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Szczecin 07.04.2016
Ocena osiagnie¢ naukowych i aktywnosci naukowej

dr n. med. Natalii Lewkowicz przygotowana w post¢gpowaniu habilitacyjnym

1. Zyciorys naukowo-dvdaktyczny Habilitantki

Dr n. med. Natalia Lewkowicz jest zatrudniona na stanowisku adiunkta w Zakladzie

Stomatologii Ogoélnej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Habilitantka w 1999 roku ukonczyta z wyr6znieniem studia w Akademii Medycznej w Lodzi
na Wydziale lekarskim, od 1999-2000 roku odbywata staz podyplomowy w Instytucie
Stomatologii Akademii Medycznej w Lodzi. W 2001zatrudniona zostata w Poradnia
Periodontologii i Choréb Btony Sluzowej Jamy Ustnej Centralnego Szpitala Klinicznego w
Instytucie Stomatologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. W latach 2003-2007 pracowata
w Zakladzie Periodontologii i Choréb Blony Sluzowej Jamy Ustnej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi na stanowisku asystenta a od 2008 do 2015 roku na stanowisku

adiunkta.

Doktor Natalia Lewkowicz z wyréznieniem w 2002 roku uzyskala stopient doktora nauk
medycznych na podstawie rozprawy doktorskiej, nt.: “Badania nad udzialem neutrofilow krwi
obwodowej w patogenezie aft nawrotowych”. W 2005 roku otrzymata tytut specjalisty w

dziedzinie stomatologii ogélnej a w 2009 roku tytut specjalisty w dziedzinie periodontologii.

2. Ocena dorobku naukowego

W dorobku naukowo-badawczym zgromadzila publikacje naukowe w czasopismach (bez
suplementow) oceniane laczng punktacja Impact Factor 32,933, Punktacja MNiSW 272,5 i
Index Copernicus 92,45. Jako pierwszy autor uzyskata Impact Factor 17,995, punktacje
MNiSW 144 punktéw i Index Copernicus 61,82

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

65, poz. 595 ze zm.) brzmi:



»Regulacja neutrofili i limfocytéw T efektorowych przez limfocyty regulatorowe T
CD4CD25" u 0s6b zdrowych i w wybranych patologiach blony Sluzowej jamy ustnej i
przyzebia”

W sklad osiggnigcia naukowego wchodza cztery najwazniejsze publikacje oryginalne
dotyczace tego tematu o sumarycznym Impact Factor 18,477; MNiSW 109; indeks cytowan
cyklu 131 (Scopus listopad 2015 r.).

1. Lewkowicz P, Lewkowicz N, Sasiak A, Tchérzewski H. Lipopolysaccharide-activated
CD4+CD25+ T regulatory cells inhibit neutrophil function and promote their apoptosis and
death. J. Immunol. 2006; 177: 7155-7163., IF 6,293; MNiSW 24

2. Lewkowicz N, Lewkowicz P, Dzitko K, Kur B, Tarkowski M, Kurnatowska A,
Tchérzewski H.: Dysfunction of CD4+CD25high T regulatory cells in patients with recurrent
aphthous stomatitis. J. Oral Pathol. Med. 2008; 37: 454-461. IF 1,63; MNiSW 20

3. Lewkowicz N, Klink M, Mycko MP, Lewkowicz P. Neutrophil-CD4+CD25+ T regulatory
cell interactions: a possible new mechanism of infectious tolerance. Immunobiology. 2013;
218: 455-64. TF 3,18; MNiSW 25

4. Lewkowicz N, Mycko MP, Przygodzka P, Cwiklinska H, Cichalewska M, Matysiak M,
Selmaj K and Lewkowicz P. Induction of human IL-10-producing neutrophils by LPS-
stimulated Treg cells and IL-10. Mucosal Immunol. 2015; doi: 10.1038/mi2015.66. IF 7,374;
MNiSW 40

3. Ocena cyklu prac wlaczonvch do postepowania habilitacyjnego

Cykl prac skladajacy si¢ na szczegblne osiggniecia naukowe dr n. med. Natalii
Lewkowicz poswiecony jest zaburzeniom regulacii funkcji neutrofili, komérek nieswoistej
odpowiedzi immunologicznej, oraz efektorowych limfocytow T, ktore stanowig istotna

przyczyng powiktan przewlektych stanow zapalnych.

W badaniach Habilitantka oceniala  funkcje limfocytow T  regulatorowych
CD4"CD25M®FOXP3* w warunkach in vifro w interakcjach z autologicznymi neutrofilami

lub efektorowymi limfocytami CD4°CD25 u oséb zdrowych. Odkrycia dokonane w
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badaniach in vitro na komérkach pochodzacych od zdrowych dawcéw potwierdzita nastepnie
w badaniach na materiale pochodzgcym od chorych z aftami nawracajacymi, przewlektym

zapaleniem przyzebia oraz z choroba Devica.

Najwazniejsze odkrycie dotyczy supresorowego dziatania limfocytow Treg w stosunku do
neutrofili. Doktor Natalia Lewkowicz wykazala, ze hamuja one wszystkie efektorowe funkcje
neutrofili i indukujg ich apoptoze. Neutrofile po kontakeie z limfocytami Treg nabywaja cech
komorek supresorowych. Na podstawie wynikéw badan zaproponowata istotne rozszerzenie
teorii infectious tolerance. Wykazata, ze w zaleznosci od rodzaju zapalenia i czynnika
wywotujgcego limfocyty Treg w zroznicowany sposob polaryzuja neutrofile w kierunku
komoérek supresorowych. Limfocyty Treg aktywowane przez lipopolisacharyd (LPS) indukuja
w neutrofilach IL-10, ktéra z kolei promuje polaryzacje kolejnych neutrofili w komérki
wytwarzajgce IL-10 i ich apoptozg. Wezesniejsza ekspozycja neutrofili na LPS catkowicie
blokuje mozliwos¢ ich polaryzacji w kierunku komérek supresorowych. Poznanie genéw
biorgcych czynny udziat w deaktywacji neutrofili, stwarza nowe mozliwosci terapeutyczne w

leczeniu pacjentéw z zakazeniami wywolanymi bakteriami Gram-ujemnymi.

W publikacji pierwszej: Lewkowicz P, Lewkowicz N, Sasiak A, Tchorzewski H.
Lipopolysaccharide-activated CD4"CD25" T regulatory cells inhibit neutrophil function and

promote their apoptosis and death.

Pierwszym osiggnieciem bylo wykazanie, ze limfocyty Treg hamuja wszystkie efektorowe
funkcje neutrofili, ktére po interakcji bezposredniej komérka-komérka z limfocytami Treg
stawaly si¢ komoérkami apoptotycznymi. Wykazano, ze ewolucyjnie miodsze (limfocyty
Treg) moga kontrolowa¢ funkcje komoérek ewolucyjnie starszych oraz, ze limfocyty Treg
posiadaja na swojej powierzchni receptor Toll-like (TLR) 4, dla ktérego ligandem jest LPS
pochodzacy ze $cian komoérkowych bakterii Gram-ujemnych. Funkcjonalnym dowodem na
aktywny wplyw LPS na limfocyty Treg bylo wykazanie, ze jadrowy czynnik
transkrypcyjnego FOXP3 ulega translokacji z cytozolu do jadra komorki podczas ekspozycji
limfocytéw Treg na LPS. Odkrycie t¢ wskazuje, ze do aktywacii limfocytéw Treg nie s3
konieczne antygeny prezentowane w kontekécie MHC klasy II, a mozliwa jest ich

bezposrednia aktywacja przez bakterie i ich toksyny.

Za odkrycie supresorowego dzialania limfocytéw Treg w stosunku do neutrofili oraz

wykazania bezposredniego wplywu LPS na limfocyty Treg, Habilitantka otrzymala wraz



wspolautorami  publikacji nagrode Polskiego Towarzystwa Immunologii Klinicznej i

Doswiadczalnej na Zjezdzie Towarzystwa w 2008 roku.

Publikacja druga: Lewkowicz N, Lewkowicz P, Dzitko K, Kur B, Tarkowski M,
Kurnatowska A, Tchérzewski H.: Dysfunction of CD4"CD25"eh T regulatory cells in patients

with recurrent aphthous stomatitis.

Praca prezentuje badania nad regulacja limfocytéw T efektorowych przez limfocyty Treg u

chorych z aftami nawracajacymi.

Z badan Habilitantki wynika, Zze u pacjentéw z aftami nawracajacymi wystepuje
aktywacja obwodowych neutrofili i zaburzenie réwnowagi w wytwarzaniu cytokin pro- i
przeciwzapalnych przez komoérki jednojadrzaste i zmmniejszenie odsetka obwodowych
limfocytéw Treg. W badaniach wykazano réwniez mniejsza ekspresje IDO, ktéra moze by¢
odpowiedzialna m.in. za zaburzenie powstawania obwodowych specyficznych antygenowo
limfocytéw Treg, co moze by¢ przyczyna nadreaktywnosci limfocytéw Thl i Th2 u chorych z
aftami nawracajacymi. Podsumowujac, nadreaktywne populacje limfocytéw T efektorowych
moga by¢ mniej wrazliwe na dziatanie supresorowe limfocytow Treg, co konsekwencji moze

doprowadzi¢ do reakcji zapalnej, niszczenia keratynocytéw jamy ustnej i powstawania aft.

Uzyskane wyniki na temat patogenezy stanéw zapalnych podkreslaja nadrzedng role

limfocytéw Treg i zmieniajg spojrzenie w zagadnieniach ich regulacji.

Publikacja trzecia: Lewkowicz N, Klink M, Mycko MP, Lewkowicz P. Neutrophil-

CD4'CD25" T regulatory cell interactions: a possible new mechanism of infectious tolerance.

Odkrycie supresyjnego dziatania limfocytéw Treg w stosunku do neutrofili, a takze
mozliwosci aktywacji limfocytéw Treg przez TLR4 jest bardzo doniostym odkryciem w
perspektywie nie tylko zrozumienia mechanizméw regulacyjnych ale ma donioste znaczenie

w aspekcie klinicznym.

Wykazano bowiem, ze limfocyty Treg stymulowane LPS indukowaty wytwarzanie przez
neutrofile IL-10, cytokiny o dzialaniu przeciwzapalnym, a hamowaly wytwarzanie IL-6,
cytokiny o dzialaniu prozapalnym. Potwierdzono, ze zrédlem IL-10 w mieszanych
inkubacjach sg neutrofile, a nie limfocyty Treg, a synteza IL-10 zostata wykazana zar6wno na
poziomie wydzielania zewnatrzkomoérkowego, wewnatrzkomérkowo, jak 1 na poziomie

ekspresji mRNA.



Habilitantka w swoich badaniach udowodnita, ze zarowno limfocyty Treg uprzednio
aktywowane LPS, jak i mAb anty-CD3/CD28 zwigkszaja w neutrofilach zdolnos¢ do syntezy
TGF-B1. Wykazala réwniez, ze limfocyty Treg aktywowane poprzez TCR indukujg w
neutrofilach enzym rozkladajacy tryptofan indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO). Jest to jeden
z supresorowych mechanizméw, jakim postuguja si¢ limfocyty Treg, a proces ten zachodzi w
trakcie bezposredniej interakcji komoérka-komorka przy udziale receptoréw CTLA-4 na Treg i

CD80/CD86 na neutrofilach.

Opisane wyniki pozwolily sformutowaé wtasng hipotezg regulacji zapalania i zaproponowaé

rozszerzenie teorii ‘infectious tolerance’ .

Publikacja czwarta: Lewkowicz N, Mycko MP, Przygodzka P, Cwiklinska H, Cichalewska
M, Matysiak M, Selmaj K and Lewkowicz P. Induction of human IL-10-producing
neutrophils by LPS-stimulated Treg cells and IL-10

W kolejnej publikacji doprecyzowano zarys teorii regulacji zapalenia z udziatem
aktywowanych limfocytéw Treg i neutrofili i potwierdzono mechanizm dzialania limfocytow

Treg stymulowanych LPS w stosunku do neutrofili.

Poddano weryfikacji hipoteze o parakrynnym dziataniu IL-10 produkowanej przez neutrofile,
ktéra indukuje wytwarzanie IL-10 przez kolejne neutrofile, wyjasniono kwesti¢ apoptozy
neutrofili. Odsetek komoérek apoptotycznych korelowal z podobnym odsetkiem neutrofili

produkujacych IL-10, co wskazywato ze oba te procesy wystepuja jednoczasowo.

Kluczowym elementem w indukcji supresorowych neutrofili okazala si¢ metylacja
biatka histonowego H3 w regionie K4 i odkrycie, ze wczesniejsza ekspozycja neutrofili na
LPS calkowicie blokuje mozliwo$¢ metylacji bialka histonowego H3 w regionie K4 i tym

samym polaryzacji neutrofili w kierunku supresorowych komérek wytwarzajacych IL-10.

Ostatni cykl eksperymentéw podsumowujacy badania polegal na potwierdzeniu, ze
obserwowane interakcje pomiedzy neutrofilami i stymulowanymi LPS limfocytami Treg nie
sa jedynie sztucznym uktadem izolowanych subpopulacji dzialajacym tylko in vitro, a maja
swoje odzwierciedlenie in vivo w miejscu zapalenia. Badanie potwierdzilo, ze u 0sob z
przewleklym zapaleniem przyzebia wigkszo$¢ neutrofili obecnych w wysigku zapalnym
wytwarzato IL-10, podczas gdy u pacjentéw z aseptycznym zapaleniem zaden z obecnych w

polu widzenia neutrofili nie wytwarzal IL-10. W materiale z obu typéw zapalenia byty
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natomiast obecne limfocyty Treg (FOXP3), co stanowi dodatkowy, posredni dowdd o

interakcjach obu subpopulacji komérek w miejscu zapalenia.
Perspektywy praktycznego wykorzystania odkrycia

Odkrycie nowego mechanizmu regulacji zapalenia indukowanego bakteriami Gram-
uwemnymi moze mieé duze konsekwencje kliniczne. Poznanie tego mechanizmu pozwala na
lepsze zrozumienie przebiegu zaréwno przewlektych stanéw zapalnych, w ktérych trwata
eradykacja patogenéw jest utrudniona badZ niemozliwa z powodu nieskutecznej odpowiedzi
immunologicznej gospodarza jak i patomechanizmu nowotwor6w, w ktérych zmienione
komorki unikaja eliminacji ze wzgledu na nieskuteczne dziatanie immunokompetentnych
komoérek efektorowych. Na drugim biegunie sa schorzenia, w ktérych neutrofile sg
patologicznie aktywne (afty nawracajgce, reumatoidalne zapalenie stawéw, choroba Devica),

a zaburzenie dezaktywacji neutrofili moze stanowic istotng przyczyne powiklan.

Warto$¢ naukowa i kliniczna przedstawionych prac i ich wyniki moga by¢ w przyszloci
wykorzystane do opracowania skutecznego sposobu na odblokowanie lub wymuszona
aktywacje genow zwiazanych z polaryzacja neutrofili w kierunku komérek supresorowych.
Wskazanie potencjalnych celow terapii moze mieé praktyczne znaczenie w projektowaniu,

Wysoce swoistej terapii genowe;.

VI. Oméwienie pozostalych osiagnieé naukowo-badawczych

1. Immunologiczne aspekty patogenezy aft nawracajgcych jamy ustnej

Zasadniczym kierunkiem zainteresowar naukowych i lekarskich Habilitantki sg problemy
patogenezy i leczenia chordb blony $luzowej jamy ustnej, a w szczegblnosci  aft
nawracajacych jamy ustnej. Temu zagadnieniu po$wiecono 9 prac, w ktérych wykazano, ze u
podioza aft nawracajacych lezy nadreaktywno$é uktadu immunologicznego, zaréwno
odpornosci wrodzonej, jak i nabytej. Cechy aktywacji neutrofili krwi obwodowej i uktadu
dopetiacza byly stwierdzone nie tylko w fazie aktywnej choroby, lecz réwniez w fazie

remis;ji.

W kolejnych badania nad patogenezg aft nawracajacych badan wykazano, ze u wiekszodci
przebadanych pacjentow z aftami nawracajgcymi wystepuja autoprzeciwciala skierowane
przeciwko desmosomom warstwy kolczystej nabtonka wielowarstwowego plaskiego we krwi
w fazie aktywnej choroby. Ponadto komérki Jjednojadrzaste krwi obwodowej chorych z RAU
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wytwarzaja zwigkszone ilosci cytokin typu Thl: IFN-y, IL-2, TNF, a zmniejszong ilos¢
cytokin o dzialaniu supresyjnym IL-10 i TGF-B. Podobny profil wytwarzanych cytokin byt

wykazany zaréwno w fazie aktywnej, jak 1 w fazie bezobjawowej choroby.

Doktor Lewkowicz przeprowadzila réwniez badania nad ekspresja genow w blonie Sluzowej
jamy ustnej chorych z aftami nawracajacymi i wykazala na poziomie ekspresji gendw, ze w
nacieku zapalnym wokot nadzerek aftowych wiodacg role odgrywaja mechanizmy zapalne
zalezne od limfocytéw Thl, podczas gdy geny charakterystyczne dla odpowiedZ typu Th2,
Th3 czy Th17 nie ulegajg ekspresji.

W przeprowadzonych badaniach nad patogeneza aft nawracajacych Habilitantka
wykazala, ze wiele elementéw odpowiedzi immunologicznej u chorych z RAU charakteryzuje
zwickszona reaktywno$é, nie wykazata natomiast cech moggcych $wiadczyé o niedoborach
immunologicznych. Wyniki tych badan wskazuja na bezzasadno$¢ stosowania leczenia
immunostymulujgcego w aftach nawracajgcych i Kkonieczno$¢ poszukiwania
bezpiecznych, adekwatnych do nasilenia choroby lekow

przeciwzapalnych/immunosupresyjnych.

Whiosek koncowy

Po wnikliwej ocenie dostepnych materiatéw dokumentujacych osiggnigcia naukowego w
postaci cyklu publikacji nt.: " Regulacja neutrofili i limfocytéw T efektorowych przez
limfocyty regulatorowe T CD4"CD25" u oséb zdrowych i w wybranych patologiach
blony §luzowej jamy ustnej i przyzebia” i pozostatej aktywnosci naukowej dr n. med.
Natalii Lewkowicz, stwierdzam, ze Kandydatka spelnia wszystkie formalne i zwyczajowe
wymogi niezbedne do ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego w dziedzinie nauk
medycznych w dyscyplinie stomatologia. Bogaty dorobek naukowy w pismiennictwie
miedzynarodowym dowodzi umiejetnosci samodzielnej pracy naukowej i wnoszenie
nowatorskich rozwigzan klinicznych w dziedzinie stomatologii. Kandydatka wykazuje
umiejetnos¢ pracy zespotowej, co we wspolczesnej medycynie jest niezbednym warunkiem

prowadzenia badan interdyscyplinarnych.

Dlatego przedstawiam Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarsko Uniwersytetu Medycznego w

Y.odzi wniosek o dopuszczenie dr n. med. Natalii Lewkowicz do dalszych etapoéw



postgpowania habilitacyjnego z pelnym uznaniem J ¢j dorobku naukowego, osiagnieé

dydaktycznych i organizacyjnych..

iz b el Deiborsba

Dr hab. n. med. Elzbieta Dembowska
Szczecin 07.04.2016r.



