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06.10.1997 - 31.12.2003 - asystent naukowo-badawczy

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

nr 63, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego.,

Receptorowe i niereceptorowe oddzialywanie kwasu L- i D-mlekowego na komorki
nowotworowe raka szyjki macicy oraz komoérki zwigzane z mikro$rodowiskiem guza. Cykl 5

publikacji.

b) (autor/autorzy, tytut/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa),

1. Ciszewski WM, Wagner W, Kania KD, Dastych J. Interleukin-4 enhances PARP-dependent
DNA repair activity in vitro.

J Interferon Cytokine Res. 2014 Sep;34(9):734-40. Wojciech Ciszewski 1 Waldemar Wagner
zadeklarowali rowny udzial w powstaniu publikacji (wlasciwa adnotacja zostala zamieszczona w
publikacji). Impact factor — 2,000; 25 pkt

Wkiad habilitanta: 40 % - habilitant zaplanowat 1 nadzorowat duzg czgs¢ eksperymentéw, w tym
pomiar naprawy DNA w oparciu o detekcje y-H2AX, pomiar poli(ADP)-rybozylacji biatek
(Western blot) oraz pomiar apoptozy. Habilitant opracowal wyniki wlasnych eksperymentéw i bral

udzial w przygotowaniu wstgpnej wersji manuskryptu.
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2. Wagner W, Ciszewski W, Kania K, Dastych J. Lactate Stimulates 1L-4 and IL-13 Production in
Activated HuT-78 T Lymphocytes Through a Process That Involves Monocarboxylate Transporters
and Protein Hyperacetylation.

J Interferon Cytokine Res. 2016 May;36(5):317-27. Impact factor — 2,377; 20 pkt

Wkiad habilitanta: 70 % - habilitant przygotowat projekt badan, zaplanowat. nadzorowat lub
przeprowadzil duza cz¢sé eksperymentow, za wyjatkiem wykonania eksperymentow pomiaru IL-13
w obecnosci inhibitorow CHCA, NaB i SAHA oraz DHBA, pomiaru kinetyki acetylacji histonéw w
komorkach oraz pomiaru aktywnosci transkrypeyjnej genow i konstruktu reporterowego. Habilitant

opracowal wyniki i przygotowal wstgpng wersj¢ manuskryptu.

3. Wagner W, Ciszewski WM, Kania KD. L- and D-lactate enhance DNA repair and modulate the
resistance of cervical carcinoma cells to anticancer drugs via histone deacetylase inhibition and
hydroxycarboxylic acid receptor 1 activation.

Cell Commun Signal. 2015 Jul 25;13:36. Wojciech Ciszewski i Waldemar Wagner zadeklarowali
rowny udzial w powstaniu publikacji (wlasciwa adnotacja zostata zamieszczona w publikacji).
Impact factor — 3,661; 30 pkt

Wkiad habilitanta: 45 % - habilitant przygotowal projekt badan, zaplanowat i nadzorowat duza
czgs¢ eksperymentow, w tym pomiaru acetylacji histonéw H3 i H4 oraz pomiar kondensacji
chromatyny, pomiar naprawy DNA w oparciu o detekcje y-H2AX, pomiaru aktywnosci biatka
DNA-PKGcs, lokalizacje receptora HCAR1 w komérkach (immunocytochemia, Western blot),
pomiaru przekazywania sygnatu wewnatrzkomorkowego (cAMP, MAPK). Habilitant opracowal
wyniki 1 napisal w 80% manuskrypt, przygotowat go do publikacji oraz przeprowadzit caly proces

publikacyjny pracy (autor korespondujgcy).
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4. Wagner W, Kania KD, Ciszewski WM. Stimulation of lactate receptor (HCARI) affects cellular
DNA repair capacity.

DNA Repair (Amst). 2017 Apr;52:49-58. Impact factor — 3,61; 35 pkt

Wklad habilitanta: 90 % - habilitant przygotowal projekt badan, zaplanowat, nadzorowat lub
przeprowadzit wszystkie eksperymenty. za wyjatkiem wykonania pomiaru uszkodzen DNA w
komorkach metoda kometowa oraz pomiaru ekspresji genow metoda Real-time PCR. Habilitant
opracowal wyniki, napisal i przygotowat manuskrypt oraz przeprowadzit caty proces publikacyjny

pracy (autor Korespondujacy).

5. Wagner W, Kania KD, Blauz A, Ciszewski WM. The lactate receptor (HCARI/GPR81)
contributes to doxorubicin chemoresistance via ABCBI transporter up-regulation in human
cervical cancer HeLa cells.

J Physiol Pharmacol. 2017 Aug;68(4):555-564. Impact factor — 2,883; 25 pkt

Wklad habilitanta: 85 % - habilitant przygotowat projekt badan, nadzorowat lub

przeprowadzil wszystkie eksperymenty, za wyjatkiem wykonania pomiaru cytotoksycznosci,
pomiaru transportu komoérkowego metoda cytometrii przeplywowej oraz pomiaru ekspresji genow
metoda Real-time PCR. Habilitant opracowat wyniki, napisat i przygotowal manuskrypt oraz

przeprowadzil caly proces publikacyjny pracy (autor korespondujacy).

Analiza bibliometryczna publikacji przedstawionych do oceny:
e Sumaryczny impact factor 5 publikacji zgodnie z rokiem opublikowania: 14,531

e Sumaryczna punktacja 5 publikacji wedtug kryteriow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa

Wyzszego: 135
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¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Najnowsze doniesienia literatury naukowej ukazuja mleczan jako aktywny metabolit, pseudo-
hormon koordynujacy procesy metaboliczne na poziomie komorkowym i systemowym. Rolg¢ kwasu
mlekowego jako czasteczka sygnalowa potwierdzilo wiele obserwacji wskazujac, iz dziatanie
mleczanu wywoluje efekty charakterystyczne dla efektow niedotlenienia, stymuluje procesy
rozrostu tkanki lIgcznej, zwicksza migracje komorek s$rodblonka oraz angiogeneze guza
nowotworowego. Miejscowo produkowany kwas L-mlekowy moze oddziatywa¢ tak jak hormon w
sposob autokrynny i/lub parakrynny poprzez specyficzny powierzchniowy receptor dla kwasoéw
hydroksykarboksylowych 1 - HCAR1 (hydroxycarboxylic acid receptor 1; opisywany rowniez jako
HCA1 lub GPR81). Pierwsze obserwacje dotyczace funkeji tego receptora pokazaly jego hamujace
dzialanie na proces lipolizy 1 uwalnianie kwasow thiszczowych z tkanki tluszczowej oraz
modulowanie aktywnosci neuronéw korowych. W ciagu ostatnich lat pojawito si¢ wiele publikacji
naukowych opisujacych zaangazowanie HCAR1 w rézne procesy fizjologiczne i patologiczne takic
jak regulacja ekspresji transporterow kwasow monokarboksylowych (monocarboxylate
transporters; MCTs), pozytywny wplyw na wzrost i przerzutowanie komorek raka trzustki, rozwdj i
przezywalnos¢ komorek raka piersi HER2™ oraz TNBC (triple negative breast cancer) oraz
stymulacja angiogenezy w guzach raka piersi. Ponadto wykazano, iz obecnos¢ HCAR1 wplywa na
interakcje pomiedzy komoérkami nowotworowymi a ukladem immunologicznym, gdyz
autokrynna/parakrynna stymulacja HCAR1 w komodrkach raka pluca wywoluje zwigkszenie
ckspresji ligandu PD-L1 dla immunoreceptora PD-1 (Receptor programowanej $mierci) na
limfocytach T 1 B.

Wewngtrzkomorkowa aktywnos¢ kwasu mlekowego zalezy od aktywnosci transporterow kwasoéw
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monokarboksylowych, ktore to warunkujg transport mleczanéw do i na zewnatrz komorki. Badania
funkcjonalne transporterow MCT1-4 wykazaty ich obecnos¢ w blonie komérkowej roznych typow
komorek (takze komorek raka) oraz wykazaly, iz dwukierunkowy transport kwasow
monokarboksylowych (np. kwas mlekowy, kwas pirogronowy, kwas octowy) przez blong
komorkowa jest zalezny od gradientu stgzefi substratu i jonéw wodorowych. Komorki
charakteryzujace si¢ wysokim tempem metabolizmu glukozy, jak wigkszos¢ komorek
nowotworowych, transportuja kwas mlekowy na zewnatrz komorki aby zachowac
wewnatrzkomoérkowa homeostaze, natomiast komoérki takie jak astrocyty, komérki serca, komorki
miesni szkieletowych transportuja mleczan do wnetrza komorki i1 uzywaja jako substrat
energetyczny badz jako substrat do glukoneogenezy (hepatocyty). Wewnatrzkomorkowa aktywnosé
kwasu L- i D-mlekowego zwigzana jest z hamowaniem aktywnosci enzymatycznej biatka
deacetylazy histonow. Deacetylazy histonéw (HDAC) wraz z acetylazami histonow (HAT)
stanowia par¢ bialek enzymatycznych odpowiedzialnych za posttranslacyjng acetylacje biatek i
utrzymaniu wlasciwego statusu tej modyfikacji na powierzchni czasteczki bialka. Szczegdlne
znaczenie ta modyfikacja chemiczna ma dla oddzialywan elektrostatycznych pomiedzy histonami a
DNA. Acetylaza histonowa przenosi grupe acetylowa z acetylo-CoA na grupg e-aminowg reszty
lizyny, neutralizuje jej dodatni ladunek i zwigksza hydrofobowos¢, co rozluznia strukture
chromatyny i ulatwia dostep maszynerii transkrypcyjnej do DNA. Z kolei odwrotne dzialanie
HDAC powoduje kondensacje chromatyny 1 zahamowanie transkrypcji. Podsumowujac
dotychczasowa naukowg wiedze¢ na temat kwasu mlekowego, jego powszechne wystgpowanie jako
produkt metabolizmu komorek eukariotycznych i symbiotycznych bakterii jak i jego udzial w
epigenetycznej regulacji ekspresji genéw oraz oddzialywanie na aktywnos¢ komorek poprzez
specyficzny receptor powierzchniowy (HCAR1) mozna zasugerowac stwierdzenie, ze czasteczka ta

pelni istotna role w fizjologii na poziomie pojedynczych komorek jak i calego organizmu. W



ostatnich latach kwas mlekowy budzi szczegélne zainteresowanie badaczy ze wzgledu na
pojawianie si¢ coraz wickszej liczby obserwacji wskazujacych na to, iz procesy rozwoju
nowotworu, metastazy i opornosci na leczenie sg $cisle uwarunkowane aktywnoscia komorek z
otoczenia guza (komdrki uktadu immunologicznego, $rodblonka naczyn krwionosnych),
aktywnoscia glikolityczng komorek nowotworowych guza oraz ich wzajemng interakcja.

W niniejszym omowieniu cheialbym przedstawi¢ moje badania nad oddziatywaniem kwasu L- i D-
mlekowego z komoérkami immunologicznymi i nowotworowymi w aspekcie rozwoju opornosci
komorek nowotworowych na chemioterapic. Punktem wyjscia do ich rozpoczecia byly prace
zwigzane z badaniem oddzialywania L- i D-mleczanu na wydzielanie przez limfocyty ludzkie i
mysie cytokin oraz wplywu pobudzonej w ten sposob sieci cytokinowej (IL-4) na opornosc¢
komorek nowotworowych 1 fibroblastow na czynniki genotoksyczne jak 1 leki
przeciwnowotworowe (cisplatyna, bleomycyna). Wyniki tych badan zawartem w pracach 11 2. W
przeprowadzonych badaniach wykazatem, ze pobudzone ludzkie limfocyty T (linia komoérkowa
HuT-78, Jurkat) pod wplywem L- badZz D-mleczanu wydzielajg wielokrotnie wigcej 1L.-4 oraz IL-
13. Podobne zjawisko zaobserwowalem w mysich limfocytach T (linia komorkowa EL-4) gdzie
korzystajac z mysich linii reporterowych zawierajacych transgeny I[14-EGFP lub Ifny-EGFP
pokazatem wplyw kwasu mlekowego na indukcje 1L-4, ktdra dziata stymulujaco na limfocyty Th2
oraz hamowanie ekspresji [FN-y, ktory dziata stymulujaco na limfocyty Thl. Co cickawe, kwas D-
mlekowy okazal si¢ najaktywniejsza czasteczka obok badanych silnych inhibitorow deacetylaz
histonéw takich jak kwas mastowy czy kwas suberanilohydroksamowy/Worinostat. Acetylacja
histonow w obrebie loci dla cytokin Th2 jest uwazana za krytyczna dla ekspresji IL-4 oraz IL-13, a
ponadto acetylacja czynnika transkrypcyjnego GATA-3 zwigksza jego potencjat do transaktywacji
genow dla obu cytokin. W swoich badaniach udowodnilem, iz proces indukcji tych cytokin jest

zalezny od aktywnosci blonowych transporteréw monokarboksylowych (MCTT1), ktore transportuja



kwas mlekowy do wnetrza komorki a efektem tego zjawiska byl wzrost acetylacji bialek, w tym
histonéw H3 i H4. Wykazalem réwniez, iz pod wpltywem kwasu mlekowego dochodzi do wzrostu
acetylacji czynnika transkrypcyjnego GATA-3 i1 wigzania si¢ go do reporterowego konstruktu
CGRE-IL13P. Aby zweryfikowa¢ hipoteze o receptorowej drodze dzialaniu kwasu mlekowego na
ekspresje genetyczng IL-4 1 IL-13 przeprowadzilem badania z wykorzystaniem kwasu 3,5-
dihydroksybenzoesowego (DHBA), innego naturalnego ligandu dla receptora kwasu mlekowego
HCARI1. Wyniki tych badan pokazaty, ze DHBA nie wplywa na wydzielanie IL.-13, a zatem kwasy
L- i D-mlekowy sa zaangazowane w epigenetyczng regulacje ekspresji genow dla IL-4 1 IL-13 w
modelowych liniach limfocytow T.

Cytokiny s3 regulatorami szeregu procesow komorkowych, dzigki ktorym aktywnosei
pojedynczych komorek moga zosta¢ podporzadkowane potrzebom zachowania homeostazy w
calym organizmie. IL-4 jest jedng z cytokin o podstawowym znaczeniu dla regulacji odpowiedzi
odpornosciowej organizmu. Jednak plejotropowe dziatanie 1L-4 nie ogranicza si¢ do uktadu
odpornosciowego lecz oddzialuje na wszystkie komoérki posiadajace receptor IL4Ra, w tym i
nowotworowe. Ostatnie wyniki badan naukowych, wlasnych jak i ostatnie doniesienia literaturowe
pokazuja, Ze cytokina ta poza zdolnoscia pobudzania proceséw komorkowych, takie jak
dojrzewanie komorek wydzielniczych nablonka i wzrost produkeji sluzu, zwigkszenie syntezy
kolagenu przez fibroblasty i cytochromu P 450 przez hepatocyty, mobilizuje rowniez mechanizmy
adaptacyjne, ktére pomagaja chroni¢ integralno$¢ informacji genetycznej organizmu. Powstawanie
uszkodzen DNA jest procesem cigglym, dlatego tez sprawne mechanizmy naprawy DNA maja
ogromne znaczenie w utrzymaniu stabilnosci genomowego DNA. Potencjal naprawczy DNA
komoérki w  komodrkach nowotworowych jest szczegolnie wazny gdyz jak wiadomo,
chemioterapeutyki ktorych dzialanie oparte jest na uszkadzaniu DNA komorki stanowig trzon

podstawowych lekow przeciwnowotworowych. W literaturze istnieje bogata lista publikacji szeroko
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opisujacych efekty oddziatywania IL-4 na komorki nowotworowe guza jak 1 komorki
mikrosrodowiska guza, a co ciekawe konkluzje autorow sa niejednokrotnie sprzeczne. Wstgpne
wyniki badan wiasnych dotyczacych indukcji wydzielania IL-4 przez limfocyty w obecnosci
mleczanu sklonily mnie do zbudowania hipotezy, iz kwas mlekowy produkowany przez komorki
guza nowotworowego stymuluje wydzielanie 1L-4 przez otaczajace guz limfocyty, a nastepnie
interleukina ta zwrotnie moze wplywac na oporno$é guza na leczenie. W pracy 1 potwierdzitem
tezg, iz IL-4 wplywa na potencjal naprawczy DNA komorek normalnych i nowotworowych.
Wykazatem, ze mysie fibroblasty stymulowane 1L-4 szybciej naprawiaja uszkodzone DNA po
narazeniu na bleomycyne, cisplatyne oraz chlorek rteci. Jako drugi model badawczy wykorzystatem
komorki nowotworowe linii glejaka, charakteryzujace sie¢ normalng ekspresja DNA-PKcs,
glownego enzymu szlaku niechomologicznego taczenia koncoéw DNA (linia MOS9K) lub brakiem
tego enzymu (linia M059J). Wykazatem, ze IL-4 stymuluje naprawe DNA takze w komorkach
glejaka pozbawionych ekspresji DNA-PKcs, natomiast zarowno w fibroblastach jak 1 komoérkach
glejaka wzrasta poli(ADP)-rybozylacja biatek. Ostatecznie wykazatem, iz obserwowany proces
stymulacji napraw DNA przez IL-4 zwigzany jest ze wzrostem aktywnosci PARP-zaleznego
systemu naprawy DNA tzw. B-NHEJ.

W kolejnych badaniach kontynuowatem tematyk¢ wplywu czynnikéw endogennych na potencjat
naprawczy DNA komoérek nowotworowych i ich opornos¢ na chemioterapeutyki (prace 3,41 5). W
tym czasie realizowalem jako kierownik projekt zatytutowany ,,Efekt receptorowego oddziatywania
L- i D-mleczanu na komorki raka szyjki macicy. Modulacja przez mleczan naprawy uszkodzen
komorkowego DNA wywolanych chemioterapeutykami” finansowany przez Narodowe Centrum
Nauki. Zadaniem tego projektu bylo zdobycie wiedzy na temat wplywu stymulacji receptora
HCARI na aktywnos$¢ komorek raka szyjki macicy, a w szczegdlnosci na funkcjonowanie komorek

jednoczesnie poddawanych stymulacji mleczanem i narazeniu na leki przeciwnowotworowe. Udzial
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powierzchniowych receptoréw komorkowych w regulacji aktywnosci mechanizméw naprawy DNA
jest powszechnie uznawany. Jednym z najwazniejszych receptoréw tego typu jest receptor dla
naskérkowego czynnika wzrostu — EGFR, ktorego nadekspresja czgsto towarzyszy nowotworom.
Aktywacja tego receptora przez ligand aktywuje kaskade sygnatu wewnatrzkomorkowego
(Ras/Rat/MEK/ERK 1 AKT) zalezng od kinaz MAP 1 PI3, czego efektem jest m.in. przestrojenie
gléwnych komérkowych systeméw napraw DNA: systemu niehomologicznego faczenia koncéw
DNA 1 systemu homologicznej rekombinacji, a w efekcie zwigkszona odpornos¢ na czynniki
uszkadzajgce DNA. Podobne zjawisko zaobserwowano dla receptoréw IGFR1 (receptor dla
insulinopodobnego czynnika wzrostu) i c-Met (receptor dla czynnika wzrostu dla hepatocytow).
Mianowicie, aktywacja IGFR1 jak i c-Met zmienia sposob oddzialywania biatka RADSI z
uszkodzong nicig DNA 1 w ten sposéb wplywa na opornosci komorek na promieniowanie
jonizujace. Kobiece narzady rodne, a doktadnie nabtonek pochwy i szyjki macicy sa skolonizowane
przez symbiotyczne bakterie, gtéwnie z rodzaju Lactobacilli produkujace L- 1 D- kwas mlekowy.
Symbiotyczne bakterie kwasu mlekowego Scisle adheruja do komorek nablonkowych tworzac
ochronny biofilm bronigcy przed dostepem patogennych szczepow bakteryjnych oraz ograniczajg
rozwdj chorobotworczych bakterii poprzez zakwaszanie $rodowiska kwasem mlekowym. Sluz
pochwy i szyjki macicy kobiety zawiera od 10 do 50 mmol/L kwasu mlekowego w postaci
mieszaniny enancjomeréw L- 1 D- mleczanu i proporcji okoto 1 : 1. W warunkach fizjologicznych,
D/L-mleczan produkowany przez bakterie moze oddzialtywa¢ na komorki pochwy i szyjki macicy
poprzez swoisty receptor dla mleczanu HCARIL. Najwyzsza ekspresje tego receptora
zidentyfikowano w komorkach tkanki thuszczowej, ale jego ekspresje potwierdzono takze w wielu
komorkach nowotworowych: raka trzustki, raka piersi, raka ptuca oraz komoérek linii raka szyjki
macicy. W pracy 3 wykazalem iz, mleczan aktywuje¢ droge przekazywania sygnatu zalezng od

cAMP 1 MAP kinaz w komorkach raka szyjki macicy w sposob zalezny od pobudzenia swoistego
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receptora. Zjawisku temu towarzyszyly zmiany w dynamice napraw uszkodzonego komoérkowego
DNA oraz opornosci komorek raka szyjki macicy na chemioterapeutyki stosowane w terapii
przeciwnowotworowej: cisplatyng, doksorubicyng a takze neokarcynostatyne. Jednym z gléwnych
biatek odpowiedzialnych za naprawe podwojnych peknig¢ DNA jest kinaza biatkowa zalezna od
DNA - DNA-PKcs. W oparciu o badania immunocytochemiczne przy uzyciu przeciwcial anty-
DNAPKcs oraz anty-p-DNAPKcs wykazatem istotnie zwigkszona akumulacje biatka oraz jego
aktywnos¢ w jadrze komoérkowym po ekspozycji na neokarcynostatyng w komorkach
stymulowanych mleczanem. Komorki stymulowane przez 24 godziny 20 mM L- lub D-mleczanem
a nast¢pnie eksponowane na dziatanie chemioterapeutyku znaczaco szybciej naprawiaty podwdjne
pekniecia DNA niz komoérki kontrolne mierzone zaréwno badaniem poziomu fosforylacji histonu
H2AX jak i metoda kometowa. Komorki linii HeLa, Ca Ski i C33A stymulowane L-, D-mleczanem
badz agonista HCAR1-3,5-DHBA wykazaly znaczacy wzrost przezywalnosci po ekspozycji na
czynniki uszkadzajagce DNA: doksorubicyne, cisplatyne i neokarcynostatyne. Pokazalem rowniez
iz, zablokowanie aktywnosci receptora HCARI1 poprzez inkubacje¢ z toksyna krztuscowa badz
wyciszenie genu dla HCAR1 w komodrkach Hela spowodowato znaczgce obnizenie efektu
stymulacji napraw DNA przez mleczany. Ponadto. wykazalem istotna rolg transporterow
monokarboksylowych (MCT) w procesie stymulacji napraw DNA przez mleczany. Zahamowanie
aktywnosci transporterow  monokarboksylowych przy pomocy inhibitora a-CHCA wywotalo
zniesienie efektu stymulacji napraw DNA 1 wzrostu przezywalnosci przez L- 1 D-mleczan po
ekspozycji na neokarcynostatyng, natomiast wyciszenie genu dla HCARI1 znaczace obnizylo
ekspresje genu dla transportera monokarboksylowego 4 odpowiedzialnego za transport mleczanu do
komorek. Poniewaz mechanizmy epigenetyczne maja bezposredni wplyw na proces naprawy DNA,
a L- i D-mleczan sg stabymi inhibitorami deacetylaz histonéw sprawdzilem czy tg ceche

mleczanéw moge zaobserwowaé w moim modelu badawczym. Wyniki doswiadczen pokazaly 1z, L-
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mleczan i D-mleczan hamujg aktywno$¢ deacetylaz histonow I/II w komorkach Hel.a. Ponadto,
wykazatem, iz inkubacja komorek HelLa z mleczanem wywotuje wzrost acetylacji histonow H3 i
H4 oraz indukuje relaksacje chromatyny. Nastgpstwem tych zmian byla aktywacja proceséw
transkrypeyjnych w komorce czego efektem bylo zaobserwowanie znaczacego wzrostu ekspresji
genow zwigzanych z naprawg DNA: NBS1, LIG4 1 APTX. W mojej opinii zrealizowany projekt
badawczy umozliwil glebsze poznanie interakcji komorka ssacza — mikroorganizm jakie zachodzg
w obrebie drog rodnych kobiety, ale w catkiem nowym i nie badanym wczesniej wymiarze.
Opublikowane wyniki ukazaly réwniez swoisty mechanizm oddzialywania mleczanu na komorki
nablonka szyjki macicy, manifestujacego si¢ w postaci modulacji aktywnosci komérkowych
mechanizméw naprawy DNA jak i zmiany opornosci komorek na chemioterapeutyki.

Prace 4 1 5 sg tematycznym uzupeinieniem pracy 3, a ich celem bylo doglebne scharakteryzowanie
zaleznosci migdzy receptorem HCARI1 a opornoscia na chemoterapeutyki komorek raka szyjki
macicy. W pracy 4 wykazalem, ze stymulacja HCARI1 przy uzyciu 3.5-DHBA istotnie wplywa na
ekspresj¢ waznych bialek zaangazowanych w napraweg uszkodzonego DNA. Sg nimi BRCAI oraz
Nibrin, obydwa pelnigce istotne funkcje w procesie naprawy DNA przez system homologicznej
rekombinacji (HR). Pokazalem rowniez, iz wyciszenie genu dla HCAR1 w komorkach Hela
spowodowalo znaczace obnizenie poziomu BRCAI 1 Nibrin w komdrkach oraz wplyngto
negatywnie na dystrybucje biatka DNA-PKcs w jadrze komérkowym. Ponadto udokumentowatem,
iz uposledzenie funkcji HCAR1 w komorkach zwieksza ich wrazliwo$¢ na chemioterapeutyki
(cisplatyng¢ 1 doksorubicyng). W pracy 5 zajalem si¢ kolejnym elementem mechanizmu
lekoopornoéci komodrek nowotworowych, a mianowicie biatkami opornosci wielolekowej. W
ostatniej pracy zaprezentowanego cyklu wykazatem, iz kwas L- i D-mlekowy oraz 3.5-DHBA
zwigkszajg ekspresje bialka opornosci wielolekowej ABCB1 (MDRI1/Pgp). Udowodnilem, iz

komorki Hela z wyciszonym receptorem HCAR1 wykazuja znaczaco nizszy poziom transportera
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ABCB1 w komoérkach oraz w konsekwencji wolniej wytransportowujg na zewnatrz komorek
doksorubicyng ale takze swoiste dla tego transportera fluorescencyjne substraty. W efekcie komérki
ze zredukowana ekspresja receptora wykazywaly wigksza wrazliwo$¢ komorek na
chemioterapeutyki. Ponadto udokumentowalem, iz szlak kinazy bialkowej C (PKC) jest czesciowo
zaangazowany w regulacje mechanizméw opornosci na chemioterapeutyki zalezne od receptora
HCARI1 przedstawione w pracach 41 5.

Przedstawione wyniki prac sugeruja, iz zaobserwowany wzrost efektywnosci naprawy DNA
komoérek w obecnoSci mleczanu moze odzwierciedla¢ realny problem kliniczny zwiekszonej
opornosci rakow ztosliwych szyjki macicy na standardowe przeciwnowotworowe terapie kliniczne:
radioterapi¢ 1 chemioterapi¢ (cisplatyng). W tej sytuacji, neutralizacja dzialania mleczanu na
przyklad poprzez zastosowanie antagonisty receptora HCARI na czas radio/chemoterapii raka

szyjki macicy mogtoby skroci¢ i zwigkszy¢ efektywnos$¢ terapii przeciwnowotworowe;j.

Za najwazniejsze osiggni¢cia w mojej pracy uwazam:

* Wykazanie, iz kwas L- i D-mlekowy zwigkszaja produkcje 1 wydzielanie 1L-4 i IL-13 w
komorkach limfocytow ludzkich. Proces ten jest scisle zalezny od wewnatrzkomorkowej obecnos$ci
mleczanéw oraz wigze si¢ ze wzrostem acetylacji bialek jadrowych co sugeruje epigenetyczna
regulacje gendéw IL-41IL-13.

» Opisanie nowej wiasciwosci IL-4, ktéra obejmuje stymulacje aktywnosci PARP-zaleznego
systemu naprawy DNA w komorkach normalnych i nowotworowych.

» Opisanie szeregu receptorowych i niereceptorowych mechanizméw dziatania kwasu L- i D-
mlekowego zwickszajacego opornos¢ komoérek nowotworowych na chemioterapeutyki
(zwigkszenie potencjalu naprawczego DNA w komorkach, indukcja biatlek BRCA1, Nibrin, DNA-

PKecs, biatka opornosci wielolekowej ABCB1/Pgp).

15

\ -
i ™
AR ¢



5. Omoéwienie pozostatych osiggni¢¢ naukowo - badawczych.

e Sumaryczny impact factor : 59,108

e Liczba cytowan publikacji wedlug bazy WoS: 185

e Sumaryczna punktacja 24 publikacji wedlug kryteriéw MNiSW: 515

e Indeks Hirscha wedtug bazy WoS: 9
Pozostale osiagniecia naukowe
Swoja, prace naukowg rozpoczalem w zespole prof. dr hab. W. Agnieszki Fogel w roku 1997. W
poczatkowym okresie zaangazowany bylem w badania dotyczace metabolizmu amin biogennych na
modelu szczura z uszkodzeniem watroby. Nastgpnie pracowalem samodzielnie nad projektem.
ktorego celem bylo scharakteryzowanie ukladu histaminowego w gruczole sutkowym myszy. W
realizacji tego celu pomoglo mi grant promotorski przyznany przez Komitet Badan Naukowych w
2000 zatytulowany ,,Uklad histaminowy w gruczole mlecznym myszy. OdpowiedZ na blokowanie
ekspresji genu dekarboksylazy histydynowej” (6P0SA 067 21; promotor: prof. W.A. Fogel).
Prowadzone przez Zespot Metabolizmu ZAB PAN od kilku lat badania nad ukladem histaminowym
w mysim gruczole mlekowym wykazaty, iz histamina jest stalym i waznym sktadnikiem tkanki
gruczolowe] we wszystkich stanach funkcjonalnych (Maslinski i wsp., Comp Biochem Physiol C
1993; Maslinski i wsp., Inflamm Res 1997). W zrealizowanym przeze mnie projekcie udato mi si¢
scharakteryzowac uklad histaminowy w gruczole sutkowym myszy na poziomie komérkowym i na
poziomie funkcjonowania calego narzadu oraz przesledzi¢ jego aktywnos¢ w przebiegu cyklu
reprodukcyjnego myszy. Stosujgc techniki immunohistochemiczne wykazatem obecno$é histaminy
1 enzymu syntetyzujacego histaming (dekarboksylaze L-histydyny; HDC) w populacji komorek
tucznych i w komorkach nabtonkowych, tworzacych struktury pecherzykowe gruczotu mlekowego.
Komorki nablonkowe gruczolu charakteryzowaty si¢ najwyzsza ekspresja biatka HDC w okresie

cigzy. W warunkach in vitro, ekspresje bialka HDC potwierdzono w komérkach nablonkowych
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niezroznicowanych, wykazujgcych aktywnos¢ mitotyczng. Udokumentowatem, iz aktywnosé¢ HDC
i zawarto$¢ histaminy w komérkach nablonkowych w warunkach in vifro zmienia si¢ w rytm
przemian morfologicznych zachodzacych w gruczole w okresie cigzy i laktacji. Najwyzszy poziom
aktywnosci enzymu w 2 tygodniu ciazy odpowiada okresowi najwickszego przyrostu masy
gruczotu w okresie cigzy. Komorki nablonkowe wyizolowane z 10-12 dnia ciagzy rowniez
wykazywaly najwigksza dynamike sekrecji histaminy do srodowiska. Zaobserwowane zmiany
aktywnosci HDC 1 poziomu histaminy w komorkach in vitro korelowaly zarowno ze zmianami
aktywnosci uktadu histaminowego in vivo, jak i tempem procesow fizjologicznych zachodzacych
w gruczole, sugerujgc zaangazowanie histaminy w proces dojrzewania gruczotu mlekowego i
przygotowania narzadu do podjecia wiasciwej funkcji laktacyjnej. Badania farmakologiczne
receptorow histaminowych w gruczole mlekowym myszy wykazaty obecnos¢ receptorow typu H; w
gruczole spoczynkowym, ciazowym i laktacyjnym, sugerujac rozmieszczenie receptora H, gtownie
na komorkach nablonkowych. Przeprowadzone badania molekularne gruczotu mlekowego
spoczynkowego 1 cigzowego wykazaly obecno$¢ mRNA dla receptoréw H; 1 H.. W gruczole
sutkowym oprécz receptora H, i H, zidentyfikowano réwniez receptor typu Hi;. Obecnosé
receptoréw histaminowych na komorkach nablonkowych gruczotu mlekowego moze swiadczy¢ o
auto-/parakrynowej regulacji i modulacji  rozwoju 1 dojrzewania gruczotu mlekowego.
Zaproponowany model ograniczenia syntezy histaminy poprzez hamowanie specyficznej
dekarboksylazy L-histydynowej za pomocg oligonukleotydow antysensownych wobec mRNA
HDC, umozliwil czesciowe zweryfikowanie tezy o roli wydzielanej lokalnie przez komorki
nablonkowe histaminy w regulacji prawidlowego wzrostu, réznicowania i funkcjonowania
gruczolu. Otrzymane wyniki badan in vivo umozliwily zbudowanie hipotezy o wysteowaniu
indukowalnej HDC w cigzowym gruczole mlekowym i brak takiej regulacji w gruczole

spoczynkowym. Efektem tych prac jest szereg publikacji (Wagner i wsp., Inflamm Res 2001,
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Wagner i wsp., Inflamm Res 2002; Wagner i wsp., Inflamm Res 2003, Wagner i wsp., J Physiol
Pharmacol 2003; Wagner i wsp., Amino Acids 2004) oraz praca doktorska (Uniwersytet Medyczny
w Lodzi, Wydzial Lekarski 2003)

Poczawszy od 2004 roku rozpoczalem pracg w Pracowni Immunologii Komoérkowej Centrum
Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Lodzi pod kierownictwem prof. dr hab. Jarostawa
Dastycha. W latach 2004-2011 bylem jednym z gléwnych wykonawcéw projektow "Fluoryzujacy
,Cell Chip” - (FCC) - wdrozenie nowej technologii do wykrywania substancji
immunotoksycznych i immunomodulujacych" (PBZ-MIN-007/P04/2003) oraz "Biosensory
komdrkowe dla zautomatyzowanego monitoringu zanieczyszczen srodowiskowych" finansowany
ze $rodkéw Mechanizmu Finansowego Europejskiego Obszaru Gospodarczego oraz Norweskiego
Mechanizmu Finansowego (PL0107), zakofczone dwoma publikacjami, w ktorych bylem
pierwszym autorem (Wagner i wsp., Toxicol Lett 2006, Wagner i wsp., Toxicol In Vitro 2011). W
technologii Fluoryzujacy Cell Chip zastosowano zmodyfikowane genetycznie komorki hodowane
in vitro, ktore reprezentuja rozne rodzaje komarek regulujacych odpowiedz odpornosciowa. Dzigki
dokonanym modyfikacjom genetycznym (mysie limfocyty linii EL-4) komorki te reaguja na
kontakt z niebezpiecznymi substancjami zwigkszeniem lub zmniejszeniem wytwarzania swoistej
cytokiny wraz z fluoryzujacym biatkiem EGFP. To z kolei powoduje, ze komorki zmniejszaja lub
zwickszajg swojg fluorescencje. Zmiany takie mozna z latwoscig obserwowaé w Swietle
ultrafioletowym. Celem tego projektu bylo zwalidowanie swoistej odpowiedzi komorek
reporterowych (IL-2, IL-4, IL-10, IFNy, B-actin) na zwiazki immunotoksyczne o znanym profilu
wywolywania odpowiedzi immunologicznej. Ponadto opracowalem metod¢ analizy duzej liczby
probek zwiazkéw, miniaturyzujac i automatyzujac pomiar przy pomocy plytek 96-dotkowych i
cytometru przeptywowego Cytomix FC500 MPL. Dzigki tak opracowanej technologii FCC mozna

obecnie identyfikowac substancje chemiczne o dziataniu immunotoksycznym oraz zastgpic testy
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przeprowadzane z uzyciem zwierzagt laboratoryjnych. Celem drugiego projektu, w ktéry bylem
zaangazowany bylo wytworzenie technologii monitorowania skazen $rodowiskowych opartej na
baterii testow laboratoryjnych wykorzystujgcych jako biosensory zywe komorki (platforma FCC i
OXIBIOS). Moim zadaniem bylo rozwiniecie platformy pomiarowe] wykrywajacej
immunotoksyczno$é-FCC poprzez udoskonalenie i adaptacje istniejacych testow do potrzeb
monitoringu $rodowiskowego. W badaniach walidacyjnych wykorzystalem standaryzowane pyty
zbierane na terenie miasta, huty miedzi. pyly silnika Diesela 1 inne.

Tematyka badan immunologicznych, ktérg si¢ w tym czasie zajmowalem obejmowata rowniez
badaniami nad fizjologia komérek tucznych. Wspolnie ze wspdlpracownikami z Pracowni
Immunologii Komérkowej wykazalismy, iz tymozyna B4 i jej pochodne aktywuja komorki tuczne
(Wyczolkowska i wsp., Peptides 2007) oraz opisaliSmy w tych komoérkach mechanizm regulacji
czynnika transkrypcyjnego HIFla w warunkach niedotlenienia i pod wplywem substancji
aktywujgcych komorki tuczne (jonomycyna i substancja P)(Walczak-Drzewiecka i wsp., J Immunol
2008).

W kolejnych latach uczestniczylem w badaniach nad przeciwnowotworowym dziataniem
ekstraktow roslinnych z pigwowca i wiesiotka na komorki raka jelita grubego. W badaniach tych
wykorzystalem swoja wiedze na temat zjawiska apoptozy i cyklu komérkowego oraz postugiwatem
si¢ nowoczesnymi technikami badawczymi takimi jak wieloparametryczng analizg obrazu (high
content screening) przy uzyciu cytometru obrazowego oraz cytometru przeplywowego. Rezultatem
tych badan byly dwie publikacje, w ktoérych méj wklad pracy byt réwnorzedny z pracg pierwszego
autora (Gorlach i wsp., J Agric Food Chem 2011; Gorlach i wsp., Nutr Cancer 2011).

W latach 2011-2017 obok gléwnego nurtu =zainteresowan (Receptorowe 1 niereceptorowe
oddzialywanie kwasu mlekowego na komorki nowotworowe oraz komorki zwigzane z

mikrosrodowiskiem guza) angazowatem si¢ w liczne badania kolegéow i kolezanek dotyczacych
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zagadnien z biologii komoérek raka prostaty (Piastowska-Ciesielska i wsp., Arch Med Sci 2013;
Piastowska-Ciesielska i wsp., J Appl Biomed 2014), oddzialywania oreksyn na komorki neuronalne
(Sokotowska i wsp., J Mol Neurosci 2014), zjawiska krzyzowej reakcji na jabtka u oséb cierpigcych
na pylkowice brzozowa (Wagner i wsp., Ann Allergy Asthma Immunol 2016) czy wreszcie udziatu
tubuliny beta 3 i 4 we wczesnych procesach zwloknienia (Wawro i wsp., Cell Signal 2017).

Mam nadzieje, ze udzial we wszystkich powyzszych projektach oraz spotkania i praca z wieloma
wspaniatymi ludzmi, daly mi solidne podstawy do rozpoczgcia w pelni samodzielnej pracy

naukowe;j.

Kierowanie mi¢dzynarodowymi lub krajowymi projektami badawczymi:

Efekt receptorowego oddziatywania L- i D-mleczanu na komorki raka szyjki

macicy. Modulacja przez mleczan naprawy uszkodzen komorkowego DNA wywolanych
chemioterapeutykami. NCN-projekt OPUS nr DEC-2011/03/B/NZ4/00046. Okres realizacji

14.09.2012-13.09.2015. Kierownik projektu.

lub udzial w takich projektach:

1. Projekt badawczy POIG 01.01.02-10107/09 "Badania mechanizméw molekularnych na styku
organizm ludzki-patogen-czynniki srodowiska (InterMolMed)", wspoétfinansowany ze srodkow
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka. 2009 - 2013. Wykonawca projektu.

2. Projekt badawczy PL0107 "Biosensory komorkowe dla zautomatyzowanego monitoringu
zanieczyszezen Srodowiskowych" finansowany ze §rodkow Mechanizmu Finansowego
Europejskiego Obszaru Gospodarczego oraz Norweskiego Mechanizmu Finansowego. Instytut

Biologii Medycznej PAN w Lodzi. Styczen 2008 - kwiecien 2011. Wykonawca projektu.



3. Projekt badawczy MEIN Nr 2 PO4A 034 30 ,, Dzialanie interleukiny-4 na ekspresj¢ 1 aktywnos¢
DNA-zaleznej kinazy bialkowej w komorkach eukariotycznych™ 05.05.2006 - 04.05.2009. Centrum
Biologii Medycznej PAN w Lodzi. Wykonawca projektu.

4. Projekt badawczy zamawiany PBZ-MIN-007/P04/2003 "Fluoryzujacy ,,Cell Chip”«(FCC) —
wdrozenie nowej technologii do wykrywania substancji immunotoksycznych i
immunomodulujgeych " 14.11.2003-13.11.2006.Centrum Biologii Medycznej PAN w Lodzi.
Wykonawca projektu.

5. Projekt badawczy MNIl Nr 2 PO5SA 089 26. "Funkcja czynnika transkrypcyjnego HIF-1 w
procesach degranulacji i regranulacji komorek tucznych" 22.03.2004-21.03.2006.

Centrum Biologii Medycznej PAN w Lodzi. Wykonawca projektu.

6. Grant promotorski 6P05SA 067 21 ,,Uklad histaminowy w gruczole mlecznym myszy. Odpowiedz
na blokowanie ekspresji genu dekarboksylazy histydynowej” 2001-2003. Zaktad Amin Biogennych

PAN w Lodzi. Gléwny wykonawca projektu.

Uczestnictwo w programach europejskich i innych programach miedzynarodowych lub
krajowych:

POIG - InterMolMed POIG. 01.01.02-10-107/09 Program Operacyjny Innowacyjna
Gospodarka, Priorytet 1, Badania i rozwoj nowoczesnych technologii, Dziatanie 1.1.2
Strategiczne programy badaii naukowych 1 prac rozwojowych.

Badanie mechanizmow molekularnych na styku organizm ludzki - patogen - czynniki

srodowiska (InterMolMed). Okres realizacji: 01.01.2010-31.12.2013, wykonawca zadania.
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Udzial w konferencjach

Prezentujacy lub uczestnik i wspdtautor prezentacji (21).

7th Szeged International Workshop on Advances in Nanoscience 12-15.10.2016. Szeged,

Wegry.

V Konferencja Biologii Molekularnej, £6dz 07-09.04.2016.
FENS featured Regional Meeting. 7-10.10.2015, Saloniki, Grecja.

Conference of the Polish Histamine Research Society “Biogenic Amines and Related
Biologically Active Compounds”, Lodz. Poland, 2000; 2002; 2004; 2006; 2014

XVIII Gliwice Scientific Meetings. Gliwice, 21-22.11.2014

52 Zjazd PTCh I SITPChem L6dz, 2-16.09.2009.

44 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, £.6dz, 16-19.09.2009
Biosensory komorkowe. III Krajowy Kongres Biotechnologii, Poznan, 9-12.09.2007

42nd Congress of European Societies of Toxicology — Eurotox 2005, Krakow, Polska, 11-

14.09.2005.

Polyamines Symposium 22-26.05 2004, Trento, Wiochy

8" Int Congress on Amino Acids and Proteins, 5-9.09.2003, Rome

Annual Meeting of the European Histamine Research Society, 2000; 2001; 2002; 2003;

2004
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Otrzymane nagrody i wyréznienia
e Nagroda uznaniowa I stopnia Dyrektora Instytutu Biologii Medycznej PAN, 12.10.2017
e Druga nagroda: Best poster presentation contest, XVIIIth Gliwice Scientific Meetings,
Gliwice, 21-22.11.2014
e Stypendium od European Histamine Research Society, dofinansowanie uczestnictwa w

XXX zjezdzie EHRS w Turku 9-12.05.2001

Staze w zagranicznych lub krajowych oSrodkach naukowych lub akademickich

1. Szkolenie z zakresu biologii molekularnej, Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie, Polska,
lipiec - sierpien 1998.

2. Szkolentie z zakresu biologii molekularnej w Abo Akademi University, Turku, Finlandia, styczen
- luty 1999.

Praca recenzencka (8 recenzji)

Przygotowalem szereg recenzji manuskryptow dla czasopism: Oncotarget (1), DNA Repair (1),
Cell Communication and Signaling (2), OncoTargets and Therapy (2), International Journal of

Nanomedicine (1).

Czlonkostwo w towarzystwach naukowych
Polskie Towarzystwo Badan nad Histaming (PTBH), cztonek od 1998-2018, czlonek komisji

rewizyjnej



Osiggniecia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki:

Opicka na przebiegiem i realizacjg czesci doswiadczalnej prac doktorskich (promotor prof. dr

hab. J. Dastych)
* Dr Wojciech M. Ciszewski, Instytut Biologii Medycznej PAN/Uniwersytet Lodzki,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, 2014.
,,Wplyw inhibitora DNA-zaleznej kinazy biatkowej NU74441 na przezywalnos¢ komorek

raka piersi narazonych na dziatanie czynnikow uszkadzajagcych DNA”

Opieka na przebiegiem i realizacjg czesci doswiadczalnej prac magisterskich
e Mgr Michat Teodorowicz, Uniwersytet £.6dzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
2006 (promotor Dr Z.M. Kilianskiej/prof. dr hab. J. Dastych)
.,Cytokiny jako sygnat stresu komorkowego™
e Mgr Magdalena Zimon, Politechnika £.6dzka, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci,
2008 (promotor Dr E. Gendaszewska-Darmach/prof. dr hab. J. Dastych)

.Zastosowanie Real-Time PCR w badaniach nad ekspresja genow zwigzanych ze Sciezkami

transdukcji sygnahu™.

Osiagnigcia w zakresie popularyzacji nauki:

* Przygotowanie i prowadzenie warsztatow dla uczniéw szkot podezas Dni Otwartych w IBM PAN

w ramach Festiwalu Nauki.



