu syntezy TGF-B oraz jest
inhibitorem elastazy, przyczyniajac si¢ do zakldcenia roznicowania si¢ komorek Treg ((Miiller i
wsp. 2012). Wyzszy poziom TGF-B wydzielanych przez komoérki dendrytyczne wymaga
dodatkowej aktywno$ci elastazy, co sprzyja wzrostowi liczby komorek T CD4*Foxp3* ((Tateosian
I wsp. 2011).

Analiza mikromacierzy ekspresyjnych wykazala rowniez zmiany w ekspresji genu
PLSCR4 (ang. phospholipid scramblase 4), przy czym najwyzszg ekspresj¢ stwierdzono u psow z
AZS przed terapiag, podczas gdy ekspresja u zdrowych psow i u pacjentdw po 6-miesiecznym
stosowaniu SITA byta podobna. Py i wsp. (2009) wykazali, ze btonowe skramblazy fosfolipidowe
(PLSCR1 i PLSCR4) lokalizujg si¢ w btonach limfocytéw T CD4" i bezposrednio oddziatujg z
receptorem CD4, a SLPI jest ligandem dla PLSCR1 i PLSCR4. SLPI moze zaktocaé interakcje

22



CD4 z PLSCR1 i PLSCR4. By¢ moze, w prezentowanych przeze mnie badaniach, wyzsza
ekspresja genu SLPI u psow z AZS przed terapig jest zwigzana z wyzsza ekspresja genu PLSCR4.

Analiza transkryptomiczna wykazata rowniez zmiany w ekspresji genu MMP9 (ang. matrix
metalloproteinase 9). Ekspresja MMP9 byta na podobnym poziomie u pséw z AZS przed i po 6-
ciu miesigcach stosowania SITA 1 istotnie wyzsza w poroéwnaniu do zdrowych psow. Enzym
MMP-9 (znany réwniez jako zelatynaza B) nalezy do grupy metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomoérkowej zdolnych do degradacji biatek budujgcych btony podstawne oraz macierz
zewnatrzkomoérkowa, co umozliwia przebudowe tkanek i migracje komorek. MMP-9 jest jednym
z kluczowych enzymow w rozwoju i przebiegu reakcji zapalnej po ekspozycji na alergen. Komorki
uktadu immunologicznego odpowiedzialne za wywotywanie zapalenia, takie jak: komorki tuczne,
eozynofile, neutrofile, limfocyty T, makrofagi syntetyzuja i wydzielajg MMP-9. Ta
metaloproteinaza promuje migracje 1 aktywacj¢ komorek odpornosciowych, regulujac aktywnosé
czynnikdw wzrostu, cytokin, a zwlaszcza chemokin (Ram i wsp. 2006, Ingram i Kraft 2015
Puxeddu i wsp. 2019). Harper i wsp. (2010) wskazali na dominujgca obecno$¢ metaloiproteinaz:
MMP-8 i MMP-9 na powierzchni skory w ostrej postaci AZS u ludzi. Ekspresja genu MMP-9 byta
podwyzszona w ostrej fazie AZS w poréwnaniu do przewleklej. Purwar i wsp. (2008) wykazali
wptyw IL-13 na syntez¢ MMP-9 w warstwie podstawnej keratynocytow. Wykazano rowniez, ze
TNF-0 w hodowli in vitro ludzkich eozynofilii pochodzacych od pacjentow z atopowa astmag
powodowat wzrost aktywno$ci MMP-9 (Schwingshackl i wsp. 1999). W prezentowanych w
drugiej publikacji z cyklu wynikach wykazatam istotny wzrost poziomu IL-13 i TNF-o we krwi
pacjentow z AZS przed terapig. Mozliwe, ze wyzsze stezenia tych cytokin przyczyniato si¢ do
wyzszej ekspresji genu MMP9. Wykazano, ze SLPI moze bezposrednio lub posrednio indukowaé
transkrypcje MMP-9, ale réwniez poprzez interakcj¢ z plazming, biatko to reguluje aktywacje 1
uwalnianie MMP-9 (Hoskins i wsp. 2011). Moje badania wykazaly wyzszg ekspresje obu genow
SLPI i MMP9 u psow z AZS. Badanie Poachanukoona i wsp. (2015) wykazato dodatkowo, ze
MMP-9 moze by¢ rowniez aktywowane przez proteazy obecne w ekstrakcie alergenowym z
roztoczy kurzu domowego (HDM).

W moich badaniach zastosowana SITA wptyneta na obnizenie ekspresji genu NTSR1 (ang.
neurotensin receptor 1) u psow z AZS. Najwyzsza ekspresje NTSR1 odnotowano u pacjentow z
AZS przed zastosowaniem SITA. NTSRI1 jest receptorem dla neurotensyny (NTS), ktora bierze
udziat w patogenezie zapalnych choréb skory, szczegdlnie tych powodowanych stresem,
drapaniem si¢ i poceniem (Ferris i wsp. 1985, Ostlere i wsp. 1995,Qiu i wsp. 2017). Wykazano,
ze stezenie NTS wzrasta w skorze gryzoni w wyniku ostrego stresu i indukuje przepuszczalnosé¢

naczyn, oddziatuje na komorki tuczne poprzez taczenie si¢ z receptorem NTSR, stymulujac je do
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wydzielania histaminy (Carraway i wsp. 1982, Feldberg i wsp. 1998, Singh i wsp. 1999, Donelan
I wsp.. 2006). W badaniach innych zespotow wykazano takze, ze poziom NTS w surowicy chorych
na AZS byl wyzszy w porownaniu z grupa kontrolng. Ekspresja genu NTS byta rowniez wyzsza
w zmienionej chorobowo skorze pacjentow z AZS w poroéwnaniu do grupy kontrolnej (Vasiadi i
wsp. 2013). Natomiast nie stwierdzono roznicy w ekspresji genu NTSR1 w skorze ze zmianami
chorobowymi u pacjentow z AZS w poréwnaniu z grupa kontrolng (Vasiadi i wsp. 2013). Biatka
NTS i NTSR wykryto w skoérze ze zmianami, natomiast nie wykryto w skorze osob zdrowych.
Aktywacja NTSR powoduje wydzielanie cytokin zapalnych CXCL8 i TNF-a (Alysandratos i wsp.
2012). W prezentowanych przeze mnie badaniach podwyzszony poziom TNF-a w osoczu psow
moze by¢ spowodowany podwyzszong ekspresj¢ genu NTSR1 w komoérkach krwi obwodowej u
pacjentow z AZS przed leczeniem. W dostepne;j literaturze brak jest informacji na temat poziomu
neurotensyny i jej receptora (NTSR1) w skorze psow lub we krwi obwodowej, oraz roli tych biatek
w przebiegu choroby AZS. Wydaje si¢ jednak, ze wskazane sg dalsze badania dotyczace roli NTS
I NTSR w kontekscie AZS u psow.

Kolejnymi genami, wykazujacymi zmieniong ekspresj¢ u psow z AZS poddanych
immunoterapii sa geny kodujace biatka nalezace do B-defensyn: CBD103 i DEFB122. B-
defensyny stanowig pomost pomiedzy odpowiedzig wrodzong a nabyta (Semple i wsp. 2012,
Shelley i wsp.2020). Sa peptydami kationowymi, ktére wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne.
Biatka te moga bezposrednio zabija¢ czynniki zakaZzne poprzez ich interakcje ze sktadnikami
anionowymi w btonie cytoplazmatycznej drobnoustrojow (Toke 2005, van Damme i wsp. 2009).
Atopowemu zapaleniu skory u psOw towarzysza wtorne zakazenia bakteryjne, najczesciej
wywotane przez gronkowcowe ropne zapalenie skory 1 drozdzakowate zapalenie skory wywolane
przez Malassezia spp (Hensel i wsp. 2015). Nieprawidtowy poziom defensyn moze przyczynia¢
si¢ do wadliwej wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. B-defensyny moga wykazywaé
dziatanie pro- i przeciwzapalne, co zalezy od wielu czynnikéw, m.in. od stadium choroby i
narazenia na patogeny (Semple i wsp. 2012). Moga one wplywac na chemoatrakcje limfocytow T
CD4" pamieci i niedojrzatych komorek dendrytycznych, poprzez wigzanie si¢ z CCR6 (Yang i
wsp. 1999). Moga réwniez thumi¢ dziatanie TNF-a i IL-6. Analiza wynikow uzyskanych w moich
badaniach wykazata najwyzsza ekspresje genu CBD103 u pséw po 6-szescio miesigcznej terapii
SITA i roznita si¢ ona istotnie od ekspresji u pséw zdrowych. W przypadku genu DEFB122
immunoterapia podwyzszyla istotnie ekspresje tego genu, prawie do poziomu jaki stwierdzono u
zdrowych psow. Trudno jest zinterpretowaé zaobserwowane zmiany w ekspresji tych dwoch
genow. Dane literaturowe dotyczace ww. defensyn sg niejednoznaczne. Van Damme i wsp. (2009)

stwierdzili ekspresj¢ genu CBD103 zarowno w skorze, jak i w komorkach jednojadrzastych krwi
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obwodowej wszystkich badanych zdrowych psoéw, a takze w wielu innych tkankach (dwunastnica,
nerki, jadra, szpik kostny i ptuca). Natomiast ekspresja genu DEFB122 nie byta wykrywalna w
komorkach krwi obwodowej, a w skorze transkrypty tego genu byly obecne w ponad 50%
badanych probek. W badaniach przeprowadzonym przez Lancto i wsp. (2013) wykazano ekspresj¢
genow CBD103 i DEFB122 w probkach skory z roznych miejsc ciata zdrowych psow (pach, czota,
wewngtrznej strony uda, topatki i brzucha). Van Damme i wsp. (2009, a takze Lancto i wsp. (2013)
wykazali zmniejszong ekspresje genu CBD103 w skorze pséw z AZS zmienionej chorobowo i bez
zmian w poréwnaniu do skory zdrowych psow, natomiast inni autorzy Leonard i wsp. (2012) nie
odnotowali zadnej roéznicy w ekspresji tego genu. Wszyscy autorzy nie wykazali réoznicy w
ekspresji CBD103 pomiedzy skorg ze zmianami i bez zmian u pacjentow z AZS. Lancto i wsp.
(2013) wykazali nizszy poziom transkryptu DEFB122 w skorze ze zmianami chorobowymi i bez
zmian u psoOw z AZS w porownaniu do skory psow zdrowych. Ze wzgledu na zréznicowane wyniki
dotyczace poziomu B-defensyn w krwi obwodowej i skdrze pséw ciepigcych na AZS potrzebne sa
dalsze badania nad rolg tych peptydow w AZS u psow. Mozliwe, ze nieprawidlowy poziom
defensyn moze réwniez przyczynia¢ si¢ do nieprawidlowej wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej.

Analiza wynikéw mikromacierzy wykazata réwniez, ze pod wplywem immunoterapii
ekspresja genu IL36G istotnie wzrosta i byta podobna do ekspresji u zdrowych psow. IL-36y jest
jedng z izoform interleukiny 36 (IL-36) nalezacej do nadrodziny interleukiny 1 (IL-1).
IL-36 v bierze udziat w aktywacji komorek odpornosciowych, prezentacji antygenu i wptywa na
syntezg czynnikow prozapalnych (YUan i wsp. 2019). Izoformy interleukiny IL-36 sg najbardzie;j
aktywne w tkankach stanowigcych bariery anatomiczne takie jak skora, ptuca, oskrzela i jelita. Ich
gléwng funkcja jest regulacja interakcji srodowiska z organizmem, gdyz stanowia pierwsza lini¢
obrony przed mikroorganizmami (Gresnigt i wsp. 2013). Ekspresje genu I1L36 mozna stwierdzi¢
w keratynocytach, limfocytach B, limfocytach T, komorkach dendrytycznych i monocytach
(Garlanda 1 wsp. 2008, Turtoi i wsp. 2010, Vigne 1 wsp. 2011, Vigne 1 wsp. 2012, Sudrez-Farinas
I wsp. 2015, Buhl i Wenzel 2019). W zdrowej skorze 1L-36 jest syntetyzowana na niskim,
fizjologicznym poziomie. Jiang i wsp. (2017) stwierdzili, ze IL-36y jest wazna dla kontroli procesu
gojenia ran po urazach skory. Ekspresja mRNA i synteza biatka IL-36y byly podwyzszone w
zranionej skorze. Problematyczna wydaje si¢ jednak niekontrolowana synteza IL-36y, ktora moze
powodowac¢ zaburzenie homeostazy, co moze prowadzi¢ do tworzenia srodowiska cytokinowego
polaryzujacego odpowiedz w kierunku zapalenia, a to w konsekwencji do zaindukowania chorob
tta immunologicznego np. tuszczycy. Wielu autorow sugeruje, ze IL-36 moze by¢ biomarkerem

luszczycy 1 jest rowniez wykorzystywana jako cel terapeutyczny. Stwierdzono jednak, ze poziom
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IL-36y w innych zapalnych chorobach skory, takich jak atopowe zapalenie skory, liszaj plaski,
wyprysk kontaktowy, podostry toczen rumieniowaty skorny i ziarniniak grzybiczy, jest znacznie
nizszy niz w luszczycy (Sudrez-Farinas 1 wsp. 2015). Geny o wyzszej ekspresji w atopowym
zapaleniu skory sg indukowane w wigkszym stopniu przez cytokiny wydzielane przez limfocyty
Th2: IL-13 i IL-4 niz przez cytokiny IL-17A, IL-17A/TNF, IL-36a, B, vy i IFN-a. Zatem niska
ekspresja genu IL36G obserwowana w moich badaniach u pacjentow z AZS wydaje si¢ by¢ zgodna
z wynikami uzyskanymi przez inne zespoty. W badaniu D’Erme i wsp. (2015) poziom transkryptu
IL36G w skorze osob z AZS byt nieco wyzszy niz w skorze zdrowej, jednak wyniki te nie byly
istotne statystycznie. Inne badania wykazaly, ze ekspresja IL36 zalezy od fazy i stopnia
zaawansowania choroby. Wykazano zwigkszonag ekspresje IL36A, IL36G i IL-36RN w skorze ze
zmianami chorobowymi u pacjentow z AZS w pordwnaniu ze skorg bez zmian (Sudrez-Farinas 1
wsp. 2015, Tsang iwsp. 2020). Tengvall i wsp. (2020) opisali zwigkszong ekspresj¢ I1L36G w
skorze psow z AZS z tagodnymi zmianami w poréwnaniu ze zdrowa skorg kontrolng. Nalezy
podkresli¢, ze wszystkie opisane powyzej wyniki odnosza si¢ do zmian w ekspresji 1L36G
bezposrednio w probkach ludzkiej skory, podczas gdy w naszym badaniu nizsza ekspresja
transkryptu IL36G byta charakterystyczna dla komorek krwi psow z AZS. By¢ moze niedobor IL-
36y powoduje zaburzenia w utrzymaniu homeostazy, ktdra jest istotna w pierwszej linii obrony i
gojeniu ran. Obnizona ekspresja genu IL36G u psow z AZS obserwowana w prezentowanych
przeze mnie badaniach moze by¢ jednym z czynnikdéw przyczyniajacych si¢ do nadmiernej reakc;ji
na alergen.

Podsumowujac wyniki drugiej 1 trzeciej publikacji ponizej zamiescitam wykres, ktory
przedstawia potencjalne bezposrednie i posrednie interakcje pomiedzy biatkami kodowanymi
przez geny o zmienionej ekspresji u psow z AZS przed i po stosowaniu SITA, a badanymi przeze

Mnie cytokinami odgrywajacymi wazng rol¢ w odpowiedzi immunologicznej na alergeny.
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Podsumowanie

Psy chore na AZS wykazywaly wyzszy odsetek limfocytow T CD8* we krwi obwodowej.
Wyniki te sugerujg, ze oprocz powszechnie podkreslanej przyczyny nieprawidtowej odpowiedzi
immunologiczne na alergen, zwigzanej z zaburzong rownowaga pomig¢dzy limfocytami Thl i Th2,
limfocyty Tc w istotny sposob przyczyniaja si¢ do rozwoju tej odpowiedzi. Ponadto
zaobserwowany wzrost stezenia IL-13 w osoczu krwi psow z AZS w porownaniu ze zwierzetami
zdrowymi oraz brak roznicy w poziomie IL-4 pomiedzy osobnikami zdrowymi i atopowymi,
wskazuja na wazniejsza role IL-13 w zmianach wywotanych zapaleniem alergicznym u pséw.
Wysokie stezenia TNF-o wykryte w osoczu psow atopowych dodatkowo potwierdzity
utrzymujacg si¢ alergiczng odpowiedz zapalng u pacjentow z AZS. Chociaz odsetek limfocytow
Treg byl wyzszy u pséw z AZS niz u zdrowych pséw kontrolnych, to nizsze st¢zenia IL-10 i TGF
-B1 w osoczu psoéw z atopig wskazuje na uposledzenie funkcji limfocytéw Treg u pacjentow z
AZS, czemu dodatkowo sprzyja podwyzszony poziom TNF-a.

Analiza ekspresji genéw komorek jadrzastych krwi obwodowej psow chorych na AZS i
zdrowych wykazata obnizong ekspresje 59 genow u psow z AZS. Wsrdd gendow o zmienionej

ekspresji nie znalazly si¢ geny kodujace cytokiny biorgce udzial w zapaleniu alergicznym:;

27



jednakze funkcja zidentyfikowanych gendéw byta bezposrednio lub posrednio zwigzana z regulacja
réznicowania i aktywnoscig limfocytow, a takze syntezg i wydzielaniem cytokin.

Ekspresja VEGFA jest stymulowana przez szlak sygnatlowy indukowany przez TGF-B1, w
ktorym biatka Smad2 i Smad3 ulegajg aktywacji i tworzg heterokompleksy z biatkiem Smad4.
Wydaje si¢, ze na obnizong ekspresje SMAD2 moglo mie¢ wplyw obnizone stgzenie TGF-f1 w
0S0Czu psow z AZS, co w rezultacie mogto przyczyni¢ si¢ do obnizonej ekspresji VEGFA u psow
z AZS. Bialko PIAS] moduluje aktywacj¢ kompleksu Smad2/4. Zatem obnizenie ekspresji
SMAD?2 obserwowane u pacjentow z AZS moze by¢ rowniez zwigzane ze obnizeniem ekspresji
genu PIAS1. Obnizona ekspresja genu SH2B1 u psow z AZS moze by¢ zwigzane z obnizonym
poziomem cytokin IL-2, IL-10 i INF-y petnigcych rolg ligandow aktywujacych szlak sygnatowy
JAK/STAT w komorkach odpornosciowych krwi obwodowej. Wskazane jest prowadzenie
dalszych badan nad szczegdélowa rolag ww. gendow i kodowanych przez nie biatek w patogenezie
AZS w celu sprawdzenia, czy geny te beda mogly w przysztosci postuzy¢ jako dodatkowe markery
prognostyczne.

Wyniki zaprezentowane przeze mnie w dwoch kolejnych artykutach naukowych
stanowigcych spojny, jednotematyczny cykl potwierdzity na poziomie komoérkowym i
molekularnym korzystny wplyw stosowania SITA u pséw z AZS. Szes¢ sposrod siedmiu psow
otrzymujacych SITA wykazato pozytywny efekt terapii. Immunoterapia wptywata na liczebnos¢
limfocytow réznych subpopulacji oraz na poziom cytokin w osoczu krwi obwodowej psow
poddanych immunoterapii. Nizsze st¢zenie 1L-13 i TNF-a oraz nizszy odsetek limfocytow Tc
(CD8") i wyzszy odsetek aktywowanych limfocytow T (CD3*CD25%) potwierdzajg korzystny
efekt zastosowanej terapii SITA. Immunoterapia, jak i czas jej stosowania miaty wptyw na zmiang
liczebnosci limfocytow Treg u pacjentow z AZS. Nie jest jednak jasne, dlaczego liczba
limfocytow Treg po trzech miesigcach terapii zmniejszyta si¢ w poroéwnaniu do stanu Sprzed
terapii, a nastepnie po 6 miesigcach wzrosta do poziomu przed terapia lub nawet wyzszego. Nalezy
podkresli¢, Zze pomimo istotnych zmian w subpopulacji limfocytow 1 poziomie cytokin
obserwowanych u badanych pséw z AZS po SITA, reakcja poszczegolnych pacjentdw na terapig
moze znacznie si¢ roznic.

Analiza ekspresji gené6w komorek jadrzastych krwi obwodowej psow zdrowych oraz pséw
z AZS przed terapia i po 6 miesigcach SITA wykazata 521 transkryptow o zmienionej ekspresji,
sposrod ktorych 241 reprezentowato geny o dobrze opisanych funkcjach. W oparciu o dostepna
literature zostato opisanych dziewie¢ genéw (RARRES2, DPP10, SLPI, PLSCR4, MMP9, NTSR1,
CBD103, DEFB122 i IL36G), ktére moga by¢ istotne w kontekscie odpowiedzi immunologiczne;j
u pacjentow z AZS. Osiem z tych dziewieciu genow (z wyjatkiem CBD103) wykazywato
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zmieniong ekspresje u pacjentow z AZS przed terapig w poréwnaniu do zdrowych psow. EKkspresja
pieciu z dziewieciu opisanych genéw (DPP10, PLSCR4, NTSR1, DEFB122 i IL36G) ulegta
zmianie po zastosowaniu SITA, ale tylko w przypadku trzech genéw (DPP10, PLSCR4 i IL36G)
ekspresja bylta poroéwnywalna z ekspresjg u zdrowych psow. Ekspresja genu RARRES2 byta
najnizsza u pacjentow z AZS przed immunoterapia, co mozna powigza¢ ze zmianami W
aktywnosci szlakow sygnalowych regulowanych przez retinoidy u psow z AZS. Wyzsza ekspresja
DPP10 u psow po 6 miesigcach SITA w porownaniu z pacjentami przed terapig wydaje si¢ by¢
pozytywnym efektem stosowania terapii. Biatko DPP10 pelni ochronng role w AZS, jest to
zwigzane z hamowaniem odpowiedzi prozapalnej poprzez stymulacj¢ wytwarzania endogennych
kortykosteroidow przeciwzapalnych. Ponadto obnizona ekspresja DPP10 u psow z AZS moze by¢
bezposrednio powigzana ze zwigkszonym poziomem transkryptow SLPI, co z kolei skutkuje
zahamowaniem wydzielania TGF-f i nie sprzyja réznicowaniu i aktywnos$ci limfocytow Treg.
Gen PLSCR4, koduje btonowe skramblazy, ktore sg receptorami dla SLPI. Gen PLSCR4
wykazywal najwyzsza ekspresj¢ u pacjentéw z AZS przed terapia, podczas gdy jego ekspresja u
zdrowych psow i pacjentdow z AZS po SITA byla podobna. Wzrost ekspresji genéw SLPI i
PLSCR4 u pséw z AZS przed terapig sugeruje wspolng Sciezke regulacji tych genéw. Rowniez
ekspresja MMP9 byta zwigkszona u pacjentow z AZS w porownaniu ze zdrowymi psami, co
moglo przyczyni¢ si¢ do stymulacji procesow zapalnych. Ekspresja MMP9 byta nadal
podwyzszona pomimo stosowanej terapii. Natomiast terapia wptyneta na zmniejszenie ekspres;ji
genu NTSR1 u pséw z AZS do poziomu zblizonego u psow zdrowych. Podwyzszong ekspresje
NTSR1 mozna powiaza¢ z odpowiedzig zapalng indukowang przez alergeny, ze wzgledu na fakt,
ze gen ten koduje receptor neurotensyny 1, ktorego aktywacja powoduje wydzielanie cytokin
zapalnych CXCL8 i TNF-a. B-defensyny wykazuja dziatanie pro- i przeciwzapalne. Zalezy to od
wielu czynnikow, takich jak stadium choroby i narazenie na czynniki zakaZne. Najwyzsza
ekspresje genu CBD103 odnotowano u pséw po SITA i réznita si¢ ona istotnie od ekspresji
obserwowanej u psé6w zdrowych, natomiast ekspresja genu DEFB122 byla istotnie nizsza u
pacjentow z AZS przed terapig w poréwnaniu do ekspresji u psow zdrowych 1 u psow z AZS
poddanych SITA. Ekspresja genu 1L36G pod wptyw SITA wzrosta w porownaniu z ekspresja u
psow z AZS i byla na podobnym poziomie co u zdrowych pséw. By¢ moze niedobdr IL-36y
powoduje zaburzenia w utrzymaniu homeostazy i moze by¢ jednym z czynnikoéw
przyczyniajacych si¢ do nadmiernej reakcji na alergen.

Pomimo tego ze atopowe zapalenie skory jest bardzo czesto wystepujaca chorobg zarowno
u ludzi jaki i pséw, wyniki uzyskiwane przez rézne zespoty badawcze sg niejednoznaczne, a

czasem nawet sprzeczne. Dodatkowo, znacznie lepiej poznany jest mechanizm odpowiedzi
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immunologicznej na alergen u ludzi niz u pséw, co powoduje, ze w interpretacji wynikow badan

naukowych z zakresu medycyny weterynaryjnej konieczne jest odwolywanie si¢ do wynikow

dotyczacych AZS u ludzi. Prezentowane przeze badania sg kolejnym krokiem w poznawaniu

mechanizmu odpowiedzi immunologicznej w AZS u pséw nha poziomie komoérkowym i

molekularnym. Uzyskane przeze mnie wyniki stanowig bogata baze danych do dalszych badan w

poszukiwaniu markerow dla AZS. Wsréd gendw przedstawionych w pierwszej i trzeciej publikacji

cyklu znalazly si¢ takie, ktorych zmiany w ekspresji opisano po raz pierwszy w odniesieniu do

AZS oraz immunoterapii. Dalsze badania nad ich rolg w atopii mogg przyczyni¢ si¢ do lepszego

zrozumienia molekularnych mechanizméw lezacych u podtoza tej choroby u psow, jak réwniez

wskaza¢ uzytecznos$¢ tych genodw i ich produktow biatkowych jako markerow diagnostycznych

lub prognostycznych w przebiegu leczenia AZS.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegoOlnosci zagranicznej.

5.1 Aktywnos¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Po obronieniu pracy magisterskiej w Katedrze Ros§lin Warzywnych i1 Leczniczych na
Wydziale Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, SGGW promotor mojej pracy, prof. dr hab.
Zenon Weglarz zaproponowal mi studia doktoranckie na moim rodzimym wydziale, ktore
rozpoczetam w pazdzierniku 2000 roku. Moje zainteresowania naukowe byty skupione na
roslinie warzywnej o wlasciwosciach przyprawowych 1 leczniczych jaka jest chrzan pospolity
(Armoracia rusticana Gaertn). Badania byly wielowatkowe i obejmowaty: 1) oceng wptywu
warunkéw Srodowiska na wielkos$¢ 1 jako$¢ plonu lokalnych typow chrzanu oraz okreslenie
dynamiki zmian w zawartosci niektdrych biologicznie aktywnych zwigzkéw w korzeniach i
lisciach podczas wegetacji, 2) okreslenie zroznicowania fenotypowego i genetycznego polskich
lokalnych typéw chrzanu, 3) oceng sensoryczng, 4) zbadanie wlasciwos$ci przeciwgrzybiczych
1 przeciwbakteryjnych zwigzkow uzyskanych z korzeni chrzanu, 5) zbadanie whasciwosci
przeciwutleniajacych chrzanu i jego wplywu na metabolizm zwierzat oraz 6) opracowanie
metody uzyskiwania zdrowych, wolnych od wiruséw sadzonek chrzanu w kulturach in vitro,
co jest istotne, poniewaz chrzan nie zawigzuje zywotnych nasion i rozmnazany jest
wegetatywnie. Badania byly realizowane w ramach grantu pt. ,, Badania nad wartoscig
surowcowa 1 konsumencka oraz aktywno$cig biologiczng polskich ekotypow chrzanu
pospolitego (Armoracia rusticana Gaertn.)”, finansowanego przez 6wczesny Komitet Badan
Naukowych (nr projektu: 6 PO6R 059 21). Ze wzgledu na szeroki wachlarz stosowanych metod
badawczych w realizowanym projekcie, czgs¢ analiz prowadzona byla w innych osrodkach
naukowych. Wspotpraca ze specjalistami z réznych dziedzin pozwolita mi poznaé rdzne
techniki badawcze. Ocena zréznicowania genetycznego polskich lokalnych typdw chrzanu byta
wykonana w ramach wspotpracy z dr Andrzejem Rafalskim w Instytucie Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin PIB w Radzikowie. Ocena byla wykonana za pomocg reakcji PCR z
zastosowaniem starterow semi-konserwatywnych. Przeciwgrzybicze wlasciwosci zwigzkow
zawartych w soku i olejku gorczycznym otrzymanych z utartych korzeni chrzanu oraz
izotiocyjanianu allilu, gtéwnego sktadnika olejku, byly badane we wspotpracy z prof. dr hab.
Alicja Saniewska w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa (dzi$ Instytut Ogrodnictwa) PIB w
Skierniewicach. Wtasciwosci tych substancji sprawdzane byly w warunkach in vitro na kilku
gatunkach grzybow patogenicznych ro$lin. Natomiast wlasciwosci przeciwutleniajace
wodnych roztworow liofilizatéw liSci 1 korzeni oraz soku wyci$nigtego z korzeni oraz
wlasciwo$ci antybakteryjne wodnego ekstraktu liofilizowanych korzeni sprawdzane byty
dzigki wspotpracy z dr hab. Bozeng Batasinska, prof. SGGW, na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej. Badania wptywu dodatku chrzanu do diety szczuréw wzbogaconej w nasycone

badZ nienasycone kwasy tluszczowe na metabolizm cholesterolu u zwierzat prowadzone bytly
w ramach wspotpracy z dr hab. Bozeng Batasinska, prof. SGGW oraz prof. dr Andrzejem
Mazurem w Unite des Maladies Metaboliques et Micronutriments, INRA Clermont-Ferrand,
we Francji. Wspotpraca z innymi osrodkami naukowymi zaowocowata ciekawymi wynikami.
Zwiazki aktywne obecne w korzeniach chrzanu wykazaty wiasciwosci przeciwgrzybiczne i
przeciwbakteryjne. Olejek uzyskany z chrzanu hamowat wzrost grzybni kilku patogendéw roslin
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(Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Botrytis tulipe) w warunkach in vitro, a takze wykazat
silne dziatanie ecliminujace Qrzyby =zasiedlajace nasiona astra chinskiego (Callistephus
chinensis). Wodny ekstrakt z korzeni niektorych typéw chrzanu catkowicie zahamowat rozwdj
Salmonelli enteritidis.

Badania wykonane we wspotpracy z réznymi osrodkami badawczymi czg$ciowo byly
opublikowane w przed obrong mojej pracy doktorskiej do 2004 roku, a cz¢$¢ po obronie, po
2004 roku.

Publikacje do 2004 roku:

Majewska A., Batasiniska B., Dgbrowska B. In vitro and in vivo antioxidant properties of leaf
and root extract and oil from different types of horseradish (Armoracia rusticana Gaertn.). Folia
Horticulture 2004; 16/1:15-22

Majewska A., Dabrowska B., Rafalski A., Wisniewska I. Analiza kilkunastu polskich typéw
chrzanu (Armoracia rusticana Gaertn.) z zastosowaniem semi-specyficznego PCR. Folia
Universi. Agricul. Stetinensis 2004; 239: 237-243

Saniewska A., Dgbrowska B., Majewska A. Antifungal activity of horseradish (Armoracia
rusticana Gaertn.) endogenic compounds. Veg. Crops Res. Bull., 2004; 61: 121-131.

Publikacje po 2004 roku:

Jarecka A., Saniewska A., Dabrowska B., Majewska A., Wptyw zwiazkow aktywnych chrzanu
(Armoracia rusticana Gaertn) na wzrost i rozwdj Fusarium oxysporum f. sp. tulipe. Zesz. Probl.
Post. Nauk Rol. 2006; 510: 235-246

Jarecka A., Saniewska A., Dabrowska B., Majewska A. Hamujacy wplyw zwigzkéw
aktywnych chrzanu (Armoracia rusticana Gaertn.) na wzrost i rozw6j Fusarium oxysporum f.
sp. tulipe. Biuletyn SPORC 2006; 18: 47-52

Saniewska A., Dgbrowska B., Majewska A., Jarecka A. Antifungal activity of essential oil
from roots of some Polish local type of horseradish (Armoracia rusticana Gaertn.). Zesz. Probl.
Post. Nauk Roln. 2005; 504:237-243

Batasinska B., Nicolle C., Gueux E., Majewska A., Demigne Ch., Mazur A., Dietary
horseradish reduces plasma cholesterol in mice. Nutr. Res. 2005; 25: 937-945.

5.2 Aktywnos$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk rolniczych zostatam zatrudniona w_Instytucie
Warzywnictwa im. Emila Chroboczka w Skierniewicach (obecnie Instytut Ogrodnictwa P1B)
w Zaktadzie Genetyki, Hodowli i Biotechnologii, w Pracowni Markeréw Molekularnych. W
tym czasie prowadzono réwnolegle hodowle réznych gatunkéw warzyw m.in. pomidora,
ogorka, marchwi. W celu identyfikacji wartosciowych cech hodowlanych, stosowane byty
markery molekularne oparte na technice PCR m.in. RAPD, RFLP, Nested. Jednym z tematow
badawczych byto prowadzenie analizy genetycznej majacej na celu szczegoétowe poznanie
dziedziczenia cechy chtodoodpornosci u ogorka oraz, w dalszym etapie, wprowadzenie tej
cechy do linii hodowlanych. Aby lepiej pozna¢ mechanizm dziedziczenia oraz utatwié
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wprowadzenie cechy chtodoodpornos$ci do roslin, poszukiwane bylty markery DNA sprzgzone
Z ta cechg. Rowniez poszukiwane byly markery DNA sprzezone z cechg odpornosci na
maczniaka rzekomego dyniowatych u ogérkach. W hodowli odmian heterozyjnych marchwi
wykorzystuje si¢ linie z cytoplazmatyczng meska sterylnoscia (CMS) jako komponenty
mateczne. Identyfikacja roslin z cecha cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci mozliwa jest
dopiero w czasie kwitnienia ro$lin. Dlatego tez poszukiwane byly markery DNA w celu
identyfikacji cechy mgskiej sterylnos$ci u roslin niezaleznie od ich stadium rozwoju.

W instytucie Warzywnictwa im. Emila Chroboczka pracowatam 1,5 roku, a prace hodowlane
sa zmudne 1 wieloletnie. Moja praca nie zakonczyla si¢ zadng publikacja, natomiast zdobylam
wiedze teoretyczng 1 praktyczng z zakresu biologii molekularnej, ktorg wykorzystalam w
kolejnym miejscu zatrudnienia.

W pazdzierniku 2007 zostatam zatrudniona w Katedrze Nauk Fizjologicznych na
Wydziale Medycyny Weterynaryjnej na SGGW w Warszawie, na stanowisku naukowo-
technicznym. W zakresie moich obowiazkéw bylto przede wszystkim prowadzenie analiz
transkryptomicznych z wykorzystaniem techniki mikromacierzy ekspresyjnych w
nowopowstatej Pracowni Genomiki Funkcjonalnej w Katedrze Nauk Fizjologicznych. Moje
bogate doswiadczenie w pracach z zakresu transkryptomiki przyczynito si¢ do otrzymanie
propozycji zmiany stanowiska od dwczesnego Kierownika Katedry, prof. dr hab. Tomasza
Motyla. W 2011 roku rozpoczgtam prace na stanowisku adiunkta w Katedrze Nauk
Fizjologicznych.

Od poczatku pracy w Katedrze Nauk Fizjologicznych zostatam wtaczona do zespotu

Prof. dr hab. Tomasza Motyla i uczestniczytam w badaniach dotyczacych molekularnych
mechanizmow powstawania nowotworow w gruczole sutkowym psa oraz ich przerzutowania.
W jednym z eksperymentéw sprawdzano jaki wptyw ma interakcja migdzy komorkami
nowotworowymi, a makrofagami na ekspresje genéw w komorkach rakowych. Badania
prowadzone byty na kilku liniach komorek nowotworowych psa: gruczolakoraka sutka, raka
anaplastycznego, raka prostego i nowotworu sutka wrzecionowatego w ko-kulturze z
makrofagami. W badaniach tych wykazano, Zze obecno$¢ makrofagdow zwigksza migracje
komorek nowotworowych, co moze by¢ spowodowane nabieraniem cech makrofagow przez
komorki nowotworowe. Wzajemna interakcja pomiedzy tymi komérkami prowadzita rowniez
do zwigkszonej ekspresji gendw szlaku Wnt w makrofagach.
Badane byly réwniez réznice w ekspresji gendéw pomig¢dzy ztosliwymi kostniakomigsakami
sutka psow 1 fagodnymi kostniakami u tego gatunku zwierzat przy uzyciu mikromacierzy
DNA. Geny o zmienionej ekspresji kodowaty biatka biorgce udziat w szlakach PI3K/AKT i
GLI/Hedgehog.

Przerzuty sg ostatnim etapem rozwoju raka gruczotu sutkowego 1 zwykle prowadzg do
$mierci. Porownanie ekspresji genéw w liniach komoérkowych gruczolakoraka wyizolowanych
z gruczolu sutkowego oraz w liniach komérkowymi wyizolowanych z przerzutéw do ptuc
wykazalo, ze geny o zmienionej ekspresji koduja biatka bioragce udzial w regulacji struktury i
ruchliwosci komorek, w cyklu komorkowym 1 apoptozie oraz w szlaku komorkowym zaleznym
od greliny.

Wymienione powyzej badania byly prowadzone w ramach grantow Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego:

e nr N N308 012939 p.t. ,,Molekularne interakcje pomigdzy makrofagami i komorkami
nowotworowymi guzoéw sutka suk”. 2010-2013

e nr N N308 230536 p.t. ,,Profil transkryptomiczny komorek nowotworowych nabtonka

gruczotu sutkowego suki o r6znym potencjale proliferacyjnym i anty-apoptotycznym”. 2009-
2012
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Wyniki prowadzonych badan byly opisane nast¢pujgcych publikacjach:

Krol M., Pawlowski K.M., Majchrzak K., Gajewska M., Majewska A., Motyl T. Global gene
expression profiles of canine macrophages and canine mammary cancer cells grown as a co-
culture in vitro. BMC Vet Res. 2012; 21;16. doi: 10.1186/1746-6148-8-16.

Pawtowski K.M., Majewska A., Szyszko K., Dolka I., Motyl T., Kr6l M. Gene expression
pattern in canine mammary osteosarcoma. Pol J Vet Sci. 2011;14:11-20. doi: 10.2478/v10181-
011-0002-2.

Krol M., Pawtowski K.M., Skierski J., Turowski P., Majewska A., Polanska J., Ugorski M.,
Morty R.E., Motyl T. Transcriptomic “portraits” of canine mammary cancer cell lines with
different phenotype, J Appl Genet. 2010; 5:169-183. doi: 10.1007/BF03195725.

Krol M., Polanska J., Pawlowski K.M., Turowski P., Skierski J., Majewska A., Ugorski M.,
Morty R.E., Motyl T. Molecular signature of cell lines isolated from canine mammary
adenocarcinoma metastases to lungs. J Appl Genet. 2010; 51:37-50. doi: 10.1007/BF03195709.

Pawlowski M.K., Krol M., Majewska A., Badowska -Kozakiewicz A., Mol J.A., Malicka E.,
Motyl T. Comparison of cellular and tissue transcriptional profiles in canine mammary tumor.
J. Physiol. Pharmacol. 2009; 60, Suppl. 1:85-94

Bedac w zespole Prof. dr hab. Tomasza Motyla bratam réwniez udzial w badaniach
nad komorkami macierzystymi w gruczole mlekowym krow (MaSC, z ang. mammary Stem
cells). Dzigki obecnosci i aktywnosci komorek MaSC mozliwy jest wzrost i przebudowa
gruczotu mlekowego w okresie dojrzewania i laktacji. Potencjat mammogenny u jatéwek
mlecznych po okresie dojrzewania jest wspomagany przez wigksza liczbe MaSC 1 wyzsza
aktywno$¢ czynnikow auto- 1 parakrynnych gruczotu mlekowego, tworzacych odpowiednia
nisze¢ dla MaSC. Analiza ekspresji genow MaSC pochodzacych z gruczotu mlekowego 20-
miesiecznych niecigzarnych jatéwek mlecznych (Holstein-Friesian, HF) i migsnych (Limousin,
LM) wykazata wyzsza ekspresj¢ genow kodujacych lokalnie syntetyzowane hormony, czynniki
wzrostu, cytokiny, chemokiny i czynniki transkrypcyjne u rasy mlecznej. Model
mikrosrodowiska gruczotu mlekowego korzystny dla MaSC zwigzany jest z regulacja ekspresji
gendw zaangazowanych w utrzymanie populacji MaSC, poprzez samoodnowe, proliferacje,
migracj¢ 1 réznicowanie komorek macierzystych, co sprzyja przebudowie tkanki gruczotowe;,
angiogenezie, regulacji rdéznicowania adipocytdéw wchodzacych w sklad zrgbu gruczotu
sutkowego, metabolizmowi lipidow oraz pobudzaniu szlakow sygnatowych indukowanyc
przez hormony steroidowe oraz insuling. Zostaty zidentyfikowane 54 miRNA wykazujace inny
poziom ekspresji u rasy mlecznej HF niz u rasy migsnej LM w tkance gruczotu mlekowego
jatowek po okresie dojrzewania. Gtowne rdznice w ekspresji miRNA w gruczole mlekowym
miedzy badanymi rasami kréw byty zwigzane z regulacjg szlakow sygnatowych kluczowych
dla rozwoju gruczotu sutkowego, takich jak: szlak posredniczony przez czynnik wzrostu TGF-
beta, szlak insulinowy, szlak posredniczony przez Wnt oraz szlaki zapalne.

Badania byly prowadzone w ramach Grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
nrN N308 594138 p.t. ,,Illo$ciowa i transkryptomiczna charakterystyka komorek macierzystych
w gruczole sutkowym bydta”. 2010 -2013
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Wyniki zostaty opisane w ponizszych publikacjach:

Wicik Z., Gajewska M., Majewska A., Walkiewicz D., Osinska E., Motyl T. Characterization
of microRNA profile in mammary tissue of dairy and beef breed heifers. J Anim Breed Genet.
2016; 133:31-42. doi: 10.1111/jbg.12172.

Osinska E, Gajewska M, Majewska A, Motyl T. Quantification of bovine mammary
stem/progenitor cells by laser scanning and flow cytometry. Animal Science Papers and
Reports. 2015; 33:5-11.

Osinska E., Wicik Z., Godlewski M.M., Pawtowski K., Majewska A., Mucha J., Gajewska M.,
Motyl T. Comparison of stem/progenitor cell number and transcriptomic profile in the
mammary tissue of dairy and beef breed heifers. J Appl Genet. 2014; 55:383-95. doi:
10.1007/513353-014-0213-1.

Bytam rowniez zaangazowana w badania traskryptomiczne majace na celu
sprawdzenie ekspresji genow z wykorzystaniem metody mikormacierzy w tkance migsniowej
pochodzacej od 15-miesi¢cznych buhajow trzech ras krow: Limousin (LIM), holsztynsko-
fryzyjskiej (HF) i Hereford (HER). Mig$nie pochodzace od rasy LIM charakteryzowaty sig¢
niskg zawartoscia thuszczu sroédmigsniowego, a migsnie ras HER i HF byly marmurokowate i
charakteryzowaty si¢ wyzsza zawarto$cig ttuszczu $srodmigsniowego. Marmurkowatos¢ migsa
jest zwigzana z jego smakiem, soczystoscig 1 kruchoscia, a takze bezposrednio z zawartoscia
thuszczu $rodmigsniowego. Uwaza sig, ze migso z wysokim poziomem marmurkowato$ci ma
lepsza jako$¢ sensoryczng. Preferencje konsumentow sg czesto inne, wybieraja mi¢so bez
thuszczu. Badania pozwolity na zidentyfikowanie 144 gendw ktorych ekspresja rdznita si¢ w
migsniu potsciegnistym rasy LIM w porownaniu z rasami HF 1 HER. Regulowane geny byly
zaangazowane w rozw0j tkanki thuszczowe;.

Badania byty prowadzone w ramach grantu Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa WyzZszego:
nr N N311 123538 p.t. , Transkryptomiczne profile komoérek satelitowych miegéni
szkieletowych bydta” 2010 - 2012

Wyniki badan zostaty opisane w ponizszej publikacji:

Sadkowski T, Ciecierska A, Majewska A, Oprzadek J, Dasiewicz K, Ollik M, Wicik Z, Motyl
T. Transcriptional background of beef marbling - Novel genes implicated in intramuscular fat
deposition. Meat Sci. 2014; 97:32-41. doi: 10.1016/j.meatsci.2013.12.017.

Uczestniczylam rowniez w badaniach prowadzonych przez zespot dr hab. Katarzyny
Grzelkowskiej-Kowalczyk, prof. SGGW (w Katedrze Nauk Fizjologicznych), dotyczacych
szlakoéw sygnatowych regulujacych miogenezg migsni szkieletowych, wptywu cytokin, na ten
proces oraz roli mikroRNA w humoralnych mechanizmach wzajemnych oddziatywan tkanki
thuszczowej 1 migsni szkieletowych.

Tkanka thuszczowa i migénie szkieletowe majg kluczowe znaczenie w kontroli wzrostu i
budowie ciata. W mechanizmach regulujacych wzrost i rozwoj tych tkanek posrednicza czynniki
humoralne uwalniane przez obie tkanki. Do czynnikéw humoralnych zaliczane sa cytokiny zwiazane z
odpowiedzig zapalng, m.in. IL-6, IL-8 i IL-15. Dodatkowo, mikroRNA (miRNA) odgrywa wazng role
w regulacji wzrostu, rozwoju, a takze funkcji i metabolizmu mig¢$ni szkieletowych i tkanki thuszczowe;.
Badania zespolu dr hab. Katarzyny Grzelkowskiej Kowalczyk, prof. SGGW, w ktorych bratam
udziat,miaty na celu ocene¢ profilu wewnatrzkomorkowej ekspresji oraz wydzielanego miRNA przez
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adipocyty i pierwotne mioblasty szczurze poddane réznicowaniu w obecnos$ci IL-6, 1L-8 i IL-15, jako
czynnikéw humoralnych wydzielanych przez tkanke thuszczowa i migsnie szkieletowe.

W oparciu o przeprowadzone badania wykazano, ze modyfikacja profilu ekspresji

miRNA komorek moze by¢ jednym z mechanizméw oddziatywania cytokin, jako czynnikow
humoralnych obecnych w mikrosrodowisku tkanki miesniowej. IL-6, 1L-8 i IL-15 obecne w
srodowisku zewnatrzkomorkowym szczurzych mioblastow pierwotnych RSKMC modyfikuja
profil ekspresji miRNA, powodujac wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu czasteczek
miRNA, ktorych wigkszos¢ nie byta dotychczas opisana w kontekscie regulacji miogenezy i
metabolizmu komoérek migsniowych. Czagsteczki miRNA, ktorych ekspresja ulegta zmianie pod
wptywem badanych cytokin, poprzez regulacj¢ transkrypcji swoich genow docelowych, moga
wptywaé¢ na przebieg procesoOw komoérkowych, istotnych dla prawidlowego przebiegu
miogenezy i rozwoju funkcji komoérek migsniowych.
Podawane cytokiny (IL-6, IL-8 i IL-15) wptynety na profil miRNA w adipocytach linii 3T3-
L1, spowodowaly zwigckszenie ekspresji pro-adipogennych czasteczek miRNA (miR-21, miR-
107, miR-143) oraz anty-adipogennej czastki miR-221. IL-6 stymulowata roéwniez ekspresje
anty-adipogennej czasteczki miR-100, ktéra powodowala hamowanie akumulacji lipidow w
adipocytach.

Kolejnym etapem badan byla ocena wplywu insulinopodobnego czynnika wzrostu:
IGF-1 oraz IL-15 jako bioaktywnych czynnikow obecnych w mikro$rodowisku na profil
ekspresji miRNA w rdznicujacych si¢ szczurzych mioblastach pierwotnych RSKMC oraz
miRNA wydzielanego przez te komorki. Analizowano rowniez wptyw IL-15 na profil ekspresji
1 sekrecji miRNA w roznicujacych si¢ mysich adipocytach 3T3-L1. Ponadto, badano wptyw
IL-15 na ekspresje wybranych elementow szlaku sygnatowego insuliny i IGF-I oraz nat¢zenie
translacji biatek w mioblastach RSkMC 1 adipocytach 3T3-L1. Wykazano, ze IGF-I wptywa na
wewnatrzkomorkowy profil miRNA w mioblastach pierwotnych powodujgc m. in. wzrost
ekspresji czasteczekk zaangazowanych w regulacje metabolizmu i wrazliwosci na insuling,
oraz modulujgc ekspresj¢ miRNA o funkcjach pro- i anty-adipogennych. Sugeruje to, iz
humoralne mechanizmy regulacyjne z udziatem mikroRNA moga by¢ obszarem dostosowania
procesow komorkowych do dynamicznych warunkow panujacych w mikrosrodowisku tkanki
migsniowej. Uczestniczylam w czg$ci transkryptomicznej tych badan oraz bytam promotorem
pomocniczym trzech doktorantow, ktorzy wykonywali ww. badania w ramach realizacji prac
doktorskich.

Badania te byty prowadzone w ramach grantu NCN, OPUS 5, nr: 2013/09/B/NZ9/00115, pt.
,»Rola wewnatrzkomorkowego 1 wydzielanego mikroRNA w humoralnych oddziatywaniach
kontrolowanych przez IL-6, IL-8 i IL-15 pomigdzy adipocytami i mioblastami w czasie
réznicowania”. 2014-2017

Przed wykonaniem gltownego eksperymentu, majacego na celu zbadanie profilu
miRNA wydzielanych do pozywki przez szczurze mioblasty pierwotne RSKMC oraz mysie
adipocyty linii 3T3-L1, opracowatam metode izolacji miRNA z pozywki kondycjonowanej
oraz eksosomalnego miRNA. W toku badan wstepnych wykazatam, ze obecno$¢ ptodowe;j
surowicy bydlecej (FBS) w pozywkach do$§wiadczalnych jest kluczowa, a jej brak moze
spowodowa¢ zmiany ekspresji miRNA w hodowlach wymagajacych dodatku FBS w
standardowych warunkach wzrostu komorek. Doswiadczenie przeprowadzono na hodowli
komorkowej linii 3T3-L1 mysich adipocytow.

Metode izolacji zewnatrzkomorkowego miRNA opracowatam korzystajac ze
srodkow przyznanych w ramach Konsorcjum Naukowego KNOW ,,Zdrowe zwierzg —
bezpieczna zywnos¢”, konkursu dla wiodgcych laboratoriow nr 500-07-023100-D00100-02,
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pt.: ,,Opracowanie metody izolacji zewnatrzkomérkowego miRNA z pozywki kultur
komoérkowych”. — bylam kierownikiem tego projektu.

Wyniki badan byty opisane w ponizszych publikacjach:

Blaszczyk M., Gajewska M., Dymowska M., Majewska A., Domoradzki T., Prostek A.,
Pingwara R., Hulanicka M., Grzelkowska-Kowalczyk K. Interleukin-6 mimics insulin-
dependent cellular distribution of some cytoskeletal proteins and Glut4 transporter without
effect on glucose uptake in 3T3-L1 adipocytes. Histochem Cell Biol. 2022; 157: 525-546. doi:
10.1007/s00418-022-02091-3.

Milewska M., Domoradzki T., Majewska A., Btaszczyk M., Gajewska M., Hulanicka M.,
Grzelkowska-Kowalczyk K. Interleukin-6 affects pacsin3, ephrinA4 expression and
cytoskeletal proteins in differentiating primary skeletal myoblasts through transcriptional and
post-transcriptional mechanisms. Cell Tissue Res. 2020; 380:155-172. doi: 10.1007/s00441-
019-03133-4.

Milewska M., Domoradzki T., Majewska A., Btaszczyk M., Gajewska M., Hulanicka M.,
Ciecierska A., Grzelkowska-Kowalczyk K. Interleukin-8 enhances myaocilin expression, Akt-
FoxO3 signaling and myogenic differentiation in rat skeletal muscle cells. J Cell Physiol. 2019;
234:19675-19690. doi: 10.1002/jcp.28568.

Od wielu lat wspotpracuje rowniez z dr hab. Malgorzata Gajewska, prof. SGGW w
ramach badan nad fizjologia gruczotu mlekowego krow oraz fizjologia i patofizjologia tkanki
thuszczowe;.

Uczestniczylam m.in. w badaniach majacych na celu ustalenie réznic w profilu
transkryptomicznym bydlgcych komoérek nabtonka gruczotu mlekowego linii BME-UV1
hodowanych w standardowych warunkach na szalkach polisterynowych oraz w hodowli
przestrzennej (3D) prowadzonej na powierzchni pokrytej Matrigelem. Komorki nabtonkowe
BME-UV1 rosnagce na plastiku tworzg roOwnomierng monowarstwe pokrywajaca calg
powierzchni¢ szalek, natomiast w czasie hodowli na Matrigelu, tworza one trojwymiarowe
struktury sferyczne przypominajace pecherzyki wydzielnicze w gruczole mlekowym w czasie
laktacji. Porownano profil transkryptomiczny komorek BME-UVI1 rosnacych w postaci
monowarstwy do osiggniecia ok. 90% konfluencji, oraz hodowanych przez 6 dni na Matrigelu.
Przeprowadzona analiza transkrypyomiczna wykazala roznice w ekspresji 40 gendow o znanych
funkcjach biologicznych pomiedzy komorkami hodowanymi na podtozu polistyrenowym oraz
tymi, ktore tworzyly struktury sferyczne na Matrigelu. Siedem sposrod zidentyfikowanych
gendw wykazywato podwyzszong ekspresje w komorkach BME-UV1 hodowanych w systemie
3D, natomiast ekspresja 33 gendow w tych warunkach byta obnizona. Analiza ontologiczna
wykazata, ze produkty genow, ktorych ekspresja byta podwyzszona w hodowlach 3D peknig
funkcje: bialek pomocniczych, biatek cytoszkieletu, enzyméw regulujacych przemiany
metaboliczne, biatek wigzacych kwasy nukleinowe oraz biatek transportowych. Geny 0
obnizonej ekspresji kodowaly biatka pelnigce funkcje strukturalne i1 sygnatowe oraz
uczestniczace w procesach rozwojowych organizmu. Wyniki wczesniejszych obserwacji
morfologicznych komérek BME-UV1 hodowanych na Matrigelu sugerowaly, Zze ekspresja
genow kodujacych ww. biatka bedzie wyzsza w hodowlach 3D niz 2D. Szczegotowa analiza
danych literaturowych pokazata jednak, Ze obecno$¢ skladnikow macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM, ang. extracellular matrix) w Matrigelu moze obniza¢ ekspresje
gendw kodujacych biatka cytoszkieletu w komoérkach, natomiast dochodzi wowczas do
intensyfikacji oddzialywan komorek z ECM poprzez tzw. adhezje ogniskowa. Skutkuje to
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wzmocnieniem oddziatywan pomig¢dzy biatkami cytoszkieletu oraz prawidlowa, szczytowo-
podstawng polaryzacja komoérek nabtonka gruczotu mlekowego.
Otrzymane wyniki opisane zostaty w pracy:

Koztowski M., Gajewska M., Majewska A., Jank M., Motyl T. Differences in growth and
transcriptomic profile of bovine mammary epithelial monolayer and three-dimensional cell
cultures. J. Physiol. Pharmacol. 2009; 60 Suppl 1: 5-14

W kolejnych latach uczestniczytam w badaniach dotyczacych wplywu tkanki
thuszczowej zrebu gruczotowego na rozwoj nablonka gruczolu mlekowego u krow. Badania
prowadzone byly na modelu in vitro opartym na wspothodowli preadipocytéw i adipocytow z
komorkami nabtonka gruczotu mlekowego krowy (bMEC, ang. bovine mammary epithelial
cells). Poczatkowo opracowano metodg¢ izolacji mezenchymalnych komoérek macierzystych
(bASC ang. bovine adipose derived stem cells) z torebki thuszczowej nerki krowy oraz komorek
nablonka gruczotowego z wymienia krowy. W czasie prowadzenia kultur pierwotnych
scharakteryzowano wyizolowane komorki na podstawie wybranych markerow. Komorki bASC
wykazywaty morfologi¢ i cechy fibroblastow (posiadaty ekspresje CD90 oraz wimentyny), a
pod wptywem czynnikow adipogennych dodawanych do pozywki byty zdolne do réznicowania
w komorki thuszczowe. Komoérki bMEC wykazywaty ekspresje biatek MUC1 oraz cytokeratyn:
5, 14, 18 1 19 oraz zdolnos¢ syntezy alfa S1 kazeiny. Hodowla komérek bMEC w pozywkach
kondycjonowanych pochodzacych od adipocytow na réznym etapie réznicowania wykazata, ze
czynniki parakrynne wydzielane przez adipocyty o wyzszym stopniu zroznicowania (z 12 1 14
dnia réznicowania) istotnie podwyzszaty aktywno$¢ proliferacyjng komoérek bMEC oraz
zmniejszaly liczbe komoérek apoptotycznych w populacji nablonkéw. Z kolei w obecnosci
pozywek kondycjonowanych pochodzacych z hodowli preadipocytow o morfologii
fibroblastéw, komorki bMEC wykazywaly istotnie wyzsza zdolno§¢ do migracji.

Otrzymane wyniki zostaty opisane w publikacji :

Dziegelewska-Sokotowska Z., Majewska A., Prostek A., Gajewska M. Adipocyte-Derived
Paracrine Factors Regulate the In Vitro Development of Bovine Mammary Epithelial Cells.
Int J Mol Sci. 2023; 24:13348. doi: 10.3390/ijms241713348.

Od grudnia 2019 roku jestem jednym z wykonawcow projektu badawczego: pt.
»Wpltyw roznych kwasow thuszczowych na indukcje autofagii oraz aktywno$¢ metaboliczng
hipertroficznych komorek tluszczowych” (nr projektu: 2018/31/B/NZ9/00658), przyznanego
przez NCN w ramach konkursu OPUS 16 (okres realizacji: 2019-2023, kierownik projektu: dr
hab. Matgorzatg Gajewska, prof). Projekt ten ma na celu zbadanie wptywu réznego rodzaju
kwasow thuszczowych: Sredniotancuchowych nasyconych kwasy thuszczowych (MC-SFA),
dhugotancuchowych nasyconych kwasow ttuszczowych (LC-SFA), jednonienasyconych kwasy
thuszczowych (MUFA) 1 wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA) na regulacje
procesu autofagii w hipertroficznych adipocytach, ich aktywno$¢ wydzielniczg oraz przemiany
metaboliczne. W czasie realizacji zadan badawczych bylam promotorem pracy inzynierskiej
studenta kierunku Biotechnologia, ktory wykonywat do§wiadczenia finansowane z ww. grantu,
w ramach pracy pt: ,,Wpltyw izomeroéw sprzezonych kwasow linolowych na ekspresje genow
odpowiedzialnych za metabolizm glukozy w adipocytach”, obronionej w 2023.

Wspotpracowatam réwniez z dr hab. Joanng Plawinska- Czarnak z Katedry Higieny
Zywnoéci i Ochrony Zdrowia Publicznego w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, nr 2011/03/B/NZ6/03711 pt.: ,,Wplyw zakazenia wirusem CAE na profil
transkryptomiczny gruczolu mlekowego koz - badania z wykorzystaniem mikromacierzy
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DNA”, 2012-2017. Bratam udzial w czesci transkryptomicznej doswiadczenia, ktorej celem
bylo poréwnanie profilu transkryptomicznego komoérek pochodzacych z mleka i krwi zdrowych
koz 1 k6z zakazonych wirusem zapalenie stawow i mozgu koz (CAE) dwoch ras (polska barwna
uszlachetniona i polska biata uszlachetniona).

Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w publikacjach przedstawionych ponize;:

Plawinska-Czarnak J., Zarzynska J., Bogdan J., Majewska A., Karwanski M., Kizerwetter-
Swida M., Kaba J., Anusz K., Bagnicka E. An optimized method of RNA isolation from goat
milk somatic cells for transcriptomic analysis Ann. Anim. Sci., 2019; 19: 605-617 DOI:
10.2478/a0as-2019-0024

Ptawinska-Czarnak J., Zarzynska J., Majewska A., Jank M., Kaba J., Bogdan J., Anusz K.,
Bagnicka E. Selected tissues of two Polish goat breeds do not differ on genomic level. Anim.
Sci. Pap. Rep. 2019; 37: 53-64

Ptawinska-Czarnak J., Majewska A., Zarzynska J., Bogdan J., Kaba J., Anusz K., Bagnicka E.
Gene Expression Profile in Peripheral Blood Nuclear Cells of Small Ruminant Lentivirus-
Seropositive and Seronegative Dairy Goats in Their First Lactation. Animals (Basel). 2021;
11:940. doi: 10.3390/ani11040940.

Wspoélpracowalam réwniez z naukowcami z innych oSrodkéow:

Wspotpracowatam z dr hab. Sebastianem Szmitem, prof CMKP. Bratam udzial w
badaniach transkryptomicznych dotyczacy pacjentow z roéznym stanem zaawansowania
niewydolnosci serca. Porownano profil transkryptomiczny komorek jadrzastych krwi obwodowej
od me¢zczyzn ze schytkowa niewydolnos$cig serca (HF) z profilem od mezczyzn z bezobjawowa
dysfunkcja migsnia sercowego. Analiza mikromacierzy wykazata 130 genéw o obnizonej
ekspresjii 15 gendw o zwigkszonej ekspresji u pacjentdw ze schytkowa fazg HF. Niektore z genow
o obnizonej ekspresji nalezaly do szlakow, ktorych aktywnos¢ jest obnizona w kardiomiopatii.
Zidentyfikowano rowniez geny o podwyzszonej ekspresji, ktére powigzano ze stopniem
zaawansowania schytkowej niewydolnosci serca (CXCL16) oraz geny zaangazowane w regulacje
ekspresji receptora czynnika aktywacji ptytek krwi (PTAFR, RBPSUH, MCC i PSMA7).

Klasyfikacja pacjentow z ostra niewydolnoscia serca (AHF) jest niezwykle trudna ze
wzgledu na réznice w obrazie klinicznym, rdzng etiologi¢, wptyw chorob wspotistniejacych 1
zmienne rokowanie. W drugim doswiadczeniu wykorzystano mikromacierze do sklasyfikowania
24 pacjentow z AHF na podstawie transkryptomu komorek jadrzastych krwi obwodowej tych
pacjentow. Zidentyfikowano dwie odrgbne klasy profili transkryptomicznych, ktore korelowaty z
prawidlowym i podwyzszonym $rednim ste¢zeniem kreatyniny we krwi. Te dwie podgrupy
pacjentow (n = 12) roéznity si¢ ekspresja ponad 6000 gendw i1 108 szlakow sygnatowych.

Badania zostaty opisane w ponizszych publikacjach:

Szmit S., Jank M., Maciejewski H., Grabowski M., Glowczynska R., Majewska A., Filipiak K.J.,
Motyl T., Opolski G. Gene expression profiling in peripheral blood nuclear cells during refractory
ischaemic end-stage heart failure. J Appl Genet. 2010; 51:353-68. doi: 10.1007/BF03208866.

Szmit S., Jank M., Maciejewski H., Grabowski M., Glowczynska R., Majewska A., Filipiak K.J.,
Motyl T., Opolski G. Gene expression profiling in peripheral blood nuclear cells during refractory
ischaemic end-stage heart failure. J Appl Genet. 2010; 51:353-68. doi: 10.1007/BF03208866
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Wspodlpracowatam z kilkoma naukowcami z Instytutu Genetyki i Biotechnologii Zwierzat PAN
w Jastrzebcu.

Bratam udzial w badaniach transkryptomicznych zespolu prof. dr hab. Emili Bagnickiej
majacych na celu identyfikacj¢ gendw o zmienionej ekspresji w komorkach migzszu gruczotu
mlekowego krow naturalnie zakazonych gronkowcami koagulazo-dodatnimi (coagulase-positive
staphylococci;CPS) i gronkowcami koagulazo-ujemnymi (coagulase-negative staphylococci;
CNS). Zapalenie gruczolu mlekowego u krow, ktore stanowi reakcj¢ na zakazenie, pozostaje
ciggle przyczyng powaznych strat w nast¢gpstwie obnizenia produkcji i pogorszenia jakosci mleka
oraz kosztow. Duzy problem stanowig zakazenia i podkliniczne zapalenia spowodowane przede
wszystkim przez gronkowce koagulazo-dodatnie, bardziej patogenne ale rOwniez przez uwazane
ze mniej patogenne koagulazo-ujemne.

Analiza wynikdw z mikromacierzy wykazata, ze zakazenie gronkowcami koagulazo-
dodatnimi spowodowalo znacznie silniejszag odpowiedz gospodarza niz w przypadku koagulazo-
ujemnych. Wykazano rowniez wigksza liczbe gendéw o zmiennej ekspresji u krow zakazonych
gronkowcami koagulazo-dodatnimi niz koagulazo-ujemnymi. Stwierdzono istotny wzrost
ekspresji genéw FOS, TNF i gendow kodujacych biatka gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej
(MHC), co sugeruje, ze biatka kodowane przez te geny odgrywaja kluczowa role¢ w odpowiedzi
immunologicznej w migzszu gruczolu mlekowego przeciwko bakteriom powodujacym zapalenie
gruczohu.

Badania byty finansowane z dwoch grantow:

Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr N N311 075339 grant promotorski "Profil
ekspresji genow uktadu odpornosciowego w patofizjologii gruczotu sutkowego krow"

Projekt European Union from the European Regional Development Fund within the Innovative
Economy Operational Programme 2007 — 2013, Projekt POI1G.01.01.02- 14-090/09"Biozywnos$¢
-zwierze, zywnosc cztowiek"

Uzyskane wyniki zostaly opisane w publikacji:

Kosciuczuk E., Lisowski P., Jarczak J., Majewska A., Rzewuska M., Zwierzchowski L.,
Bagnicka E. Transcriptome profiling of Staphylococci-infected cow mammary gland
parenchyma. BMC Vet Res. 2017; 13:161. doi: 10.1186/s12917-017-1088-2.

Rowniez wspotpracowatam z dr Grzegorzem Juszczkiem, dr hab. Pawlem Lisieckim oraz
dr Adrianem Stankiewiczem z Instytutu Genetyki i Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzebcu w
ramach badan z zakresu neurobiologii z wykorzystaniem techniki mikromacierzy. Badania
prowadzone byly na myszach poddanych stresowi psychospotecznemu. Sprawdzono ekspresje
gendow w korze przedczotowej i hipokampie myszy poddawanych ostrym i powtarzajacym si¢
kontaktom spotecznym o réznym czasie trwania. Przewlekty stres u myszy zwigkszyt ekspresje
gendw zwigzanych z ukladem naczyniowym i uszkodzeniem mozgu. Wykazano, ze podwyzszyta
si¢ ekspresja genow hemoglobiny w korze przedczotowe] u zwierzat poddanych stresowi przez 8
I 13 dni, co sugeruje, ze te geny moga by¢ potencjalnymi markerami przewleklego stresu
spotecznego u myszy. Najdtuzszy okres stresu spolecznego zmienit ekspresj¢ najwiekszej liczby
gendw w hipokampie, a wigkszo§¢ wywolanych stresem zmian w transkrypcji byta odwracalna po
5 dniach odpoczynku. Wyniki sugeruja, ze stres moze wptywac na funkcje médzgu poprzez
dysfunkcje uktadu naczyniowego wywotang stresem.
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Wyniki badan opublikowane sa w ponizszych publikacjach:

Stankiewicz A.M., Goscik J., Majewska A., Swiergiel A.H., Juszczak G.R. The Effect of Acute
and Chronic Social Stress on the Hippocampal Transcriptome in Mice. PLoS One.
2015;10:10:e0142195. doi: 10.1371/journal.pone.0142195.

Stankiewicz A.M., Goscik J., Swiergiel A.H., Majewska A., Wieczorek M., Juszczak G.R.,
Lisowski P. Social stress increases expression of hemoglobin genes in mouse prefrontal cortex.
BMC Neurosci. 2014; 15:130. doi: 10.1186/s12868-014-0130-6.

Kolejny eksperyment w ramach wspotpracy miat na celu sprawdzenie wpltywu
podwyzszonego poziomu glukokortykoidow na transkryptom hipokampa myszy po 12 godzinach
leczenia kortykosteronem podawanym w aktywnej fazie cyklu dobowego. Rowniez w tym
eksperymencie zastosowana byla technika mikromacierzy. Uzyskane wyniki wykazaly, ze
odpowiedzi transkryptomiczne na glukokortykoidy sa niejednorodne pod wzgledem czasu i zaleza
od uptywu czasu po stosowaniu steroidow, przy czym niektére geny wykazuja trwate zmiany w
ekspresji podczas 9 godzin odpoczynku. Ponadto stwierdzono, ze geny regulowane przez
kortykosteron sg réwniez regulowane przez stres.

Wyniki do§wiadczenia opisane zostaty w publikacji:

Jaszczyk A., Stankiewicz A.M., Goscik J., Majewska A., Jezierski T., Juszczak G.R. Overnight
Corticosterone and Gene Expression in Mouse Hippocampus: Time Course during Resting Period.
Int J Mol Sci. 2023; 24: 2828. doi: 10.3390/ijms24032828.

W 2017 roku odbytam dwumiesi¢czny staz (1.05. — 1.07.2017) u dr Chrystal Paulos w
Katedrze Mikrobiologii/Immunologii 1 Chirurgii na Uniwersytecie Medycznym Potudniowej
Karoliny w Charleston w Stanach Zjednoczonych (ang. Department of Microbiology/Immunology
& Surgery Medical University of South Carolina w Charleston, USA). W laboratorium dr Paulos
prowadzone badania zwigzane sg z zastosowanie limfocytow T w adoptywnej terapii zwalczania
czerniaka. Adoptywny transfer komoérek (ACT, ang. adoptive cell transfer) jest obiecujaca
strategig terapeutyczng polegajaca na pobraniu limfocytow osoby cierpigcej na chorobe
nowotworowg. Pobrane limfocyty podlegaja modyfikacji i namnozeniu ex vivo. Koncowy etap
stanowi podanie aktywowanych limfocytow pacjentowi, od ktérego zostaly pobrane. Celem
prowadzonych badan jest uzyskanie limfocytow pamigci zdolnych do dhlugotrwale;,
przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej. Z tego powodu trwaja badania nad
uzyskaniem jak najwigkszej liczby limfocytow pamiegci, ktore wykazuja wysoki potencjat
ekspansji po prowokacji specyficznym antygenem. W badaniach prowadzonych przeze mnie
podczas stazu, do hodowli limfocytow dodawany byt specyficzny inhibitor dla podjednostki p110d
szlaku 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (P13K) — CAL-101. Zaktadano, Ze ta substancja przyczyni
si¢ do powstania silniejszego fenotypu limfocytow pamigci. Uzyskane wyniki pokazaty, Ze
komorki poddane diugotrwatemu traktowaniu CAL-101 wykazywaly wysoki potencjat
proliferacji oraz wysoka ekspresj¢ markerow dla centralnych limfocytow pamigci CD62L, CCR7,
CD127. Komoérki traktowane CALI-101 produkowaty mate ilosci TNF-a 1 IFN-y, natomiast
syntetyzowaty duzo IL-2. Stwierdzono niskg ekspresje czynnikow transkrypcyjnych takich jak
RORvyt,, Foxp3, Helios, natomiast wysokg ekspresje czynnika transkrypcyjnego GATA3.

Odbyty przeze mnie staz na Uniwersyteciec Medycznym Poludniowej Karoliny ( ang.
Medical University of South Carolina) wzbogacit moja wiedz¢ teoretyczng oraz praktyczng na
temat adoptywnej immunoterapii przeciwnowotworowej. Nauczytam si¢ hodowli oraz izolacji
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limfocytow T, obstlugi cytometru przeptywowego oraz opracowywania wynikow
cytometrycznych przy pomocy programu FlowJo.

Wiedza oraz umiej¢tnosci zdobyte podczas stazu zaowocowaly otrzymaniem finansowania
projektu p.t. ,,Opracowanie metody hodowli limfocytow T regulatorowych izolowanych z krwi
obwodowej psow” (nr: UMO-KNOW2017/SGGW/LAB12/5) dla wiodacych laboratoriow
badawczych w ramach obszaru rozwoj potencjalu badawczego Konsorcjum Naukowego KNOW
,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$é”. Podczas realizacji ww. projektu prowadzone byty
rowniez badania do pracy magisterskiej studentki kierunku: Biologia, Biotechnologia i
Bioinzynieria Zwierzat, pani Aleksandry Szymanskiej, ktérej bytam promotorem. Praca
magisterska pt. ,,Aktywacja i r6znicowanie psich limfocytow T regulatorowych w warunkach in
vitro” zostala obroniona w 2019 r.

Wspotpracowatam réwniez z Naukowcami z Zaktadu Fizjologii Zwierzat, Instytutu
Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN w Jablonnie w ramach badan nad wptywem obestatyny na
rozwoj jelita cienkiego u 14 dniowych szczuréw. Bralam udziat w cze$ci transkryptomicznej
badan. Analiza ekspresji gendéw wykazata, ze = MAPK3 (kinaza biatkowa aktywowana
mitogenami-3) jest kluczowy genem regulujacy dziatanie obestatyny w przewodzie pokarmowym.

Efektem tej wspotpracy jest publikacja:

Stupecka-Ziemilska M., Grzesiak P., Jank M., Majewska A., Rak A., Kowalczyk P., Kato 1.,
Kuwahara A., Wolinski J. Small intestinal development in suckling rats after enteral obestatin
administration. PLoS One. PLoS One. 2018 ;13: e0205994. doi: 0.1371/journal.pone.0205994.

W ramach wspolpracy z dr hab. Krzysztofem Krawczykiem z Zaktadu Wirusologii i
Bakteriologii, Instytutu Ochrony Rosélin -PIB w Poznaniu wykonywatam mikromacierze, ktore
byly zaprojektowane do wykrywania i1 identyfikacji pigciu patogenéw mikrobiologicznych
kukurydzy: Pantoea ananatis, P. agglomerans, Enterobacter cloaceae subsp. dissolvens, wirus
kartowatej mozaiki kukurydzy (MDMYV) i wirus mozaiki trzciny cukrowej (SCMV). Uzyskane
wyniki wskazaly, Zze sygnaly fluorescencji z sondy patogennej i kontrolnej byly dobrze
rozrdznione we wszystkich przeprowadzonych eksperymentach.

Wyniki zostaty opisane w publikacji:

Krawczyk K., Uszczynska-Ratajczak B., Majewska A., Borodynko-Filas N. DNA microarray-
based detection and identification of bacterial and viral pathogens of maize. J Plant Dis Prot.
2017 124, 577-583. doi.org/10.1007/s41348-017-0098-4

Wspoltpracuje¢ réwniez z zespotem badawczym prof. dr hab. Joanny Gromadzkiej-
Ostrowskiej z Instytutu Nauk o Zywieniu Cztowieka, SGGW, ktéra od wielu lat prowadzi badania
dotyczace prozdrowotnego dzialania spozycia beta-glukanow z owsa w réznych schorzeniach
przewodu pokarmowego. Uczestniczytam w badaniach transkryptomicznych dotyczacych
wpltywu beta-glukandw owsa o wysokiej (G1) 1 niskiej (G2) masie czasteczkowej na profil
transkryptomiczny komorek krwi obwodowej szczuréw z zapaleniem jelita wywotanym podaniem
lipopolisacharydu (LPS). Analiza wynikow wykazala, ze beta-glukan G1 wptywatl na ekspresje
gendw kodujacych biatka nalezagce do szlakow sygnatowych zwigzanych z odpowiedzia
immunologiczng, natomiast beta-glukan G2 regulowal ekspresje gendw zwigzanych przede
wszystkim z regulacja cyklu komoérkowego. Wyniki tej analizy sugeruja, ze beta-glukany o
wysokiej 1 niskiej masie czasteczkowej moga indukowaé rézne mechanizmy molekularne w
organizmach narazonych na bodzce zapalne, takie jak LPS.
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Badania byly przeprowadzone w ramach grantu finansowanego przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, nr NN312427440 pt. ,,Wplywu beta-glukanéw owsa na proces zapalny w
przewodzie pokarmowym”. 2011-2014

A wyniki zostaty opisane w publikacji:

Blaszczyk K., Gajewska M., Wilczak J., Kamola D., Majewska A., Harasym J., Gromadzka-
Ostrowska J. Oral administration of oat beta-glucan preparations of different molecular weight
results in regulation of genes connected with immune response in peripheral blood of rats with
LPS-induced enteritis. Eur J Nutr. 2019; 58: 2859-2873. doi: 10.1007/s00394-018-1838-3.

Uczestnicz¢ rowniez w badaniach w ramach projektu badawczego pt. ,,Mechanizmy
dziatania 1-3,1-4-beta-D-glukanu z owsa we wczesnych stadiach kancerogenezy okr¢znicy” (nr:
2018/29/B/NZ9/01060) finansowanego przez NCN w ramach konkursu OPUS 15, (okres
realizacji:2019-2024). Celem projektu jest okreslenie zdolnosci beta-glukanow owsa o malej
masie molowej do zahamowania rozwoju zmian nowotworowych w okreznicy na wczesnym
etapie kancerogenezy. Wyniki z mikromacierzy wykonanych przeze mnie sg aktualnie
analizowane.

Obecnie bior¢ rowniez udzial w badaniach w ramach projektu pt.: ,, Toksycznos¢
nanoplastiku: wplyw na o$ jelito-mézg” (nr 2019/35/B/NZ7/04133) finansowanego przez NCN,,
wspotpracujac bezposrednio z dr hab. Katarzyna Dziendzikowska i dr hab. Kamilem Brzéskq, prof.
IChTJ. Aktualnie przygotowywany jest material badawczy do analizy transkryptomu na poziomie
RNA i miRNA komoérek hipokampa i kory mézgowej oraz jelita.

Kolejnym osrodkiem z ktorym wspotpracuje jest Zaktad Hodowli Bydta i Produkcji
Mleka, Instytutu Hodowli Zwierzat, Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Wynikiem
wspotpracy z dr hab. Anng Zielak-Steciwko, prof. uczelni, w Zaktad Hodowli Bydta i Produkcji
Mleka, Instytutu Hodowli Zwierzat, UP we Wroctawiu jest publikacja:

Kesek-Wozniak M., Danielewicz K., Para J., Majewska A., Smieszek A., Paszczyk B., Zielak-
Steciwko A. ACACA, FASN and SCD gene expression in somatic cells throughout lactation and
its relation to fatty acid profile in cow milk Anim. Sci. Pap. Rep. 2023; 41: 17-26

Badania miaty na celu sprawdzenie czy zmienia si¢ ekspresja gendw kodujacych kluczowe
enzymy odgrywajace rolg w syntezie kwasow tluszczowych w komoérkach somatycznych mleka
na réznych etapach laktacji oraz czy zmiana ekspresji tych genéw koreluje z profilem kwasow
thuszczowych w mleku. Badania wykazaty zmiany ekspresji badanych gendw na r6znych etapach
laktacji. Stwierdzono niewiele istotnych korelacji pomigdzy ekspresja gendéw, a zawartoscia
kwasow tluszczowych w mleku.

Od niedawna wspoélpracuje rowniez z dr Matgorzatg Kalisz z Centrum Medycznego
Ksztatcenia Podyplomowego w ramach projektu badawczego pt. "Identyfikacja czasteczek oraz
mechanizméw regulujacych funkcje $rodbtonka poprzez brazowienie okolonaczyniowej tkanki
thuszczowej indukowane kwasem all-trans retinowym u myszy Apo-E" finansowanego przez NCN
w ramach konkursu SONATA-16. Dotychczas wykonalam mikromacierze w celu identyfikacji
gendw o zmienionej ekspresji w tkance tluszczowej okotonaczyniowej indukowanej poprzez
podanie kwasu all-trans retinowego w zwierzgcym modelu miazdzycy (myszy Apo-E). Otrzymane
wyniki sg obecnie w trakcie analiz.
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Podsumowujac moja dotychczasowa prace naukowa

— Jestem wspotautorem 49 oryginalnych prac naukowych, w tym 39 znajduje si¢ w bazie
Web of Science - Journal Citation Report, rozdziatu w monografii oraz z 52 dwoch
doniesien konferencyjnych,

— wyniki z 18 eksperymentow mikromacierzowych, ktorych jestem wspotautorem zostaty
zdeponowanie w bazie Gene Expression Omnibus (GEO) NCBI:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/?term=)

— uczestniczytam w realizowaniu 12 grantéw finansowanych przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa jednego grantu bytam kierownikiem, aktualnie biore udziat w realizacji
4 grantow

— bylam réwniez kierownikiem dwoch projektow finansowanych przez Konsorcjum
Naukowe KNOW , . Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢” oraz jednego
wydzialowego.

Laczny Impact Factor (wg bazy Journal Citation Reports) wynosi 85,661 (caty uzyskany po
doktoracie), a suma punktéw MEIN wynosi 1897 z czego 9 uzyskatam przed doktoratem.
(punkty byty liczone zgodnie z rokiem wydania publikacji i obowigzujacymi w danym roku
punktacji)

Laczna liczba cytowan (wg Web of Science): 529, w tym 500 bez autocytowan.

Hirscha: 13
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6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

6.1 Osiagniecia dydaktyczne
Swoja dziatalnos¢ dydaktyczna rozpoczetam w trakcie studiéw doktoranckich.

e W latach 2000-2003 -prowadzitam ¢wiczenia dla studentow Wydziatu Inzynierii Produkcji
(SGGW) z przedmiotu Podstawy Produkcji Ogrodniczej.

e W latach 2001-2003 -prowadzitam ¢wiczenia dla studentoéw Wydziatu Ogrodnictwa i
Architektury Krajobrazu (SGGW) z przedmiotoéw Nasiennictwo ogrodnicze i Warzywnictwo

e Od 2011 r roku prowadze ¢wiczenia dla studentéw Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej z
przedmiotéw Chemii i Biochemii

e (Od 2012 roku prowadze ¢wiczenia z chemii w jezyku angielski na kierunku Medycyna
Weterynaryjna dla studentow migdzynarodowych, a od 2019 r. prowadze rowniez ¢wiczenia z
Biochemii dla studentéw anglojezycznych.

e Jestem jednym z wyktadowcoé6w biochemii, prowadzac wyktady z zakresu budowy, funkcji 1
metabolizmu aminokwaséw 1 bialek w jezyku polskim i angielskim.

e 0Od 2020 roku zostatam koordynatorem przedmiotu Chemia i w zwigzku z tym
przygotowywatam sylabus z tego przedmiotu. Od tego momentu prowadze rowniez wyktady
z Chemii.

e W 2010 roku uczestniczylam rowniez w ksztalceniu lekarzy weterynarii w ramach studiow
podyplomowych — Studium Diagnostéw Klinicznych, podczas ktorych wyglaszatam wyktad
na temat zastosowania metody mikromacierzy i reakcji Real time PCR w diagnostyce.

e W 2016 roku miatam wyktad 1 kilka ¢wiczen laboratoryjnych dotyczacych molekularnych
technik wykorzystywanych w badaniach naukowych dla studentéw szkoty doktorskie;j
KNOW (w ramach Konsorcjum Naukowego KNOW ,,Zdrowe Zwierzg — Bezpieczna
Zywno$¢”)

Bytam promotorem pomocniczym trzech prac doktorski:

Macieja Blaszczyka: tytul rozprawy doktorskiej: ,,Wplyw wybranych cytokin na profil
mikroRNA oraz ekspresje elementow sygnalowych szlakéw czynnikow wzrostu 1 biatek
podlegajacych kontroli insuliny w adipocytach 3T3-L1”. Instytut Medycyny Weterynaryjnej,
Data obrony: 4.03.2019

Marty Milewskiej: tytut rozprawy doktorskiej: ,,Znaczenie mikroRNA w mechanizmach
dziatania wybranych cytokin na szczurze mioblasty pierwotne RSkMC w stadium proliferacji
i roznicowania”. Instytut Medycyny Weterynaryjnej, Data obrony: 10-04-2018

Tomasza Domoradzkiego: tytut rozprawy doktorskiej: ,,Udzial wewnatrzkomorkowego i
wydzielanego mikroRNA w humoralnych oddziatywaniach regulujacych rozwdj adipocytow i
mioblastow”. Instytut Medycyny Weterynaryjnej, Data obrony: 13-01-2022

Bytam promotorem prac dyplomowych na kierunku: Biologia, Biotechnologia 1 Bioinzynieria

Zwierzat:

pracy magisterskiej Aleksandry Szymanskiej, pt.: ,,Aktywacja i rdznicowanie psich
limfocytéw T regulatorowych w warunkach in vitro” , 2019
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pracy inzynierskiej Kamila Okrasinskiego pt. ,,Wplyw izomeréw sprzgzonych kwasow
linolowych na ekspresj¢ genow odpowiedzialnych za metabolizm glukozy w adipocytach”,
2023

Bytam recenzentem 1 pracy magisterskiej, 1 licencjackiej i 1 jednej pracy dyplomowej w jezyku
angielskim na kierunku Weterynaria

6.2 Dzialalno$¢ organizacyjna i popularyzatorska

W latach 2007-2011 oraz 2019-2020 bytam cztonkiem Rady Naukowej Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej

Bytam wspdtorganizatorem lekcji prowadzonych w ramach festiwalu nauki:

— Rok 2017 — ,,Chemia od kuchni” - pokazy dla dzieci na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej, SGGW

— Rok 2018 —,,Wieczor z Naukg” — Spotkanie z naukowcami zwigzanymi z Wydziatem
Medycyny Weterynaryjnej SGGW, oprowadzanie po laboratoriach Katedry Nauk
Fizjologicznych

— Rok 2019 —,,Swiat pierwiastkow w naszym ciele” — lekcja festiwalowa dla uczniow klas
7 1 8 szkoty podstawowe;j

— Rok 2022 - ,,Chemia od kuchni” - pokazy dla dzieci na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej, SGGW

Bylam cztonkiem Rady Naukowej monografii naukowej BIOMEDYCYNA, SRODOWISKO I
ZDROWIE. TEORIA | PRAKTYKA. Wydawnictwo Naukowe ArchaeGraph, £odz - Kielce 2020

Od 2007 roku jestem Opiekunem Laboratorium Genomiki Funkcjonalnej

Od roku 2022 jestem przewodniczaca przedstawicieli Katedry Nauk Fizjologicznych w zespole
roboczym ds. jakosci ksztatcenia IMW (z powotania kierownika Katedry

W 2023 r. bytam cztonkiem jury prezentacji posterow w ramach konferencji studenckiej: The
8th International Scientific Conference of Veterinary Medicine Students.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

7.1. Nagrody i wyrdéznienia

Nagroda im. Emila Chroboczka za prace doktorska pt.: ,,Zréznicowanie polskich lokalnych
typoéw chrzanu (Armoracia rusticana Gaertn.) pod wzgledem plonowania, cech
morfologicznych, sktadu chemicznego oraz aktywnosci biologicznej” — postanowienie Kapituty
Nagrody, Instytutu Warzywnictwa, im. Emila Chroboczka, Skierniewice - styczen 2006

Nagroda Zespolowa Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za pionierskie prace z zakresu
genomiki weterynaryjnej, a w szczeg6lnos$ci za transkryptomiczng charakterystyke procesow
fizjologicznych i patologicznych u zwierzat, laureaci: prof. dr hab. T. Motyl, dr M. Gajewska, dr
M. Jank, dr M. Kr6l, dr A. Majewska, dr Tomasz Sadkowski - grudzien 2011
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Nagrody przyznane przez Polskie Towarzystwo Nauk Weterynaryjnych:

Nagroda | stopnia za rok 2012 za publikacje¢: Krol M., Pawtowski K.M., Majchrzak K.,
Gajewska M., Majewska A., Motyl T. Global gene expression profiles of canine macrophages
and canine mammary cancer cells grown as a co-culture in vitro . BMC Vet Res. 2012; 21;16.

Nagroda | stopnia za rok 2019 za oryginalna prace badawcza ogloszong w krajowym lub
zagranicznym czasopismie z listy JCR, w jezyku polskim lub obcym: Milewska

M, Domoradzki T, Majewska A , Blaszczyk M , Gajewska M , Hulanicka M, Ciecierska A,
Grzelkowska-Kowalczyk K. Interleukin-8 enhances myocilin expression, Akt-FoxO3 signaling
and myogenic differentiation in rat skeletal muscle cells. Journal of Cellular Physiology 2019,
234, 19675-19690. IF: 4,522; pkt. MNiSW:100

Nadgrode za rok 2019 zaa wyrézniajaca si¢ monografi¢ naukowa: Majewska A,
Domoradzki T, Grzelkowska-Kowalczyk K. rozdziat pt:Transcriptomic Profiling During
Myogenesis. w monografii pt. Methods in Molecular Biology 2019, 1889, 127-168 (MNiSW
80).

7.2  Kursy zawodowe

2011-2012 Studia podyplomowe: Biologia molekularna z elementami biotechnologii,
Wydziat Geograficzno - Biologiczny, Uniwersytet Pedagogiczny w
Krakowie

czerwiec 2008  Kurs Hodowli komorek zwierzgcych Uniwersytet Warszawski, Wydziat
Biologii, Zaktad Cytologii

czerwiec 2007  XIX Szkota Letnia ,,Postepy biologii molekularnej”, Poznan Instytut
Genetyki Cztowieka PAN

czerwiec 2006 ~ Warsztaty ,,Podstawy filogenetyki Molekularnej”, Warszawa ,,MBS

(podpis wnioskodawcy)
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