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Autoreferat

1. Imie i nazwisko: Weronika Gonciarz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku

ich uzyskania oraz tytut rozprawy doktorskiej

Magistra

Uniwersytet tédzki, Wydziat Biologii i Ochrona Srodowiska, mikrobiologia,
specjalnos¢ mikrobiologia medyczna i diagnostyka laboratoryjna,

czerwiec 2015.

Tytut pracy magisterskiej: "Standaryzacja metody hodowli pateczek Helicobacter pylori i kolonizacji nabfonka

zotqgdka na modelu swinek morskich”.

Doktora

Uniwersytet £édzki, Wydziat Biologii i Ochrona Srodowiska, dziedzina nauk

Scistych i przyrodniczych, dyscyplina nauki biologiczne pazdziernik 2020.

Tytut pracy doktorskiej: ,,Patogeneza zakazen Helicobacter pylori na modelu kawii domowych oraz modelach

komdrkowych in vitro”.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych

Katedra Immunologii i Biologii
Infekcyjnej Instytut
Mikrobiologii, Biotechnologii

i Immunologii Wydziat Biologii
i Ochrony Srodowiska

Uniwersytet £édzki

0Od 01.10-2019r.-31.01.2021r. — stanowisko mikrobiologa w grupie

pracownikéw naukowo-technicznych

0d 01.02.2021r.- obecnie — stanowisko adiunkta w grupie pracownikéw

badawczo dydaktycznych

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

4.1 Tytut osiggniecia naukowego/artystycznego
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»Poszukiwanie nowych sygnatur diagnostycznych do oceny przebiegu zakazen
Helicobacter pylori oraz preparatow biologicznie aktywnych do przywracania

homeostazy bariery nabtonkowej zotagdka i immunomodulac;ji”.

Osiggniecie naukowe zatytutowane: ,Poszukiwanie nowych sygnatur diagnostycznych do oceny
przebiegu zakazen Helicobacter pylori oraz preparatéw biologicznie aktywnych do przywracania
homeostazy bariery nabtonkowej zZotgdka i immunomodulacji.” obejmuje spdjny cykl 6 oryginalnych
publikacji naukowych opublikowanych w czasopsmach z listy JCR z lat 2020-2023, dotyczacych
patogenezy zakazen wywotywanych przez pateczki Helicobacter pylori w powigzaniu z poszukiwaniem
nowych wyznacznikéw diagnostycznych oraz oceng przydatnosci wybranych zwigzkéw biologicznie
aktywnych do eliminacji tych zakazen i przywrdcenia homeostazy w zotagdku w niszy skolonizowanej
przez te drobnoustroje. Sumaryczny IF ujetych prac w osiggniecu naukowym, podany wedtug roku ich
opublikowania wynosi: 28,613 (s.etni IF=32,654) natomiast tgczna suma punktow MEiN podana zgodnie
z aktualnym ujednoliconym wykazem czasopism punktowanych z dnia 9 lutego 2021 wynosi 900.

Sumaryczna liczba cytowan prac wynosi 300, a bez autocytowan 187 (wg Web of Science).

4.2 Wykaz autorskich publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe (autor/autorzy, tytut/tytuty

publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

Al. Gonciarz W., Lechowicz t., Urbaniak M., Kaca W., Chmiela M. Use of Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR) for monitoring experimental Helicobacter pylori infection and related inflammatory
response in guinea pig model. International Journal of Molecular Sciences. 2021, 22, 281.

[DOI:10.3390/ijms22010281], [IFs-ietni =6,132; MEiN= 140].

Udziat habilitanta: 70%, wspdtautor koncepcji pracy, przygotowanie planu eksperymentdw, udziat
w wykonaniu catej czesci eksperymentalnej (zakazenie H. pylori kawii domowych, izolacja materiatu od
zwierzgt, potwierdzanie zakazenia H. pylori u kawii domowych, udziat w przygotowaniu widm FTIR,
analiza widm FTIR), udziat w opracowaniu wynikdw i ich interpretacji, wykonanie analizy statystycznej,

przygotowanie manuskryptu.

A2. Gonciarz W., Lechowcz t. , Urbaniak M., Rechcinski T., Chalubiriski M., Broncel M., Kaca W., Chmiela
M. Searching for serum biomarkers linking coronary heart disease and Helicobacter pylori infection

using infrared spectroscopy and artificial neural networks. Scientific Reports. 2022, 12, 18284.

[DOI:10.1038/541598-022-23191-z], [IFs-etni = 5,516; MEiN= 140].

Udziat habilitanta: 70%, wspdtautor koncepcji pracy, przygotowanie planu eksperymentdw, udziat

w wykonaniu catej czesci eksperymentalnej, (przygotowanie i analiza widm FTIR), udziat w
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opracowaniu wynikow | ich interpretacji, wykonanie analizy statystycznej, przygotowanie

manuskryptu, podwdjna afiliacja.

A3. Gonciarz W., Lechowicz t., Urbaniak M., Kaca W., Chmiela M. Attenuated Total Reflectance Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Artificial Neural Networks Applied to Investigate
Quantitative Changes of Selected Soluble Biomarkers, Correlated with H. pylori Infection in Children and
Presumable Consequent Delayed Growth. Journal of Clinical Medicine. 2020, 9, 3852.
[DOI:10.3390/jcm9123852], [IFs-ietni = 4,566; MEIN=140].

Udziat habilitanta: 70%, wspodtautor koncepcji pracy, przygotowanie planu eksperymentow, udziat
w wykonaniu catej czesci eksperymentalnej, (udziat w przygotowaniu widm FTIR, analiza widm FTIR),
udziat w opracowaniu wynikow i ich interpretacji wynikow, wykonanie analizy statystycznej,

przygotowanie manuskryptu.

A4. Gonciarz W., Pigtczak E., Ptoszaj P., Gosciniak G., Chmiela M. Salvia cadmica extracts rich in
polyphenols neutralize a deleterious effects of oxidative stress driven by Helicobacter pylori
lipopolysaccharide in cell cultures of gastric epithelial cells or fibroblasts. Industrial Crops and Products.

2022, 178, 114633. [DOI:10.1016/j.indcrop.2022.114633]. [IFs.ietni = 5,645; MEiN= 200].

Udziat habilitanta: 70%, wspdtautor koncepcji pracy, przygotowanie planu eksperymentow,
wykonanie catej czesci eksperymentalnej in vitro, opracowanie wynikow i ich interpretacja, wykonanie

analizy statystycznej, przygotowanie manuskryptu.

A5. Gonciarz W., Pigtczak E., Chmiela M. The influence of Salvia cadmica Boiss. extracts on the M1/M2
polarization of macrophages primed with Helicobacter pylori lipopolysaccharide in conjunction with NF-
kappa B activation, production of cytokines, phagocytic activity and total DNA methylation. Journal of

Ethnopharmacology. 2023, 310, 116386. [DOI:10.1016/j.jep.2023.116386]. [IFs.iemi =5,195; MEiN= 140].

Udziat habilitanta: 75%, autor koncepcji pracy, przygotowanie planu eksperymentdéw, wykonanie catej
czesci eksperymentalnej in vitro, opracowanie wynikow i ich interpretacja, wykonanie analizy

statystycznej, przygotowanie manuskryptu, autor korespondencyjny.

A6. Gonciarz W., Chyb M., Chmiela M. Mycobacterium bovis BCG increase the selected determinants of

monocyte/macrophage activity, which were diminished in response to gastric pathogen Helicobacter
pylori. Scientific Reports. 2023, 13, 3107. [IFs-etni = 5,516; MEiN=140]. [DOI:10.1038/s41598-022-23191-

z].
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Udziat habilitanta: 80%, autor koncepcji pracy, przygotowanie planu eksperymentow,
wykonanie cafej czesci eksperymentalnej in vitro, opracowanie wynikow i ich interpretacja,

wykonanie analizy statystycznej, przygotowanie manuskryptu, autor korespondencyjny.

Tabela 1 Wskazniki: Impact Factor (podano wartosci IF dla czasopism zgodnie z rokiem opublikowania
pracy, oraz 5-leni; punkty MEIN (podano wartosci zgodnie z rokiem opublikowania wg wykazu z dnia
9.02.2021) oraz liczba cytowan (na podstawie bazy Web of Science z dnia 06.05.23r.) publikacji

stanowiacych osiggniecie naukowe

Nr IF zgodny z rokiem IF IF Punkty MEiN Indeks cytowan
publikacji opublikowania Biezacy 5-letni zgodne z rokiem (WoS)
opublikowania z dnia 06.05.23r.
Al 4,183 6,628 6,208 140 7
A2 5,688 5,098 4,810 140 16
A3 3,998 5,516 4,996 140 1
A4 4,244 6,508 6,449 200 2
A5 5,195 4,347 5,195 140 0
A6 3,998 5,516 4,996 140 0
Suma 27,280 28,613 32,654 900 26

Oswiadczenia wszystkich wspdtautoréw okreslajgce indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie

poszczegdlnych prac znajdujg sie w Zataczniku 4.

Prowadzone przeze mnie prace naukowe, stanowigce spéjny cykl publikacji, pt. ,,Poszukiwanie
nowych sygnatur diagnostycznych do oceny przebiegu zakazen Helicobacter pylori oraz preparatow
biologicznie aktywnych do przywracania homeostazy bariery nabtonkowej zotqdka
i immunomodulacji” finansowane byty przez Narodowe Centrum Nauki w ramach kierowanego przeze
mnie grantu Minatura 5 pt. ,,Ocena in vitro wtasciwosci immunomodulacyjnych ekstraktéw Salvia
cadmica Boiss. wobec makrofagéow, w kontekscie wspomagania eradykacjii zakazenia Helicobacter
pylori, w nastepstwie ,treningu odpornosciowego”, nr DEC-2021/05/X/NZ6/00105 oraz w ramach
dwdch projektdw wewnetrznych Uniwersytetu tddzkiego z dotacji: Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
Badawcza, Granty dla Mtodych Badaczy, pt.: ,Rola LPS H. pylori w utrwalaniu reakcji zapalnej
w nabtonku zotadka poprzez wykluczenie alarmowej IL-33”, nr 25/IDUB/MLOD/2021 oraz Granty na
Zwiekszenie Potencjatu Aplikacyjnego pt.: ,Opracowanie biopolimeru chitozanowego z pratkami
szczepionkowymi Mpycobacterium bovis BCG-onko o wtasciwosciach immunomodulujgcych, do

wspomagania odpowiedzi odpornosciowej przeciwko Helicobacter pylori”, nr 15/GNZPA/2022. Cze$¢
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badan byfa finansowanaz ditacji na dziatalnos¢ statutowg Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej

Uniwersytetu tédzkiego.

4.3 Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omdéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie do tematyki badan

Patogeneza zakazen Helicobacter pylori

Helicobacter pylori to Gram-ujemne, mikroaerofilne, biegunowo urzesione pateczki, ktére po
raz pierwszy zostaty wyizolowane z btony $luzowej zotgdka pacjentéw z przewlektym stanem zapalnym
tego narzadu, w 1983 r. przez Warrena i Marshalla (Warren i Marshall 1983). Bakterie te wystepuja
powszechnie w populacji ludzi na catym sSwiecie, cho¢ wykazano znaczne zrdznicowanie czestosci
zakazen w poszczegdlnych krajach, grupach etnicznych i spotecznych. Gtéwnym rezerwuarem tych
bakterii jest cztowiek, cho¢ przypuszcza sie, ze mogg nim byé takze zwierzeta majgce kontakt z ludzmi
(psy, koty, Swinie, matpy) (Brown i wsp. 2002). Do zakazen dochodzi drogg ustno-ustng, katowo-ustng
lub zotadkowo-ustng, a ich czestos¢ zalezy od warunkéw spoteczno-ekonomicznych i sanitarnych
w danej populacji (Allaker i wsp. 2002). Do czynnikdw sprzyjajgcych szerzeniu sie zakazen H. pylori
nalezg m.in. niedozywienie, naduzywanie uzywek oraz niedobér witamin w diecie (Karczewska i wsp.
2009). W krajach o wysokim statusie socjalno-ekonomicznym, zakazenie H. pylori wystepuje u 20 do
40% populacji, natomiast w krajach o niskim stanie sanitarno-epodemiologicznym odsetek zakazen
moze wynosi¢ nawet od 80 do 100% (Kotilea i wsp. 2019). Do zakazenia H. pylori dochodzi zwykle
w okresie dziecinstwa i jesli nie jest ono leczone moze utrzymywac sie przez wiele lat, a nawet cate
zycie osobnicze nie dajgc objawéw klinicznych lub ujawnia¢ sie, cho¢ czynniki determinujgce
wystgpienie objawdw klinicznych nie sg dobrze poznane. Przewlekty charakter zakazen H. pylori
przyczynia sie do powstawania zmian chorobowych, ktére zwigzane sg z mechanizmami adaptacyjnymi
tych bakterii do zasiedlania zotgdka i namnazania sie w jego kwasnym srodowisku, a takze negatywna
modulacjg odpowiedzi odpornosciowej gospodarza w zakresie procesu fagocytozy, aktywnosci
cytotoksycznej naturalnych komorek zabijajacych (NK, natural killer cells) oraz odpowiedzi efektorowe;j
limfocytow T (Chmiela i wsp. 1997, Grebowska i wsp. 2008, Allen i wsp. 2007, Paziak-Domanska
i wsp. 2000, Rudnicka i wsp. 2015, Miszczyk i wsp. 2014, publikacja Bb7). Dziatanie takie moze by¢
spowowane czynnikami wirulencji tych bakterii, ale takze pojawiac¢ sie w nastepstwie mimikry
molekularnej, ktéra sprawia, Zze bakterie te s3 stabo rozpoznawane przez komorki
immunokompetentne gospodarza (Appelmelk i wsp. 1997; publikacje: Ba4; Ba5 C10, Chmiela
i Michettii 2006, Chmiela i wsp. 1997, Matusiak i wsp. 2016).
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Pateczki H. pylori posiadajg wiele czynnikdw wirulencji, ktére determinujg proces kolonizacji
nabtonka Zzofadka, rozwdj reakcji zapalnej oraz powstawanie zmian chorobowych. Do kluczowych
naleza: rzeski warunkujace zdolnos¢ ruchu i przemieszczanie sie tych bakterii w gestym sluzie zotgdka,
ureaza neutralizujgca kwasne pH soku zotgdkowego, liczne adhezyny - biatka btony zewnetrznej (OMP,
outer membrane proteins) warunkujgce przyleganie bakterii do nabtonka zotgdka, onkogenne biatko
CagA (cytotoxin-associated gene A antigen) powigzane z systemem sekrecyjnym typu IV-T4SS (type IV
secretion system), toksyna wakuolizujgca - VacA (vacuolating cytotoxin A) oraz lipopolisacharyd - LPS
(lipopolysaccharide), posiadajgcy whasciwosciimmunomodulujgce (Alm i wsp. 2000, Bor-Shyang i wsp.
2006, Ishijima i wsp. 2011, Krzysiek-Maczka i wsp. 2013, Matsuo i wsp. 2017, Rudnicka i wsp. 2019,
publikacja Bb5).

W kolonizacji szczegdlnie podkreslana jest rola adhezyny BabA (BabA, blood antigens bindind
adhesin), wigzacej determinanty antygenowe Lewis b (Le b) w btonie $luzowej zotgdka oraz adhezyny
SabA (SabA, sialic acid binding adhesin), ktdra wigze sialowane determinanty Lewis X (L eX) (Mahdavi
i wsp. 2002, Aspholm i wsp. 2006). Pateczki H. pylori wykorzystujg mechanizm zmiennosci fazowej
w zakresie wytwarzania obu tych adhezyn, co umozliwia im naprzemienne przyblizanie sie do lub
oddalanie od nabtonka, co gwarantuje odpowiednio doptyw sktadnikéw odzywczych lub ochrone przed
dziataniem na bakterie komdrek zapalanych gospodarza infiltrujgcych miejsce kolonizacji (Wirth i wsp.

1996, Gibson i wsp. 1998).

U 0séb z niedoborem mucyny 5 (MUC5AC) w $luzie zotagdkowym i Le b- ujemnych wigzanie
BabA z komdrkami nabtonkowymi jest zahamowane. BabA dziata nie tylko jako adhezyna ale nasila
rowniez translokacje do komaérek nabtonkowych zotadka jednego z kluczowych czynnikédw wirulencji
H. pylori jakim jest biatko CagA, co sprzyja rozwojowi zapalenia zotgdka o ciezkim przebiegu (Marcos
i wsp. 2008). Pateczki H. pylori w pierwszej fazie zakazeniaa nasilajg wytwarzanie MUC5AC zawierajgcej
determinanty LeX i w ten sposdb wptywajg na proces adhezji. Nie wyklucza sie, ze nasilenie
wytwarzania MUCSAC jest mechanizmem obronnym gospodarza w odpowiedzi na ostrg faze
zakazenia, jednakze sprzyjajgcym kolonizacji H. pylori (publikacja Bal). Po zwigzaniu ze $luzem
zotagdkowym bakterie te wydzielajg mucynazy, a takze tioredoksyne, ktdre destabilizujg wigzanie
dwusiarczkowe mucyn, co skutkuje przedostaniem sie bakterii do warstwy komadrek nabtonka zotgdka

(Smith i wsp. 1994, Windle i wsp. 2000).

Jednym z kluczowych czynnikdw wirulencji H. pylori jest lipopolisacharyd (LPS) wystepujacy
w btonie zewnetrzenej $ciany komadrkowej bakterii Gram-ujemnych. LPS H. pylori, charakteryzuje sie
o wiele stabszymi wtasciwosciami pirogennymi i immunogennymi niz typowy LPS bakterii Gram-

ujemnych, co jest zwigzane ze stabsza acylacjg i fosforylacja lipidu A (Moran i wsp. 2011). Cho¢ LPS
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H. pylori stymuluje wytwarzanie jgdrowego czynnika transkrypcyjnego kappa B - NF-«kB (nuclear factor
kappa B) i interleukiny (IL)-8 o dziataniu chemotaktycznym, przez komarki nabtonka zotadka i komaorki
odpornosciowe, to w poréwnaniu z LPS typowych enteropatogendw jest stabszym aktywatorem
komérek wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej poniewaz posiada wieksze powinowactwo do
receptorow Toll-podobnych (Toll-like receptors) typu 2 - TLR-2, niz TLR-4, co skutkuje stabszg aktywacjg
Sciezki sygnatowej TLR-4 zaleznej. Sposrdd cytokin stymulowanych przez LPS H. pylori, IL-1B oraz
czynnik martwicy guzéw TNF-a (tumor necrosis factos alpha) hamujg aktywnos$¢ komorek
oktadzinowych zotadka do wydzielania kwasu solnego, co skutkuje podwyzszeniem pH, sprzyjajac
kolonizacji btony Sluzowej zotadka przez H. pylori (Smith i wsp. 2003). Unikatowa cechg LPS H. pylori
jest wystepowanie w jego czesci O-swoistej determinantow antygenowych LeX/Y, ktére moga
posredniczy¢ zaréwno w adhezji H. pylori do nabtonka Zzotadka, jak iogranicza¢ odpowiedz
odpornosciowg gospodarza wskutek mimikry antygenowej (Moran i wsp. 2011). Tu rowniez, podobnie
jak w przypadku adhezyn BabA/SabA, wazng role odgrywa zmienno$¢ antygenowa izolatéw w zakresie
determinantéw antygenowych Le X/Y (Heneghan i wsp. 2000). Mimikre antygenowga wykazano takze
w strukturze ureazy H. pylori i receptora chemokinowego na komarkach nabtonka zotgdka (Konieczna
i wsp. 2012). Wykazano rowniez interakcje przeciwciat przeciwko biatku CagA H. pylori a srédbtonkiem

naczyniowym (Franceschi i wsp. 2002).

Podczas zakazenia wysoce zjadliwe szczepy H. pylori wytwarzajg toksyne wakualizujgca VacA,
a takze onkogenne biatko CagA zwigzane z cytotoksyng (Covacci i wsp. 1993, Xiang i wsp. 1993,
Chambers i wsp. 2013). Toksyna VacA, w srodowisku amoniaku, powoduje powstawanie kwasnych
wodniczek w komadrkach nabtonka zotgdka, limfocytach T i komdrkach oktadzinowych. Toksyna ta
ulega aktywacji w niskim pH Zotadka, a nastepnie wchodzi w interakcje z btong lipidowg komdérek
docelowych tworzac w niej pory umozliwiajgce przeptyw jonéw chlorkowych (lvie i wsp. 2008).
Efektem tego jest wakuolizacja komarki oraz uwalnianie cytochromu c¢ z mitochondriéw, co prowadzi
do aktywacji szlaku apopotycznego. Proces ten przyczynia sie do niszczenia komdrek nabtonka zotgdka
oraz ostabienia odpowiedzi odpornosciowej poprzez m.in. hamowanie fagocytozy oraz prezentacji
antygenow przez komorki prezentujgce antygen APC (antigen presenting cells) i w nastepstwie tego
proliferacji limfocytow T (antigen presenting cells) (Molinari i wsp. 1998, Betten i wsp. 2001, Kuklinska
i wsp. 2011, Yang i wsp. 2020).

Cytotoksyna CagA to silnie immunogenne biatko o masie 120-145kDa, ktére jest kodowane
w obrebie wyspy patogennosci — PAI (pathogenicity island) CagA, razem z systemem wydzielniczym
T4SS (Covacci i wsp. 1993, Xiang i wsp. 1993, Cover i wsp. 2020). System T4SS umozliwia bezposredni
transport biatka CagA do wnetrza komodrki poprzez oddziatywanie z integryng P1l, a takze
fosfatydyloseryng gospodarza. Biatko CagA jest powigzane z ostrym przebiegiem reakcji zapalnej
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i podwyzszonym ryzykiem rozwoju raka Zzofadka. Oddziatywujac na biatka komdrek gospodarza
moduluje ich fenotyp przez wptyw na polarnos¢, proliferacje i ruchliwosé. W formie nieufosforylowanej
ostabia Sciste pofaczenia miedzy komdrkami nabtonka oraz powoduje utrate polarnosci komdrek.
Natomiast uforsorylowane biatko CagA zaburza strukture cytoszkieletu komorki eukariotycznej,
zdolnos¢ przylegania do siebie komodrek nabtonka oraz ekspresje gendw kodujgcych czynniki
transkrypcyjne (Segal i wsp. 1999, Backert i wsp. 2001, Kuklinska i wsp. 2011, Chmiela i wsp. 2017,
Yang i wsp. 2020). W badaniach wtasnych Zespotu KliBl wykazano, ze biatko CagA hamuje proliferacje
limfocytéw T izolowanych z krwi obwodowej dawcdw w hodowlach in vitro, co pozwala sugerowac, ze
in vivo takie dziatanie moze skutkowac zaburzeniem ekspans;ji limfocytdw i ograniczeniem ich funkcji
efektorowej. Dziatanie takie wykazuje takze VacA, jakkolwiek jest ono stabiej wyrazone niz dziatanie

CagA (Paziak-Domarniska i wsp. 2002).

Bezposrednie interakcje zywych pateczek H. pylori z komérkami nabtonkowymi zofadka,
oddziatywanie na te komadrki komponentdéw H. pylori wydzielanych do srodowiska lub wprowadzanych
do komoérek gospodarza skutkujg uszkodzeniem nabtonka i indukcjg reakcji zapalnej, poczatkowo
ostrej, a nastepnie przewlektej. Konsekwencjg zakazenia moze by¢ powstawanie wrzoddéw zotadka lub
dwunastnicy, a nawet raka zotadka. Swiatowa Organizacja Zdrowia - WHO (World Health Organization)
sklasyfikowata zakazenie H. pylori jako karcinogen klasy I, poniewaz zwieksza ono znaczgco ryzyko
wystgpienia raka zotadka i drobnokomérkowego chtoniaka tkanki limfatycznej - MALT (mucosa-
associated lymphoid tissue) (Raport WHO, 1994). Od chwili zidentyfikowania H. pylori jako czynnika
etiolocznego zapalenia btony sluzowej zotgdka oraz towarzyszacych mu schorzen, dokonat sie znaczacy
postep w zakresie poznania zaréwno mechanizmu zakazenia, jak i wzajemnych interakcji gospodarz-
patogen. Jednakze wiedza na temat przyczyn zréznicowanego przebiegu zakazen H. pylori jest wcigz
niewystarczajgca. Na rozwdj i przebieg zakazenia wptyw majg zaréwno podatnos¢ osobnicza

gospodarza, jak i zjadliwos¢ szczepu H. pylori.

Coraz wiecej danych z badan populacyjnych oraz badan przeprowadzonych na modelach
doswiadczalnych in vitro i in vivo wskazuje, ze dtugotrwata kolonizacja organizmu gospodarza przez
pateczki H. pylori moze przyczynia¢ sie do rozwoju ogdlnoustrojowej odpowiedzi zapalnej, a ta do
rozwoju choréb poza uktadem pokarmowym takich jak: choroba niedokrwienna serca - ChNS,
niedowzrost u dzieci, reumatoidalne zapalnie stawéw - RZS (rheumatoid arthritis), pierwotna
matoptytkowosé immunologiczna - ITP (primary immunologic thrombocytopenia), niedokrwistosc¢
z niedoboru zelaza - IDA (iron deficiency anemia), niedobdér witaminy B12, cukrzyca, zaburzenia
dermatologiczne oraz neurologiczne (publikacja Ba5; C10, De Block i wsp. 1999, Tamer i wsp. 2009,
Tiwari i wsp. 2009, Arabski i wsp. 2010, EI-Eshmawy i wsp. 2011, Stawerska i wsp. 2015, Matusiak
iwsp. 2016). Wspoétudziat komponentdw H. pylori w etiologii chordb rozwijajagcych sie poza
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przewodem pokarmowym moze byé determinowany destabilizacjg bariery nabtonkowe] zotagdka oraz
srodbtonka naczyniowego, co stwarza mozliwos¢ oddziatywania ogdlnoustrojowego komponentéw
tych bakterii nie tylko na komérki tych barier, ale takze na komdrki odpornosciowe gospodarza. Nie
wyklucza sie takze podtoza autoimmunizacyjnego w rozwoju choréb ogdlnoustrojowych wskutek
wspomnianej juz wczesniej mimikry antygenowej, ktdra oznacza podobieristwo strukturalne
i funkcjonalne pomiedzy strukturami ll-rzedowymi mikroorganizmu a czasteczkami wystepujacymi
w organizmie gospodarza, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do produkcji autorekatywnych
przeciwciat, mogacych przyczynia¢c sie do rozwoju choréb o podiozu zapalanym i/lub
autoimmunologicznym. Takie podobienstwo moze wystepowaé pomiedzy liniowymi sekwencjami
aminokwasow, strukturg przestrzenng biatek, lub tacznie (publikacja Ba5). W badaniach Zespotu KIiBI
wykazano, ze (publikacja Ba5) podobienstwo antygenowe miedzy biatkiem szoku cieplengo Hsp (heat
shock protein) — Hsp B H. pylori a biatkiem Hsp 60 cztowieka, a takze miedzy determintami LeX/Y w LPS
H. pylori a takimi determinantami wystepujgacycmi na komoédrkach gospodarza: erytrocytach,
granulocytach, komdrkach nabtnkowych i w $rédbtonku naczyniowym, moze przyczynia¢ sie do
wytwarzana u pacjentow zakazonych H. pylori przeciwciat krzyzoworeagujacych (Matusiak i wsp.
2016, publikacja Ba5, C10, Grebowska i wsp. 2008). Wytwarzanie takich przeciwciat potwierdzono na
modelu kawii domowych eksperymentalnie zakazonych H. pylori (publikacja Ba5, C10). We
wczesniejszych badaniach wykazano, ze u pacjentéw z ChNS zakazonych H. pylori poziom przeciwciat
przeciwko antygenom H. pylori jest nawet wyzszy niz u pacjentow z zapaleniem btony sluzowej zotadka
na tle zakazenia tymi bakteriami, ale réwniez wyzszy jest poziom komplekséw immunologicznych
zawierajgcych w swoim sktadzie antygeny Lewis X/Y (Chmiela i wsp. 1998, Grebowska i wsp. 2010).
Jednak, uzyskanie odpowiedzi na pytania czy i jak czesto autoprzeciwciata indukowane w odpowiedzi

na zakazenie H. pylori sg zaangazowana w procesy patologiczne wymaga dalszych badan.

o Rozwdj procesow odpornosciowych gospodarza w odpowiedzi na zakazenie H. pylori oraz

mechanizmy ich unikania przez te bakterie

W pierwszym etapie zakazenia antygeny powierzchowne H. pylori s rozpoznane przez receptory toll-
podobne — TLR (Toll-like receptors) obecne na komérkach nabtonkowych zotgdka oraz na komadrkach
prezentujgcych antygeny —APC (antigen presenting cells), ktore infiltrujg nabtonek zotadka, co skutkuje
aktywacjg czynnikdw transkrypcyjnych NF-kB i AP-1 (activator protein 1), wytwarzaniem cytokin
prozapalnych takich jak IL-1, IL-6, IL-8 i TNF-a, ktdre poczgtkowo werbujg i aktywujg granulocyty
obojetnochtonne, makrofagi, komorki tuczne oraz komoérki dendrytyczne (KD), a w pdZniejszym etapie
zakazenia takze limfocyty pomocnicze — Th (T helper) 1. Naptywajace komdrki odpowiedzi nieswoistej
dostarczajg wiecej IL-1, TNF-a, IL-6 oraz IL-12, ktére pobudzajg limfocyty Thl do produkcji interferonu
gamma - IFN-y (interferon-gamma). Pomimo obecnosci tej cytokiny w srodowisku makrofagi sg stabo
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aktywowane i nieefektywne w eliminacji H. pylori. Jest to prawdopodobnie spowodowane przez
pewne czynniki wirulencji H. pylori, ktére hamujg proces fagocytozy. Wykazano, ze takie dziatanie
mogg powodowac powierzchniowe sialoswoiste adhezyny H. pylori oraz biatka wigzgce heparyne lub
siarczan heparanu, ktdre blokujg wazne dla procesu fagocytozy receptory powierzchniowe na
komérkach zernych (Chmiela i wsp. 1997). Wyniki badan Zespotu KliBl wskazujg, ze réwniez LPS
H. pylori hamuje zdolnos¢ pochtaniania H. pylori przez fagocyty (Grebowska i wsp. 2008). Natomiast
z badan Allen i wsp. (Allen i wsp. 2007), wiadomo, ze toksyna VacA w srodowisku ureazy powoduje
zamykanie H. pylori w duzych wodniczkach tzw. megasomach, w ktdrych bakterie te przezywajg

wewnatrzkomorkowo (Allen i wsp. 2007).

Czasowa wewnatrzkomorkowa lokalizacjaia pateczek H. pylori w komadrkach nabtonkowych
zotadka i makrofagach sugeruje mobilizacje i dziatanie naturalnych komérek zabijajgcych - NK (natural
killer), o silnych wtasciwosciach cytotoksycznych. W badaniach Zespotu KliBl wykazano jednak, ze
u 0s6b zakazonych H. pylori mniej liczna jest populacja komdrek NK w krgzeniu. Ponadto, w badaniach
in vitro na komérkach NK izolowanych z frakcji leukocytow krwi obwodowej dawcéw wykazano, ze LPS
H. pylori hamuje ekspansje i aktywnosc¢ cytotoksyczng komérek NK, co potencjalnie moze mie¢ wptyw
na utrwalenie zakazenia (Rudnicka i wsp. 2012; 2015). Biorac pod uwage znaczenie pierwszej linii
obrony organizmu gospodarza w odpowiedzi na czynniki zakazne wydaje sie, iz przywrdcenie

aktywnosci zwtaszcza komérek zernych mogtoby znaczgco wptynac na ograniczenie zakazenia H. pylori.

OdpowiedZ adaptacyjna swoista przeciwko antygenom H. pylori jest prawdopodobnie
incjowana w $luzéwkowym uktadzie odpornosciowym (kepkach Payera) w jelicie, gdzie docierajg
antygeny H. pylori uwalniane z tych bakterii podczas ich lizy. Efektorowa odpowiedZ adaptacyjna
swoista przeciwko H. pylori charakteryzuje sie naptywem do miejsca zakazenia limfocytow
T pomocniczych CD4+, w mniejszym stopniu cytotoksycznych limfocytéw TCD8+ oraz limfocytow B.
U pacjentéw z chorobg wrzodowg zotgdka wywotang przez H. pylori dominujg limfocyty pomocnicze
Th1 i cytokiny prozapalne: IL-12, IFN-y i TNF-a. Natomiast w przewlektym zapaleniu btony Sluzowej
zotadka cytokiny Thl sg rdwnowazone przez cytokiny Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 IL-10). Wzrasta réwniez
produkcja IL-17 przez limfocyty Th17, ktdora stymuluje komérki nabtonkowe, komérki srédbtonka
naczyniowego oraz fibroblasty do wydzielana cytokin pobudzajgcych naptyw neutrofiléw i ich
aktywacje tj.: IL-8, IL-1B, TNF-a i IL-6, co sprzyja tworzeniu niszy wrzodowe] przez enzymy wydzielane

do Srodowiska przez te komorki (Korn i wsp. 2009).

W odpowiedzi na zakazenie H. pylori u wiekszosci osdb wytwarzane sg przeciwciata przeciwko
biatkom H. pylori: wysocespecyficznym (CagA, VacA), specyficznym (ureaza) oraz niespecyficznym

(biatka Hsp, flagellina) (Czkwianianc i wsp. 1997, Rechcinski i wsp. 1997, Wisniewska i wsp. 2002,
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Chmiela i wsp. 2003). We wczesnej fazie zakazenia dominujg przeciwciata klasy IgM natomiast IgA i IgG
Swiadczg o zakazeniu przewlektym (Matusiak i wsp. 2016). Jednak produkowane przeciwciata nie sg
skuteczne w zwalczaniu zakazenia H. pylori, ze wzgledu na miejsce bytowania bakterii w nabtonku
zotadka. Wykazano, ze komponenty H. pylori hamujg wytwarzanie przez komadrki nabtonkowe zotadka
komponenty sekrecyjnej przeciwciat wydzielniczych klasy IgA, co ogranicza dziatanie tych przeciwciat

na powierzchnia bton sluzowych (Birkholz i wsp. 1998).

e Zasady rutynowej diagnostyki zakazen H. pylori i potrzeba poszukiwania nowych sygnatur

diagnostycznych

Rozpowszechnienie zakazen H. pylori w populacji ludzkiej, ich przewlekty charakter, oraz
powazne konsekwencje tych zakazen byty przestanka do opracowania testéw diagnostycznych,
majgcych na celu potwierdzenie lub wykluczenie zakaznego podtoza zapalenia btony $luzowej zotgdka,
wrzodow zotgdka lub dwunastnicy. W diagnostyce zakazen H. pylori stosowane sg zarowno metody
inwazyjne jak i nieinwazyjne. Testy inwazyjne oparte sg na pobraniu podczas gastroskopii wycinkow
tkanki zotgdka do badania histopatologicznego celem oceny stanu zapalnego oraz wykrycia
,Helicobacter-podobnych organizmoéw” - HLO, a takze zatozenia hodowli i wykonania tzw. ,szybkiego
testu ureazowego”, do wykazania aktywnosci ureazy wytwarzanej przez pateczki H. pylori kolonizujgce
nabtonek zofadka. Zestaw tych testdw stanowi tzw. ,ztoty standard” w diagnostyce zakazen H. pylori
(Logan 1998, Malfertheiner i wsp. 2012). Do testéw nieinwazyjnych pobierane sg krew lub kat w celu
wykrycia, odpowiednio swoistych przeciwciat przeciwko antygenom H. pylori, ktére mogg by¢
pomocne w potwierdzaniu zakazenia H. pylori, lub antygendéw tych bakterii w prdobkach katu. Wg
niektérych zrddet, u dzieci, testy diagnostyczne na obecnos$¢ antygendw H. pylori w kale umozliwiajg
ocene zakazenia bez potrzeby wykonania endoskopii (Bagk-Romaniszyn i Matecka-Panas 2007).
Wedtug rekomendacji European Consensus Group - ECG podjetych w 2002 r., w Maastricht, ktore sg
cyklicznie weryfikowane, do potwierdzenia zakazenia H. pylori powinny by¢ stosowane: ureazowy test
oddechowy 3C-UTB oraz preparat histopatologiczny z wycinka btony $luzowej zotgdka (Malfertheiner
i wsp. 2002). Ureazowy test oddechowy zostat przystosowany do podawania minimalnej dawki
mocznika znakowanego *C w formie kapsutki, co zwieksza bezpieczeristwo badania i utatwia jego

przeprowadzenie (Bielanski i Konturek 1996).

Pomimo, iz opracowane zostaty wiarygodne testy diagnostyczne do wykrywania zakazenia
H. pylori s3 dostepne testy do rdznicowania przebiegu zakazen H. pylori, lub wskazywania ich
konsekwencji ogdlnoustrojowych, co biorgc pod uwage przewlekty charakter takich zakazen bytoby

bardzo pomocne zaréwno w celach diagnostycznych, jak i terapeutycznych.
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e Aktualne zalecenia do leczenia zakazen H. pylori i problem antybiotykoodpornosci

W leczeniu zakazen H. pylori do niedawna rekomendowana byta potrdjna terapia ztozona
z inhibitora pompy protonowej - PPl (proton-pump inhibitor), klarytromycyny i amoksycyliny/lub
metronidazolu, ktdra zwykle trwa 7 dni (Malfertheiner i wsp. 2012). Jakkolwiek, w miare stosowania
tej terapii zaproponowano kilka schematéw leczenia zakazen H. pylori z podziatem na podstawowe
i alternatywne (Tabela 2). Zmianie ulega zestaw stosowanych antybiotykéw, co poprzedzone jest
wykazaniem narastajgcej czestosci izolacji szczepdw opornych na okreslony antybiotyk (Thung i wsp.

2015, Li i wsp. 2020).

Tabela 2. Przyktadowe podstawowe i ratunkowe schematy leczenia zakazen H.pylori. (Thung i wsp.

2015).
. . . . . Czas
Rodzaj terapii Rekomendacje Antybiotyki .
trwania
Stosowanie na obszarze o
Terapia niskiej opornosci na Klarytromycyna 500 mg 2x
p klarytromycyne lub u Amoksycylina 1000 mg 2x 10-14 dni
potréjna . L
pacjenta, ktéry nie miat Omeprazol stand. dawk. 1x
stycznosci z makrolidami
. Wprowadzana w Blszt. 52> Mg 4x.
Terapia . , . Tetracyklina 500 mg 4x. .
. przypadku nieskutecznosci . 10-14 dni
poczwdrna teranii potréinei Metronidazol 250 mg 4x
pitp In€l Omeprazol stand. dawk 1x
Pierwsze 5 dni:
Omeprazol stand. dawk 1x.
. Amoksycylina 1000 mg 2x
Terapia . . .
sekwencvina Wymaga dalszej oceny Nastepne 5 dni: 10 dni
vl Omeprazol stand. dawk 1x
Klarytromycyna 500 mg 2x.
Metronidazol 500 mg 2x
LOAD
OA . Lewofloksacyna 250 mg 1x rano
(levofloxacin,
omeprazole, Wymaga dalszej ocen Omeprazol 40 mg 1x rano 7-10 dni
meprazore, ymag ) 4 Nitazoksanid 500 mg 1x
nitazoxanide, Doksycyklina 100 mg 1x wieczor
doxycycline) ey g

‘ 1x-raz na dobe, 2x-dwa razy na dobe, 4x- cztery razy na dobe ‘

Antybiotyki, na ktére szczepy kliniczne H. pylori najczesciej wykazujg opornosé to amoksycylina,
klarytromycyna, metronidazol i lewofloksacyna. Wykazano korelacje pomiedzy wzrostem czestosci
zakazen H. pylori w populacji a zwiekszong czestoscig izolacji szczepéw antybiotykoopornych.
Przyktadowo, liczba szczepdw opornych na lewofloksacyne wynosita w Japonii: w 1996 r. — 1,8%,
aw 2008 r.—-27,1%; w Chinach: w 2000 roku - 17,8%, a w 2014 roku — 52,6%; w Korei: w 2005 roku -
11%, a w 2009 roku - 60%. Opornosc szczepdw na metronidazol w Europie waha sie od 20% do 40%,
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w zaleznosci od kraju. W Meksyku, w 2001 roku odsetek ten wynosit 76,3%. Odnotowano réwniez, ze
opornosc¢ szczepow na lewofloksacyne waha sie od 20 do 40%: Chiny 34,5, Wiochy 22,1%, USA (31,9%),
Portugalia (20,9%) (Dzierzanowska-Fangrat i wsp. 2005, Thung i wsp. 2015, Boyanova i wsp. 2002,
Mnich i wsp. 2018, Krzyzek i wsp. 2020).

Tendencja zwiekszajgcej sie antybiotykoopornosci izolatéw klinicznych H. pylori, a takze wysoka
czestosc zakazen w populacji stanowig powazny problem medyczny. Sg to przestanki do poszukiwania
nowych formulacji do wspomagania leczenia zakazen H. pylori. Rozwazne sg bakterie probiotyczne
(Dore i wsp. 2019) oraz preparaty pochodzenia roslinnego jak chociazby preparat HelicoFood
(VITADIET SP. Z 0.0.t6dz, Polska). Od wielu lat trwajg réwniez badania nad opracowaniem szczepionki.
Jakkolwiek, znaczna czes$é zakazen H. pylori ma charakter bezobjawowy, w zwigzku z powyzszym
szczepionka powinna by¢ przeznaczona dla grup podwyzszonego ryzyka wystgpienia powaznych

konsekwencji zdrowotnych w zwigzku z zakazeniem lub mie¢ charakter leczniczy.
e Potrzeba poszukiwania alternatywnych metod wspomagajacych leczenie zakazen H. pylori

W 2018 WHO wydato komunikat, ze opornos$¢ H. pylori na antybiotyki, w tym amoksycyling,
klarytromycyne, metronidazol i lewofloksacyne osiggneta alarmujgcy poziom na catym swiecie, co ma
ogromny wptyw na skutecznos¢ leczenia (Savoldi i wsp. 2018, Bujanda i wsp. 2021). Ponadto bakterie
te sg trudne do eliminacji poniewaz wymykajg sie spod kontroli mechanizmdéw odpornosciowych
gospodarza, co skutkuje przewlektym zakazeniem i rozwojem patologicznej reakcji zapalnej. Lokalnie
w tkance zotadka H. pylori destabilizuje bariere nabtonka Zofagdka wskutek bezposredniego kontaktu
lub poprzez czynniki wirulencji, rozpuszczalne lub wprowadzane do komérek gospodarza. Koloniozacja
nabtonka przez te bakterie skutkuje nasileniem stresu oksydacyjnego iapoptozy komdérek (Mnich
i wsp. 2016, publikacja Ba2, Ba4, Bb11). Komponenty H. pylori zmniejszajg zdolnos¢ pochtaniania tych
bakterii przez fagocyty (Chmiela i wsp. 1997, Ramarao i Meyer, 2001, Allen 2007, Grebowska i wsp.
2008), aktywnos¢ cytotoksyczng i ekspansje komorek NK (Rudnicka i wsp. 2015), a takze proliferacje
limfocytow T poprzez kierowanie tych komoérek na droge apoptozy lub z powodu niezdolnosci
makrofagéw do skutecznej prezentacji antygendw (Paziak-Domanska i wsp. 2002, Mnich i wsp. 2015).
Ponadto H. pylori moze unika¢ odpowiedzi odpornosciowej gospodarza dzieki zjawisku mimikry
antygenowe] (publikacje Ba5, C10). Dlatego poszukiwanie substancji biologicznie czynnych, ktére
mogtyby wspieraé leczenie zakazen H. pylori poprzez dziatanie bakteriobdjcze lub bakteriostatyczne na
te bakterie, lub poprzez nasilanie efektywnosci uktadu odpornosciowego w walce z tymi bakteriami
jest priorytetowe. Zrédtem zwigzkéw o dziataniu immunomodulujgcym moga byé inne bakterie,

grzyby, a takze rosliny. Czes$¢ z proponowanych zwigzkdéw nie wykazuje cech klasycznych antygendw,
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lecz s3 mitogenami lub antygenomimetykami, ktére wymagajg dawek przypominajacych, aby uzyskaé

skuteczne dziatanie (Nair i wsp. 2019).

Jednym z immunomodulatoréw pochodzenia grzybowego jest B-glukan (S. cerevisiae), ktory
indukuje w komodrkach odpornosci wrodzonej zmiany epigenetyczne, skorelowane z podwyzszong
ekspresjg genow kodujgcych biatka zaangazowane w rozwdj proceséw odpornosciowych (Pelizon

i wsp. 2005).

Komponenty roslinne o dziataniu immunomodulujacym moga wzmacniaé¢ lub przeciwnie
hamowa¢ odpowied? opornoscioowg gospodarza zardwno wrodzong jak i nabytg (Nair i wsp. 2019).
Ze wzgledu na ztozony skfad ekstrakty roslinne rzadziej wywotujg lekoopornos¢. Wiasciwosci
immunomodulacyjne posiadajg m.in. ekstrakt Sambucus nigra L., ktdry nasila produkcje cytokin takich
jak IL-1B, IL-6 czy IL-8 oraz TNF-a, przez monocyty aktywowane bakteryjnym LPS. Wykazano, ze
ekstrakt S. nigra L hamuje rozwdj infekcji spowodowanej wirusem grypy HIN1 poprzez blokowanie
hemaglutyniny odpowiedzialnej za wnikanie wirusa do komorek gospodarza (Mtynarczyk i wsp. 2007).
Zrédtem zwigzkéw biologicznie aktywnych o potencjalnym dziataniu terapeutycznym moga byé gatunki
z rodzaju Salvia z rodziny Lamiaceae ze wzgledu na duzg zawartos¢ flawonoidéw, pochodnych kwasu
fenolowego, diterpenoidéw, triterpenoidéw i olejkéw eterycznych, o szerokiej aktywnosci
biologicznej, w tym przeciwbakteryjnej, przeciwnowotworowej i przeciwzapalnej (Wang i wsp. 2000,
Lu i Foo, 2002). Jednym z gatunkdw wytwarzajgcych substancje o dziataniu przeciwbakteryjnym
i przeciwutleniajgcym jest Salvia cadmica Boiss., gatunek endemiczny wystepujgcy w Turcji. We
wczesniejszych badaniach wykazalismy, ze gatunek ten jest bogaty w polifenoe. Zawiera tacznie 14
fenoli (3 flawonoidy i 11 pochodnych kwasu fenolowego), w hydrometanolowym ekstrakcie z czesci
nadziemnych, z kwasem rozmarynowym (RA), jako gtéwnym zwigzkiem tej grupy. Z kolei w ekstrakcie
z korzenia zidentyfikowano 10 pochodnych kwasu fenolowego, z kwasem salvianolowym K (SAK), jako
gtéwnym zwigzkiem tej grupy (publikacja C18). Duza zawartos¢ polifenoli przetozyta sie na znaczaca
aktywnos¢ przeciwutleniajgcg ekstraktow w tescie z wykorzystaniem hydratu 2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazylu (DPPH) i wychwytywania O2:- oraz aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg, gtownie

przeciwko Staphylococcus spp. (publikacja C18).

Przyktadem immunomodulatora bakteryjnego jest preparat szczepionkowy onko-BCG -
Bacillus Calmette-Guérin (Biomed, Lublin, Polska) zawierajacy zywe atenuowane pratki bydlece
Mycobacterium bovis. Preparat ten jest stosowany u ludzi do wspomagania leczenia raka pecherza
moczowego (Hana i wsp. 2020). Pratki M. bovis BCG, po przedostaniu sie do sSrodowiska nowotworu
przylegaja do komadrek rakowych, zostajg przez nie wchtoniete i wykazujg wobec nich dziatanie

antyproliferacyjnie oraz proapoptotyczne. Pratki stymulujg komérki nowotworowe do produkcji
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cytokin i chemokin: czynnika wzrostowego granulocytéw i makrofagéw - GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor), IL-6, IL-8, 1L-12, TNF-a oraz nasilonej ekspresji czgsteczek
adhezji miedzykomérkowej - ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1), ktére sg niezbedne do
interakcji komérek nowotworowych z limfocytami T oraz makrofagami. Pierwszymi komodrkami
odpornosciowymi, z ktdrymi pratki M. bovis BCG majg kontakt sg makrofagi i komadrki dendrytyczne,
ktére pobudzone wytwarzajg czasteczki kostymulujace niezbedne podczas prezentacji antygendw
limfocytom T: czgsteczki gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej — MHC (Major histocompatibility
complex) klasy I, czasteczki B7-1 i B7-2, a takze cytokiny i chemokiny IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL -12, TNF-
a, biatko zapalne makrofagéw 1a - MIP-1a (macrophage inflammatory protein 1-alpha), MIP-1b, MIP-
2 i czynnik chemotaktyczny monocytdw - MCP-3 (monocyte-chemotactic protein 3). Komorki APC
(Antigen presenting cells) prezentujg antygeny nowotworowe limfocytom T. Cytokiny produkowane
przez komérki odpornosciowe, w srodowisku nowotworu m.in. TNF-a sg cytotoksyczne dla komérek
nowotworowych lub stymulujg ekspresje czasteczek ICAM-1 i MHC klasy | i Il. Z kolei chemokiny
przyciggajg oraz aktywujg limfocyty Ti granulocyty, ktére niszczg komérki nowotworowe. U pacjentéow
z rakiem pecherza, otrzymujgcych pratki szczepionkowe M. bovis BCG wykazano przewage odpowiedzi
limfocytéw pomocniczych Thl i Th17 oraz ttumienie odpowiedzi typu Th2. Ponadto, podczas terapii
pratkami M. bovis BCG powstajg limfocyty pamieciowe Thl, Th17 i limfocyty T cytotoksyczne Tc CD8+,
co prawdopodobnie przyczynia sie do zmniejszenia czestosci nawrotdéw nowotworu po terapii. Jednak
efekty te wydajg sie by¢ specyficzne dla Srodowiska nowotworu, poniewaz w normalnych warunkach
pratki szczepionkowe M. bovis BCG nie modulujg ekspresji tak wielu biatek (Alexandroff i wsp. 2010).

W badaniach populacycjnych nad dziataniem immunomodulujgcym pratkdw szczepionkowych
BCG w populacjach, w ktdrych szczepienie M. bovis BCG jest obowigzkowe, wykazano, ze pratki BCG
posiadajg zdolno$¢ pobudzania wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej, co skutkuje wzrostem
odpornosci przeciwko zakazeniom wywotywanym nie tylko przez pratki gruzlicy ale takze przez inne
drobnoustroje, co skfania do opracowania nowych terapii choréb nie zwigzanych z gruilica,
z wykorzystaniem szczepionki M. bovis BCG (Alexandroff i wsp. 2010, Kleinnijenhuis i wsp. 2014,
Topfer i wsp. 2015). Zwiekszona aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa komérek odpornosci wrodzone;j
tj. makrofagi, nabyta wskutek tzw. ,treningu odpornosciowego” pod wtywem pratkéw M. bovis BCG
jest wynikiem modyfikacji epigenetycznych w genach kodujgcych mediatory prozapalne Ilub
metabolicznego przeprogramowania tych komérek odpornosciowych przez komponenty pratkow

(Rusek i wsp. 2008).

Jak zaznaczono powyzej, pateczki H. pylori hamujg aktywnos$c¢ fagocytarng makrofagéw przez
co ich rola w eliminacji tych bakterii jest ograniczona. Sktania to do poszukiwania preparatéw

przywracajgcych zdolnosc tych komorek do fagocytozy. Szczep szczepionkowy M. bovis BCG jest
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rozwazany jako skuteczny immunomodulator makrofagéw (Masihi 2001, Yamazaki-Nakashimad
iwsp. 2020). Sugeruje sie, ze pratki M. bovis BCG mogg indukowac niespecyficzng pamiec
immunologiczng komérek odpornosci wrodzonej, ktéra moze chroni¢ krzyzowo przed rozwojem
zakazen niehomologicznych. W kilku badaniach wykazano, ze szczepienie BCG moze zmniejszac
Smiertelnos¢ niemowlat zakazonych Candida albicans, Staphylococcus aureus, syncytialnym wirusem
oddechowym i potencjalnie Sars-Cov-2, poprzez nasilanie wrodzonych mechanizméw

odpornosciowych (Freyne i wsp. 2015, Aaby i wsp 2011, Wardhana i wsp. 2011).
e Perseptywa profilaktyki zakazen H. pylori

W ostatnich latach coraz wiecej uwagi poswieca sie opracowaniu szczepionki profilaktycznej
i/lub leczniczej przeciwko H. pylori. Potrzeba taka wynika z rozpowszechnienia zakazen H. pylori, ich
roli w rozwoju wrzodéw zofadka lub dwunastnicy oraz raka zotgdka i wysokich kosztow leczenia choréb
wywotanych przez te drobnoustroje. W badaniach nad opracowaniem skutecznej szczepionki,
skupiono sie przede wszystkim na znalezieniu najlepszej drogi jej podania, a takze na opracowaniu
antygenow i adiuwantdw, ktére bedg najsilniej indukowaty odpornos¢ w miejscu bytowania bakterii -
w btonie $luzowej zotgdka. Wykazano, ze antygeny H. pylori takie jak podjednostki ureazy - UreAi UreB,
biatko CagA, toksyna VacA oraz biatko aktywujace neutrofile — NAP (neutrophil-activating protein)
skutecznie pobudzajg odpowiedZ odpornosciowg i sg rozpoznawane przez swoiste przeciwciafa, co
wskazuje, ze mogtyby stanowic sktadniki szczepionki (Lepper i wsp. 2004, Yan i wsp. 2005). Na modelu
myszy wykazano, ze potgczenie ureazy z innymi antygenami np. adhezyng - HapA (H. pylori adhesin A),
zapewnia ochrone przed zakazeniem H. pylori, co byto zwigzane z wytwarzaniem przeciwciat
specyficznych wobec H. pylori i aktywacjg odpowiedzi odpornosciowej gospodarza typu komdrkowego
z udziatem limfocytéw pomocniczych Th1/Th2 (Flach i wsp. 2011). Innym nowatorskim rozwigzaniem
jest system, w ktorym wirus odry jest stosowany jako wektor do ekspresji biatka NapA H. pylori.
Wykazano, ze atenuowane szczepy wirusa odry wykazujgce ekspresje antygenu NapA H. pylori
indukujg humoralng i komdrkowa odpowiedz gospodarza zaréwno przeciwko antygenom wirusa odry,
jak i NapA H. pylori (lankov i wsp. 2011). Jako sktadniki szczepionki proponowano biatka CagA, VacA
i NapA w potaczeniu z wodorotlenkiem glinu jako adiuwantem. Wykazano, ze taki preparat
szczepionkowy podany drogg iniekcji domiesniowej, wywotuje odpowiedZz humoralng i komdrkowa
gospodarza zalezng od limfocytow T CD4+, swoistg wobec antygendw H. pylori (Malfertheiner i wsp.
2008). Badania na modelach zwierzecych wykazaty, ze niektére antygeny H. pylori i warianty
adiuwantow mogg indukowad odpornosé protekcyjng, jakkolwiek wiedzana na temat mechanizméw
zwigzanych z indukcjg poszczepiennej odpowiedzi odpornosciowej przeciwko H. pylori jest
niewystarczajgca (Rossi wsp. 2004, Chen i wsp. 2012). Pomimo licznych badan poswieconych
konstrukcji szczepionek profilaktycznych przeciwko H. pylori wcigz nie wykazano zadowalajgcego
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efektu protekcyjnego, ktory jest kluczowy dla ochrony przed rozwojem zakazenia. To powoduje, ze
perspektywa stworzenia skutecznej szczepionki profilaktycznej lub leczniczej jest jeszcze odlegta (Zeng

i wsp. 2015, Tobias i wsp. 2017, Gosh i wsp. 2021, Wang i wsp. 2021).

Cele/zadania badawcze

Powaine konsekwencje zakazen wywotywanych przez pateczki H. pylori, zréznicowany ich
przebieg, narastanie lekoopornosci izolatow klinicznych oraz mechanizmy umozliwiajgce unikanie
tym patogenom kontroli przez ukifad odpornosciowy gospodarza stanowig przestanke do
pogtebiania wiedzy na temat patogenezy tych zakazen, a takie podjecia wysitkéw w kierunku
ulepszenia diagnostyki i sposobow leczenia. Biorgc pod uwage powyisze, opracowanie nowych
wyznacznikéw diagnostycznych, ktére beda umozliwiaty sledzenie ogdlnoustrojowych nastepstw
zakazen H. pylori, oraz nowych formulacji o dziataniu przeciwbakteryjnym, pro-regeneracyjnym
i immunomodulujagcym stanowi duze wyzwanie.

Problematyka badan prowadzonych przeze mnie w ramach przedtozonego do oceny
osiggniecia naukowego koncentruje sie wokét mozliwosci Sledzenia ogodlnoustrojowych
konsekwencji zakazenia H. pylori z zastosowaniem widm spektroskopowych w podczernieni,
w transformacji Fouriera, a takie wokoét oceny przydatnosci ekstraktow z Salvia cadmica do ochrony
komérek nabtonkowych iotgdka przed uszkodzeniem tej bariery przez pateczki H. pylori i ich
komponenty oraz rozwojem patologicznej reakcji zapalnej. Efekty te mogg by¢ osiggniete poprzez
inicjowanie przez ekstrakty proceséw naprawczych i nasilanie mechanizméw odpornosciowych,
w szczegollnosci przywracania aktywnosci makrofagéw utraconej w srodowisku komponentéw
H. pylori. W tym kontekscie moje zaiteresowania badawcze koncentrujg sie rowniez na ocenie
immunomodulacyjnych wtfasciwosci pratkow szczepionkowych Mycobacterium bovis BCG,
w kierunku wzmagania fagocytozy H. pylori przez makrofagi. Powyisze kierunki badawcze nie byty

do tej pory realizowane w odniesienieu do zakazen H. pylori.

Powisze cele realizowano w badaniach in vitro oraz in vivo. Badania in vitro przeprowadzono na
modelach komdrkowych: pierwotnych komdrkach nabtonkowych Zotqdka oraz fibroblastach kawii
domowej, a takze monocytach/makrofagach cztowieka, linii THP-1; w badaniach in vitro wykorzystano
réwniez materiat biologiczny (surowice) pochodzgce od pacjentéow z potwierdzonym zakazenim
H. pylori: dzieci z zaburzeniami wzrostu (niedowzrostem) oraz pacjentow z chorobq niedokrwienng
serca i odpowiednio surowice dziedzi zdrowych oraz zdrowych oséb dorostych. Badania in vivo
prowadzono na modelu doswiadczalnego zakazenia H. pylori u kawii domowej. Na badania
z wykorzystaniem materiatu biologicznego pochodzgcego od pacjentow i osob zdrowych, a takze na

badania na modelu zwierzecym kawii domowej uzyskano wymagane ustawowo zezwolenia komisji
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etycznych, odpowiednio RNN/134/13/KE/2-13; 34/KBBN-Ut/1/201; 10/KBBN-Ut/11/2015 (badania
z wykorzystaniem materiatu biologicznego pochodzacego od ludzi) oraz 58/tB45/2016 (badania na

modelu zwierzecym kawii domowej).

Badania realizowano w trzech blokach tematycznych:

l. Ocena przydatnosci widm spektroskopii w podczerwieni w transformacji Fouriera (FTIR) do
sledzenia zmian ogodlnoustrojowych podczas zakazenia Helicobacter pylori na podstawie:

e analizy widm IR surowicy kawii domowych niezakazonych w poréwnaniu do widm surowic
zwierzat eksperymentalnie zakazonych H. pylori, w potgczeniu z hierarchiczng analizg skupien;
[publikacja A1];

e analizy widm IR surowic dzieci z wykluczonym zakazeniem H. pylori w poréwnaniu do widm
surowic dzieci z niedowzrostem, z potwierdzonym zakazeniem H. pylori, w potgczeniu ze
sztuczng siecig neuronowag; [publikacja A2];

e analizy widm IR surowic pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca (ChNS) zakazonych H. pylori,
w odniesieniu do widm surowic oséb zdrowych, niezakazonych H. pylori lub z bezobjawowym

zakazeniem tymi bakteriami, w potaczeniu ze sztuczng siecig neuronowa; [publikacja A1].

l. Ocena efektywnosci ekstraktéw Salvia cadmica (z pedéw/lisci lub korzeni) w ochronie
komodrek bariery nabtonkowej zotadka oraz makrofagéw przed szkodliwym dziataniem
pateczek H. pylori i ich komponentéw, na podstawie:

e aktywnosci bakteriobdjczej
e zapobiegania dezintegracji komérek bariery nabtonkowej zotadka;
e modulowania komérkowych proceséw naprawczych [publikacja A4];

e pobudzania aktywnosci makrofagéw [publikacja A5].

1. Charakterystyka pratkéw szczepionkowych M. bovis BCG w kierunku nasilania aktywnosci
fagocytarnej monocytéw/makrofagéw hamowanej w srodowisku zywych pateczek H. pylori

[publikacja A6].

Przestanka do podjecia tych badan jest wysoka czestos¢ zakazen H. pylori — w Polsce odsetek zakazen
wynosi ok. 74%, na Swiecie $rednio ok. 50%, z czego 20% to zakazenia objawowe, oraz powazne
konsekwencje przewlektych zakazen H. pylori u ludzi zwigzane z miejscem bytowania tych bakterii tj.
przewlekte zapalenie nabtonka Zzotgdka, wrzody zotadka, wrzody dwunastnicy, a nawet rak zotgdka.
Wzieto pod uwage réwniez ogdlnoustrojowe konsekwencje zakazen H. pylori t.j. niedowzrost u dzieci
oraz choroba niedokrwienna serca (ChNS), u osob dorostych. Reakcja zapalna w nabtonku Zotgdka

moze wystepowacé rdwniez u oséb zakazonych bezobjawowo. Na zrdznicowany przebieg zakazen
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H. pylori wptyw majg czynniki osobnicze gospodarza, wirulencja bakterii, a takze czynniki socjalno-
ekonomiczne. Nadmierne zapalenie btony sluzowej zofadka lub dwunastnicy inicjowane przez H. pylori
powoduje uszkodzenie nabtonka tych narzaddéw, co moze skutkowac rozwojem ogdlnoustrojowego
stanu zapalnego. Jesli infekcja nie jest leczona dwoma lub wiecej antybiotykami jednoczesnie, staje sie
przewlekta. Wynika to z unikania przez H. pylori mechanizmdéw obronnych gospodarza i rosngcej
antybiotykoodpornosci tych bakterii. W 2018 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia — WHO (World
Health Organization) uznata, ze opornosé¢ H. pylori na antybiotyki osiggneta alarmujgcy poziom,
a zakazenia spowodowane przez izolaty klarytromycynooporne za wymagajgce zastosowania nowych
substancji leczniczych. Wysoka czesto$¢ zakazen H. pylori oraz powazne ich konsekwencje sktaniaja
do poszukiwania szybkich metod sledzenia zmian ogélnoustrojowych bedacych nastepstwem takich
zakazen. Natomiast rosngca opornos$¢ pateczek H. pylori na antybiotyki sktania do poszukiwania
nowych, alternatywnych dla antybiotykéw, preparatéw, ktére mogtyby by¢ stosowane do leczenia
lub wspomagania leczenia zakazen H. pylori. Potencjalnymi kandydatami sg formulacje zawierajace
drobnoustroje lub ich komponenty oraz zwigzki roslinne o dziataniu bakteriobdjczym, pro-
regeneracyjnym, a takie immunomodulujacym, ktérych dziatanie polega na wzmacnianiu
mechanizmoéow odpornosciowych gospodarza. W zakazeniu H. pylori takie podejscie wydaje sie
uzasadnione, poniewaz bakterie te powoduj3 destabilizacje komdrek bariery nabtonkowej zotgdka,
a takze ostabiajgq aktywnos¢ komérek odpornosciowych gospodarza.

Uprzednio wykazalismy, ze H. pylori, a takie komponenty tych bakterii, takie jak LPS niszczg
bariere nabtonkowg zotagdka w wyniku nasilenia stresu oksydacyjnego i apoptozy komadrek (publikacja
Ba2, C14, Grebowska i wsp. 2008). Zmniejszajg aktywnos$¢ komodrek odpornosciowych, w tym
makrofagéw, komodrek NK i limfocytéw T (Chmiela i wsp. 1997, Allen 2007, Paziak-Domanska i wsp.
2002, Rudnicka i wsp. 2015). Takie dziatanie na komorki odpornosciowe moze skutkowac
utrzymywaniem sie infekcji i rozwojem reakcji patologicznych w btonie sluzowej zotadka, z mozliwoscia
wystgpienia takich skutkdw na obwodzie. Wykazalismy, ze komponenty H. pylori uszkadzajg komérki
srodbtonka naczyniowego, ktdre wspierajg uktad odpornosciowy dostarczajgc cytokiny i komérkowe
czynniki wzrostowe (publikacja C9). Zatem, potencjalnie mogg przyczynia¢ sie do rozwoju chordb
naczyniowych m.in. choroby niedokrwiennej serca (publikacja C9). Podczas zakazenia H. pylori
u niektdrych dzieci odnotowano wytwarzanie przeciwciat przeciwko hormonom regulujgcym apetyt.
Zatem bakterie te mogg réwniez przyczynia¢ sie do zaburzenn metabolicznych i ogélnorozwojowych

u dzieci (Czkwianianc i wsp. 2017, Stawerska i wsp. 2015; 2015a).
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OPIS OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

CEL I: Ocena przydatnosci widm spektroskopii w podczerwieni w transformacji Fouriera
(FTIR) do sledzenia zmian ogdlnoustrojowych podczas zakazenia Helicobacter pylori na

podstawie:

a) analizy widm IR surowic kawii domowych niezakazonych lub eksperymentalnie zakazonych
H. pylori, w potaczeniu z hierarchiczng analizg skupien; [publikacja Al1]; celem badania byto
wyznaczenie sygnatur do potwierdzenia doswiadczalnego zakazenia H. pylori z towarzyszaca
reakcjg zapalng na modelu wolnym od naturalnego zakazenia tymi bakteriami;

b) analizy widm IR surowic dzieci niezakazonych H. pylori (43) lub widm surowic dzieci
zakazonych H. pylori z objawami dyspepsji (41), w tym 36 surowic od dzieci z niedowzrostem,
w potaczeniu ze sztuczng siecig neuronowg; [publikacja A2]; celem badania byto
poszukiwanie wyznacznikébw potwierdzajgcych zakazenie H. pylori i jego powigzanie
z zaburzeniami wzrostu u dzieci;

c) analizy widm IR surowic pacjentdow z chorobg niedokrwienng serca (ChNS) eksponowanych na
zakazenie H. pylori (90), w odniesieniu do widm surowic oséb zdrowych H. pylori
serpozytywnych (21) lub H. pylori seronegatywnychnych (32), w potgczeniu ze sztuczng siecig
neuronowg; celem badania byto wyznaczenie sygnatur umozliwiajacych diagnozowanie
pacjentéw z ChNs, z towarzyszacym zakazeniem H. pylori, w odniesieniu do pacjentéw
zdrowych bez objawdéw choroby niedokrwiennej serca, eksponowanych na pateczki H. pylori

[publikacja A3];

Al. Gonciarz W., Lechowicz t., Urbaniak M., Kaca W., Chmiela M. Use of Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR) for monitoring experimental Helicobacter pylori infection and related
inflammatory response in guinea pig model. International Journal of Molecular Sciences. 2021, 22, 281.

[DOI: org/10.3390/ijms22010281]. [IFs.ietni =6,132; MEiN= 140].

A2. Gonciarz W., Lechowcz t., Urbaniak M., Rechcinski T., Chalubinski M., Broncel M., Kaca W.,,
Chmiela M. Searching for serum biomarkers linking coronary heart disease and Helicobacter

pylori infection using infrared spectroscopy and artificial neural networks. Scientific Reports. 2022, 12,

18284/ [D0I:10.1038/s41598-022-23191-z]. [IFs.ieti = 5,516; MEiN= 140].

A3. Gonciarz W., Lechowicz t., Urbaniak M., Kaca W., Chmiela M. Attenuated Total Reflectance Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Artificial Neural Networks Applied to Investigate

Quantitative Changes of Selected Soluble Biomarkers, Correlated with H. pylori Infection in Children
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and Presumable Consequent Delayed Growth. Journal of Clinical Medicine. 2020, 9, 3852.
[DOI:10.3390/jcm9123852]. [IFs.jetni = 4,566; MEiN= 140].

Bakterie H. pylori indukujg komdrkowa i humoralng odpowiedZ immunologiczng gospodarza.
Przewlekty charakter zakazen H. pylori sugeruje, ze uktad odpornosciowy nie jest w stanie
wyeliminowac tych bakterii (Chmiela i Michetti, 2006). Wiedza na temat patogenezy i zr6znicowanego
przebiegu zakazen H. pylori jest niewystarczajgca. Dlatego, modele zwierzece, ktére umozliwiajg
$ledzenie naturalnej historii zakazenia H. pylori, zwigzanego z nim stanu zapalnego i pobudzanych
procesow odpornosciowych sg bardzo przydatne w sledzeniu przebiegu zakazenia. W badaniach nad
patogeneza zakazen H. pylori wykorzystywane sg: myszy, myszoskoczki mongolskie, swinki morskie
(Cavia porcellus), psy, koty, $winie i matpy (Peek, 2008). Kawie domowe ($winki morskie) sg uwazane
za optymalny model, z uwagi na podobienstwo z cztowiekiem pod wzgledem: budowy i fizjologii
zotadka, odpowiedzi odpornosciowej wrodzonej, w tym biatek dopetniacza, odpowiedzi adaptacyjnej
swoistej z udziatem limfocytdw B oraz limfocytéw T, fizjologii grasicy, szpiku kostnego, ptuc oraz
odpowiedzi kortykosteroidowej (Bitter-Suermann i wsp. 1981). Swinki morskie nie sg naturalnym
rezerwuarem Helicobacter spp., sg jednak podatne na zakazenie H. pylori, ktére mozna potwierdzi¢
przez badanie histopatologiczne wycinkdw tkanki zotadka pod katem odpowiedzi zapalnej, obecnosci
organizméw Helicobacter-podobnych (HLO), a takie poprzez wykrycie okreslonych sekwencji
nukleotydowych m.in. kodujacej wysoce specyficzne biatko H. pylori zwigzane z cytotoksyng — CagA
(Cytotoxin associated gene A antygen) przy uzyciu metod molekularnych tj. reakcja taricuchowa
polimerazy (PCR). Pomocnicze jest takze badanie serologiczne prébek surowicy celem wykrycia
swoistych przeciwciat anty-H. pylori lub badanie prébek katu na obecnos¢ antygendw H. pylori (Whary

i Fox, 2004).

Zrdznicowany przebieg zakazen H. pylori oraz brak testéw diagnostycznych, ktdre
umozliwiatyby $ledzenie dynamiki przebiegu takich zakazen na podstawie wyznacznikéw obwodowych
stanowig przestanke do poszukiwania nowych/alternatywnych metod diagnostycznych do
jakosciowego i iloSciowego oznaczania rozpuszczalnych markeréw, ktére bytyby pomocne
w monitorowaniu przebiegu infekcji i jej skutkdw. W ostatnim czasie zaczeto wykorzystywac szybkie
metody fizyko-chemiczne, takie jak spektroskopia w podczerwieni, w transformacji Fouriera (FTIR) do
diagnozowania chordb i badania komérek makroorganizmu na podstawie zmian opartych na analizie
spektralnej ptynéw biologicznych, takich jak krew, surowica, $lina i mocz (Zhou i wsp. 2007).

Widma FTIR prébek biologicznych mozna podzieli¢ na grupy sktadnikdw za pomocg typowych
pasm absorpcji w oknach liczby falowej (W):W1 — kwasy ttuszczowe (liczba falowa zakres od 3000 cm-
! do 2800 cm™), W2 — peptydy i biatka (zakres liczby falowej 1800 cm™ do 1500 cm™), W3 — biatka,
zwigzki przenoszace fosforany i kwasy ttuszczowe (zakres liczby falowej od 1500 cm™ do 1200 cm™?),
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W4 — weglowodany (zakres liczby falowej od 1200 cm™ do 900 cm™). Okno W5 (zakres liczby falowe;j
od 900 cm™ do 750 cm™) odpowiada unikatowym pikom dla prébek biologicznych (Naumann i wsp.
1991, 2000; Cooper i Knutson, 1995). Taki podziat zastosowatam w badaniach wykonanych
z wykorzystaniem nastepujgcych surowic: kawii domowych niezakazonych lub zakazonych H. pylori,
dzieci z wykluczonym zakazeniem H. pylori lub dzieci z objawami dyspepsji, z potwierdzonym
zakazeniem H. pylori, w tym dzieci z niedowzrostem, a takze pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca
(ChNS) zakazonych H. pylori, lub oséb zdrowych bez objawdéw tej choroby, eksponowanych na

zakazenie H. pylorilub z wykluczonym zakazeniem [publikacje A1-A3].

Zidentyfikowatam unikatowe fragmenty widm IR dla poszczegdlnych prébek surowic
badanych, za pomoca testu statystycznego chi-kwadrat, na podstawie ktdrych zaprojektowane zostaty
predykcyjne modele matematyczne celem réznicowania badanach préb. Uzytam hierarchicznej analizy
skupien (HCA) (dla mniej licznych grup badanych), [publikacja Al], ktéra polega na budowaniu
hierarchii skupien, celem utozenia badanych obiektéw w grupy w taki sposdb, aby stopien powigzania
obiektéw z obiektami nalezgcymi do tej samej grupy byt jak najwiekszy, a z obiektami z pozostatych
grup jak najmniejszy. Dla liczniejszych grup badanych zastosowatam sztuczng sie¢ neuronowg ANN
(artificial neuronal network) [publikacje A2, A3], ktéra jest stosowana min. do analizy danych
chemometrycznych (np. w ocenie wrazliwosci bakterii na antybiotyki lub identyfikacji czynnikéw
zakaznych), i polega na ,uczeniu” ANN, czyli przedstawieniu ANN wraz z zawartymi w niej danymi
w zbiorze uczacym, a nastepnie obliczeniu btedéw popetnianych przez sie¢ (Lechowicz i wsp. 2012,
2013; Zarnowiec i wsp. 2015). Przykladowy schemat ,uczenia” ANN i jej tworzenia przedstawiono na
Rycinie 1 [publikacja A2 i A3]. Ponadto, kazde otrzymane widmo IR badanych surowic analizowatam
pod wzgledem pasma drgan poprzez pordwnanie potozenia wzgledem intensywnosci i ksztattéw

prazkdéw, w powigzaniu z ,unikatowymi” biomolekutami [publikacja A2 i A3].
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Rycina 1. Topologia sztucznej sieci neuronowej oparta na najlepszej sieci do wykrywania

zakazenia Helicobacter pylori. (A) Topologia sztucznej sieci neuronowej. (B) Szczegétowa budowa

sztucznego neuronu. (C) Najczestsze funkcje aktywacyjne sztucznego neuronu, [publikacja A2].

Layer- warstwa wejsciowa; weight- waga; hidden layer-ukryta warstwa; ouput layer-warstwa wyjsciowa; tahnh-tangens;

linear- liniowa; expotential-wyktadnicza; softmax- znormalizowana funkcja wyktadnicza; agregation -agregacja; artificial

neuron cell body — ,ciato” komdrki sztucznego neuronu.

Z uwagi na powyzsze pierwszym celem osiggniecia naukowego [publikacja A1, A2 i A3] byto:

a)

b)

Okredlenie unikatowych liczb falowych dla widm IR surowic kawii domowych
eksperymentalnie zakazonych H. pylori pod katem produkcji przeciwciat oraz biomarkeréw
zapalnych i metabolicznych zwigzanych z zakazeniem, a takze zaprojektowanie predykcyjnego
modelu matematycznego opartego na unikatowych liczbach falowych widm IR w metodzie
hierarchicznej analizy skupien, do réznicowania zwierzat zakazonych H. pyori i niezakazonych
[publikacja A1];

Okreslenie unikatowych motywéw widm IR dla surowic dzieci zakazonych H. pylori
w odniesieniu do surowic dzieci niezakazonych, uftatwiajgcych $ledzenie zmian obwodowych
skorelowanych z tym zakazeniem, ktére mogg skutkowa¢ niedowzrostem oraz
zaprojektowanie predykcyjnego modelu matematycznego opartego na wyselekcjonowanych
unikatowych motywach widm IR z wykorzystaniem metody sztucznej sieci neuronowej, do
réznicowania dzieci zakazonych H. pyori i niezakazonych [publikacja A2];

Okreslenie unikatowych fragmentow widm IR dla ludzkich surowic pochodzacych od zdrowych
dawcow, niezakazonych lub eksponowanych na H. pylori oraz od pacjentéw z ChNS zakazonych
tymi bakteriami. Celem badania byfa identyfikacja markeréw biologicznych zwigzanych ze

markerow
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charakterystycznych dla ChNS, a takie zaprojektowanie predykcyjnego modelu
matematycznego opartego na wyselekcjonowanych unikatowych motywach widm IR
z wykorzystaniem metody sztucznej sieci neuronowej, do identyfikacji dorostych pacjentéw

z ChNS zakazonych H. pyori [publikacja A3];

Cel I. a) Cel ten zrealizowano na modelu in vivo, w ktérym uzyto kawie domowe eksperymentalnie
zakazone drogg pokarmowg pateczkami H. pylori oraz zwierzeta niezakazone. U wszystkich zwierzat
otrzymujgcych H. pylori potwierdzitam zakazenie po 28 dniach od podania ostatniej dawki tych bakterii
z wykorzystaniem metod histologicznych, molekularnych i serologicznych, wg wczesniej opisanej
procedury (publikacja Ba2, Bb5). Ocenitam takze poziom biatka C-reaktywnego (CRP) oraz czynnika
martwicy guzéw (TNF-a), ktére sg kluczowymi ogdlnoustrojowymi markerami stanu zapalnego.
Eksperymenty in vivo zostaty opracowane zgodnie z dyrektywa UE (Dyrektywa 2010/63/ UE
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 22 wrzesnia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych (Dz.U. L 276 z 20.10.2010, s. 33—79) i zostaty zatwierdzone
uchwatg Lokalnej Komisji Etycznej (LKE9) ds. Doswiadczen na Zwierzetach Uniwersytetu Medycznego
w todzi, ktora zostata powotana przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w Polsce (decyzja

numer 58/tB45/2016), [publikacja A1].

W analizie uwzglednitam pasma absorpcji biatek, lipidéw i weglowodandw. Zidentyfikowatam
nastepujace czgsteczki w widmach IR surowic kawii: glukoze, przeciwciata klasy IgM i I1gG, transferryne,
biatko CRP oraz TNF-a, ktére umozliwity rozréznienie grup badanach: zwierzeta zakazone H. plyori od
niezakazonych. Nastepnie przypisatam wyzej wymienionym czgsteczkom pasma absorpcji
i odpowiadajgce im drganie i wigzanie chemicznie oraz okreslitam liczby falowe korelujgce
z zakazeniem H. pylori, a na ich podstawie opracowatam modele matematyczne identyfikujgce

surowice zakazonych zwierzat.

Analiza HCA regionow W2 — W4, dla 10 najsilniej korelujgcych z zakazeniem H. pylori liczb falowych
widm IR wykazata dwa odrebne klastry. Klaster | odpowiada zwierzetom niezakazonym, podczas gdy
klaster Il jest reprezentatywny dla zwierzat zakazonych H. pylori. Piki w obszarze widma W2-W4 dla
zwierzat zakazonych H. pylori moga odzwierciedla¢ wytwarzanie przeciwciat i/lub zwiekszong

produkcje biatek zapalnych.

Wykazanie przeze mnie przydatnosci metody FTIR, w potgczeniu z algorytmem matematycznym,
do réznicowania zwierzat zakazonych H. pylori i niezakazonych tymi bakteriami, sktonito mnie do
sprawdzenia w kolejnej pracy [publikacja 2], czy powyzszg metode mozna zastosowaé do analizy
surowic pacjentéw zakazonych H. pylori z okreslonymi ogdlnoustrojowymi konsekwencjami tego
zakazenia. Majac na uwadze zaburzenia wzrostu u dzieci zakazonych tymi bakteriami moim celem byto
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sprawdzenie czy dla surowic dzieci zakazonych lub niezakazonych H. pylori bede mogta opracowac

model matematyczny, celem odrdznienia badanych grup [Cel I.b].

Cel I. b) Cel ten realizowano z wykorzystaniem surowic dzieci zdrowych, ktére stanowity grupe
kontrolng (43 osoby obojga ptci, srednia wieku 11,5 + 2,8), oraz surowic dzieci z zapaleniem btony
Sluzowe] zotagdka wywotanym przez H. pylori (41 oséb obojga ptci, Srednia wieku 12,5 + 3,3), ktére
znajdowaty sie pod opiekg ICZMP-RI w todzi. W tej grupie 36 pacjentéw wykazywato cechy

niedowzrostu.

Biorac pod uwage liczne badania, w tym wtasne, wskazujace na mozliwy udziat zakazenia
H. pylori w rozwoju lub nasilaniu objawow choroby niedokrwiennej serca (ChNS) moim celem byto
opracowanie modelu matematycznego na podstawie widm IR w podtgczaniu z ANN réznicujgcego
surowice pacjentow dorostych z ChNS zakazonych H. pylori od surowic oséb dorostych bez objawéw
ChNS eksponowanych na pateczki H. pylori lub bez takiej ekspozycji. Zatem czy u pacjentdw zakazonych

mozna wykazac sygnatury korelujgce z ChNS. [Cel I.c], [publikacja A3].

Cel I. c) Cel ten realizowano z wykorzystaniem surowic pacjentéw z ChNS, zakazonych H. pylori (90),
0s6b zdrowych bez objawoéw CHNs: z bezobjawowym zakazeniem H. pylori (21) lub niezakazonych (32)
[publikacja A3], ktére znajdowaty sie pod opieka Il Kliniki Kardiologii Szpitala Wojewddzkiego im.
Bieganskiego (Uniwersytet Medyczny w todzi) lub Kliniki Choréb Wewnetrznych i Farmakologii

Klinicznej (Uniwersytet Medyczny w todzi).

Zakazenie H. pylori u wszystkich pacjentéw i zdrowych dawcédw oceniano za pomoca
ureazowego testu oddechowego (*3C UBT), wg wcze$niej opisanej metody (Bielarnski i Konturek 1996),
immunoblottingu do oceny przeciwciat 1gG anty-H. pylori oraz testu immunoenzymatycznego ELISA,
wg wczesniej opisanych procedur (Rechcifski i wsp. 1997). Ponadto dzieci *C UBT-dodatnie
z objawami dyspepsji zostaty poddane gastroskopii, podczas ktérej pobrano wycinki tkanki zotgdka do
rutynowego badania histopatologicznego, w kierunku identyfikacji organizméw Helicobacter
podobnych — HLO (Helicobacter-like organisms) i odpowiedzi zapalnej wg. ,Systemu Sydney”.
Niedowzrost u dzieci oceniano zgodnie ze standardami populacyjnymi (Palczewska i Niedzwiecka
2001). Diagnostyka ChNS u dorostych pacjentdw zostata wykonana w ramach wspétpracy z klinicystami
na postawie badania koronarograficznego oraz oznaczen fizjologicznych, a takze biochemicznych
uwzgledniajgcych klasyczne czynniki ryzyka ChNS, w tym pomiary/oznaczenia: ci$nienia tetniczego,
glukozy, hemoglobiny glikolizowanej, dyslipidemii, hiperlipidemii (choleterol catkowity, frakcja
lipidowa o niskiej gestosci — LDL, frakcja lipidowa o wysokiej gestosci — HDL, triglicerydy), indeksu masy

ciata. W wywiadzie uwzgledniono réwniez nikotynizm.
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Na badanie uzyskano zgode Komisji Bioetycznej w Instytucie Badawczym — Centrum Zdrowia Matki
Polki (PMMH-RI) w todzi (RNN/134/13/KE/2-13) oraz Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego
w todzi (protokét: 34/KBBN-Ut/1/201 i 10/KBBN-Ut/11/2015). Wszystkie eksperymenty
przeprowadzono zgodnie z zatwierdzonymi w/w wytycznymi. Uzyskano $wiadomg zgode pacjentow
lub ich opiekundw na eksperymenty, z uwzglednieniem ustawowej ochrony danych osobowych

uczestnikow badania.

W otrzymanych widmach IR surowic dzieci, zidentyfikowatam unikatowe bioczgsteczki: a-
tokoferol, B-karoten, kwas foliowy, greline, leptyne, likopen, luteine, witamine B6, witamine B12
i witamine C, ktére pozwolity na réznicowanie miedzy dzie¢mi zakazonymi i niezakazonymi H. pylori na
podstawie 10 liczb falowych (W4-6 liczb falowych, W3-3 liczny falowe; W2- 1 liczba falowa), ktére moga
odpowiada¢ wytwarzaniu w/w bioczgsteczek. Dla poréwnania w widmach IR dla wszystkich badanach
surowic dorostych pacjentéw zaobserwowatam znaczne réznice w pasmach absorpcji lipidow, biatek,
a takze weglowodanéw. Wykazatam réznice w widmach absorpcji dla wybranych bioczgsteczek
skorelowanych z zakazeniem H. pylori jak i ChNS: trigliceryddéw, biatka CRP, homocysteiny, lipoprotein
LDL oraz TNF-a. Nastepnie okreslitam liczby falowe w widmach IR korelujgce tylko z zakazeniem
H. pylori (W3, 5 predykatoréw), celem réznicowania surowic oséb zakazonych od oséb zdrowych
niezakazonych oraz liczby falowe, ktdre réznicujg surowice pacjentéw z ChNS zakazonych H. pylori od
surowic oséb zdrowych (W3, trzy predykatory, W2 jeden predykator).

Nastepnie dla najlepszych wytypowanych predykatoréw (w obrebie grup badanych dzieci lub
dorostych) zaproponowatam modele matematyczne - ANN. Najlepsza ANN rdéznicujgca dzieci zakazone
H. pylori od niezakazonych zawierata 10 neuronéw wejsciowych, 3 neurony ukryte i 2 neurony
wyjsciowe, podczas gdy dla osdb dorostych w obrebie takich samych grup zawierata 5 neuronéw
wejsciowych i 5 neurondw ukrytych i 2 neurony wyjsciowe, a wartos¢ diagnostycznego ilorazu szans
(DOR) wynosita 598, co oznacza, ze sie¢ neuronowa prawidtowo rozrdznia probki surowicy. Natomiast
najlepsza ANN rdznicujgca pacjentdw z ChNS zakazonych H. pylori od oséb zdrowych zawierata 4
neurony wejsciowe i 2 neurony ukryte i 2 neurony wyjsciowe, a otrzymana warto$¢ DOR wynosita 597,
co Swiadczy o tym, ze sie¢ neuronowa prawidtowo rozrdézinia badane proébki surowicy. Czutosc

i swoisto$¢ opracowanego testu diagnostycznego na podstawie widm IR przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3 Czutosé i swoistos$¢ opracowanego testu diagnostycznego opartego na analizie widm IR.

Badane surowice Czutos¢ Swoistos¢
Zwierzeta zakazone H. pylori vs zwierzeta niezakazone 97% 100%
Dzieci zakazone H. pylori vs dzieci zdrowe 95% 86%
Osoby doroste zakazone H. pylori vs osoby niezakazone 98% 92%
Osoby doroste zakazone H. pylori z CHNS vs osoby zdrowe | 97% 91%

Podsumowujgc, w przedstawionych badaniach opracowano prognostyczny model
matematyczny: algorytm k-NN do réznicowania kawii domowych zakazonych H. pylori od zwierzat
niezakazonych tymi bakteriami, na podstawie markeréw zapalenia, z czutoscig 97% i swoistoscia
100%.

Do zaprojektowania ANN dla surowic dzieci wybrano 10 liczb falowych widm IR korelujgcych
z zakazeniem H. pylori. Czutosc¢ i swoistosc testu w tym modelu wynosity, odpowiednio 95% i 86%,
a doktadnos¢ siegata 90%. Badanie to pokazuje, ie potaczenie spektroskopii w podczerwieni
i techniki ANN moze by¢ przydatne do réznicowania probek surowicy pochodzacych od dzieci
zakazonych lub niezakazonych H. pylori. W szczegélnosci wyselekcjonowane do analizy komponenty:
witamina A, witamina B6, witamina B12, witamina C, tokoferol, kwas foliowy, karoten i luteina,
a takie peptydy hormonalne grelina i leptyna, mogg by¢ pomocne w diagnozowaniu dzieci
z niedowzrostem o etiologii zakazenia H. pylori.

Wyniki uzyskane z surowicami oséb dorostych wskazujg, ze spektroskopia IR w potgczeniu
z ANN moze by¢ pomocnym narzedziem w monitorowaniu pacjentéw z ChNS zakazonych H. pylori,
na podstawie marketow zapalenia oraz frakcji lipidow. W tym modelu czutos¢ i swoistos¢ testu
wynosity, odpowiednio 97% i 91%. Na nizszg swoistos¢ ANN w przypadku surowic pochodzacych od
ludzi, w odréznieniu od surowic kawii domowych, mogty wptynac inne infekcje lub reakcje o podtozu
zapalnym, nie diagnozowanie w trakcie tych badan.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w przysztosci wysoce selektywne modele matematyczne moga
by¢ pomocne w opracowaniu narzedzia do szybkiego wykrywania zakazenia H. pylori oraz sledzenia
kinetyki zmian obwodowych, bedacych nastepstwem zakazenia. Identyfikacja charakterystycznego
profilu surowicy pacjentéow z ChNS zakazionych H. pylori moie by¢ przydatna we wczesnej
diagnostyce stanowiacej przestanke do eradykacji H. pylori, jako patogenu powigzanego z rozwojem
choroby niedokrwiennej serca na co wskazujg liczne badania. Natomiast identyfikacja
charakterystycznego profilu surowicy dzieci zakazonych H. pylori moze by¢ pomocna we wczesnym

diagnozowaniu mozliwych nastepstw zakazenia i podejmowaniu adekwatnych procedur leczniczych.
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Za najwazniejsze wnioski wynikajgce z tej czesci badan uwazam:

1. Wykazanie przydatnosci metody FTIR, w potaczeniu z algorytmem matematycznym -
hierarchiczng analizg skupien, do rdéinicowania kawii domowych eksperymentalnie
zakazonych H. pylori od niezakazonych, na podstawie zidentyfikowanych unikatowych pasm
absorpcji w widmach IR, odpowiadajacych markerom zapalenia: immunoglobuliny, biatko
CRP, TNF-a. Czuto$¢ metody oszacowano na 97% zas swoistos¢ na 100%.

2. Wykazanie przydatnosci metody FTIR na podstawie unikatowych liczb falowych
odpowiadajacych wyselekcjonowanym bioczgsteczkom (witamina A, witamina B6, witamina
B12, witamina C, a-tokoferol, kwas foliowy, karoten i luteina, a takze peptydy hormonalne
grelina i leptyna), w potaczeniu z algorytmem matematycznym — sztuczng siecig neuronowg
(ANN), do rozréznienia probek surowic dzieci z potwierdzonym Ilub wykluczonym
zakazeniem H. pylori z czuto$cig 95%, swoistoscig 86% i doktadnoscig 90%.

3. Potwierdzenie przydatnosci metody FTIR w podtaczaniu z algorytmem matematycznym —
sztuczng siecig neuronowg do:

e rdznicowania dorostych pacjentéow zakazonych H. pylori od niezakazonych na podstawie
zidentyfikowanych unikatowych pasm absorpcji odpowiadajacych triglicerydom w widmach IR
o czutosci 98%, swoistosci 92% i doktadnosci 96%.

e rdznicowania dorostych pacjentow z ChNS zakaionych H. pylori od niezakazonych na
podstawie unikatowych pasm absorpcji odpowiadajacych biatku CRP i triglicerydom

w widmach IR, o czutosci 97%, swoistosci 91%.

Przewlekte zakazenie H. pylori indukuje patologiczng reakcje zapalng zaréwno lokalnie, jak i na
obwodzie, prawdopodobnie w wyniku przedostawania sie bakteryjnych komponentéw do kragzenia, co
zwieksza ryzyko rozwoju choréb ogdlnoustrojowych. W badaniach wtasnych Zespotu KIiBI
wykazalismy, ze procesy patologiczne w zakazeniu H. pylori sy zwigzane m.in. z nadmiernym stresem
oksydacyjnym, nasileniem apoptozy i hamowaniem regeneracji nabtonka przez te bakterie i ich
komponenty (publikacja Ba2, Ba3, C12). Ponadto pateczki H. pylori sg trudne do eradykacji poniewaz
hamujg mechanizmy odpornosciowe (Chmiela i wsp. 1997, Allen 2007, Paziak-Domanska i wsp. 2002,
Rudnicka i wsp. 2015) i cechujg sie wysoky lekoopornoscig na powszechnie stosowane antybiotyki
(Savoldi i wsp. 2018), co zgodnie z rekomendacjg WHO stanowi przestanke do poszukiwania nowych
preparatéw do leczenia zakazen H. pylori, niwelowania ich skutkéw i nasilania proceséw
odpornosciowych. W zwigzku z powyzszym celem Il i lll czesci badan byta ocena wyselekcjonowanych

biokomponentéw w kierunku ich dziatania bakteriobdjczego lub bakteriostatycznego wobec H. pylori
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oraz dziatania pro-regeneracyjnego wobec komédrek nabtonkowych zotagdka i immunomodulacyjnego

wobec makrofagéw: [publikacja A4, A5 i A6]:

Il. Ocena przydatnosci ekstraktow Salvia cadmica (z pedéw/lisci lub korzeni) do
zapobiegania niekorzystnym skutkom oddziatywania pateczek H. pylori na komérki bariery

nabtonkowej zotgdka oraz komérki immunokompetentne — makrofagi, na podstawie:

a) aktywnosci bakteriobdjczej wobec referencyjnych szczepdw H. pylori oraz szczepow
klinicznych opornych na klarytromyce/metronidazol;

b) zapobiegania destabilizacji bariery nabtonkowej zotagdka poprzez hamowanie stresu
oksydacyjnego i apoptozy, indukowanych przez rozpuszczalne komponenty H. pylori oraz
modulowania proceséw naprawczych poprzez wptyw na wydzielanie pro-regeneracyjnej IL-33
[publikacja A4];

c) pobudzania aktywnosci fagocytarnej makrofagéw ostabionej w srodowisku LPS H. pylori,
modulowania polaryzacji makrofagéw M1/M2, modulowania $ciezki sygnatowej NF-kappa B
oraz wytwarzania cytokin, a takze hamowania nadmiernego stresu oksydacyjnego [publikacja

A5];

A4 Gonciarz W., Pigtczak E., Ptoszaj P., Gosciniak G., Chmiela M. Salvia cadmica extracts rich in
polyphenols neutralize a deleterious effects of oxidative stress driven by Helicobacter pylori
lipopolysaccharide in cell cultures of gastric epithelial cells or fibroblasts. Industrial Crops and Products.

2022, 178, 114633. [DOI:10.1016/j.indcrop.2022.114633]. [IFs.iemi= 5,645; MEiN= 200].

A5 Gonciarz W., Pigtczak E., Chmiela M. The influence of Salvia cadmica Boiss. extracts on the M1/M2
polarization of macrophages primed with Helicobacter pylori lipopolysaccharide in conjunction with
NF-kappa B activation, production of cytokines, phagocytic activity and total DNA methylation. Journal
of Ethnopharmacology. 2023, 310, 116386. [DOl.org/10.1016/j.jep.2023.116386]. [IFsietni =5,195;
MNiSW= 140].

lll. Ocena przydatnosci pratkow szczepionkowych M. bovis BCG do pobudzenia aktywnosci
fagocytarnej monocytow/makrofagéw hamowanej w srodowisku zywych pateczek H. pylori

na podstawie [publikacja A6]:

a) nasilenia aktywnosci fagocytarnej monocytéw/makrofagdw ostabionej w Srodowisku zywych
pateczek H. pylori, modulowania polaryzacji M1/M2 makrofagéw oraz $ciezki sygnatowej NF-
kappa B wraz z oceng wytwarzania cytokin pro-lub przeciwzapalnych, a takze catkowitej

metylacji metylacji DNA, jako wskaznika modyfikacji epigenetycznych [publikacja A6];
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A6 Gonciarz W., Chyb M., Chmiela M. Mycobacterium bovis BCG increase the selected determinants
of monocyte/macrophage activity, which were diminished in response to gastric pathogen
Helicobacter pylori. Scientific Reports. 2023, 13, 3107. [DOI:10.1038/s41598-022-23191-z]. [IFs.jetni =
5,516; MEiN= 140].

Cel Il. @) i b) Do oceny dziatania przeciwbakteryjnego ekstraktéw S. cadmica uzyto trzech
referencyjnych szczepow H. pylori: ATTC (Amerykanska Kolekcja Kultur, Rockville, Manassas, VA, Stany
Zjednoczone) 700392 oraz 43504; CCUG (Kolekcja Kultur Uniwersytet w Goteborgu, Szwecja) 17874
oraz pieciu klinicznych szczepow H. pylori: M12 (oporny na metronidazol), M102 (oporny na
metronidazol i lewofloksacyne), M91 (oporny na klarytromycyne i metronidazol), M92 (oporny na
klarytromycyne) i M142 (oporny na klarytromycyne) z kolekcji szczepdw klinicznych, Katedry i Zaktadu

Mikrobiologii, Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

W badaniach in vitro wykorzystatam nastepujgce modele komérkowe: pierwotne komorki
nabtonka zotgdka kawii domowej, wyizolowane z wycinka tkanki zotagdka tych zwierzat, pobranego za
zgoda Lokalnej Komisji ds. Doswiadczern Na Zwierzetach przy Uniwersytecie Medycznym w todzi,
powotanej przez Ministra Nauki i Edukacji (Zgoda Nr: 58/tB45/2016) wedtug metody opisanej
w publikacjach Bal-3 oraz liniowe fibroblasty tych zwierzat CRL-1405 ATTC (Amerykanska Kolekcja
Kultur, Rockville, Manassas, VA, Stany Zjednoczone). Oba typy komodrek kawii byly traktowane
scharakteryzowanymi pod wzgledem chemicznym ekstraktami z S. cadmica izolowanymi z czesci
naziemnych lub korzeni tych rosdlin, w stezeniu niecytotoksycznym (2,5 mg/ml i 1,25 mg/ml),
wyznaczonym doswiadczalnie (publikacja C18). W badaniach uzyto LPS H. pylori wyizolowany ze
szczepu wzorcowego H. pylori CCUG 17874 wg wczesniej opisanej procedury (Westphal i wsp. 1952,
Moran i wsp. 1992) lub standardowy LPS E. coli (serotyp 055:B5, Sigma), oba w stezeniu 25 ng/ml, wg
dawek zoptymalizowanych w poprzednich badaniach (Mnich i wsp. 2015; publikacje Bal-3).

Cel Il. c) i lll. @) W celu realizacji badan wykorzystatam monocyty cztowieka THP-1 (ATCC, TIB-
202, Manassas, VA, Stany Zjednoczone), ktore zostaty przeksztatcone do makrofagéw w srodowisku
forbolu myristatu acetatu — PMA (phorbol myristate acetete), wg wczesniej opisanej metody
(publikacja C16). Uzytam rowniez makrofagi pierwotne wyizolowane ze szpiku kostnego kawii

domowej, wg wczesniej opisanej procedury (publikacja B6).

W badaniach bedacych podstawg publikacji A5 makrofagi byty traktowane LPS H. pylori lub LPS
E. coli (kontrola) w stezeniu 1 ug/ml, ekstraktami z S. cadmica w stezeniu 1,25 mg/ml [publikacja A5].
W badaniach bedacych podstawg publikacji A6 makrofagi byty traktowane zywymi pateczkami
referencyjnego szczepu H. pylori CCUG 17874 lub szczepionkowym szczepem Mycobacterum bovis
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BCG, zawartym w preparacie okno-BCG, stosowanym do immunoterapii raka pecherza moczowego. W
badaniach stosowano proporcje bakterii do komérek eukariotycznych (MOI) réwng 10:1 [publikacja

A6].

Do stymulacji makrofagéw zastosowano 7-dniowy cykl tzw. ,treningu odpornos$ciowego”
w réznych wariantach etapu indukcji, odpoczynku i restymulacji komérek wg. Bekkering, S, i wsp.
(Bekkering i wsp. 2016), w modyfikacji wtasnej: trening-indukcja 24h; trening-indukcja 24h
i restymulacja 5 dni (czynnikiem homologicznym lub heterologicznym); trening-indukcja 24h,
restymulacja 5 dni (czynnikiem homologicznym lub heterologicznym) i dodatkowa restymulacja 24h

(czynnikiem homologicznym lub heterologicznym), [publikacja A5-A6].

W pierwszym etapie badan, zgodnie z normg ISO 10993-5 ustalitam graniczng niecytotoksyczng
dawke ekstraktow S. cadmica dla pierwotnych komodrek nabtonka zotgdka i fibroblastéw kawii
domowej, ktora byta rowna 2,5 mg/ml (zywotnos¢ obu typow komédrek powyzej 70%). Nastepnie
zbadatam aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg ekstraktéw z czesci nadziemnych lub korzeni
S. cadmica, w stosunku do szczepdw referencyjnych H. pylori oraz opornych na antybiotyki szczepow
klinicznych. Najbardziej wrazliwy na antybakteryjne dziatanie ekstraktu otrzymanego z korzeni
S. cadmica byt szczep H. pylori M92 oporny na klarytromycyne, a najmniej wrazliwy na taki ekstrakt byt
szczep H. pylori 142 oporny na klarytromycyne. Ekstrakt z czesci nadziemnych S. cadmica wykazywat
stabsze dziatanie hamujgce wzrost i dziatanie bakteriobdjcze w stosunku do szczepdéw referencyjnych
H. pylori lub izolatéw klinicznych. Najbardziej wrazliwy na ekstrakt z czesci nadziemnych szatwii byt
szczep H. pylori M142 - oporny na klarytromycyne oraz szczep H. pylori M102 - oporny na
klarytromycyne i lewofloksacyne. We wczesniejszych badaniach wykazalismy, ze ekstrakty z korzeni
i czesci nadziemnych S. sadmica sg bogate w polifenole, odpowiednio 30,344 mg/g s.m. i 29,896 mg/g
s.m, a takze wykazujg duzy potencjat antyoksydacyjny (publikacja B15). Ponadto, na modelu in vivo
eksperymentalnego zakazenia H. pyloriu u kawii domowej wykazalismy (publikacja Bal), ze zakazenie
to wzmaga stres oksydacyjny w tkance zotadka, co w pdzniejszym etapie zakazenia jest zwigzane ze
wzrostem liczby komodrek ulegajgcych apoptozie w powigzaniu z wydzielaniem propapoptotyczniej
metalopreteinazy 9 (MMP-9), zaréowno lokalnie (zotadek) jak i obwodowo (surowica). Réwniez
w badaniach in vitro na pierwotnych komadrkach nabtonka Zzotgdaka i fibroblastach kawii traktowanych
LPS H. pylori wykazalismy nasilenie stresu oksydacyjnego i apoptozy komodrek. Ubytek komdrek
wskutek apoptozy moze doprowadzi¢ do zaburzenia integralnosci bariery nabtonkowej zotgdka. Majac
na uwadze taki efekt indukowany nasileniem stresu oksydacyjnego, w odpowiedzi na zakazenie
H. pylori, w kolejnym etapie badan, sprawdzitam czy ekstrakty z S. cadmica mogg ogranicza¢ stres
oksydacyjny i przez to obniza¢ intensywnos¢ apoptozy komérek nabtonkowych oraz promowaé proces
regeneracji takich komdrek wyrazajacy sie ich zdolnoscig do migracji. Wykazatam, ze same ekstrakty
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zS. cadmica nie pobudzajg stresu oksydacyjnego, nie nasilajg apoptozy i nie promujg migracji.
Wykazatam natomiast, ze poziom uszkodzen oksydacyjnych biatka 3-nitrotyrozyny (3NT) (Cruz
i Fardilha, 2016), indukowanych w moich badaniach in vitro, w hodowlach komadrek nabtonka zotgdka
kawii domowej lub fibroblastéw tych zwierzat przez LPS H. pylori, zostat obnizony w $rodowisku
ekstraktow S. cadmica. Zmniejszenie stresu oksydacyjnego zaleznego od LPS w hodowlach
komérkowych przez ekstrakty S. cadmica byto zwigzane z ograniczeniem apoptozy komérek. Proces
ten oceniano w tescie TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling),
umozliwiajgcym wykrywanie podwdjnych peknie¢ w DNA, oraz na podstawie poziomu pro-
aptotycznych biatek: kaspazy 3 - CC3 i biatka Bax (Bcl-2-associated X protein). Zmniejszenie poziomu
tych biatek korelowato z podwyzszonym poziomem biatek anty-apoptotycznych Bcl-2 (B-cell ymphoma
2) i Bcl-xL (B-cell ymphoma-extra large) oraz zmniejszeniem aktywacji kinazy Erk (extracellular signal-
regulated kinases), ktéra reguluje cykl komérkowy i proces apoptozy (Lu i Xu, 2006). Ostabieniu
procesu apoptozy indukowanej LPS H. pylori, przez ekstrakty S. cadmica, towarzyszyt wzrost zdolnosci
komoérek nabtonkowych do migracji (utraconej w Srodowisku LPS), a szybkos$¢ tego procesu byta
proporcjonalna do produkcji kolagenu (Rico-Llanos i wsp. 2021) oraz IL-33, jako mediatorow

regeneracji (publikacja C14).

Podsumowujac, hydrometanolowe ekstrakty z S. cadmica, otrzymane z korzeni lub czesci
nadziemnych, wykazywatly dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec referencyjnych szczepow
H. pylori oraz izolatéw klinicznych H. pylori opornych na klarytromycyne, metronidazol i/lub
lewofloksacyne. Zneutralizowaty szkodliwy stres oksydacyjny, zmniejszajac nasilenie apoptozy
pierwotnych komoérek nabtonkowych zotadka lub fibroblastow kawii domowej oraz przywrdcity
zdolnosc¢ migracji tych komarek utracong w srodowisku LPS H. pylori in vitro.

Obnizenie stresu oksydacyjnego jest kluczowe dla ochrony komérek przed uszkodzeniem
DNA, prowadzacym do zmian nowotworowych, ktére moga by¢ indukowane podczas zakazenia
H. pylori. Moina zatem sadzi¢, ze neutralizacja stresu oksydacyjnego indukowanego prze LPS
H. pylori przez ekstrakty S. cadmica moze sprzyjac ochronie integralnosci bariery komorek nabtonka
2otadka in vivo podczas zakazenia H. pylori. Antybakteryjne, przeciwutleniajace i antyapoptotyczne
witasciwosci ekstraktéw S. cadmica stanowig podstawe do dalszych badan nad opracowaniem
potencjalnie terapeutycznych preparatéw przeciwko H. pylori z wykorzystaniem takich ekstraktow.
Od preparatow terapeutycznych przeznaczonych do stosowania w zakazeniu H. pylori oczekuje sie
dziatania przeciwbakteryjnego w potaczeniu z dziataniem ochronnym przed uszkodzeniem bariery

nabtonkowej zotadka i rozwojem przewlektego stanu zapalnego.
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Majac na uwadze, iz pateczki H. pylori wyksztatcity wiele mechanizmdéw hamowania
odpowiedzi odpornosciowej gospodarza, w tym wifasciwosci fagocytarnych komoérek zernych,
wykonatam badania majgce na celu sprawdzenie czy ekstrakty S. cadmica z czesci nadziemnych lub
korzeni, bogate w polifenole, a takze czy pratki szczepionkowe M. bovis BCG sg zdolne do przywrdcenia
aktywnosci fagocytarnej komoérek zernych ostabionej przez H. pylori lub komponenty tych bakterii
(Chmiela i wsp. 1997, Ramaro i Mayer, 2001, Allen 2007). Wzietam pod uwage nastepujace
wyznaczniki: depozycje integryn powierzchniowych CD11b, CD11d, CD18, btonowych i rozpuszczalnych
receptorow LPS: CD14, sCD14, wytwarzanie biatka chemotaktycznego makrofagéw (MCP)-1, fenotyp
makrofagéw M1/M2 oceniany na podstawie ekspresji odpowiednio: czgsteczek CD80/CD86 (makrofagi
M1) oraz CD206/arginzy 1 (makrofagi M2), wytwarzanie reaktywnych for tlenu (ROS) w powigzaniu
z wytwarzaniem glutationu, wytwarzanie indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS) oraz cytokin: TNF-
a, IL-1, aktywacje Sciezki sygnatowej NF-kappa B i globalng metylacje DNA, jako wyznacznika zmian
epigenetycznych.

Wykazatam, ze monocyty/makrofagi eksponowane na zywe pateczki H. pylori lub LPS H. pylori
fagocytowaty znakowane fluorescencyjnie referencyjne pateczki E. coli lub pateczki H. pylori stabiej niz
makrofagi kontrolne hodowane w samym podtozu hodowlanym. Obserwowany efekt byt powigzany
z obnizeniem ekspresji na fagocytach integryn CD11b/CD11d, przy jedoczesnym wzroscie poziomu
ROS, iNOS i glutationu w odpowiedzi na LPS oraz obnizeniem ekspresji czgsteczki CD18 w przypadku
uzycia zywych pateczek H. pylori. Efekt ten byt odwracalny po re-stymulacji fagocytéw ekstraktami
z S. cadmica lub pratkami szczepionkowymi M. bovis BCG.

Analizujgc dziatanie ekstraktéw S. cadmica wobec fagocytow wykazatam, iz same ekstrakty
S. cadmica (z lisci lub z korzeni) nie wptywaty na spontaniczng aktywnosc¢ fagocytarng makrofagoéw
wywodzacych sie z monocytéw THP-1 lub takg aktywnos$é makrofagdéw szpikowych kawii domowe;.

Zwiekszenie aktywnosci zernej fagocytéw taktowanych najpierw LPS H. pylori, a nastepnie re-
stymulowanych ekstraktami z S. cadmica byto zwigzane ze zwiekszong ekspresjg na makrofagach
integryn CD11b/CD11d, ktdére in vivo utatwiajg interakcje makrofagdw z komodrkami $rédbtonka
naczyniowego i sy zaangazowana w proces fagocytozy (Yao i wsp. 2019, Abdelbagi i wsp. 2006,
Ehirchiou i wsp. 2006, Ernts, 1998).

Ekstrakty z S. cadmica nie nasilaty wytwarzania reaktywnych form tlenu (ROS) oraz
reaktywnych form azotu, zaleznych od indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS) (Shapouri-
Moghaddam i wsp. 2018), ale powodowaty zmniejszenie wytwarzania ROS przez makrofagi
eksponowane na LPS H. pylori, co byto zwigzane z obnizeniem wytwarzania glutationu, potwierdzajac
antyoksydacyjne dziatanie badanych ekstraktow. Nalezy podkresli¢, iz cho¢ ROS i reaktywne formy

azotu sg zaangazowane w wewnatrzkomodrkowe niszczenie czynnikow zakaznych przez fagocyty, to

34



Dr Weronika Gonciarz Zatacznik 2. Autoreferat

nadmierne wydzielanie ROS generuje stres oksydacyjny prowadzacy do rozwoju patologicznej reakgcji
zapalnej w nabtonku. Zatem réwnowazenie wytwarzania ROS przez ekstrakty z S. cadmica moze mieé
kluczowe znaczenie dla ograniczenia takiej niekorzystnej reakcji podczas zakazenia H. pylori.

W $rodowisku LPS H. pylori lub LPS E. coli zwiekszyta sie na fagocytach depozycja czgsteczek
CD80/CD86, natomiast poziom CD206 i arginazy 1 nie ulegat zmianie, wskazujgc na polaryzacje
komérek w kierunku makrofagdédw pro-zapalnych M1. Same ekstrakty S. cadmica nie wptynety na
poziom ekspresji CD80/CD86 na makrofagach, natomiast depozycja CD206 i arginazy 1 ulegta nasileniu,
co wskazuje na promowanie przez ekstrakty S. cadmica polaryzacji makrofagéw przeciwzapalnych M2.
O takim dziataniu $wiadczy réwniez obnizenie ekspresji markeréw CD80/CD86 na fagocytach
traktowanych LPS, ich po re-stymulacji ekstraktami z S. cadmica oraz nasilanie ekspresji czasteczek
CD206 i arginazy 1. Aktywnos¢ prozapalna makrofagdw zwigzana jest m.in. z produkcjg TNF-a i IL-1
oraz biatka chemotaktycznego makrofagéw - MCP-1. Stymulacja makrofagéw LPS H. pylori lub LPS
E. coli indukowata wytwarzanie TNF-q, IL-1 i SMCP-1 oraz czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Efekty te
zostaty ograniczane po re-stymulacji komérek traktowanych LPS H. pylori ekstraktami z S. cadmica,
ktére same nie pobudzaty produkcji tych cytokin oraz nie wptywaty na aktywacje czynnika
transkrypcyjnego NF-kB. Neutralizacja wytwarzania mediatoréw prozapalnych przez makrofagi
eksponowane na LPS, po re-stymulacji ekstraktami S. cadmica, mogta by¢ zatem zwigzana
z zahamowaniem indukowanej LPS aktywacji Sciezki sygnatowej NF-kB. Prawdopodobnie polifenole
zawarte w ekstraktach z S. cadmica s zaangazowane w modulacje tej prozapalnej Sciezki sygnatowe;j.
Brak nasilenia metylacji DNA, ktdra jest sugerowanym markerem aktywnosci makrofagéw typu
pamieciowego, bez zmiany sekwencji DNA (Ji i wsp. 2019), w zastosowanym przeze mnie modelu
badawczym z wykorzystaniem ekstraktow S. cadmica sugeruje, ze ekstrakty z S. cadmica moduluja
aktywnos¢ makrofagdw indukowang LPS H. pylori lub LPS E. coli, poprzez wptyw na szlak sygnatowy
NF-kB, a nie przez modyfikacje epigenetyczne.

W badaniach zmierzajgcych do wyjasnienia immunomodulujgcego dziatania szczepionkowych
pratkdéw M. bovis BCG, wobec makrofagéw eksponowanych na pateczki H. pylori, ktére ostabiaty
aktywnos¢ fagocytarng makrofagéw, wykazano nasilong ekspresje czgsteczek CD11b, CD11d i CD18
oraz receptora btonowego CD14 i rozpuszczalnej jego formy sCD14. Zwiekszona aktywnosc fagocytarna
komérek w srodowisku pratkdéw szczepionkowych M. bovis BCG byta réwniez zwigzana z nasileniem
wytwarzania przez fagocyty rozpuszczalnego biatka chemotaktycznego makrofagéw (sMCP-1).
W komoérkach traktowanych M. bovis BCG catkowity poziom metylacji DNA byt istotnie wyzszy niz
w komérkach kontrolnych, hodowanych w samym podtozu hodowlanym i ulegat réwniez istotnemu
nasileniu w hodowlach zawierajgcych komorki eksponowane na pateczki H. pylori i re-stymulowane

M. bovis BCG. Wyniki te pozwalajg sugerowaé, ze nasilenie aktywnosci fagocytéw po ich re-ekspozycji
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na pratki szczepionkowe M. bovis BCG moze by¢ wynikiem zmian epigenetycznych w komérkach
w powigzaniu ze zjawiskiem wrodzonej pamieci immunologicznej. Jakkolwiek dalsze badania sa
potrzebne do wykazania czy obserwowane korzystne zmiany w aktywnosci makrofagéw maja
charakter trwaty czy tylko przejsciowy (Rusek i wsp. 2018). Otrzymane przeze mnie interesujgce wyniki
badan dotyczace witasciwosci immunomodulacyjnych zaréwno ekstraktow z S. cadmica jak i pratkéw
szczepionkowych M. bovis BCG sg przestankg do dalszych badan z wykorzystaniem obu formulacji na
modelu in vivo eksperymentalnego zakazenia H. pylori u kawii domowej. W tych badaniach planowane
jest potaczenie prezentowanych obecnie badan komdrkowych z analizg surowiczych profili,
z wykorzystaniem przedstawionej w | czesci naukowego osiggniecia metodg spektrometrii
w podczerwieni (FTIR), ktéra umozliwi $ledzenie ogdlnoustrojowych wyznacznikdw u zwierzat

otrzymujgcych badane formulacje, w kontekscie kontroli zakazenia H. pylori.

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan wskazuja, ie ekstrakty z S. caadmica oraz pratki
szczepionkowe M. bovis BCG nasilajg aktywno$¢ fagocytarng makrofagéw, co jest zwigzane ze
zwiekszong ekspresjg wybranych funkcjonalnych czasteczek powierzchniowych tych komérek
i wydzielaniem biatka chemotaktycznego makrofagéw. Ekstrakty z S. cadmica posiadajg takie
wtasciwosci przeciwutleniajgce. Dzieki nim in vivo podczas zakazenia H. pylori mogg chroni¢ tkanke
zotadka przed szkodliwym dziataniem ROS. Uzyskane wyniki sugeruja, ze ekstrakty z S. cadmica
modulujg aktywnos¢ makrofagow traktowanych LPS H. pylori lub standardowym LPS E. coli poprzez
wptyw na szlak sygnalowy NF-kB. Natomiast traktowanie makrofagéw THP-1 pratkami
szczepionkowymi M. bovis BCG skutkuje zwiekszeniem catkowitej metylacji komérkowego DNA, co
moze sugerowac powstawanie zmian epigenetycznych. Takie zmiany mogq wskazywac, iz komorki
przeszly proces ,treningu odpornosciowego”, zwiekszajac efektywnos¢ ich odpowiedzi na czynniki
zakazne (Ji i wsp. 2019). W przysztosci, jesli wyniki badan in vitro z wykorzystaniem ekstraktow
S. cadmica lub pratkéw M. bovis BCG zostang potwierdzone na modelu eksperymentalnego
zakazenia H. pylori u kawii domowych, beda mogty by¢ podstawg opracowania nowych formulacji
wspomagajacych leczenie zakazen H. pylori poprzez dziatanie bakteriobdjcze wobec tych baterii,

dziatanie przeciwoksydacyjne, proregenrecyjne oraz immunomodulujace.

Za najwazniejsze wnioski wynikajgce z tej czesci badan uwazam:

1. Wykazanie aktywnosci bakteriobdjczej ekstraktéow z S. cadmica wobec referencyjnych
szczepow H. pylori oraz klinicznych izolatéw H. pylori opornych na antybiotyki stosowane
w leczeniu zakazen wywotywanych przez te bakterie — metronidazol, klarytromocyne lub

lewofloksacyne.
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2. Wykazanie dziatania antyoksydacyjnego ekstraktow z S. cadmica poprzez zmniejszenie
wytwarzania ROS i iNOS przez makrofagi stymulowane LPS H. pylori, co pozwala sugerowac
mozliwos¢ kontroli przez takie ekstrakty reakcji zapalnej zaleznej od stresu oksydacyjnego.

3. Wykazanie roli ekstraktéw z S. cadmica w polaryzacji makrofagéw przeciwzapalnych M2
i promowanie zmiany polaryzacji makrofagéw pro-zapalnych M1 indukowanej przez LPS
H. pylori, w kierunku makrofagéw M2.

4. Woykazanie, ze pratki szczepionkowe M. bovis BCG oraz ekstrakty S. cadmica przywracajg
aktywno$¢ fagocytarna tych komérek zahamowang w srodowisku LPS H. pylori lub zywych
pateczek H. pylori, co jest zwigzane z depozycja na makrofagach czgstek CD11b i CD11d.

5. Wykazanie, ze makrofagi stymulowane M. bovis BCG odpowiadaja zwiekszong produkcja
CD14, sCD14 i sSMCP-1, co moze mie¢ wptyw na pobudzenie makrofagow.

6. Wykazanie, ze wytwarzanie cytokin przez makrofagi traktowane LPS H. pylori ulega
ostabieniu w srodowisku ekstraktow S. cadmica, co jest zwigzane z modulowaniem przez te
ekstrakty pro-zapalnej $ciezki sygnatowej NF-kappa B.

7. Wykazanie, e nasilenie aktywnosci fagocytarnej makrofagéw wobec H. pylori
eksponowanych na pratki szczepionkowe M. bovis BCG jest powigzane z nasilong metylacja

DNA tych komaérek.
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5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Prace naukowe nie wchodzgce w skfad osiggniecia naukowego oraz doniesienia konferencyjne sg

cytowane zgodnie z wykazem opublikowanych prac naukowych (Zatacznik 3 pkt. B-D).

5.1 Dziatalnos¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych

Pierwsze zainteresowania badawcze miatam szanse rozwing¢ w latach 2012/2013 w czasie Il roku
studiow licencjackich na Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym Uniwersytetu Jana Kochanowskiego
w Kielcach. Podczas studiéw licencjackich bytam wspdfzatozycielkg, a takze przewodniczaca
Studenckiego Kofa Naukowego Mikrobiologédw. Miatam réwniez mozliwos¢ udziatu w ramach
wolontariatu w dwdch projektach badawczych realizowanych w Zaktadzie Mikrobiologii wchodzgcym
w sktad Instytutu Biologii. W latach 2012-2013 bytam wykonawczynia w grancie Sonata 2
finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki - NCN pt.: ,,Wykorzystanie syntetycznych mimetykéw
rejonu ruchomego ureaz bakteryjnych do oceny zréznicowania przeciwciat anty-ureazowych u oséb
z reumatoidalnym zapaleniem stawdw” oraz w projekcie ,,Wystepowanie szczepdéw lekoopornych
bakterii mikroflory réznych rodzajéw gleby" (projekt zwigzany z badaniami w ramach projektu
statutowego dla mtodej kadry, Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach). Badania naukowe
w ramach projektu Sonata 2 staly sie podstawg pracy licencjackiej, wykonywanej w Zaktadzie
Mikrobiologii pod kierunkiem Dr Iwony Koniecznej, zatytutowanej ,,Ocena wystepowania przeciwciat
anty-ludzkiemu receptorowi typu 11 (CCRL1) w surowicach ludzkich”, ktérg obronitam w 2013 roku
uzyskujgc tytut licencjata biotechnologii. Wyniki bedgce podstawg pracy licencjackiej zostaty
zamieszczone w recenzowanym rozdziale monografii naukowej. Wyniki badan, w ktérych
uczestniczytam zostaty réwniez zawarte w 4 doniesieniach konferencyjnych. Ponadto w 2013 roku
wyjechatam na trzy-miesieczny staz do Karolinska Institute (Stokholm, Szwecja), gdzie realizowatam
projekt badaczy pt.: ,,Influence of vitamin D on the growth, biofilm formation and mRNA expression by
uropathogenic Escherichia coli”.

W tym samym roku rozpoczetam studia magisterskie na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu tddzkiego, na kierunku Mikrobiologia, specjalnosé: mikrobiologia medyczna
i diagnostyka laboratoryjna. W 2014 roku zostatam laureatkg Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyizszego za wybitne osiggniecia naukowe. Otrzymatam takze wyrdznienie za dziatalnos¢ studencka
na rzecz Ut. W roku akademickim 2013/2014 oraz 2014/2015 otrzymatam Stypendium Rektora Ut dla
najlepszych studentéw, natomiast w 2015 roku Stypendium Marszatka Wojewddztwa tddzkiego.
W 2014 roku otrzymatam réwniez wyrdznienie za najlepsze wystgpienie ustne podczas konferencji
Interdyscyplinarno$¢ — przysztoscig nauki. Kontynuowatam dziatalnosé naukowg zaréwno w ramach
Studenckiego Kota Naukowego Mikrobiologiczno-Immunologicznego na Wydziale Biologii i Ochrony

Srodowiska Ut oraz jako wolontariuszka w Pracowni Gastroimmunologii, w Katedrze Immunologii
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i Biologii Infekcyjnej Ut. W tym samym roku obronitam prace magisterka pt.: ,Standaryzacja metody
hodowli pateczek Helicobacter pylorii ocenykolonizacji nabtonka zotagdka na modelu swinek morskich”,
ktéra wykonatam w Pracowni Gastroimmunologii, w Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej, pod
kierunkiem Prof. dr hab. Magdaleny Mikotajczyk-Chmieli. W ramach realizacji pracy magisterskiej
opracowany zostat model eksperymentalnego zakazenia H. pylori u swinek morskich wraz
z wyznacznikami mikrobiologicznymi, serologicznymi, histologicznymi oraz molekularnymi do jego
potwierdzenia.

Wyniki pracy magisterskiej zostaty zawarte w 2 artykutach (publikacja Bb5-6), oraz w 2
doniesieniach konferencyjnych, a pozostata dziatalnos¢ naukowa zostata zaprezentowana w formie 10
doniesien konferencyjnych.

Po zakonczeniu studiow magisterskich podjetam studia doktoranckie (2015-2020), w ramach
Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Mikrobiologii, Biotechnologii i Biologii Eksperymentalnej Ut,
w Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej Ut, pod kierunkiem prof. dr hab. Magdaleny Mikotajczyk-
Chmieli. W 2018 roku ukonczytam studia podyplomowe na Wydziale Chemii Uniwersytetu tédzkiego,
na kierunku Chromatografia i techniki pokrewne we wspétczesnej analizie.

Na realizacje badan bedacych podstawg mojej rozprawy doktorskiej trzykrotnie uzyskatam
dofinansowanie Dziekana Wydziatu BiOS Ut na Zadania Badawcze dla Mtodych Naukowcéw oraz
Uczestnikéw Studiéw Doktoranckich. Badania finansowane byty takze ze srodkéw na dziatalnos¢
statutowg Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej Ut.

Rezultaty wczesniejszych badan (publikacja Bb5-6) — opracowanie modelu doswiadczalnego
zakazenie H. pylori u kawii domowej oraz wyznacznikéw mikrobiologicznych, histologicznych,
serologicznych oraz molekularnych staty sie podstawg do kontynuowania badan majgcych na celu
poznanie mechanizmoéw determinujgcych rozwoj przewlektej reakcji zapalnej, zaréwno miejscowej, jak
i uogdlnionej, z uwzglednieniem czynnikdw wirulencji patogenu jak i cech gospodarza. Wiedza na
temat naturalnej historii zakazenia Gram-ujemnymi pateczkami H. pylori jest kluczowa dla
przewidywania izapobiegania skutkom takich zakazen. Dlatego tez podczas realizacji pracy
doktorskiej, celem pogtebienia wiedzy na temat patogenezy zakazen wywotywanych przez pateczki
H. pylori zasiedlajgce nabtonek zotgdka lub dwunastnicy u ok. 50% populacji ludzkiej, podjetam badana
na modelu in vivo — kawii domowej, dzieki ktéremu mozna $ledzi¢ procesy odpornosciowe na
poszczegdlnych etapach zakazenia. Realizowatam réwniez badania in vitro na modelu pierwotnych
komdrek nabtonka Zzotadka oraz fibroblastéw kawii domowej, ktdre umozliwity ocene zmian
inicjowanych w odpowiedzi na komponenty H. pylori, na poziomie komoérkowym. Celem badan
prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej byta ocena efektow oddziatywania pateczek H. pylori

oraz dobrze scharakteryzowanych rozpuszczalnych komponentéw tych bakterii na komérki bariery
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nabtonkowe]j zotadka, w konteksécie uszkodzenia tej bariery, rozwoju reakcji zapalnej, inicjowania
proceséw naprawczych i odpornosciowych. Cel pracy realizowano, w dwdch blokach tematycznych:
pierwszy dotyczyt efektdw oddziatywania H. pylori na bariere nabtonkowg Zzofadka w zakresie:
kolonizacji i utrwalenia zakazenia, destabilizacji bariery nabtonkowej zotgdka oraz zaburzenia
procesow naprawczych (publikacja Bal-3), drugi blok tematyczny dotyczyt oceny ogélnoustrojowych
skutkow zakazenia H. pylori wskutek indukcji wytwarzania przeciwciat potencjalnie autorektywnych,
w nastepstwie mimikry antygenowej (publikacja Ba4-5).

We wczesniejszych badaniach u ludzi wykazano, ze pateczki H. pylori kolonizujg btone $luzowa
zotadka wigzac sie z mucyng 5 poprzez zawarte w niej antygeny Lewis X i Lewis Y. Wiadomo takze, ze
determinanty LeX i LeY wystepujg réwniez u wiekszosci izolatéw H. pylori, w ich LPS. W zwigzku z tym
przedmiotem badan byta ocena zaleznosci pomiedzy kolonizacjg H. pylori a nasileniem wytwarzania
mucyny 5 z ekspozycjg determinantéw Lewis X, Y. Ponadto oceniono czy determinanty Le X,Y pateczek
H. pylori réwniez odgrywajg role w procesie adhezji.

W przeprowadzonych badaniach na modelu eksperymentalnego zakazenia H. pylori u kawii
domowych oraz modelach komdrek nabtonkowych zotgdka i fibroblastow tych zwierzat wykazatam, ze
mucyna 5 pokrywajgca komorki nabtonkowe zotgdka i wchodzgce w jej sktad determinanty LeX i LeY
warunkujg kolonizacje H. pylori. Nasilenie wytwarzania mucyny i depozycja determinantéow LeX i LeY
w sluzie, w odpowiedzi na zakazenie, promujg kolonizacje H. pylori, co moze sprzyjaé rozwojowi infekcji
przewlektej. Ponadto wykazatam, ze determinanty LeX i LeY H. pylori wystepujagce w LPS tych
drobnoustrojéw posredniczg w ich wigzaniu do nabtonka zotagdka (publikacja Bal). Zakazenie H. pylori
u kawii domowych inicjuje rozwéj reakcji zapalnej wczesnej, zwigzanej z intensywnym naptywem do
nabtonka zotgdka granulocytéw, a takze limfocytdw TCD4+ oraz pdznej zwigzanej z gromadzeniem sie
limfocytow TCD8+. Nadmierna infiltracja komdrek immunokompetentnych m.in. granulocytéw
podczas zakazenia H. pylori, oraz uwalniane do srodowiska komponenty H. pylori nasilajg w nabtonku
zofadka stres oksydacyjny, ktérego konsekwencja jest wzrost liczby komorek ulegajagcych apoptozie.
Wykazatam, ze nasilenie apoptozy podczas zakazenia H. pylori byto zwigzane z obecnoscig
w Srodowisku metaloproteinazy — (MMP-9), ktdrej stezenie wzrasta lokalnie i w krgzeniu. Wzrost liczby
komérek ulegajgcych apoptozie pozostawat w zwigzku z dezintegracjg bariery nabtonkowej zotgdka.
Wywazatam, ze w pdznej fazie zakazenia nasila sie proces proliferacji komorek nabtonkowych zotgdka,
co moze wskazywaé na uruchomienie proceséw naprawczych. Jednoczesnie wykazatam, ze choc
w reakcji na te niekorzystne zjawiska uruchamiane sg procesy naprawcze, to mogg by¢ one
modulowane negatywnie przez rozpuszczalne komponenty tych bakterii m.in. LPS (publikacja Ba2-3).
Interesujgce zatem byto zbadanie jakie sygnaty gospodarza indukujg procesy naprawcze w modelach

doswiadczalnego zakazenia H. pylori. Wzieto pod uwage IL-33, ktéra jest wydzielana przez komorki

44



Dr Weronika Gonciarz Zatacznik 2. Autoreferat

gospodarza w odpowiedzi na uszkodzenie lub stres. Mobilizuje ona komorki odpornosciowe i petni
takze funkcje czynnika transkrypcyjnego. Na modelu in vivo wykazatam wzrost ilosci IL-33
w odpowiedzi na zakazenie H. pylori zarébwno w tkance, jak i na obwodzie. Ponadto wykazatam
znaczenie endogennej IL-33 w indukowaniu proceséw naprawczych w komdrkach bariery
nabtonkowej, poprzez stymulacje ich migracji oraz proliferacji, w powigzaniu zhamowaniem apoptozy,
a takze zrdéinicowang efektywnosé procesdw naprawczych w zaleznosci od natury komponentéw
H. pylori oddziatujgcych na nabtonek zotadka, w tym LPS tych bakterii (publikacja B3).

Wiele badan wskazuje na zwigzek zakazen H. pylori z chorobami ogdlnoustrojowymi. Jako
przyczyne tej zaleznosci podaje sie rozwdj przewlektej reakcji zapalnej wskutek zakazenia H. pylori,
ktéra moze objawiac sie nie tylko lokalnie w nabtonku Zotgdka ale takze w innych narzadach i na
obwodezie. Jedng z potencjalnych przyczyn nasilania reakcji zapalnej moze byé wystepowanie mimikry
antygenowej pomiedzy komponentami H. pylori i gospodarza. Przypuszcza sie, ze takie komponenty
bakteryjne podczas zakazenia indukujg powstawanie przeciwciat, ktére nastepnie krzyzowo wigzg
komponenty gospodarza. Powstajgce kompleksy antygen-przeciwciato mogg aktywowac biatka
dopetniacza na drodze klasycznej doprowadzajgc do lizy komédrek i wzbudzenia reakcji zapalne;j.
W badaniach wfasnych wykazatam, ze w odpowiedzi na zakazenie H. pylori produkowane s3
przeciwciata przeciwko biatku HspB tych bakterii krzyzowo reagujace z biatkiem Hsp60 cztowieka.
Przeciwciata takie wykryto w surowicach zdrowych dawcéw z bezobjawowym zakazeniem H. pylori,
pacjentéw z zapaleniem btony sSluzowej zotagdka na tle zakazenia H. pylori, pacjentéw z chorobg
niedokrwienng serca zakazonych H. pylori oraz w surowicach kawii domowych eksperymentalnie
zakazonych H. pylori. Na tym modelu potwierdzitam zalezno$¢ pomiedzy zakazeniem H. pylori
z towarzyszacg aktywng reakcjg zapalng a powstawaniem takich przeciwciat. Przeciwciata anty-HspB
in vivo moga sprzyja¢ uszkodzeniu nabtonka zotadka, a takze innych tkanek z ekspozycjg biatka Hsp60
nasilajagc reakcje zapalng miejscowg lub ogdlnoustrojowg, w nastepstwie tworzenia komplekséw
immunologicznych i aktywacji biatek dopetniacza na drodze klasycznej (publikacja Ba4-5).

Badania naukowe realizowane przeze mnie podczas studidw doktoranckich staty sie podstawg
ponad 100 doniesien konferencyjnych prezentowanych na konferencjach miedzynarodowych
i krajowych, z ktérych 20 zostato nagrodzonych. Uczestniczytam takze w 25 szkoleniach i kursach
specjalistycznych. Odbytam réwniez staz (06-31.08.2018r.) w Zaktadzie Chemii Organicznej, Wydziatu
Matematyczno-Przyrodniczego, Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach, ktéorego celem byta
analiza prébek biologicznych z wykorzystaniem metody spektroskopii w podczerwieni w transformacji
Fouriera (FTIR). Te umiejetnosci wykorzystatam w dalszych badaniach.

Umiejetnosci prowadzenia hodowli komdrkowych, oceny morfologii, zywotnosci i proliferacji

komodrek, a takie wyznaczania dziatania przeciwbakteryjnego zwigzkdw aktywnych biologicznie
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zaowocowaty nawigzaniem wspotpracy z dr hab. Mariuszem Urbaniakiem, prof. UJK z Zaktadu Chemii
Organicznej, Wydziatu Matematyczno-Przyrodniczego, Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach
oraz dr Magdaleng WozZniczkg z Zaktadu Chemii Fizycznej i Biokoordynacyjnej, Katedry Chemii
Bioorganicznej i Biokoordynacyjnej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi,
ktorej efektem byto opublikowanie 4 prac oryginalnych, z moim wspdtautorstwem (publikacja Bb1, 3,
C6, C12).

Badania we wspodtpracy z dr hab. Mariuszem Urbaniakiem dotyczyty oceny aktywnosci
cytotoksycznej nowych trans-¥X-Halo-6-laktonéw na modelu mysich fibroblastow L929. Wykazalismy,
ze laktony 6a (trans-5-bromo-4,4-dimetylo-6-(a-naftylo)-tetrahydro-2H-piran-2-on), 5b (trans-5-jodo-
4,4-dimetylo-6-fenylo-tetra-hydro-2H-piran-2-on) oraz 7c¢ (trans-5-chloro-6-(p-fluorofenylo)-4,4-di-
metylotetrahydro-2H-piran-2-on) spetniaty kryterium biozgodnosci w stezeniu 5 pug/ml, a takze
wykazywaty aktywnosc bakteriobdjcza wobec Escherichia coli ATCC 8739 oraz Staphylococus aureus
ATCC 65389. Uzyskane wyniki dostarczyty cennej wiedzy na temat mozliwosci wykorzystania badanych
laktondw jako nowych substancji o potencjale bakteriobdjczym (publikacja Bb2). W drugiej pracy
z wykorzystaniem innych modyfikacji ¥X-Halo-6-laktondw oraz &-Hydroksy-¥-laktondw ocenilismy ich
aktywnosé cytotoksyczng wobec ludzkich komadrek raka zotgdka (AGS). Wykazalismy, ze wszystkie
testowane laktony w stezeniu 50 pg/ml hamujg aktywnos$¢ metaboliczng komdrek AGS, natomiast
wartos¢ ICso testowanych laktonéw miescita sie w zakresie 0,0006—-0,0044 uM i byty to wartosci nizsze
niz ICso = 0,025 uM doksorubicyny, referencyjnego leku przeciwnowotworowego. Uzyskane w tej pracy
wyniki sg przestankg do dalszych badan z wykorzystaniem ¥-Halo-6-laktonéw oraz &-Hydroksy-X-
laktondw jako substancji hamujgcych rozwéj komadrek raka zotgdka (publikacja Bb4).

Badania we wspotpracy z dr Magdaleng Wozniczkg dotyczyty komplekséw w wodnym uktadzie
kobalt(ll)-kwas 2-pikolinohydroksymowy i wykluczenia toksycznego dziatania tego kompleksu na
modelu mysich fibroblastéw L929. Wykazalismy, ze w najwyzszym stezeniu 7,3 mM kompleks nie jest
cytotoksyczny i nie powoduje uszkodzern DNA, a skompleksowanie kobaltu(ll) kwasem 2-
pikolinohydroksymowym znosi silne dziatalnie cytotoksyczne samego kobaltu (1) i wzmaga aktywnos$¢
przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza (publikacja Bb1). Rezultaty tych badan dostarczyty informacji na
temat nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych przy jedoczesnym braku ich dziatania
cytotoksycznego na komorki eukariotyczne, ktére mogg by¢ wykorzystane w przysztosci jako
substancje do leczenia ran przewlekle zakazonych. Druga publikacja dotyczyta komplekséw w wodnym
uktadzie N-(2-hydroksybenzylo)alaniny ze zredukowang zasadg Schiffa i kobaltem(ll). Wykazalismy
najlepszg aktywnos¢ bodjczg badanego kompleksu wobec drozdzakéw z rodzaju Candia, a takze Gram-
ujemnych bakterii Pseudomonas aeruginosa oraz Gram-dodatnich ziarniakdw Staphylococcus aureus

i Staphylococcus epidermidis. Badany kompleks wykazat silng aktywnosé cytotoksyczng na modelu

46



Dr Weronika Gonciarz Zatacznik 2. Autoreferat

referencyjnych mysich fibroblastéow L929, ktéra najprawdopodobniej wynikata z wiekszej dostepnosci
centrum kobaltu(ll) w strukturze czworosciennej kompleksu (publikacja Bb3).

Wspdtpraca dr Magdaleng Wodniczkg z Zaktadu Chemii Fizycznej i Biokoordynacyjnej, Katedry
Chemii Bioorganicznej i Biokoordynacyjnej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
w todzi, byta kontynuowana po uzyskaniu stopnia doktora i dotyczyta oceny przeciw-
drobnoustrojowych oraz przeciw-nowotworowych wiasciwosci nowych komplekséw kobaltu(ll)
z bioaktywnymi ligandami, kwasem 2-pikolinohydroksymowym (PicHA) i zredukowang zasadg Schiffa
N-(2-hydroksybenzylo)alaning (PHAIlaSal) lub N-(2-hydroksybenzylo)fenyloalanina (AlaSal). Badania te
zaowocowaty opublikowaniem dwdch prac w czasopismach z listy JCR, w ktérych jestem wspdtautorka
(publikacje C6, C12). W badaniach wykazano, ze kompleks PHAIlaSal (>1.82 mM) posiada lepszg
aktywnos¢ bakteriobdjcza niz kompleks heteroligandéw Co(ll)-PicHA—-AlaSal (3,65 mM) wobec dwdch
szczepodw Helicobacter pylori oraz wobec drozdzakéw Candida albicans i Candida glabrata, co jest
istotne ze wzgledu na potencjalne wspdtistnienie tych mikroorganizmdéw w srodowisku zotadka i ich
role w rozwoju zapalenia btony $luzowej zotgdka. Dwusktadnikowe kompleksy heteroligandow Co(ll)—
PicHA—AlaSal nie byty cytotoksyczne wobec mysich fibroblastéw L929, a takze wobec ludzkich komérek
raka zotgdka (AGS), w przeciwienstwie do kompleksu PHAIlaSal, ktory wykazywat takie dziatanie
(publikacje C6, C12). Z tego wzgledu kompleksy zasad Schiffa nie mogg by¢ rozwazane jako formulacje
o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, w przeciwienstwie do komplekséw heteroligandow Co(ll)—
PicHA-AlaSal, ale kompleks PHAlaSal moze by¢ brany pod uwage jako komponenta zapobiegajaca
wzrostowi komérek nowotworowych (publikacje C6, C12).

W trakcie studiéw doktoranckich bytam wykonawczynia w 6-ciu projektach badawczych
o charakterze komercyjnym, realizowanych we wspétpracy z przemystem (B+R) oraz w 3 projektach
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki. Sprawowatam opieke nad 6 Studenckimi Grantami
Badawczymi UL, a takze opieke nad 9 pracami magisterskimi.

W wyniku przeprowadzonego postepowania konkursowego, w dniu 1.10.2019r., zostatam
zatrudniona w Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej na stanowisku pracownika naukowo-
technicznego.

Rozprawa doktorska zatytutowana ,Patogeneza zakazen Helicobacter pylori na modelu kawii
domowych oraz modelach komdrkowych in vitro” stanowita zestaw 5-ciu spdjnych tematycznie
publikacji opublikowanych w czasopismach z listy JCR (publikacja Bal-5). Rozprawa doktorska byta
podstawg nadania mi w dniu 22 pazdziernika 2020 roku stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych przez Komisje ds. Stopni Naukowych w Dziedzinie
Nauk Scistych i Przyrodniczych, w Dyscyplinie Nauki Biologiczne, dziatajaca na Wydziale Biologii

i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego,. Komisja na Wniosek Recenzentéw pracy przyjeta takze
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uchwate o wyrdznieniu mojej rozprawy doktorskiej. W roku 2021, cykl publikacji bedacy podstawg
mojej pracy doktorskiej zostat wyrdzniony Indywidualng Nagroda Il stopnia Rektora Ut, a takze

Nagrodg Marszatka Wojewddztwa tédzkiego Za Prace Doktorska Zwigzang z Wojewddztwem tédzkim.

5.2 Kontynuacja pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora, w wyniku przeprowadzonego postepowania konkursowego, w dniu
1.02.2021r., zostatam zatrudniona w Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej na stanowisku
adiunkta badawczo-dydaktycznego. Zostatam takie powofana do petnienia funkcji promotora
pomocniczego w przewodzie doktorskim mgr Agaty Tomaszewskiej pt.: ,Mimikra antygenowa
w zakazeniu Helicobacter pylori — rola autoprzeciwciat indukowanych w odpowiedzi na peptydy
wykazujgce podobienstwo antygenowe z czynnikami bakteryjnymi Helicobacter pylori”, (Szkota
Doktorska BioMedChem, promotor: dr hab. A. Krupa). W roku 2022 rozstatam laureatkg Stypendium
Ministra Edukacji i Nauki dla Wybitnych Mtodych Naukowcéw.

Bezposrednio po zakorczeniu etapu zwigzanego z realizacjg rozprawy doktorskiej kontynuowatam
rozwadj swoich zainteresowan naukowych dotyczgcych patogenezy zakazen H. pylori na modelu kawii
domowej oraz modelach komdrkowych in vitro, w kontekscie destabilizacji bariery komorek
nabtonkowych zotgdka indukowanej przez LPS tych bakterii i roli alarmowej IL-33, a takze roli
przewlektego zakazenia H. pylori w patogenezie choroby niedokrwiennej serca (ChNS).

Zakazeniu H. pylori towarzyszy zaburzenie integralnosci bariery nabtonkowej zotgdka, co moze by¢
spowodowane jej uszkodzeniem wskutek bezposredniego oddziatywania pateczek H. pylori i ich
komponentdw na te bariere, zmniejszeniem wytwarzania przez komorki biatek adhezyjnych i biatek
Scistych potgczen, w powigzaniu z nasileniem reakcji zapalnej gospodarza. W badaniach witasnych
wykazatam, ze istotng role w tych procesach odgrywa stres oksydacyjny i eliminacja komadrek na drodze
apoptozy (publikacja Ba2). W sytuacji zaburzenia homeostazy, komaorki tworzgce te bariere mobilizujg
sie do przywrdcenia rdGwnowagi m.in. poprzez migracje i proliferacje, co pozwala na uzupetnienie
niedoboréw komérkowych. W badaniach bedacych podstawa rozprawy doktorskiej, na modelu in vitro
pierwotnych komdrek nabtonkowych Zzotadka kawii domowej lub fibroblastéw w tzw. ,tescie gojenia
rany” wykazatam zdolnos¢ komaérek traktowanych komponentami H. pylori: kompleksem antygendéw
powierzchniowych zawartych w ekstrakcie glicynowym tych bakterii - EG, biatkiem CagA lub
podjednostkg UreA ureazy, do zasklepiania uszkodzenia powstatego w monowarstwie komodrek
(publikacja Ba2). Natomiast w srodowisku LPS H. pylori, podobnie jak i wzorcowego LPS E. coli, komérki
nie migrowaty i nie proliferowaty, co wskazuje na zaburzenie procesu regeneracji komorek (publikacja
Ba2). W dalszych badaniach poszukiwano odpowiedzi na pytanie jakie mechanizmy sg uruchamiane
w komérkach nabtonkowych zotgdka gospodarza celem przywrdcenia ciggtosci tworzonej przez nie

bariery. Wzieto pod uwage wytwarzanie IL-33, zaliczanej do cytokin alarmowych, ktérej stezenie
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wzrasta w btonie s$luzowej Zotgdka podczas ostrej fazy zakazenia H. pylori (publikacja Ba3).
W badaniach bedgcych podstawg rozprawy doktorskiej, wykazatam na modelu in vivo — kawii
domowych eksperymentalnie zakazonych H. pylori, ze poziom IL-33 wzrasta miejscowo podczas
zakazenia tymi bakteriami — w tkance zotgdka, a takze obwodowo — w surowicy (publikacja Ba3). Na
modelu in vitro — pierwotnych komérek nabtonka zotgdka i fibroblastéow kawii domowej
eksponowanych na EG H. pylori wykazalismy, ze w odpowiedzi na zaburzenie integralnosci bariery
nabtonkowej podczas zakazenia H. pylori, inicjowane sg procesy naprawcze, w ktérych posredniczy IL-
33 nasilajgca migracje i proliferacje komdrek i zwrotnie ograniczajgca proces apoptozy komorek
(publikacja Ba3). Majac na uwadze znaczenie IL-33 w regeneracji komorek, w sSrodowisku kompleksu
antygenowego EG H. pylori dalsze badania zmierzaty do wyjasnienia mechanizmu hamowania tych
proceséw w Srodowisku LPS H. pylori. Uzytam linii pierwotnej komdrek nabtonka i fibroblastéw kawii
domowej, nietransfekowanych lub transfekowanych siRNA IL-33, traktowanych LPS H. pylori
w Srodowisku z lub bez egzogennej IL-33. Wykazatam, ze komdrki kontrolne nietraktowane LPS
H. pylori migrowaty w obecnosci IL-33, a dziatanie pro regeneracyjne IL-33 byto zwigzane ze stymulacjg
komodrek do produkcji kolagenu typu I. ,Gojenie rany” przez komdrki eksponowane na LPS H. pylori
byto hamowane nawet w obecnos¢ proregeneracyjnejIL-33, co mogto by¢ spowodowane zwiekszonym
stresem oksydacyjnym indukowanym przez LPS, a takze nasileniem apoptozy w powigzaniu ze
wzrostem stezenia kaspazy CC3, ktéra ma zdolnos¢ enzymatycznego ciecia IL-33 i tym samym moze
inaktywowac te cytokine o dziataniu pro-regeneracyjnym. Uzyskane wyniki pozwalajg réwniez
sugerowac, ze hamowanie migracji komérek w srodowisku LPS H. pylori mogto by¢ wynikiem aktywacji
kinazy Erk, wydzielaniem rozpuszczalnego receptora IL-33 jakim jest sST2 oraz modulowaniem
wytwarzania kolagenu |. W odpowiedzi na uszkodzenie komodrek, w Srodowisku LPS H. pylori,
pierwotne komoérki nabtonka Zofadka i fibroblasty kawii domowej odopowiadaty wytwarzaniem
kolagenu |, co moze by¢ korzystne w poczatkowym etapie regeneracji. Jednakze $rodowisko LPS
H. pylori moze spowalnia¢ proces naprawy komdrek barierowych zotgdka, potencjalnie z powodu
ingerencji LPS w aktywnos¢ proregeneracyjng IL-33, co moze przyczyniac sie do podtrzymywania stanu
zapalnego (publikacja C14).

Mimikra antygenowa jest strategia wykorzystywang przez wiele drobnoustrojéw do unikania
eliminacji przez efektorowe mechanizmy odpornosciowe gospodarza. Hipoteza indukcji przeciwciat
auto-reaktywnych przez pateczki H. pylori zostata po raz pierwszy zasugerowana na podstawie badan,
w ktérych wykazano wystepowanie w surowicach niektérych pacjentéw zakazonych H. pylori
przeciwciat reagujacych z komérkami nabtonkowymi zotagdka w czesci odZzwiernikowe]. Podejrzewa sie
udziat zakazenia H. pylori w rozwoju zanikowego zapalenia btony Sluzowej zotadka, trombocytopenii,

autoimmunologicznego zapalenia trzustki, choroby niedokrwiennej serca - ChNS, zaburzen wzrostu
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u dzieci, a takze w rozwoju anemii z niedoboru zelaza. Ukazato sie wiele prac opartych na badaniach
serologicznych, wskazujgcych na zwigzek zakazen H. pylori z rozwojem ChNS. Zakazenia szczepami
H. pylori CagA+ wykrywano znacznie czesciej u pacjentdw z ChNS, niz u oséb bez objawdw tej choroby,
co moze sugerowac role takich zakazen w rozwoju miazdzycy. W badaniach Zespotu wykazano, ze
przewlekta ekspozycja na zakazenie H. pylori u pacjentdw z ChNS sprzyja wytwarzaniu przeciwciat
przeciwko biatku HspB tych bakterii, ktére krzyzowo reagujg z ludzkim biatkiem Hsp60, a takie
przeciwciata, podobnie jak przeciwciata anty-ureazowe mogg nasila¢ proces zapalny w naczyniach
wigzgc sie z biatkiem Hsp60 (TTTATVLARS), ktérego ekspozycja w srédbtonku naczyniowym nasila sie
podczas procesu zapalnego. Potwierdzenie udziatu biatka HspB H. pylori w indukowaniu u ludzi
przeciwciat anty-HspB, potencjalnie auto-reaktywnych, oraz ich roli w rozwoju ChNS, wymagato
dalszych badan (publikacja Ba4). Oceniono wystepowanie w surowicach osdb zdrowych, pacjentéw
z objawami dyspepsji oraz pacjentow z ChNS, zakazonych lub niezakazonych H. pylori, przeciwciat
przeciwko sekwencji wspdlnej biatka HspB tych bakterii i ludzkiego biatka Hsp60. Uzyskane wyniki
wskazujg na znaczenie pateczek H. pylori w indukcji takich przeciwciat, zwtaszcza u pacjentéw z ChNS.
Na modelu kawii domowych potwierdzono znaczenie eksperymentalnego zakazenia H. pylori
w indukgcji takich przeciwciat (publikacja Ba4).

W dalszych badaniach sprawdzitam czy komponenty H. pylori mogg powodowaé wytwarzanie
u pacjentdw z ChNS zakazonych tymi bakteriami przeciwciat krzyzowo-reagujgcych z epitopami
sekwencji aminokwasowej TVLLPLVIFF receptora czynnika martwicy guzow - TNFR. Cytokina ta
odgrywa kluczowa role w rozwoju reakcji zapalnej. Przetestowatam surowice od pacjentéw z ChNS
zakazonych H. pylori, surowice kontrolne - niezakazonych zdrowych dawcéw, a takie surowice
pochodzace od kawii domowych eksperymentalnie zakazonych H. pylori lub zwierzat niezakazonych.
Badania wykazaty, ze u pacjentéw z ChNS, a takze u kawii domowych zakazonych H. pylori wytwarzane
sg przeciwciata, ktore reaguja krzyzowo ze wspdlng sekwencjg TNFR wystepujaca u pateczek H. pylori
i gospodarza, a wyadsorbowanie tych surowic inaktywowanymi termicznie pateczkami H. pylori
istotnie obnizyto poziom surowiczych przeciwciat anty-TNFR. Aktywnos$¢ biologiczna takich przeciwciat
wytwarzanych podczas zakazenia H. pylori u kawii domowych, tworzgcych kompleksy immunologiczne
z TNFR, zostata potwierdzona w tescie wigzania dopetniacza (publikacja C10).

W leczeniu ChNS stosuje sie kwas acetylosalicylowy (ASA), jako antykoagulant. Jednakze taka
terapia dtugotrwale stosowana u pacjentow z ChNS moze powodowac dziatania niepozgdane
objawiajace sie uszkodzeniem bariery nabtonkowe] zotgdka w wyniku cytotoksycznosci ASA, co moze
utatwi¢ kolonizacje H. pylori i przenikanie komponentow H. pylori do krwioobiegu, gdzie mogg one
aktywowac leukocyty i komorki Srddbtonka naczyniowego. W badaniach na komaérkach nabtonkowych

zotadka - AGS oraz komoérkach srédbtonka naczyniowego — HUVEC wykazaliSmy ze, ASA oraz 7-
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ketocholesterol (7-kCh), klasyczny czynnik ryzyka aterogenezy, doprowadzajg do rozszczelnienia obu
typu komérek ale efekt ten jest istotnie nasilony w srodowisku komponentéw H. pylori: kompleksu
antygenowego EG, podjednostki UreA ureazy, biatka CagA lub LPS, co pozostawato w zwigzku
z aktywacjg Sciezki sygnatowej STAT3, nasileniem wytwarzania reaktywnych rodnikéw tlenowych —
ROS oraz apoptozy. Komodrki AGS tracity zdolno$¢ do zablizniania uszkodzenia w tescie gojenia rany
(publikacja C9). Wyniki tych badan in vitro wskazujg, ze rozpuszczalne komponenty H. pylori wraz z
ASA i 7-kCh powodujg dezintegracje bariery nabtonkowej zotadka co in vivo podczas zakazenia H. pylori
moze sprzyjaé ich translokacji do krwioobiegu, gdzie te czynniki bakteryjne same lub pod wptywem 7-
kCh i ASA mogg powodowaé¢ mikrouszkodzenia $rédbtonka naczyniowego w wyniku podwyzszenia
stezania ROS i wzmagania procesu apoptozy. Moze to ufatwié¢ utrzymanie odpowiedzi zapalnej
i odktadanie sie 7-kCh w srédbtonku naczyn. Taka kaskada zdarzen moze potencjalnie wigzac zakazenie
H. pylori u pacjentéw z ChNS z nadmierng odpowiedzig zapalng i procesami miazdzycowymi.

Opracowany weczesniej model doswiadczalnego zakazenia u kawii domowe] zostat uzyty
w badaniach in vivo do potwierdzenia zwigzku miedzy przetrwatg infekcjg pateczkami H. pylori (60 dni)
u zwierzat karmionych dietg wysokottuszczowg a rozwojem standw zapalnych, ktédre mogg by¢
proaterogenne (publikacja C16). W badaniu histopatologicznym wycinkdow aorty wykazali$my naciek
komérek zapalnych do srédbtonka naczyniowego u zwierzat zakazonych H. pylori otrzymujacych diete
wysokottuszczowg w powigzaniu z ogdlnoustrojowym podwyzszeniem poziomu markeréw stanu
zapalnego: biatka C-reaktywnego - CRP oraz MMP-9. U takich zwierzat wykazano zwiekszong
szcztywnos$¢é tetnic (publikacja C16), wzrost oksydowanych lipiddw w s$réddbtonku naczyniowym
skorelowany ze wzrostem stezenia LDL w surowicy, a takze objawy niealkoholowego sttuszczenia
watroby (NAFLD), bedgce wczesnym markerem procesu aterogenezy (doniesienie konferencyjne D2,
D10). Wydaje sie, ze stres oksydacyjny nasilajgcy sie podczas zakazenia H. pylori moze by¢ istotnym
bodzcem do utleniania lipiddw. W takich warunkach powstajg promiazdzycogenne czasteczki, 7-kCh
i aldehydy, w tym 4HNE. Mozna takze sugerowac, ze komponenty H. polori w potgczeniu z dietg
wysokottuszczowg nasilajg zaburzenia metabolizmu lipidéw, co koreluje ze wzrostem poziomu LDL w
surowicy oraz sttuszczeniem watroby. Oba czynniki mogg wzmagaé stan zapalny w $rédbtonku
naczyniowym poprzez depozycje oksydowanego LDL w $cianie naczyn krwionosnych.

Opisujac wyniki badan wykonanych w ramach prac stanowigcych czes¢ osiggniecia naukowego,
bedacego przedmiotem wniosku zaznaczytam, ze jednym z najpowazniejszych probleméw zwigzanych
z zakazeniami H. pylori jest narastajgca opornos¢ izolatow na antybiotyki stosowane w ich leczeniu.
Problem ten stat sie przestankg do kontynuacji lub nawigzania nowej wspdtpracy z dr hab. lzabelg
Grzegorczyk-Karolak, dr hab. Eweling Pigtczak oraz dr lzabela Weremczuk - Jezyng z Zaktadu

Biotechnologii Farmaceutycznej, Katedry Biologii i Biotechnologii Farmaceutycznej Wydziatu

51



Dr Weronika Gonciarz Zatacznik 2. Autoreferat

Farmaceutycznego, Uniwersytetu Medycznego w todzi, ktéra dotyczyta oceny dziatania
przeciwbakteryjnego dobrze scharakteryzowanych ekstraktéw roslinnych izolowanych z Salvia
bulleyana, Salvia cadmica, Rehmannia elata oraz Dracocephalum forrestii. Badania te zaowocowaty
opublikowaniem pieciu prac w czasopismach z listy JCR, w ktérych jestem wspotautorka (publikacje
C2, C11, C18, C20-21). Wykazalismy, ze ekstrakt z transformowanych peddéw D. forrestii jest bogaty w
polifenolowe, a dominujgcym metabolitem jest kwas rozmarynowy- 18,35 mg/g s.m. Ekstrakt wykazat
wysokie bezpieczenstwo wobec referencyjnych fibroblastéw L929. W tescie redukcji MTT nie
stwierdzono cytotoksycznego dziatania ponizej 50 mg/ml. W stezeniu niecytotoksycznym dla komérek
eukariotycznych ekstrakt ten wykazywat najnizsze minimalne stezenie hamujgce (MIC) wzrost
i minimalne stezenie bakteriobdjcze (MBC) (10 mg/ml) wobec bakterii Gram-dodatnich Staphylococcus
epidermidis i Bacillus cereus oraz bakterii Gram-ujemnych Escherichia coli (publikacja C21). W dalszych
badaniach ekstrakt zostanie poddany procedurze frakcjonowania celem uzyskania bardziej
skoncentrowanego produktu pod wzgledem zawartosci zwigzkdw bioaktywnych.

Ekstrakty izolowane z peddéw R. elata zawierajg bioaktywne glikozydy fenyloetanoidowe
i irydoidowe. Wykazano, ze rosliny hodowane in vitro w warunkach biatego swiatta wytwarzajg istotnie
wiecej glikozydu-harpagidu (1,08 mg/g s.m.), w poréwnaniu do roslin o$wietlanych reflektorem PAR
(0,29 mg/g s.m.). Badane ekstrakty cechowaty sie niskg cytotoksycznoscig wobec referencyjnych
fibroblastow-L929 w tescie redukcji MTT (stezenie rowne 2,5 mg/ml) i dobrg aktywnoscig
bakteriobdjczg wobec testowanych szczepdéw bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych (MIC = 1,25
mg/ml), co byto-spowodowane wysokg zawartoscig fenyloetanoidéw i irydoidéw (publikacja C20).
Dzieki tym badaniom, pozyskalismy produkt do dalszych badain nad opracowaniem
wielosktadnikowego preparatu o silnych wtasciwosciach bakteriobdjczych, przy jednoczesnym braku
dziatania cytotoksycznego na komorki eukariotyczne.

Badalismy gatunki nie farmakopealne szatwii: Salvia bulleyana oraz Salvia cadmica, pod wzgledem
wiasciwosci bakteriobdjczych otrzymywanych z nich ekstraktéw lub dziatania toksycznego na komorki
nowotworowe. Ekstrakt S. bulleyna wykazat istotng aktywnosc cytotoksyczng wobec komérek raka
gruczotowego jelita grubego (LoVo), w zakresie stezern 1-5 mg/ml, oraz jeszcze lepsze dziatanie
cytotoksyczne wobec komadrek raka zotgdka AGS, w zakresie stezen 0,5-5 mg/ml (publikacja C11).

Najsilniejsze wtasciwosci przeciwoksydacyjne wykazywaty ekstrakty z pedéw i korzeni S. cadmica
ze wzgledu na duzg zawartosé polifenolii, ogétem ok. 30 mg/g s.m, co przetozyto sie na ich aktywnos$¢
bakteriobdjczg. Ekstrakty z S. cadmica wywieraty dziatanie bakteriobdjcze wobec Enterococcus
feacalis, Bacillus cereus. Staphylococcus spp. i H. pylori (publikacja C18). Z uwagi na sile wtasciwosci
antyoksydacyjne i bakterobdjcze ekstraktow izolowanych z peddw i korzeni S. cadmica, oraz ich

wiasciwosci bakteriobdjcze wobec H. pylori wigczytam te dwa ekstrakty do badan wtasnych, ktorych
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wyniki zostaty szczegétowo opisane w punkcie 1 opisu osiggniecia naukowego i staty sie podstawg
dwodch publikacji. Badania dotyczgce w/w ekstraktéw w kontek$cie wspomagania leczenia zakazen
H. pylori beda kontynuowane, a ich planowany zakres jest opisany w punkcie — dalsze plany badawcze.

Utrzymujacy sie trend do poszukiwania nowych zwigzkéw chemicznych o aktywnosci
przeciwnowotworowej zaowocowat nawigzaniem wspodtpracy z dr hab. lwong Zarzyka, Prof. PRz.,
z Katedry Chemii Organicznej, Politechniki Rzeszowskiej. Badania realizowane w ramach wspétpracy
dotyczyly oceny aktywnosci cytotoksycznej - 3-chloro-3-fenolochilono-2,4-dionédw wobec komdrek
raka zotgdka AGS. Najsilniejszg aktywnos¢ cytotoksyczng wykazano dla 3-chloro-3-fenylocholino-2,4-
dionu— wartos¢ 1Csp wynosita 0,02 pg/ml. Dla poréwnania, ICso dla doksorubicyny, referencyjnego
chemioterapeutyku przeciwnowotworowego wobec komoérek AGS, wynosi 3,6 pg/ml, czyli 10-krotnie
mniej niz doksorubicyny i 9-krotnie mniej niz ICso metotreksatu. Zwigzek ten zostanie uzyty do dalszych
badan dotyczacych mechanizmu przeciwnowotworowego dziatania wobec komérek AGS, jednakze
z uwagi na duzg toksycznos¢ wobec komérek eukariotycznych, powinien byé zamkniety w nosniku,
w celu ograniczenia jego dziatania na zdrowe komorki (publikacja C4).

Nosniki majg za zadanie odizolowa¢ toksyczny lek od zdrowych komérek i dzieki matym rozmiarom
wprowadza¢ go bezposrednio do komdrek nowotworowych. Taka strategia moze zapewnic
dostarczenie mniejszej dawki leku bezposrednio do srodowiska komdérek nowotworowych,
zmniejszajgc tym samym dawke cytotoksyczng leku. Takie podejscie wykorzystuje w swoich badaniach
dr hab. Marek Brzezinski, prof. CBMM z Dziatu Polimeréw, Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych, Polskiej Akademi Nauk w todzi. Dzieki nawigzanej wspodtpracy miatam
mozliwos$¢ udziatu w badaniach nad wnikaniem do komérek nowotworowych nano- lub mikro-czgstek
polimerowych zawierajgcych lek przeciwnowotworowy. Wyniki uzyskanych badan zostaty zawarte
w dwoch pracach opublikowanych z moim wspoétautorstwem (publikacje €13, C15). Do badan
biologicznych uzyto nowa rodzine kopolimerdéw laktydu i eteru allilowo-glicydylowego, ktére zostaty
wykorzystane do uzyskania nanoczgstek (NP) nieobcigzonych lub obcigzonych doksorubicyng (DOX).
Testowane NP byty stabilne w réznych warunkach pH, a szybko$¢ uwalnia DOX z NP zmniejszata sie
wraz z malejacg watroscig pH. Testowane nieobcigzone NP wykazywaty petng biozgodnos¢ wobec
referencyjnych fibroblastéw L929, w tescie redukcji MTT. Sprawdzono aktywnosé cytotoksyczng
odcigzonych DOX NP wobec komérek nowotworowych raka szyjki macicy (Hela) oraz raka zotadka
(AGS), a takze potwierdzono ich wnikanie do komérek rakowych metodg obrazowania w mikroskopie
konfokalnym. Wykazano, ze NP zatadowane DOX skutecznie dziatajg cytotoksycznie wobec komérek
Hela po 24h podczas gdy wobec komdrek AGS po 48h, a efekt ten wzrastat wraz ze stezeniem DOX
w NP (publikacja C13). W drugiej pracy zastosowano ,,inteligentne” systemy dostarczania DOX oparte

na ,uwiezieniu leku” w reagujagcym na bodzce polimerowym rdzeniu, co pozwala na zmniejszenie
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toksycznosci DOX i na precyzyjne dostarczenie DOX do $rodowiska nowotworu. Zastosowano NP
ztozone z reagujacych na bodzce kopolimeréw L, L-laktydu /D, D-laktydu z L-proling, a otrzymane
kopolimery wykorzystano do przygotowania enancjomerycznych i stereoskompleksowanych NP, ktére
obcigzono DOX. Wyniki uwalniania leku wykazaty, ze (ko)polimerowe NP sg wrazliwe na pH kwasne.
Obcigzone DOX NP byty skuteczne przeciwko komodrkom AGS, Hela, niemniej jednak ich
cytotoksycznos¢ silnie zalezata od blokédw budulcowych nanonosnika. Funkcjonalnosé L-proliny
zwieksza wychwyt komérkowy enancjomerycznych NP, niemniej jednak wysoka stabilnos¢ NP
warunkowana supramolekularnym sieciowaniem makroczasteczek polilakatydéw przewaza nad tym
efektem, a stereokompleksowane NP byty lepiej wchtanianie przez komodrki rakowe. Te korzystne
cechy wskazujg, ze stereokompleksowane (ko)polimerowe NP s3 obiecujgcymi kandydatami
nanonosnikdw do kontrolowanego i wydajnego dostarczania lekéw przeciwnowotworowych
(publikacja C15).

Te badania staty sie przestanka do podjecia dalszych badan realizowanych we wspétpracy z dr hab.
Markiem Brzezinskim, prof. CBMM nad opracowaniem biozogodnego nosnika o witasciwosciach
bakteriobdjczych wobec drobnoustrojow chorobotwdérczych. W naszych badaniach wykazalismy, ze
supramolekularne hydrozele na bazie poli(alkoholu winylowego) (PVA) zawierajgce kwercetyne sg
biozgodne in vitro w modelu mysich fibroblastéw L929 i cechuje je zdolnos¢ do eliminacji bakterii
i grzybéw. Te hydrozele hamujg wzrost opornych na flukonazol drozdzakéw z rodzaju Candida.
Wykazujg takze wtasciwosci bakteriobdjcze wobec E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa oraz S. aureus.
Opradcz wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych hydrozelu, kolor hydrozeli zmienia sie w zaleznosci od
szczepu bakterii i zalezy od dyfundowania kwercetyny do podtoza (publikacja C5). Wszystkie te
korzystne cechy supramolekularnych hydrozeli (PVA) obcigzanych kwercydyng mogg decydowac o ich
zastosowaniu w  przysztosci, w  systemach pakowania  Zywnosci dzieki  dziataniu
przeciwdrobnoustrojowemu oraz sygnalizowaniu psucia mikrobiologicznego zywnosci poprzez zmiane
koloru.

Nawigzana wspdtpraca dr hab. Markiem Brzeziriskim, prof. CBMM jest dalej rozwijana w zakresie
otrzymania nowych nos$nikdw obcigzonych zwigzkami aktywnymi biologicznie do wspomagania
leczenia zakazenia H. pylori oraz hamowania wzrostu komodrek raka zotadka, ktérego czynnikiem
etiologicznym jest zakazenie tymi bakteriami. Planowany zakres badan jest doktadniej opisany
w punkcie — dalsze plany badawcze.

Wspdtpraca z dr Hari Vedha z Laboratorium Technologii Farmaceutycznych, Szkota Chemii
i Biotechnologii, SASTRA Uniwersytetu w Thanjavur w Indiach dotyczaca oceny wtasciwosci
cytotoksycznych, a takze wnikania do komodrek nanoczgstek chitozanu z tenofowirem-lekiem

przecwwirusowym zatadowanych oleozelami, otrzymanych metodg suszenia rozpylowego
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zaowocowata opublikowaniem jednej pracy z moim udziatem (publikacja C7). Wspotpraca ta, dalej
rozwija sie w zakresie otrzymania nosnikdw chitozanowych do wspomagania leczenia zakazenia
H. pylori.

W okresie po doktoracie bratam réwniez udziat w badaniach dotyczgcych usuwania ze srodowiska
lekéw przeciwnowotworowych, ktére sg trudne do eliminacji ze S$ciekdw metodami
konwencjonalnymi. Opracowywane sa alternatywne metody uzdatniania wody np. przy wykorzystaniu
grzybéw. Pomimo uzycia organizméw zywych do neutralizacji cytostatykdw konieczne jest
sprawdzenie czy produkty ich degradacji nie wykazujg aktywnosci cytotoksycznej. Wspétpraca z dr
Marceling Jureczko z Katedry Biotechnologii Srodowiska Politechniki Slaskiej miata na celu okresélenie
aktywnosci cytotoksycznej produktéw degradacji bleomycyny i winkrystyny przez grzyby biatej
zgnilizny (Fomes fomentarius, Hypholoma fasciculare, Phyllotopsis nidulans, Pleurotus ostreatus
i Trametes versicolor. Na modelu mysich fibroblastéw L929 wykazano, ze szczepy T. versicolor i
H. fasciculare, najsilniej redukowaty efekt toksyczny bleomycyny. Eliminacja winkrystyny przez
boczniaki byfa takze zwigzana ze zmniejszeniem aktywnosci cytoksycznej produktédw degradacji leku.
Wyniki te sugeruja, ze eliminacja cytostatykdw przez boczniaki jest obiecujacag alternatywa dla
oczyszczania Sciekow. Wyniki tych badan staly sie podstawag jednej publikacji, ktérej jestem
wspotautorka (publikacja C19).

Wspotpraca z Prof. dr hab. Wojciechem Zérawskim z Wydziatu Mechatroniki i Budowy Maszyn,
Politechniki Swietokrzyskiej oraz dr Anng Czernicka-Kubicka z Wyzszej Szkoty Medycznej Uniwersytetu
Rzeszowskiego dotyczy biomateriatdw przeznaczonych do regeneracji ubytkéw kosci. Badania we
wspotpracy z Politechnika Swietokrzyskg dotyczyly powtok hydroksyapatytowych, ktére byty
natryskiwane plazmowo na blaszkach tytanowych celem zmniejszenia
ryzyka zapalenia i miejscowej infekcji podczas implantacji kosci. Wyniki przeprowadzonych badan
wskazuja, ze odlegtos¢ natryskiwania plazma podczas procesu powlekania hydroksyapatytem nie
spowodowata zwiekszenia wtasciwosci cytotoksycznych i prozapalnych biomateriatu (publikacja C8).
Badania realizowane we wspétpracy z dr Anng Czernickg-Kubicka koncertrowaty sie na zastosowaniu
poli(3-hydroksymaslanu) (P3HB) modyfikownego hypromelozg (doniesienie konferencyjne D12),
a takze P3HB modyfikowanego celulozg nanokrystaliczng do przygotowania biokompatybilnych
kompozytow (doniesienie konferencyjne D13). Wykazalismy, ze wszystkie modyfikacje hypromeloza
P3HB, w przeciwienstwie do modyfikacji P3HB celulozg nanokrystaliczng, spetniajg kryterium
biozgodnosci, wobec rekomendowanych mysich fibroblastow 1929, a takie komoérek kostnych
cztowieka: osteoplastycznych komérek ptodowych hFOB 1.19 oraz komadrek kostniakomiesaka kosci
Saos-2. Uzyskane wyniki badan, staty sie przestankg do dalszych modyfikacji P3HB by otrzymacé

kompozyt o pozgdanych cechach materiatéw przeznaczonym do regeneracji kosci. Nawigzana
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wspotpraca zaowocowata ztozeniem projektu LIDER do Narodowego Centrum Badan i Rozwoju na
prace badawczo-wdrozeniowe, w ktérym, w przypadku pozytywnej decyzji o finansowaniu, bede

gtéwnym wykonawca.

5.3 Dalsze plany badawcze

Moje dalsze plany badawcze nadal beda dotyczyty patogenezy zakazenia Helicobacter pylori, ktore
zwykle przybiera forme przewlektg. Wynika to z licznych mechanizméw unikania przez H. pylori
mechanizméw obronnych gospodarza i opornosci tych bakterii na antybiotyki, ktéra osiggneta
alarmujgcy poziom. To sktania do poszukiwania nowych, alternatywnych dla antybiotykéw,
preparatéw do leczenia zakazen H. pylori. Potencjalnymi kandydatami sg zwigzki immunomodulujace,
ktdrych dziatanie polega na wzmacnianiu mechanizméw odpornosciowych gospodarza. W zakazeniu
H. pylori takie podejscie wydaje sie uzasadnione, poniewaz bakterie te ostabiajg aktywnos¢ komérek
odpornosciowych gospodarza. W badaniach bedgcym czescig osiggniecia naukowego wykazalismy, ze
pratki szczepionkowe M. bovis BCG oraz ekstrakty z S. cadmica (z czesci naziemnych lub korzeni)
nasilajg aktywnos¢ fagocytarng monocytéw i makrofagdéw. In vivo, ze wzgledu na kwasowos¢ soku
zotagdkowego, podawane doustnie pratki/ekstrakty moga traci¢ swoje wtasciwosci immunomodulujgce
lub hamujace adhezje H. pylori do komdrek nabtonka zotgdka. Dlatego planowane jest wykorzystanie
biozgodnego nosnika, jako matrycy do ochrony pratkdw/ekstraktéow przed niskim pH i ich degradacja
enzymatyczng. Zadaniem nosnika jest tez dostarczenie pratkdw/ekstraktéw do jelita i ich uwolnienie
w tym Srodowisku gdzie dochodzi do indukcji procesdw odpornosciowych. Nastepnie dziatanie tak
przygotowanych nosnikow bedzie sprawdzone we wczesniej opracowanym modelu
eksperymentalnego zakazenia H. pylori w kontekscie jego eradykacji.

Te dalsze plany badawcze bedg opieraty sie o juz nawigzane wspétprace z dr hab. Eweling Pigtczak
z Zaktadu Biotechnologii Farmaceutycznej, Katedry Biologii i Biotechnologii Farmaceutycznej Wydziat
Farmaceutyczny, Uniwersytetu Medycznego w todzi (otrzymanie ekstraktéw z Salvia cadmica), dr hab.
Markiem Brzezinskim, prof. CBMM z Dziatu Polimeréw, Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych, Painstwowej Akademia Nauk w todzi (otrzymywanie, charakterystyka nowych
nosnikow dla zwigzkéw biologicznie aktywnych) oraz z dr Hari Vedha z Laboratorium Technologii
Farmaceutycznych, Szkoty Chemii i Biotechnologii, SASTRA Uniwersytetu w Thanjavur w Indiach
(opracowanie nosnikéw z chitozanem i jego modyfikacjami). Planujgc dalsze badania nawigzano
réwniez wspoétprace z dr Arturem Lewandowskim z Katedry Inzynierii Srodowiska, Wydziatu Inzynierii
Procesowe] i Srodowiska Politechniki todzkiej (specjalista od metody suszenia rozpytowego nosnikdw
do lekéw), prof. dr hab. n. farm. Ewg Balcerczak z Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki
Molekularnej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny w todzi (specjalistkg w zakresie

iloSciowej metody PCR, ktdra zostanie wykorzystana do Sledzenia w czasie zakazenia H. pylori u kawii
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domowych otrzymujgcych nosniki obarczone substancjg biologicznie aktywng) oraz firmg
farmaceutyczng BIOMED-Lublin, Wytwérnia Surowic i Szczepionek S.A, produkujacg pratki
szczepionkowe BCG.

Otrzymalismy finasowanie z Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu SONATA 18 , w
ktédrym wystepuje jako kierownik projektu i lider konsorcjum (Konsorcjanci: Katedra Immunologii
i Biologii Infekcyjnej, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Ut; Centrum BadaA Molekularnych
i Makromolekularnych PAN w +todzi oraz Zaktad Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki
Molekularnej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny w todzi). Projekt ten dotyczy
opracowania nowych nosnikéw z enkapsulowanymi substancjami pochodzenia naturalnego do
wspomagania leczenia zakazenia H. pylori. Uzyskane wstepne wyniki badan (publikacja C1) sg
obiecujgce. Opracowaliémy nos$nik polilaktydowy o strukturze stereokomplekséw, w ktdrym
,zamkneliSmy” ekstrakty z S. camika (z czesci nadziemnych lub korzeni), tak by ekstrakt po podaniu
kawiom domowym per os docierat do jelita w stezeniu wykzazujacym aktywnos¢ biologiczng. Korzystne
wiasciwosci tych ekstraktow zostaty szeroko opisane w rozdziale dotyczgcym osiggniecia naukowego.
Potwierdziliémy biozgodnos$é opracowanych nosnikdw na modelach komérkowych in vitro oraz na
modelu kawii domowej (publikacja C1). Dalsze badania beda miaty na celu uzycie tych nosnikéw
w opracowanym modelu zakazenia H. pylori u kawii domowych, w celu oceny dziatania ekstraktu
w kontroli zakazenia.

Ztozytam takze do Narodowego Centrum Badan i Rozwoju wniosek w ramach konkursu LIDER we
wspotpracy z Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi i firma
farmaceutyczng BIOMED-Lublin. Projekt dotyczy juz opracowanego nosnia otrzymanego na bazie
chitozanu, w ktorym skutecznie zamkniete zostaty pratki szczepionkowe M. bovis BCG. PotwierdziliSmy
takze biozgodnosc tego nosnika na modelach komdrkowych in vitro i in vivo. Metoda enkapsulacji BCG
w nosniku chtozanowym jest podstawg zgtoszenia patentowego w trakcie procedowania ztozonego do
Urzedu Patentowego RP. Z uwagi na podpisanie umowy o wspdtpracy z firmg BIOMED-Lublin, wraz
z klauzulg o poufnosci, dalsze plany badawcze zwigzane z tym nosnikiem pozostajg zastrzezone.

Zakazenie H. pylori przyczynia sie do rozwoju raka zofadka u ok. 1% oséb zakazonych tymi
bakteriami, natomiast w 85% zdiagnozowanych nowotwordow tego narzadu potwierdza sie zakazenie
H. pylori. Rak zotgdka jest jednym z najczestszych nowotworéw ztosliwych i trzecig przyczyng zgondéw
zwigzanych z rakiem na $wiecie, w ciggu ostatnich dwdéch dekad. Leczenie opiera sie na radykalnym
zabiegu chirurgicznym z chemioterapig u pacjentéw z wczesnym stadium zotadka, co warunkuje 90%
przezywalnosci w ciggu 5 lat. Wiekszos¢ pacjentéw diagnozowana jest w zaawansowanym stadium
choroby i z tego powodu musi przej$¢ radioterapie i chemioterapie. Chemioterapia jest czesto

nieskuteczna ze wzgledu na rozwdéj opornosci wielolekowej (MDR) komdrek nowotworowych. Tak zte
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rokowania w zakresie raka zotadka, ktory jest konsekwencjg zakazenia H. pylori, sktonity mnie do
obycia 2-krotnie stazu naukowego (04-29.10.2021r. oraz 17.10-25.11.2022r.) w laboratorium Pfizer
Center — University of Granada — Andalusian Board of Genomics and Oncology Research (GENYO) u dr
Juana Carlosa Rodrigueza-Manzanequeza, ktérego Zespét zajmuje sie mi.in badaami nad procesem
unaczynienia komérek nowotworowych i rolg zewngtrzkomdrkowych proteaz w mikrosrodowisku
guza, a takze poszukiwaniem nowych strategii leczenia nowotwordw.

Uzyskalismy wstepne wyniki badan, ktdre wskazujg ze nanoczasteczki z resztami histaminowymi
i doksorubicyng sg bardziej cytotoksyczne wobec komoérek raka zotadka AGS niz sam
chemioterapeutyk, co moze by¢ zwigzane z rozszczelnieniem potgczen Scistych w komadrkach AGS. Taki
efekt moze warunkowac lepsze wnikanie leku do komorki (publikacja C3).

W perspektywie, zamierzam wystgpi¢ o finansowanie projektu badawczego, dedykowanego
Doktorantowi, w ktdrym planuje rozwing¢ badania nad rolg nanoczgsteczek obcigzonych resztami
histaminowymi oraz doksororubicyng w hamowaniu angiogenezy oraz nasilania apoptozy
w hodowlach 3D komdrek raka zotgdka — AGS, indukowanych zywymi pateczkami H. pylori lub ich
rozpuszczanymi komponentami. Nastepnie na modelu myszy zostanie oceniona ich biozgodnos¢
i biodystrybucja. Badania te bedg realizowane we wspotpracy z dr Juan Carlos Rodriguez-Manzaneque
z laboratorium GENYO oraz dr hab. Markiem Brzezinskim, prof. CBMM. Po uzyskaniu
satysfakcjonujgcych wynikéw na modelu in vitro i potwierdzeniu biozgodnosci iv vivo badanych
nanoczastek badania bedg kontynuowane. Planujemy opracownie projektu w oparciu o wyniki badan
wstepnych celem aplikowania o grant Komisji Europejskiej (ERC). W projekcie przewidujemy ocene
skutecznosci  przeciw-nowotworowg nanoczateczek obcigzonych resztami  histaminowymi

i doksorubicyng na modelu raka zotgdka u myszy.

5.4 Omoéwienie osiggnie¢ dydaktycznych, popularyzujacych nauke i organizacyjnych.

Istotng cze$¢ mojej pracy na Uniwersytecie todzkim stanowi dziatalnos¢ dydaktyczna,
popularyzowania nauki oraz dziatalnos¢ organizacyjna.

Obecnie jestem promotorem pomocniczym w jednym przewodzie doktorskim. Prowadze
¢wiczenia kursowe dla studentéw studidéw stacjonarnych na Ut, na kierunkach: Mikrobiologia,
Biotechnologia i Biologia (Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska). Prowadze zajecia z nastepujacych
pzredmotéw: Mikrobiologia lekarska: Biotechnologia mikrobiologiczna, Mikrobiota cztowieka,
Patogeny bakteryjne, Procedury diagnostyki mikrobiologicznej w biotechnologii, Podstawy diagnostyki
zakazen, Diagnostyka zakazen, Zasady diagnostyki mikrobiologicznej oraz Immunologii: Serologia
ztransfuzjologig, Podstawy immunologii, Immunologia, Metody obrazowania mikroskopowego
w immunologii, Kultury tkankowe i komdrkowe zwierzat, Modele zwierzece w nauce i praktyce. Dla

studentdw studiéw niestacjonarnych na kierunku Biologia prowadze przedmiot Mikrobiologia
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szczegbtowa. Wspodtuczestniczytam w modyfikacji programu studidéw, w zakresie tzw. modutéw
wybieralnych zajeé¢. Bytam bezposrednim opiekunem pieciu studentdéw realizujgcych granty studenckie
finansowane w ramach konkursu Studenckie Granty Badawcze Ut. Obecnie jestem opiekunem dwadch
studenckich projektéw badawczych, ktére uzyskaty finansowanie w ramach tego konkursu.
Sprawowatam bezposrednig opieke nad dwunastoma pracami magisterskimi oraz wypromowatam
jedng prace licencjacka. Za prowadzone przeze mnie zajecia uzyskuje corocznie wysokie oceny
w ankietach studenckich. Kilkukrotnie prowadzitam/wspdtprowadzitam warsztaty w ramach dziatan
promujgcych Uniwersytet tddzki: ,Uniwersytet Zawsze Otwarty”, Festiwal Nauki, Techniki i Sztuki Ut
oraz Noc Biologéw Ut. Bratam udziat w pracach komitetéw organizacyjnych dwdch konferencji (jednej
krajowej- Mikrobiologia w Medycynie, Przemysle i Ochronie Srodowiska tédz, 24-25.09.2015r. i jednej
miedzynarodowej - MIKROBIOT 2017 Microbiology in Health Care and Environmental Protection”,
tédz, 19-20.09.2017r.), organizowanych przez Instytut Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii Ut.
Prowadzitam takze zajecia w jezyku angielskim dla studentéw odbywajgcych praktyki w ramach
miedzynarodowej wymiany IAESTE. W 2023 roku sprawowatam opieke naukowa nad studentem
podczas stazu w ramach projektu Students' POWER.

Podsumowanie catkowitego dorobku naukowego

Publikacje stanowigce osiggniecie naukowe w | Liczba Punkty IF (5 letni)
formie spdjnego cyklu publikacji Publikacji MEiIN z dn. 9
lutego 2021

6 900 32,654
Autorstwo lub wspétautorstwo publikacji naukowych (bez publikacji wtgczonych do osiaggniecia
naukowego), w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR)
A Przed uzyskaniem stopnia doktora 12 1220 50,232
B Po uzyskaniu stopnia doktora 21 2610 108,331
tacznie 33 3830 158,563
Liczba publikacji (facznie) 39 4730 192, 217
Liczba cytowan (Web of Science) z dnia | 300
06.05.2023r.
Liczba cytowan bez autocytowan (Web of | 187
Science)
Liczba cytowan osiggniecia naukowego 26
Index Hirscha 11; 8 (bez autocytowan)
Liczba projektow badawczych Kierownik Wykonawca | Opiekun(SGB)

6 11 7

Liczba zgtoszen patentowych 1
Kursy i szkolenia specjalistyczne 78
Doniesienia konferencyjne Miedzynarodowe Krajowe
A Przed doktoratem 58 68
B Po doktoracie 11 9
tacznie 141
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