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1. Imie¢ i nazwisko:
Grzegorz Chodaczek
2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:

2001 — Magister farmacji, zakres: farmacja apteczna
Wydziat Farmaceutyczny, Akademia Medyczna im. Piastow Slaskich
we Wroctawiu

2007 — Doktor nauk biologicznych, dyscyplina: biologia
Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
we Wroctawiu, Polska Akademia Nauk
Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Adiuwantowe wlasciwosci kompleksu
laktoferyna — monofosforylowany lipid A”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

11/2005 — 03/2007  Research Associate 11, Department of Microbiology &
Immunology, University of Texas Medical Branch, Galveston,
TX, USA

04/2007 — 10/2011  Postdoctoral Fellow, Department of Immunology, University of
Texas MD Anderson Cancer Cente, Houston, TX, USA

11/2011 - 02/2014  Microscopy Core Manager/Instructor, La Jolla Institute for
Allergy & Immunology, La Jolla, CA, USA

03/2014 — obecnie  Kierownik Laboratorium Mikroskopii Konfokalnej, PORT
Polski Osrodek Rozwoju Technologii (poprzednio Wroctawskie
Centrum Badan EIT+), Wroctaw

4. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach i tytule naukowym (Dz. U. nr. 65, poz. 595 ze zm.):

a) Tytul osiagniecia naukowego:

NOWE METODY WIZUALIZACJI | OBRAZOWANIA PRZYZYCIOWEGO
KOMOREK UKEADU IMMUNOLOGICZNEGO

Sumaryczny IF prac stanowiacych cykl wynosi 97,965 (266 punktéw MNiSW)

b) Autorzy i tytuly publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego:

1. Chodaczek G, Bacsi A, Dharajiya N, Sur S, Hazra TK, Boldogh I. (2009) Ragweed
pollen-mediated IgE-independent release of biogenic amines from mast cells via
induction of mitochondrial dysfunction. Mol Immunol.; 46(13):2505-14.

IF: 3.202
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Pkt. MNiSW: 24

Udzial wlasny: koncepcja pracy, wykonanie wigkszosci badan, opracowanie wynikow,
wspotudzial w opracowaniu manuskryptu, przygotowanie pracy do druku. Moj udziat
procentowy szacuje na 70%.

2. Chodaczek G, Papanna V, Zal MA, Zal T. (2012) Body-barrier surveillance by
epidermal yd TCRs. Nat Immunol.; 13(3):272-82.
IF: 26.199
Pkt. MNiSW: 50
Udzial wlasny: koncepcja pracy, opracowanie technik mikroskopowych i analizy
obrazow, wykonanie badarn in vivo i in Vitro, opracowanie wynikoéw, wspotudziat w
opracowaniu manuskryptu, przygotowanie pracy do druku. M¢;j udziat procentowy
szacuje na 8§0%.

3. Chodaczek G, Toporkiewicz M, Zal MA, Zal T. (2018) Epidermal T Cell Dendrites
Serve as Conduits for Bidirectional Trafficking of Granular Cargo. Front. Immunol.;
9:1430.

IF ooa7): 5.511

Pkt. MNiSW: 35

Udzial wlasny: koncepcja pracy, opracowanie technik mikroskopowych i analizy
obrazow, wykonanie wigkszosci badan, kierowanie zespotem badawczym, opracowanie
wigkszosci wynikow, wspotudzial w opracowaniu manuskryptu, przygotowanie pracy do
druku. Moj udziat procentowy szacuje na 65%.

4.  Zal T, Chodaczek G. (2010) Intravital imaging of anti-tumor immune response and the
tumor microenvironment. Semin Immunopathol.; 32(3):305-17.
IF: 5.216
Pkt. MNiSW: 27
Udzial wiasny: koncepcja pracy, przeglgd literatury, wspotudzial w opracowaniu

techniki przyZyciowego obrazowania ptuc i analizy obrazow, wspotudzial w
opracowaniu manuskryptu. Méj udzial procentowy szacuje na 60%.

5. Hanna RN, Cekic C, Sag D, Tacke R, Thomas GD, Nowyhed H, Herrley E, Rasquinha
N, McArdle S, Wu R, Peluso E, Metzger D, Ichinose H, Shaked I, Chodaczek G,
Biswas SK, Hedrick CC. (2015) Patrolling monocytes control tumor metastasis to the
lung. Science; 350(6263):985-90.

IF: 34.661

Pkt. MNiSW: 50

Udzial wlasny: praca stworzona zostata przez multidyscyplinarny i wieloosrodkowy
zespot badawczy i bylem w niej odpowiedzialny za opracowanie technik przyzyciowego
obrazowania mikroskopowego pfuc i analizy obrazéw, wykonywatem i nadzorowatem
badania mikroskopowe oraz opracowanie wynikow, bratem udzial w tworzeniu
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manuskryptu. Moj wktad wlasny w zakresie calej pracy szacuje na 20% z uwagi na jej
wieloaspektowos¢ i ztozonos¢ analizy wplywu patrolujgcych monocytow na metastazy
ptucne, a w czesci badan mikroskopowych na 60%.

6. Shaked I, Hanna RN, Shaked H, Chodaczek G, Nowyhed HN, Tweet G, Tacke R,
Basat AB, Mikulski Z, Togher S, Miller J, Blatchley A, Salek-Ardakani S, Darvas M,
Kaikkonen MU, Thomas GD, Lai-Wing-Sun S, Rezk A, Bar-Or A, Glass CK,
Bandukwala H, Hedrick CC. (2015) Transcription factor Nr4al couples sympathetic
and inflammatory cues in CNS-recruited macrophages to limit neuroinflammation. Nat
Immunol.; 16(12):1228-34.

IF: 19.381

Pkt. MNiSW: 50

Udzial wiasny: praca stworzona zostata przez multidyscyplinarny i wieloosrodkowy
zespot badawcezy 1 bytem w niej odpowiedzialny za opracowanie technik przyzyciowego
obrazowania mikroskopowego rdzenia kregowego i analizy obrazow, wykonatem
badania mikroskopowe i opracowatlem wyniki, bratem udziat w tworzeniu manuskryptu.
Moj wkiad wilasny w zakresie calej pracy szacuje na 15% z uwagi na jej
wieloaspektowos¢ i zlozonos¢ analizy wplywu biatka Nrd4al na badany fenotyp, a w
czesci badan mikroskopowych na 100%.

7. Mikolajewicz K, Chodaczek G. (2019) Going deeper: three-dimensional study of y& T
cells in mouse reproductive tract using tissue clearing methods. Immunol Cell Biol.;
97(1):104-111.
|F(2017)Z 3.795
Pkt. MNiSW: 30
Udzial wlasny: koncepcja pracy, kierownictwo wykonania badan, opracowanie technik

mikroskopowych i analizy obrazéow, wykonanie czesci obrazowania mikroskopowego,
opracowanie czesci wynikow, wspotudzial w opracowaniu manuskryptu. Jestem
autorem korespondencyjnym w tej pracy. Moj udziat procentowy szacuje na 25%.

c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Wprowadzenie

Uktad immunologiczny to ztozony system komorkowy, ktérego gtéwnym zadaniem
jest utrzymanie homeostazy organizmu poprzez zdolno$¢ do odrozniania tego, co wihasne
I bezpieczne od tego, co obce i stwarzajace zagrozenie. Uktad ten tworzony jest przez wiele
typow komorek odpornosciowych — tzw. immunocytéw, ktére za pomoca specjalnych
receptorow oddziatuja z otaczajacym je S$rodowiskiem 1 monitoruja jego status. PO
przekroczeniu odpowiedniego progu pobudzenia przez swoisty ligand dla danego receptora,
immunocyty ulegaja aktywacji i wchodza w tryb funkcji efektorowych, pozwalajacych np.
neutralizowa¢ lub niszczy¢ czynniki potencjalnie chorobotworcze. Taki mechanizm dziatania
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dotyczy zaréwno komorek uktadu odpornosci wrodzonej (np. neutrofilow, makrofagéw czy
komoérek NK — ang. natural killer), ktore od razu odpowiadajg na bodziec aktywujacy, jak
i komorek uktadu odpornosci nabytej (np. limfocytow T i B), ktore musza najpierw ,,nauczy¢
si¢” rozpoznawac zagrozenie, tak by dopiero przy drugim kontakcie z tym samym czynnikiem
zareagowac szybciej i mocniej w pordwnaniu do pierwszej grupy komorek.

Wiekszos¢ limfocytow T w stanie podstawowym (nieaktywowanym) przemieszcza si¢
poprzez krew, wezty chtonne lub tkanki obwodowe i pozostaje w gotowosci do rozpoznania
,»obcych” peptydow (antygenoéw), ktore sg nieobecne w prawidlowych warunkach. Dopiero
PO rozpoznaniu za pomoca receptora komorki T (ang. T cell receptor, TCR) swoistego
antygenu pochodzacego np. od wirusa lub bakterii, zwigzanego z czasteczkami zgodnoS$ci
tkankowej MHC (ang. major histocompatibility complex) na komoérce prezentujacej antygeny,
wedrujacy  limfocyt  zatrzymuje si¢ 1 tworzy tzw. synapse immunologiczng -
wieloczasteczkowa strukture powstajaca pomigedzy komoédrka T a komodrka prezentujaca
antygen. Synapsa umozliwia oddziatywanie TCR z antygenem oraz miedzy czasteczkami
adhezyjnymi i sygnalowymi, obecnymi w btonach komoérkowych obu typéw komorek, w
nastepstwie czego dochodzi do serii reakcji fosforylacji/defosforylacji  biatek
odpowiadajacych za aktywacje limfocytu. Dopiero zaktywowana komorka T ma zdolnos¢
pelnienia réznorodnych funkcji  efektorowych prowadzacych np. do zniszczenia
zainfekowanej komorki (funkcje cytotoksyczne) lub stymulujacych limfocyty B do produkcji
przeciwcial neutralizujacych patogeny (funkcje pomocnicze).

Podczas reakcji zapalnych stuzacych eliminacji zagrozenia dochodzi czasem do
nadmiernej aktywacji immunocytow wrodzonych, ktore uszkadzaja wiasne tkanki w sposob
nieswoisty wskutek uwalniania do otoczenia substancji cytotoksycznych. Podobnie,
w pewnych sytuacjach ujawniajg si¢ limfocyty T z ekspresjg receptora antygenowego TCR
o swoistosci skierowanej na wiasne tkanki, ktore wskutek aktywacji moga prowadzi¢ do
rozwoju choréb autoimmunologicznych, takich jak cukrzyca typu pierwszego, stwardnienie
rozsiane lub reumatoidalne zapalenie stawow. Prawidlowy proces rozwoju i selekcji komorek
T w grasicy eliminuje jednak potencjalnie autoreaktywne limfocyty, ktore zbyt mocno
oddziatuja poprzez swoj TCR z czasteczkami MHC prezentujacymi wiasne peptydy.
W rezultacie, autoreaktywne komorki T sa stosunkowo rzadkie w tkankach obwodowych
a czgsto$¢ wystepowania schorzen o charakterze autoagresji jest dos¢ niska.

Opisane powyzej mechanizmy odporno$ciowe zostaly poznane dzigki postepowi
w badaniach uktadu immunologicznego, gtownie poprzez rozwdj technologii wytwarzania
przeciwcial i technik wykorzystujacych zjawisko fluorescencji, takich jak cytometria
przeptywowa i mikroskopia. Przeciwciala, czyli biatka immunoglobulinowe rozpoznajace
swoiste antygeny komorkowe, zaczeto sprzgga¢ z fluoroforami, czyli barwnikami
emitujagcymi okreslony zakres spektralny §wiatla po wzbudzeniu odpowiednig dlugoscia fali.
Pozwolilo to m.in. na analiz¢ cytometryczng i1 wysortowanie pojedynczych komorek
wyizolowanych z tkanek badz krwi na podstawie wyznakowanych immunofluorescencyjnie
markeréw blonowych, ktore Scisle definiujag wybrane populacje immunocytow. To z kolei
umozliwito ich dalsza, bardziej szczegdtowa charakterystyke pod wzgledem ekspresji genow
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lub biatek np. za pomocg metod biologii molekularnej. Podobnie, dzigki hodowli in vitro
immunocytow udato si¢ rowniez pozna¢ cze$ciowo mechanizmy prowadzace do ich
aktywacji i funkcji efektorowych. Kluczowa technika w tym wypadku byla mikroskopia
fluorescencyjna, ktéora w warunkach hodowlanych umozliwita wizualizacj¢ zachowania
calych komorek a takze bialek btonowych, bioragcych udziat w oddziatywaniach
miedzykomorkowych, np. podczas tworzenia synapsy immunologicznej.

Obserwacje poczynione na wyizolowanych komoérkach natychmiast zrodzity pytanie
czy podobne zjawiska zachodzg in vivo, w naturalnym, trojwymiarowym mikro$rodowisku
komorek, w ktorym podlegaja one o wiele bardziej réznorodnym oddzialywaniom niz na
ptaskiej, izolowanej powierzchni naczynia hodowlanego. Pierwsze proby zmierzajace do
wyjasnienia zachowania immunocytow In situ, czyli w miejscu ich wystepowania,
angazowaly klasyczne metody histologiczne. Polegaja one na odpowiedniej preparacji
analizowanych tkanek i pocigciu ich na cienkie, kilkumikronowe skrawki, ktore nastepnie
barwi si¢ chemicznie, aby wyodrebni¢ podstawowe struktury tkankowe i komorkowe, takie
jak jadra, cytoplazma lub kolagenowe podscielisko (np. barwienie hematoksyling i eozyng lub
barwienie trojbarwne wg Massona). Dzigki barwieniu wykorzystujacym przeciwciata
znakowane fluorescencyjnie lub sprzgzone z enzymem - peroksydaza chrzanowa (w celu
wywolania miejscowej reakcji barwnej) mozliwe stalo si¢ obrazowanie Scisle okreslonych
markeréw swoistych dla danej populacji komoérek 1 w zwigzku z tym, ich wizualizacja na tle
struktur tkankowych, aczkolwiek tylko w obrebie grubosci pojedynczego skrawka. Pelna
informacja o mikrosrodowisku tkanki w catej jej objetosci, bez destruktywnego cigcia, byta
niedostgpna z uwagi na jej przygotowanie do obrazowania na dostgpnych wowczas
mikroskopach szerokiego pola, pozwalajacych na analizg tylko cienkich preparatow.

Przelomem w mikroskopii 1 obrazowaniu grubych probek staty si¢ mikroskopy
konfokalne i ich modyfikacje umozliwiajace mikroskopi¢ dwufotonowa. W przeciwienstwie
do mikroskopii szerokiego pola, ktéra do wytworzenia obrazu przewaznie uzywa Swiatto
lamp halogenowych o szerokim spektrum $wiatta, mikroskopia konfokalna wykorzystuje
Swiatlo laserow o $cisle okreslonej dlugosci fali dostosowanej do spektralnych wiasciwosci
wizualizowanych fluoroforéw. Zwykle stosowane lasery emitujg $wiatlo widzialne
I podczerwone, najczesciej W zakresie 405-1000 nm (UV-VIS-IR). Penetrujaca tkanki wigzka
lasera wzbudza wszystkie fluorofory na swojej drodze, wigc zbierany sygnat emisji pochodzi
z calej objetosci tkanki, ktora podlegata naswietlaniu (Ryc. 1). To powoduje, ze rejestrowany
obraz w mikroskopie szerokiego pola jest rozmyty i nie mozna precyzyjnie wskazaé
przestrzennej lokalizacji obserwowanych obiektéw. W celu poprawy kontrastu i zwigkszenia
rozdzielczos$ci w osi Z w mikroskopie konfokalnym wprowadzono specjalng przestone, ktora
powoduje odrzucenie $wiatta nie pochodzacego z ptaszczyzny skupiania $wiatta (Ryc. 1).
Pozwolito to na detekcj¢ sygnalu z pojedynczej sekcji optycznej na wybranej glebokosci
w tkance, dzigki czemu mozna wykona¢ trojwymiarowe rekonstrukcje obrazowanych tkanek
w wysokiej rozdzielczosci.
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Ryc. 1. Porownanie technik mikroskopowych. Mikroskopia konfokalna pozwala na rejestracje
obrazu z poziomu ogniskowej obiektywu i plaszczyzny najwiekszej ostrosci, podczas gdy
w mikroskopii szerokiego pola obraz zawiera sygnat pochodzgcy rowniez 7 warstw ponizej

i powyzej ogniskowej, przez co kontrast i rozdzielczos¢ ulega pogorszeniu. (Rycina wlasna).

Modyfikacja tej techniki jest zastosowanie pulsujacego lasera podczerwonego,
umozliwiajacego wzbudzanie jednej czasteczki fluoroforu przez dwa fotony o nizszej energii
niz $wiatto emitowane. Efekt ten ograniczony jest tylko do ogniskowej obiektywu, w zwigzku
z czym fluorofory w pozostatych ptaszczyznach nie ulegaja wzbudzaniu, wigc sygnat tfa jest
mocno ograniczony oraz nie dochodzi do wyswiecania (ang. photobleaching) fluoroforéw
w innych warstwach, co zwykle stanowi problem przy uzyciu typowych laserow UV-VIS
(Ryc. 2). Najwigksza zaleta mikroskopii dwufotonowe;j jest jednak glebsza penetracja tkanki
przez laser podczerwony w poroéwnaniu do laserow UV-VIS, ktore z uwagi na wicksza
energi¢ fotonow fatwiej ulegaja rozpraszaniu na strukturach tkankowych. W zaleznosci od
rodzaju obrazowanej tkanki za pomoca mikroskopii dwufotonowej mozna rejestrowaé sygnat
nawet na glebokosci 1 mm (przewaznie jednak 250 pm), podczas gdy mikroskopia
konfokalna wykorzystujaca lasery UV-VIS wykrywa obiekty polozone na maksymalnie 80
pum gtebokosci.
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Ryc. 2. Porownanie mikroskopii jedno- i dwufotonowej. Pulsujgcy laser podczerwony
umozliwia wzbudzanie fluoroforow tylko w ogniskowej obiektywu (mniejszy sygnat tla
i mniejsze wyswiecanie fluoroforow z warstw ponizej i powyzej plaszczyzny ogniskowej)
oraz glebiej penetruje tkanki z uwagi na mniejszq energie wiqzki i mniejsze rozpraszanie.
(Rycina wlasna).

Dodatkowo, wspomniany laser podczerwony umozliwia generacje drugiej
harmonicznej (ang. second harmonic generation, SHG), czyli wytworzenie fali $wiatla o
dhugosci rownej potowie dlugosci naswietlania wskutek interakcji $wiatta z widknistymi
strukturami bez centrum symetrii, takich jak np. kolagen. Zjawisko to pozwala na
wizualizacj¢ kolagenowego rusztowania tkanek bez dodatkowego barwienia, np. w skorze
wlasciwej lub wokot roznych organow (ptuca, wezly chlonne) (Ryc. 3). Mikroskopia
dwufotonowa generuje rowniez sygnat autofluorescencyjny o wiele bardziej niz mikroskopia
jednofotonowa z laserami UV-VIS. Ten rodzaj sygnatu jest bardzo powszechny, lecz
nieswoisty, przez co nie pozwala na réznicowanie obrazowanych typow komorek. Wyjatkiem
moga by¢ makrofagi, ktore niekiedy identyfikuje si¢ na podstawie autofluorescencyjnych
ziarnistosci. Endogenne fluorofory i sygnat drugiej harmonicznej sa z jednej strony bardzo
uzyteczne, poniewaz tworza tlo 1 kontekst dla komorek bedacych przedmiotem analiz;
z drugiej jednak strony, zwigkszajg rozpraszanie $wiatta w tkankach, przez co zmniejszaja
glebokos$¢ penetracji lasera 1 detekcje sygnatu z glebokich warstw. Te ograniczenia sg
aktualnie skutecznie usuwane przez rozwo0j metod stuzacych optycznemu oczyszczaniu
tkanek. Dzigki inkubacji utrwalonych tkanek w roztworach substancji usuwajgcych lipidy lub
wyréwnujacych wspotczynnik zatamania $wiatta w calej objetosci tkanki mozna je uczynié
przezroczystymi, co jeszcze bardziej pomaga w obrazowaniu grubych tkanek i umozliwia
Wwizualizacj¢ nawet catych organow. Wiele metod oczyszczania zostalo opracowanych
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gtownie w celu obrazowania tkanki nerwowej moézgu i wizualizacji delikatnych polaczen
neuronalnych, ktore uleglyby zniszczeniu podczas histologicznej preparacji.

Obiektyw

to 400 nm %
Tkanka %%

Kierunek propagacji sygnatu

Py

>

Skdra wiasciwa

Ryc. 3. Generacja drugiej harmonicznej i wizualizacja kolagenu w tkankach. (Rycina wiasna).

Badania komoérek uktadu odpornosciowego hodowanych w warunkach zblizonych do
fizjologicznych pokazaty, ze immunocyty po aktywacji potrafig by¢ bardzo ruchliwe. Byto to
mozliwe dzigki sekwencyjnemu zapisowi obrazéw mikroskopowych w okre§lonym interwale
czasu. Dalo to poczatek rozwojowi mikroskopii przyzyciowej (ang. live microscopy),
rozumianej jako wizualizacja dynamicznych procesoOw na poziomie komoérkowym
i subkomorkowym, rejestrowanych zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo. Pierwsze
obserwacje dynamiki komorek in vivo (ang. intravital microscopy) przeprowadzano za
pomoca mikroskopii szerokiego pola, studiujac gtownie ruch komoérek w naczyniach
krwiono$nych, np. w migs$niu dzwigacza jadra u myszy lub szczurow, nagrywajac obraz
analogowymi kamerami video. W tym rodzaju mikroskopii kontrast 1 rozréznienie obiektow
uzyskiwane byto na podstawie roznic pochtaniana i rozpraszania $wiatla, stad tez konieczno$¢
by analizowana tkanka byta mozliwie jak najciensza i przepuszczalna dla swiatta. Dzigki tej
technice zdefiniowano podstawowe etapy migracji komorek z tozyska naczynia do tkanek,
takie jak toczenie si¢ leukocytéw po powierzchni $rodbtonka czy ich adhezja do komorek
srédbtonka. Metoda ta nie znalazta jednak szerszego zastosowania, poniewaz zdecydowana
wiekszos¢ tkanek 1 organéw z uwagi na potozenie 1 wtasciwosci optyczne nie nadawata si¢ do
tego typu mikroskopii. W konsekwencji poszukiwano alternatywnych technik pozwalajacych
uzyska¢ obraz z tkanek nieprzezroczystych a jednocze$nie dajacych mozliwos¢ lepszej
identyfikacji analizowanych struktur.

Podobnie jak w przypadku statycznego obrazowania, mikroskopia konfokalna i
dwufotonowa daty znacznie lepsze rezultaty w mikroskopii przyzyciowej I sa one aktualnie
podstawowymi metodami w tym typie obrazowania. Konieczno$¢ utrzymania obiektu
obserwacji przy zyciu i che¢ rejestracji obrazéw ruszajacych si¢ obiektow wymusity szereg
nowych rozwigzan technicznych w budowie mikroskopu. Przede wszystkim stosuje si¢
odpowiedni skaner, ktory kieruje wiazka lasera w trybie rezonansowym, bardzo szybko
oscylujac (przewaznie z czgstotliwosécig 8-16 kHz), co kilkakrotnie zwigksza predkosé
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skanowania w poréwnaniu do skaneréw konwencjonalnych oraz skraca dlugos¢ kontaktu
$wiatla lasera z tkanka, prowadzac do zmniejszenia fototoksycznoséci podczas obserwacji.
Kladzie si¢ rdwniez nacisk na detekcje sygnaldow o malej intensywnosci, ktore sa bardzo
powszechne z uwagi na wigksze rozpraszanie $wiatta w zywych tkankach. Polepszenie
rejestracji stabego sygnatu uzyskuje si¢ poprzez zastosowanie obiektywoéw o wysokiej
aperturze numerycznej, pozwalajace] efektywnie zbiera¢é emitowane wielokierunkowe
Swiatlo, 1 uzycie detektorow nowej generacji (fotopowielaczy Ga-As-P) ze zwigkszong
czutoscig. Konfiguracja mikroskopu rdwnoczesnie jest tak planowana, aby umozliwiata tatwy
dostegp 1 manipulacje przy obiekcie badan, spoczywajacym na podgrzewanym stoliku
mikroskopowym i podlaczonym do aparatury z anestezja lub do dodatkowych akcesoriow
(np. stabilizatora organow podlegajacych obserwacji lub respiratora).

W  przypadku badan nad komoérkami ukladu immunologicznego prébuje si¢
wizualizowaé je in vivo na kilka sposobow, przede wszystkim w myszach laboratoryjnych.
Najprostsza metoda jest wyznakowanie analizowanej populacji komorek poprzez
wstrzyknigcie wyznakowanego fluorescencyjnie przeciwciala rozpoznajacego swoiste
antygeny powierzchniowe na badanych komorkach. W ten sposéb mozna np. identyfikowac
limfocyty z markerami CD4 i CD8 w krwiobiegu lub §ledzionie (Ryc. 4). Ograniczeniem tej
metody jest konieczno$¢ kontaktu analizowanych komorek z krwia, wigc komorki
przebywajace poza naczyniami krwiono$nymi, np. w we¢zle chlonnym, nie wigza podanego
przeciwciala 1 nie barwig si¢. Przeciwciata ulegaja takze internalizacji 1 degradacji
wewnatrzkomorkowej, dlatego ich sygnal utrzymuje si¢ zazwyczaj do kilku godzin. Ponadto,
przeciwciala niosg ryzyko sieciowania 1 aktywacji swoistych dla siebie receptorow
powierzchniowych, przez co moga zmieniac¢ status badanych komorek.

Ryc. 4. Przyzyciowe obrazowanie komorek CD4" i CD8" w sledzionie za pomocq
fluorescencyjnie znakowanych przeciwcial. (Rycina wtasna).
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Inng metoda wizualizacji komoérek uktadu immunologicznego jest izolacja leukocytow
z organizmu dawcy i ich znakowanie in vitro za pomoca odpowiednich barwnikoéw
fluorescencyjnych, np. CFSE, CMRA czy SNARF-1. Wyznakowane komorki wprowadza si¢
nastepnie do organizmu biorcy 1 analizuje ich ruchliwo$¢ oraz oddziatywania
mi¢dzykomorkowe w wybranej tkance. Procedura ta, podobnie jak znakowanie
przeciwcialami, moze indukowaé¢ zmiany w zachowaniu analizowanych komorek. Poza tym,
barwniki sg stopniowo usuwane z cytoplazmy, wigc komoérki mozna obserwowac in Vvivo
przewaznie nie dtuzej niz dwa dni.

Odkrycie bialek fluorescencyjnych i rozwdj inzynierii genetycznej pozwolity na
wyznakowanie pozadanych populacji komorek poprzez endogenng ekspresje biatka zielonej
fluorescencji (ang. green fluorescent protein, GFP) lub jego pochodnych (cyjanowe/CFP,
z6tte/YFP, czerwone/RFP) bez koniecznos$ci dodatkowych manipulacji. Stworzone zostaly
specjalne transgeniczne szczepy myszy, tzw. myszy reporterowe, w ktorych poszczegdlne
typy immunocytoéw, definiowane na podstawie biatek powierzchniowych lub czynnikow
transkrypcyjnych, wytwarzajg i gromadza (najczegsciej w cytoplazmie) duze ilo$ci biatka
fluorescencyjnego, dzigki czemu mozna $ledzi¢ ich los w organizmie przez caty okres zycia
komorkowego. Przyktadowo, komdrki dendrytyczne, ktorych rolg jest prezentacja antygenow
limfocytom, mozna zobrazowa¢ w myszy CD11c-YFP (ekspresja YFP w komorkach
wytwarzajacych CD11c). Z kolei, szczep LysM-GFP zawiera fluorescencyjne neutrofile i
makrofagi (ekspresja GFP w komorkach wytwarzajacych lizozym M); natomiast limfocyty T
mozna wizualizowa¢ np. w myszy CD2-DsRed (ekspresja DsRed w komorkach z aktywnym
promotorem transgenu CD2).

Uzyteczno$¢ mikroskopii przyzyciowej pokazujag prace oOpisujace zachowanie
immunocytow podczas indukcji odpowiedzi immunologicznej na modelowy antygen. W 2002
r. Miller i wspolpracownicy w artykule opublikowanym w Science po raz pierwszy
zademonstrowali roéznice w ruchliwosci limfocytow T i B w obrebie wezla chlonnego.
Wykazano, ze oba typy komorek przy braku swoistego, aktywujacego je antygenu poruszaly
si¢ przypadkowo — bez dominujacego kierunku. Komorki T migrowaty z wigksza predkoscia
niz komorki B (10,8 £ 0,1 pm/min w poréwnaniu do 6,4 + 0,07 um/min, odpowiednio) i byly
w stanie pokona¢ wigksze odleglosci w danej jednostce czasu. Obecno$¢ swoistego antygenu
w wezle chlonnym spowodowata przeksztatcenie si¢ komérek T w tzw. blasty, co objawia sig
m.in. przyrostem objetosci komorki. Ponadto, wzrost wowczas odsetek nieruchomych
limfocytow z 3% (przy braku antygenu) do 25% (przy lokalnej prezentacji antygenu
w wezle). Limfocyty T tworzyly wielokomérkowe klastry skupione najprawdopodobniej
wokol komorek dendrytycznych, eksponujacych peptydy powstate z aktywujacego antygenu.
Zostalo to potwierdzone w pracy Stoll i wspotpracownikow (Science, 2002), ktorzy
zobrazowali w wezle chtonnym zaréwno komorki prezentujgce antygeny, jak i aktywowane
przez nie limfocyty T. Oba artykuly byly przetomowe dla naszego zrozumienia biologii
immunocytow, mimo ze samo obrazowanie prowadzono na wyizolowanych od myszy
weztach chtonnych utrzymywanych in vitro w warunkach fizjologicznych. Od tamtej pory
nastapil gwaltowny rozwdj tej dziedziny mikroskopii 1 aktualnie w publikowanych pracach
dominuje obrazowanie in vivo, ktore najlepiej odzwierciedla procesy zyciowe. Jest ono
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trudniejsze do przeprowadzenia niz mikroskopia ex vivo lub in vitro z uwagi na konieczno$é
podtrzymania wszystkich funkcji zyciowych uspionej myszy laboratoryjnej, niejednokrotnie
poddanej skomplikowanej operacji chirurgicznej w celu odstoniecia tkanki lub organu na
potrzeby mikroskopii, tak jak w przypadku obrazowania ptuc.

Rownolegle do postepéw w samej technice obrazowania przyzyciowego rozwijata si¢
réwniez analiza zdje¢ mikroskopowych. Mikroskopia przestala by¢ technika, ktora
dostarczata tylko obrazy na potwierdzenie jakiej$ hipotezy. Interpretacja zdjgcia musiata miec¢
podparcie liczbowe, wolne od subiektywizmu. Dzigki odpowiedniemu przetwarzaniu zdjec¢
predkos¢ ruchu komorek zostata doktadnie policzona. Podobnie, rodzaj migracji (kierunkowa,
przypadkowa czy ograniczona) zostal wyrazony liczbowo na podstawie pomiaru
przemieszczenia komorki z miejsca startu do miejsca, do ktorego komorka dotarta w danym
punkcie czasowym. Poczatkowo analiza zdj¢¢ polegala na manualnych pomiarach,
polegajacych na recznym obrysowywaniu ciala komoérek w celu okreslenia zmian ich pozycji
lub morfologii w czasie. Byt to bardzo zmudny proces, ktory nie pozwalal na uzyskanie duzej
ilosci danych potrzebnych do przeprowadzenia wiarygodnej analizy statystycznej. Aktualnie
istniejgce oprogramowania do przetwarzania obrazow mikroskopowych znacznie ulatwiajg
opracowanie liczbowe zdjeé, aczkolwiek, w dalszym ciggu jest to przewaznie Proces
poélautomatyczny 1 niejednokrotnie wymagajacy sprawdzenia metodg prob i bledow czy
wybrany algorytm prowadzi do pozadanego celu.

Réznorodnos¢ komorek tworzacych uktad immunologiczny, ich wszechobecnosé
W organizmie oraz rozmaite wspotzalezno$ci migdzy nimi dajg poczucie, ze wcigz niewiele
wiemy o jego funkcjonowaniu. Od 2002 r. zostato opublikowanych wiele prac, ktoére powoli
odstaniajg prawdziwy obraz immunocytow w akcji — w $cisle okreslonym miejscu 1 czasie,
aczkolwiek dalej w skali swiata mikro. Badania mikroskopowe, kiedy$ bardzo niszowe, teraz
stajg si¢ coraz bardziej powszechne. M9j wktad w rozwdj tej dziedziny koncentruje si¢
opracowaniu technik obrazowania zaréwno statycznego jak i dynamicznego réoznych komorek
uktadu odpornosciowego w celu bezposredniego uwidocznienia i zrozumienia mechanizmow
ich dziatania.

Cel naukowy

Przedstawione publikacje, wchodzace w sktad mojego osiggniecia naukowego
1 stanowigce podstawe o ubieganie si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego, zbieraja
moje dokonania w rozwoju nowych technik mikroskopowych do wizualizacji i badan
funkcjonalnych komérek uktadu odpornosciowego. W niektérych pracach mikroskopia bylta
wiodagcym narzedziem badawczym, w innych byla jedng z kilku rownowaznych technik,
opisujacych nieznang dotad biologi¢ badanych komorek immunologicznych.

Szczegodtowe cele naukowe to:

1. Wizualizacja in vitro wptywu mitochondrialnego stresu oksydacyjnego na poziom pH
ziarnisto$ci wewnatrzcytoplazmatycznych komorek tucznych (Publikacja 1).

2. Wizualizacja in vivo monitorowania bariery skornej przez naskérkowe limfocyty T yd
(Publikacja 2).
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3. Wizualizacja in  vivo ruchu  ziarnistosci  wewnatrzcytoplazmatycznych
w naskoérkowych limfocytach T yd (Publikacja 3).

4. Opracowanie techniki wizualizacji in vivo limfocytow T w mikro$rodowisku guza
ptuc (Publikacja 4).

5. Wizualizacja in vivo kontroli metastaz nowotworowych do pluc przez monocyty
patrolujace (Publikacja 5).

6. Wizualizacja in vivo infiltracji rdzenia krggowego przez autoreaktywne limfocyty T
i aktywacji komorek mikrogleju w mysim modelu stwardnienia rozsianego
(Publikacja 6).

7. Opracowanie techniki oczyszczania optycznego pochwy w celu wizualizacji
limfocytow T y6 w uktadzie rozrodczym (Publikacja 7).

Uzyskane wyniki

Publikacja 1: Chodaczek G, Bacsi A, Dharajiya N, Sur S, Hazra TK, Boldogh 1. (2009)
Ragweed pollen-mediated IgE-independent release of biogenic amines from mast cells via
induction of mitochondrial dysfunction. Mol Immunol.; 46(13):2505-14.

Glownym celem tej pracy byto sprawdzenie wptywu pytkow ambrozji bylicolistnej na
wydzielanie mediatoréw reakcji alergicznych przez komoérki tuczne (mastocyty). Klasyczna
aktywacja tych komorek przez przeciwciata IgE, wigzace biatka alergenowe, indukuje proces
degranulacji, polegajacy na fuzji =ziarnistoSci wewnatrzcytoplazmatycznych z blong
komoérkowa 1 uwolnienie ich zawarto$ci na zewnatrz. W ten sposob do $rodowiska
zewnatrzkomorkowego trafiaja czynniki odpowiedzialne za objawy alergii, takie jak
histamina 1 serotonina oraz szereg enzymow powodujacych odczyn zapalny. W pracy
wykazatem, ze mozliwy jest rowniez inny mechanizm uwalniania dotyczacy tylko matych
czasteczek (histaminy i serotoniny), niezalezny od obecno$ci swoistych przeciwciat. Pytki
ambrozji, ktére sa modelowym alergenem, maja zdolno$¢ indukcji wolnych rodnikow
poprzez hamujacy wplyw na aktywno$¢ mitochondrialnego kompleksu 111, enzymu ze szlaku
energetycznego odpowiedzialnego za synteze¢ ATP. Za pomoca serii eksperymentow
wykorzystujagcych  techniki  fluorescencyjne = zademonstrowalem, ze  wytworzone
w mitochondriach wolne rodniki (H,O,) hamuja enzym V-ATPaze (pecherzykowa H'-
ATPaza), ktory jest odpowiedzialny za utrzymanie niskiego pH w ziarnistosciach komoérek
tucznych. Przy wzroscie pH w pecherzykach wewnatrzeytoplazmatycznych pod wpltywem
inhibicji V-ATPazy histamina i serotonina nie moga by¢ aktywnie zatrzymane w ich wnetrzu
i wyciekaja na zewnatrz komorek, dajac odczyn zapalny. Zastosowanie mikroskopii
fluorescencyjne; umozliwilo wykazanie zmian pH w ziarnistoSciach pod wplywem
mitochondrialnych wolnych rodnikéw (Fig. 8 w oryginalnej pracy). Do mikroskopowego
pomiaru pH w komorkach tucznych wykorzystatem oranz akrydyny, ktory w $rodowisku
kwasnym tworzy agregaty 1 jest fluorescencyjny w zakresie czerwieni (ok. 630 nm). Wzrost
pH powoduje przejScie oranzu w forme¢ monomeryczng 1 emisj¢ fluorescencji w zakresie
zielonym (ok. 530 nm). Przyzyciowe obrazowanie hodowli mastocytow, natadowanych
oranzem, wykazato obecno$¢ czerwonych — kwasnych ziarnisto$ci, ktore znikaty pod
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wplywem stymulacji komorek do produkeji mitochondrialnych wolnych rodnikéw lub po
zahamowaniu V-ATPazy jej swoistym inhibitorem. Wzrost zasadowo$ci komorek
i zwigkszony sygnal zielony potwierdzitem liczbowo poprzez pomiar intensywnosci
fluorescencji.

Podsumowujgc, wizualizacja wptywu mitochondrialnego stresu oksydacyjnego na
poziom pH ziarnisto§ci wewnatrzcytoplazmatycznych komorek tucznych w  sposob
jednoznaczny i dobitny potwierdzita stawiang tez¢ o niezaleznej od przeciwcial degranulacji
mastocytow. Opisany w pracy mechanizm uwalniania czynnikow alergicznych sugeruje, ze
przeciwdziatanie indukcji wolnych rodnikéw moze otwiera¢ nowe mozliwosci terapeutyczne
alergii.

Publikacja 2: Chodaczek G, Papanna V, Zal MA, Zal T. (2012) Body-barrier surveillance by
epidermal yd TCRs. Nat Immunol.; 13(3):272-82.

Praca poswiecona jest analizie mikroskopowej naskérkowych dendrytycznych
komorek T yd. Limfocyty te stanowig wcigz zagadkowa grupe komorek T, ktore charakteryzujg sie
zarowno cechami wrodzonego, jak i nabytego uktadu odpornosciowego. Odgrywaja one bardzo
wazng role w funkcjonowaniu i immunologii nabltonkéw poprzez zdolno$¢ do szybkiej
odpowiedzi na stres srodowiskowy wywotany np. infekcjg badz zranieniem. Do roku 2012
uwazano, ze ich zasadnicza funkcja wigze si¢ z rozpoznawaniem i reagowaniem na wlasne
antygeny uwalniajace si¢ podczas reakcji na czynniki stresowe, np. podczas uszkodzenia
tkanki. Przyjeto, ze zwigzanie antygenow stresowych przez TCR vd aktywuje limfocyty
pobudzajac je m.in. do wydzielania czynnikow wzrostowych dla nablonka lub
cytotoksycznych w stosunku do obcych komorek np. patogenéw lub whasnych - zmienionych
nowotworowo. W moich badaniach naskérkowych limfocytow T 3 zastosowatem przede
wszystkim analizy mikroskopowe i nowe podej$cie do preparacji skory — zrezygnowatem
z izolacji naskorka a zamiast tego analizowalem szybko utrwalong skorg¢ w calej swojej
grubo$ci (ang. whole mount). Dzigki temu, stosujac immunofluorescencje i przeciwciata
rozpoznajace ufosforylowane formy bialek receptorowych wykazalem, ze komoérki T o
przebywaja w zdrowych nabtonkach w stanie cigglej aktywacji. Ponadto, opracowalem
technike obserwacji in vivo komoérek w skorze i Korelujac przyzyciowe obrazy z tymi po
barwieniu immunofluorescencyjnym zademonstrowatem jako pierwszy, ze limfocyty T yd
tworzag w zdrowej skorze liczne konstytutywne synapsy immunologiczne powstajace na
koncach  unieruchomionych  wypustek w  warstwie terminalnie zréznicowanych
keratynocytow. Wysokorozdzielcza mikroskopia konfokalna wykazata, ze odkryte struktury
charakteryzowaty si¢ wyraznym skupieniem TCR 79, oddzieleniem fosfatazy CDA45
i aktywacja kluczowych kinaz tyrozynowych w szlaku aktywacji TCR. Obecno$¢ synaps
powodowata, ze komorki T yo ulegaty aktywacji 1 byty przez to w naskorku nieruchome,
w odroznieniu np. od komorek T aff, ktore okazjonalnie byly znajdowane w tej samej
lokalizacji i wykazywaty duza ruchliwosc¢.

Praca ta byla pierwsza bezposrednia demonstracjag konstytutywnej aktywacji
1 autoreaktywnos$ci skornych komorek T 6. Pobudzenie TCR y6 w zdrowej skorze byto
bardzo wysokie 1 zasadniczo nie wzrastalo w zranionej tkance, wbrew wiodacej hipotezie,
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zgodnie z ktora TCR vd pelni rolg receptora stresu komorkowego. Mikroskopowe dane
eksperymentalne wykazaly, ze zranienie i infekcja prowadza do zmiany morfologii komoérek
i redystrybucji miejsc aktywacji TCR yd. Wskutek stresu srodowiskowego synapsy zanikaty
w miar¢ wycofywania si¢ dendrytéw i zaokraglania si¢ komorek a TCR ulegat pobudzeniu na
calym ciele limfocytu, juz bez wypustek. W modelu infekcji obserwowano takze tworzenie
si¢ koniugatéw limfocytow T vd 1 komoérek Langerhansa (naskérkowych komorek
prezentujacych antygeny), ktéore w miejscu styku zawieraly aktywowany TCR na
podobienstwo klasycznych synaps immunologicznych. Uzyskane wyniki pozwolily wysunaé
nowa hipoteze o konstytutywnym ligandzie, ktory jest stale obecny w tkance, lecz ma r6zng
dystrybucje, zaleznie od warunkéw srodowiska.

Unikatowo$¢ tej publikacji polega na pionierskim zobrazowaniu funkcji
naskorkowych limfocytow T yd za pomoca opracowanej przeze mnie calkowicie nowatorskiej
metody, tgczacej mikroskopi¢ przyzyciowa i immunofluorescencje na utrwalonych tkankach,
nazwane] mikroskopia iDISC (ang. intravital dynamics—immunosignal correlative
microscopy). Wykazatem, ze jest mozliwa rejestracja ruchu komoérek skornych w zywej
transgeniczne] myszy (dzigki cytoplazmatycznej ekspresji GFP), a pdzniej utrwalenie
obrazowanego fragmentu tkanki, wybarwienie znakowanymi fluorescencyjnie przeciwciatami
i odnalezienie w przygotowanym preparacie tych samych komorek, ktore byty sledzone in
vivo. W ten sposob potwierdzitem, ze unieruchomione wypustki limfocytow zawieraja
aktywowane czasteczki receptora TCR w formie synaps immunologicznych. W pracy
przeprowadzitem réwniez zlozone, pélautomatyczne analizy zdje¢ pozwalajace na analize
tysigcy komoérek oraz opracowatem nowe metody wizualizacji ruchu komorek. Oprécz
samego faktu, ze prac¢ przyjeto do Nature Immunology, artykut byt dodatkowo doceniony na
tamach tego czasopisma w tym samym numerze w postaci obszernego komentarza ,,News and
Views” napisanego przez dwoch swiatowych ekspertow od biologii komorek T vd. Z kolei,
czasopismo Science umiescito w sekcji ,,Perspectives and Commentary ” wzmianke dotyczaca
uzyskanych przeze mnie danych i opracowanej techniki obrazowania (Science 2012: 335,
6072, pp. 1020).

W mojej ocenie jest to przelomowa praca dla zrozumienia funkcji limfocytow T 3,
wyjasniajagca aktywowany fenotyp tych komorek w stanie podstawowym. Od strony
metodologicznej po raz pierwszy pokazano, ze technika mikroskopii przyzyciowej moze by¢
faczona z technikami immunofluorescencyjnymi, dzigki czemu mozna o wiele lepiej
scharakteryzowac procesy biologiczne wizualizowane in vivo, rOwniez w innych tkankach niz
skora.

Publikacja 3: Chodaczek G, Toporkiewicz M, Zal MA, Zal T. (2018) Epidermal T Cell
Dendrites Serve as Conduits for Bidirectional Trafficking of Granular Cargo. Front.
Immunol.; 9:1430.

Praca ta jest kontynuacjg badan opublikowanych w Nature Immunology, w ktorych
m.in. odkrytem, ze komoérki T yd tworzg synapsy immunologiczne W warstwie terminalnie
zroznicowanych keratynocytow i gromadza w nich ziarnistosci lizosomalne oraz pgcherzyki
zawierajace gangliozyd GM1, bedacy markerem raft lipidowych. Przedmiotem tej pracy byto
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opracowanie metodologii obrazowania ruchu granul cytoplazmatycznych wewnatrz
naskorkowych dendrytycznych limfocytow T yd6 w celu okreslenia dynamiki akumulacji
ziarnistosci wzglegdem zmian polozenia wypustek tych komoérek. W toku badan na
transgenicznych myszach [L2p8-GFP, w ktorych GFP jest obecne w cytoplazmie
naskorkowych limfocytow T yd, zademonstrowatem, ze znakowanie pecherzykéw in vivo
mozna przeprowadzi¢ poprzez wstrzyknig¢cie intradermalne znakowanego fluorescencyjnie
przeciwciala anty-TCR yd oraz znakowanej podjednostki B toksyny cholery (CTB), ktéra
wigze gangliozyd GM1. Oba reagenty wigzaly swoiste dla siebie receptory blonowe na
powierzchni komorek T yd 1 ulegaty internalizacji do cytoplazmy, trafiajac po kilku dniach do
puli pecherzykow wewnatrzkomorkowych, ktére mozna bylo zidentyfikowaé na podstawie
sygnatu znacznikow fluorescencyjnych podtaczonych do wstrzyknigtych odczynnikow (Alexa
Fluor 555 i Alexa Fluor 647). Analiza immunofluorescencyjna wykazata, ze pgcherzyki po
internalizacji TCR i GMI1 czeSciowo ko-lokalizowaly z granulami lizosomalnymi
zawierajagcymi marker LAMP-1. W oddzielnych eksperymentach wybarwilem lizosomy przez
wstrzyknigcie roztworu Lysotrackera — substancji uzywanej do wizualizacji lizosomow
w hodowlach komérkowych in vitro. Wszystkie trzy typy ziarnistosci w obrebie limfocytow T
v6 obrazowatem nastepnie przyzyciowo w myszach pod anestezja i okreslitem ich predkosci
chwilowe — mediana wyniosta ok. 1 pm/min, niezaleznie od typu granul. Na podstawie
nagran in vivo dowiodtem, ze ziarnisto$ci przemieszczaly si¢ do nowo tworzacych si¢
wypustek i1 pozostawaty w nich po stabilizacji zakotwiczenia dendrytu. Kierunkowo$¢ ruchu
granul w skali catych komoérek zbadalem w serii eksperymentéw wykorzystujacych technike
FRAP (ang. fluorescence recovery after photobleaching). W tym celu sygnat fluorescencyjny
zawarty w ziarnisto$ciach byl lokalnie wygaszany w wybranym obszarze ciata komorki
(koniec dendrytu lub obszar okotojadrowy), a nastepnie mierzylem intensywnos¢
powracajacej fluorescencji w funkcji czasu. Eksperymenty te wykazaly, ze pecherzyki
zawierajace zinternalizowane fluorofory poruszaly si¢ w dwoch przeciwbieznych kierunkach
— z obszaru okolojadrowego do zakonczen dendrytow, gdzie tworzytly lokalny rezerwuar,
i z powrotem. Dodatkowo, dla porownania z limfocytami T vd, analogiczne procedury
wykonalem na komorkach w skorze wiasciwej, ktore rowniez akumulowaty CTB 1 mialy
wyznakowane ziarnistosci cytoplazmatyczne. Pomiar FRAP pokazal, Zze dynamika granul w
obrebie komorek T yd byla blisko dwukrotnie wigksza w poréwnaniu do komorek
dermalnych.

Opracowana przeze mnie nowatorska metodologia znakowania i obrazowania
pecherzykéw wewnatrzcytoplazmatycznych jest pierwsza tego typu demonstracjg transportu
materiatu granularnego in vivo w obrebie naskorkowych limfocytow. Technologia ta moze
by¢ z powodzeniem wykorzystana do kolejnych badan poréwnujacych funkcje komorek T o
w zdrowej tkance do warunkow stresu srodowiskowego, np. po zranieniu lub infekcji.

Publikacja 4: Zal T, Chodaczek G. (2010) Intravital imaging of anti-tumor immune response
and the tumor microenvironment. Semin Immunopathol.; 32(3):305-17.

Praca stanowi przeglad literatury naukowej (do roku 2010) po$wieconej obrazowaniu
in vivo mikrosrodowiska guzow nowotworowych i reakcjom przeciwnowotworowym uktadu
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odpornosciowego i byla pisana z perspektywy oséb zajmujacych tego typu mikroskopia.
Badania mikroskopowe w tej tematyce dostarczyly wielu fundamentalnych informacji, na
podstawie ktorych budujemy nasza wiedz¢ o biologii nowotworow. Wzrost guza, jego
inwazyjno$¢ 1 przerzuty sg dynamicznymi procesami obejmujacymi interakcje komorek
nowotworowych z macierza pozakomorkowa, uktadem naczyniowym i réznymi typami
niezmienionych nowotworowo komorek gospodarza, ktore tworzg zrab guza. Czgsto obecnym
sktadnikiem zrebu sg komorki odpornosciowe, zar6wno mieloidalne jak i limfoidalne, jednak
odpowiedz immunologiczna jest zwykle nieskuteczna w zwalczaniu nowotwordéw, a CO
wigcej, moze nawet przyczynia¢ si¢ do dalszego wzrostu niektorych nowotworow. W pracy
przywolalismy wiele przyktadow badan dotyczacych migracji komoérek nowotworowych oraz
oddziatywan nowotwor-komoérki mieloidalne i nowotwor-limfocyty, ktére moga by¢
inspiracjg dla innych naukowcéw do prowadzenia takich eksperymentow.

Od strony rozwoju metodologii mikroskopowej publikacja ta byta pierwsza okazja
zademonstrowania naszej techniki przyzyciowej wizualizacji odpowiedzi immunologicznej
w stosunku do rozwijajacych si¢ plucnych metastaz nowotworowych. W publikacji
umiescilisémy jako pierwsi zdjecia obrazujace ruch limfocytow T CD8" w bezposrednim
otoczeniu metastatycznych komorek guza, zagniezdzajacych si¢ w tkance ptucnej w zywej
myszy. Aby przeprowadzi¢ tego typu badanie, uspiona mysz byta mechanicznie wentylowana
I poddana operacji chirurgicznej w celu stworzenia okienka w klatce piersiowej i odstonigcia
phuca. Nastepnie, za pomoca specjalnie skonstruowanej ssawki w ksztalcie pier§cienia
z natozonym szkietkiem nakrywkowym, widoczna przez okienko goérna powierzchnia
pracujacego phluca byla unieruchamiana przez ssawke zamontowang na stoliku
mikroskopowym, umozliwiajac ruch pluca od spodu. System ten pozwalal na wizualizacje
migzszu ptucnego do ok. 100-150 um w glab od kolagenowej kapsuly pokrywajacej ptat
phuca, zachowujac przepltyw krwi w kapilarach. Naszym modelem metastaz ptucnych byly
wstrzykniete dozylnie komodrki wiokniakomigsaka metylocholantrenowego (fibrosarcoma
MCA), wytwarzajacego fluorescencyjne biatko mCerulean. Nowotwor byl podany do
krwiobiegu podwdjnie reporterowej, transgenicznej myszy hCD2p-DsRed x CD8B-YFP,
w ktorej limfocyty T byly widoczne dzigki ekspresji bialka czerwonej fluorescencji DsRed
a ich subpopulacja komérek CD8" miata biatko zottej fluorescencji YFP, skoniugowane
z tancuchem CDS8p i obecne w blonie przez parowanie z tancuchami CD8a. W takim uktadzie
endogennej trojkolorowej fluorescencji mozliwe wiec byto Sledzenie ruchu cytotoksycznych
limfocytow T i ich interakcje z metastazami, bez koniecznosci dobarwiania obrazowanych
komorek. Przedstawione dane byly tez przykladem korzysci plynacych ze stosowania
szybkiej, rezonansowej mikroskopii konfokalnej do analiz przyzyciowych.

Zaprezentowanag w tej pracy metodologie i mozliwo$ci obrazowania organow, ktore
naturalnie poruszaja si¢ wskutek oddychania, wykorzystatem w swoich kolejnych pracach,
dotyczacych nie tylko analiz komoérek uktadu odporno$ciowego w plucach, ale rodwniez
w badaniach rdzenia krggowego w modelu stwardnienia rozsianego oraz w badaniach trzustki
w modelu cukrzycy typu 1.
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Publikacja 5: Hanna RN, Cekic C, Sag D, Tacke R, Thomas GD, Nowyhed H, Herrley E,
Rasquinha N, McArdle S, Wu R, Peluso E, Metzger D, Ichinose H, Shaked I, Chodaczek G,
Biswas SK, Hedrick CC. (2015) Patrolling monocytes control tumor metastasis to the lung.
Science; 350(6263):985-90.

Praca ta stanowi bezposredni przyktad zastosowania techniki obrazowania
przyzyciowego ptuc, ktorag wdrozytem w kierowanej przeze mnie pracowni mikroskopowej
w La Jolla Institute for Allergy & Immunology w San Diego, USA. Jednym z tematow
badawczych, ktorymi zajmowatem si¢ tam od strony mikroskopii, byta rola biatka Nrdal
w rozwoju i funkcjach tzw. patrolujagcych monocytow (we wspotpracy z prof. Catherine
Hedrick). Nr4al jest sierocym receptorem jadrowym, dla ktérego ligand nie zostat jeszcze
poznany. Biatko to jest niezbedne do powstania subpopulacji monocytow, ktére maja
zdolno$¢ do patrolowania $cian naczyn krwionos$nych, w odréznieniu od klasycznych,
prozapalnych monocytéw, ktére réznicuja si¢ do makrofagdbw po wyjsciu z lozyska
naczyniowego. U myszy z delecja Nrd4al komoérki te nie rozwijaja si¢. W toku prac
eksperymentalnych w laboratorium prof. Hedrick zauwazono, ze u myszy bez biatka Nrdal
dochodzi do czgstszych przerzutdow komorek nowotworowych do pluc. W zwigzku z tym
sformulowano hipotezg, ze patrolujace monocyty odgrywaja rolg w hamowaniu metastaz
ptucnych. Do badan weryfikujacych to zatozenie wykorzystano myszy reporterowe Nr4al-
GFP, w ktorych biatko GFP ulega ekspresji w sprz¢zeniu z aktywacja promotora Nr4al i jest
wytwarzane w duzych iloSciach przez patrolujace monocyty, ale nie przez inne typy
monocytéw. Modelem metastaz plucnych byto dozylne podanie komoérek rakowych LLC
(Lewis lung carcinoma) wytwarzajacych biatko czerwonej fluorescencji RFP. Po podaniu do
krwioobiegu komorki LLC w wigkszosci zatrzymywaty si¢ w gestej sieci kapilar ptucnych.
Statyczne analizy mikroskopowe wykazaty, ze liczba patrolujacych monocytéw w ptucach
wzrosta znaczaco po 24 godzinach od wstrzykniecia komérek LLC-RFP, co oznaczato, ze
komorki Nr4al-GFP™ byty aktywnie przyciggane do mikrosrodowiska nowotworu phuc.
Dzigki mikroskopii przyzyciowej stwierdziliSmy, ze w ciggu 4 godzin po wstrzyknigciu guza,
wigkszo§¢ monocytéw Nrdal-GFP* zmniejszyta predkos$é ruchu w naczyniach krwiono$nych
z ok. 10 pm/min do blisko 7 um/min, a po 24 godzinach komorki te praktycznie nie poruszaty
si¢ w poblizu komorek nowotworowych. Dodatkowe analizy wykazaty, ze zatrzymywanie si¢
monocytow Nr4al-GFP™ byto zalezne od ich receptora CX3CR1 i jego liganda CX3CL1 na
komorkach nabtonka naczyn krwionos$nych, ktorego ekspresja wzrastala pod wplywem
osadzajacych sie¢ w kapilarach komorek nowotworowych. W celu potwierdzenia
bezposredniej roli patrolujagcych monocytdow w hamowaniu metastaz ptucnych, komorki te
zostaly przeniesione do myszy z delecjg biatka Nrdal. Wykazano, ze przerzuty ulegly
znacznemu zahamowaniu, ale tylko w sytuacji, gdy patrolujagce monocyty podano przed
komoérkami nowotworowymi. Transfer patrolujacych monocytow 24 godziny po
wstrzyknieciu komorek guza nie hamowat przerzutow nowotworowych, CO sugerowalo, ze
monocyty te musza by¢ obecne i aktywne w uktadzie naczyniowym, aby zapobiec wczesnym
etapom metastaz. Badania mikroskopowe pokazaty rowniez, ze patrolujgce monocyty miaty
zdolnos¢ do fagocytozy komoérek nowotworowych lub ich resztek. Po 24 godzinach od
podania komérek LLC-RFP znajdowano w ptucach komorki Nr4al-GFP™ zawierajace duze
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iloci materiatu pochodzenia nowotworowego. Z uwagi na to, ze nie udalo udowodnié
bezposredniego efektu cytotoksycznego patrolujacych monocytdow wobec metastatycznych
guzow, kolejne eksperymenty wykazaty, ze monocyty te wplywaja na przycigganie komorek
NK, majacych zdolno$¢ zabijania komorek rakowych.

Podsumowujac, analizy mikroskopowe, za ktére odpowiadatem i nadzorowatem,
w duzym stopniu wespdt z innymi technikami dowiodly, Ze patrolujace monocyty
przyczyniaja si¢ do odpornosci przeciwnowotworowej poprzez monitorowanie stanu naczyn
krwiono$nych i rekrutowanie cytotoksycznych komorek NK do miejsc powstawania metastaz.
Dzigki tej pracy wskazano nowe, wczesniej niezidentyfikowane cele dla immunoterapii
NOwWotworow.

Publikacja 6: Shaked I, Hanna RN, Shaked H, Chodaczek G, Nowyhed HN, Tweet G, Tacke
R, Basat AB, Mikulski Z, Togher S, Miller J, Blatchley A, Salek-Ardakani S, Darvas M,
Kaikkonen MU, Thomas GD, Lai-Wing-Sun S, Rezk A, Bar-Or A, Glass CK, Bandukwala H,
Hedrick CC. (2015) Transcription factor Nr4al couples sympathetic and inflammatory cues in
CNS-recruited macrophages to limit neuroinflammation. Nat Immunol.; 16(12):1228-34.

Praca ta stanowi kolejny przyktad wspotpracy z prof. Hedrick i zastosowania techniki
obrazowania przyzyciowego w badaniach nad rolg biatka Nr4al, tym razem w mysim modelu
stwardnienia rozsianego (ang. experimental autoimmune encephalitis, EAE). W pracy
zaangazowanych bylo wiele zespotéw badawczych i réznorodne techniki (m.in. mikroskopia
przyzyciowa in vivo), dzieki ktorym kompleksowo wykazano, ze Nrdal reguluje produkcje
norepinefryny w makrofagach poprzez kompleks biatkowy CoREST, ktory hamuje promotor
hydroksylazy tyrozynowej, enzymu bioracego udziatl w syntezie katecholamin. Zmniejszenie
wytwarzania norepinefryny ograniczato infiltracje prozapalnych leukocytow do osrodkowego
uktadu nerwowego i hamowato objawy choroby. Model EAE polega na wprowadzeniu do
organizmu biorcy autoreaktywnych limfocytow T CD4" (2D2) z transgenicznym receptorem
TCR, swoistym wobec glikoproteiny ostonki mielinowej tkanki nerwowej. Aktywacja
komorek 2D2 uruchamia proces niszczenia komorek nerwowych i prowadzi do porazen, jak
w stwardnieniu rozsianym. Do badan wykorzystano myszy Nr4al-GFP, ktérym podano
aktywowane limfocyty 2D2. Po 7 dniach od indukcji choroby w rdzeniu krggowym
stwierdzono mikroskopowo obecnos¢ duzej ilosci komorek wytwarzajacych GFP, ktore po
analizie cytometrycznej zidentyfikowano glownie jako naciekajace makrofagi. W celu
potwierdzenia roli Nr4al w rozwoju choroby, kolejne eksperymenty wykonano na myszach
reporterowych CX3CR1-GFP typu dzikiego oraz z delecjg biatka Nr4al. Komorki mikrogleju
w obu szczepach wytwarzajag GFP, co pozwalato na analizy ich morfologii podczas rozwoju
choroby. Z kolei, komoérki 2D2 byly monitorowane in vivo dzigki ekspresji fluorescencyjnego
biatka DsRed. Za pomoca mikroskopii przyzyciowej na operacyjnie odslonigtym
i unieruchomionym rdzeniu kregowym pokazatem, ze 4 dni po transferze komorek 2D2 nie
byto jeszcze roznic pod wzgledem ilosci autoreaktywnych limfocytow infiltrujacych rdzen.
Mozna bylo zaobserwowac tylko pojedyncze komorki 2D2 w obrebie tkanki nerwowej,
posrod komorek mikrogleja o charakterystycznym dendrytycznym ksztalcie, wynikajacym
z duzej ilosci wypustek cytoplazmatycznych. W zarejestrowanych przyzyciowo filmach
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widoczne sg ruchy dendrytéw, ktérymi komorki mikrogleja probkuja srodowisko w celu jego
monitorowania. Sytuacja zmienila si¢ diametralnie w 7 dniu, Kiedy to w rdzeniu kregowym
pojawil si¢ masywny naciek komodrek 2D2, z ta roznica, ze w szczepie dzikim komorki
gromadzity si¢ w poblizu zyty biegnacej wzdtuz rdzenia, natomiast u myszy z delecja Nrdal
autoreaktywne limfocyty w pehi spenetrowaly rdzen krggowy. Cze$¢ komorek aktywnie
przemieszczata si¢ w tkance nerwowej ruchem ameboidalnym, natomiast wiele komorek
miato kulisty ksztalt i nie poruszalo si¢, co sugerowalo lokalne oddziatywania z ostonkg
mielinowa wtokien neuronalnych, prowadzace do ich niszczenia. Miato to réwniez swoje
odzwierciedlenie w zmianie morfologii mikrogleja — komorki te pod wptywem infiltracji
komorek 2D2 stracily swoja dendrytyczno$¢, zrobity si¢ kuliste i nabrzmiate, co jest
dowodem ich aktywacji podczas stanu zapalnego. Przyzyciowe nagrania roéwniez
potwierdzaty wycofanie i brak aktywnosci dendrytow.

Badania mikroskopowe bedace czgscig tej pracy pozwolily zwalidowa¢ model
i potwierdzi¢ rolg biatka Nrd4al w przeciwdziataniu rozwojowi choroby. Praca ta otwiera
nowe mozliwosci terapii stwardnienia rozsianego poprzez manipulowanie iloscig lub
aktywnoscig Nrd4al w celu regulacji wytwarzania norepinefryny i cytokin zapalnych przez
makrofagi.

Publikacja 7: Mikolajewicz K, Chodaczek G. (2019) Going deeper: three-dimensional study
of y& T cells in mouse reproductive tract using tissue clearing methods. Immunol Cell Biol.;
97(1):104-111.

Celem tej pracy byta wizualizacja limfocytow T yd zasiedlajacych zenski uktad
rozrodczy. Przyjmuje si¢, ze komorki te, podobnie do ich odpowiednikow w innych
nabtonkach (skoéra, jelita) regulujg homeostaze tkanki, ktorg zasiedlajg. Ich biologia i funkcje
nadal jednak pozostajg w duzej mierze niezbadane. Sugeruje si¢, ze odgrywajg one rolg
w mechanizmach kontrolujacych proliferacje komorek epitelialnych i w odpowiedzi
przeciwwirusowej. Ich znaczenie w biologii nablonkéw byto badane z wykorzystaniem
myszy z delecja tancucha delta (Tcrd'/ "), w ktorych komorki T yd nie powstajg. Myszy te maja
szereg defektow w funkcjonowaniu nabtonkow, takich jak czestsza karcynogeneza,
zaburzenia gojenia ran czy zwigkszona przepuszczalno$¢ barier nabtonkowych.
W poréwnaniu do poliklonalnych komorek T afl, limfocyty T yd posiadaja oligoklonalne
receptory TCR o ograniczonym repertuarze zaleznym od miejsca zasiedlenia. W naskorku
wystepuja prawie wytacznie komorki z heterodimerem Vy5-Vol (nomenklatura wg
Tonegawa), podczas gdy nabtonek ukladu rozrodczego zasiedlaja limfocyty T 7o
z tancuchami Vy6-Vo1l. W odroznieniu od naskorka, nablonek rozrodezy podlega regulacji
przez hormony plciowe, zmieniajac swojg grubos¢ w zaleznosci od fazy cyklu. Jak dotad nie
byto wiadomo, jak wyglada dystrybucja tkankowa rozrodczych limfocytow T o i jak wplywa
na nie cykl piciowy.

W badaniach mikroskopowych wykorzystano dwie techniki oczyszczania optycznego
tkanek opracowane do obrazowania grubych tkanek lub catych organdéw (np. mozg): ScaleS
1 CUBIC. Obie metody polegaja na stosowaniu roztworéw hiperhydratujacych. ScaleS jest
oparty na alkoholu cukrowym - sorbitolu, ktory zapewnia stabilng konserwacj¢ tkanek do
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znakowania immunochemicznego bez usuwania lipidow. CUBIC, z drugiej strony,
wykorzystuje mocznik i detergenty w celu usunigcia lipidow i wyréwnania wspdtczynnika
refrakcji w tkance. Oczyszczanie przeprowadzono na tkankach z myszy reporterowych Tcrd-
H2BeGFP, w ktorych GFP ulega jadrowej ekspresji swoiscie w komorkach T 9.
Obrazowanie prowadzono od strony apikalnej nablonka, skierowanej do $wiatla pochwy.
Jadra GFP' komoérek T y8 byly obecne glownie w komoérkach nablonka powyzej zrebu
bogatego w kolagen, wizualizowanego za pomoca generacji drugiej harmoniczne;j.
W probkach kontrolnych, zamocowanych w roztworze ProlongGold, opartym na glicerolu,
sygnat GFP byl widoczny do glgbokosci 100 um, podczas gdy w pochwach oczyszczonych
optycznie metodami ScaleS i CUBIC moglismy nadal wykrywaé go na glebokosci 200 pm.
Intensywnos$¢ GFP byla wyzsza w pochwach oczyszczonych w ScaleS w pordéwnaniu
z CUBIC. Nastgpnie, aby lepiej zwizualizowa¢ kontekst tkankowy dla komoérek T 9,
sprobowaliSmy wybarwié cytoszkielet oraz lamining 5 - biatko btony podstawnej nabtonka.
W tym celu wykorzystano zmodyfikowane protokoty CUBIC i ScaleS (AbScale)
kompatybilne z immunofluorescencja. Barwienie cytoszkieletu za pomoca falloidyny nie
przyniosto pozytywnych rezultatow, natomiast po zastosowaniu metody AbScale sygnat GFP
zostal utracony. Tylko protokot CUBIC pozwolit na barwienie lamininy przy zachowaniu
GFP, co umozliwito okreslenie dystrybucji komoérek GFP* w réznych przedziatach $ciany
pochwy.

Aby odrézni¢ skorne limfocyty T yd od pochwowych przeprowadziliSmy podwdjne
barwienie immunofluorescencyjne na receptor TCR yd i tancuch Vy5, wystepujacy tylko w tej
pierwszej populacji. Oczyszczanie tkanki w CUBIC uniemozliwilo t¢ analize, poniewaz
okazato si¢, ze TCR yd praktycznie przestal by¢ wykrywalny, pomimo pozytywnych
wynikoOw przy pomiarze cytometrycznym wyizolowanych komoérek ze Sciany pochwy.
Podejrzewajac, ze wysokie stezenie detergentu Triton X-100, zawarte w roztworze CUBIC,
usuwa TCR, barwienia wykonano na tkankach nieoczyszczanych i dopiero ta metoda, przy
ograniczeniu obrazowania do 100 pum w glab $Sciany pochwy, wykazano obecnos¢ dwoch
oddzielnych populacji komorek T yd. Naskorkowe limfocyty T yo wystepowaty tylko przy
otwarciu pochwy, natomiast w miejscu ich zanikania, w poblizu btony podstawnej pojawiaty
si¢ komorki z TCR yd bez tancucha Vy5; miaty one jednak ok. 50-krotnie nizsza ekspresje
TCR.

Do oceny wplywu hormonéw piciowych na dystrybucje komorek T yd, myszom
podalismy estrogen, odpowiedzialny za wystapienie fazy estrus, w ktorej komorki nabtonka
proliferuja, r6znicujg si¢ i ulegaja rogowaceniu, oraz medroksyprogesteron, ktory indukuje
faze diestrus, podczas ktorej btona §luzowa pochwy, po zrzuceniu zewngtrznej warstwy
rogowej, staje si¢ bardzo cienka, o grubos$ci w przyblizeniu od trzech do siedmiu komorek.
Analiza mikroskopowa pochw oczyszczonych metodg CUBIC wykazata, ze podczas fazy
diestrus liczba limfocytow T yd w S$cianie pochwy byla prawie trzykrotnie wigksza
w porownaniu do fazy estrus. Wzrost ten obserwowano w obu przedziatach pochwowych
(nabtonek i1 podscielisko), a stosunek liczby komoérek w nabtonku do liczby komorek
w podscielisku pozostawal staly i wynosit ok. 3: 1, niezaleznie od fazy cyklu. Ponadto, po
zbadaniu doktadnej lokalizacji komoérek T yd w nabtonku w obu fazach cyklu za pomoca
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zaawansowanych analiz obrazow mikroskopowych, stwierdzilismy, ze w diestrusie limfocyty
byly obecne w wigkszej odlegtosci od kolagenu i blony podstawnej, i znajdowaty si¢ w
gornych warstwach nablonka, pomimo mniejszej iloSci warstw i utraty zrogowaciatych
komoérek. Moglo to sugerowaé ich aktywna migracje w kierunku $wiatta pochwy w celu
lepszego monitorowania stanu nabtonka.

Wyniki tej publikacji pokazaty, ze komodrki T yd wyczuwaja zmiany W nabtonku
wywotane przez hormony plciowe, zmieniajac swoja liczbe i lokalizacje. Opracowana w tej
pracy metodologia wizualizacji pochwowych limfocytéw T yd postuzy przede wszystkim
nastepnych badaniom wyjasniajacym ich funkcje w r6znych stanach fizjologicznych nabtonka
pochwy (np. infekcje wirusowe lub grzybicze) oraz pozwoli na badania poréwnawcze migdzy
réznymi szczepami myszy o zmienionej budowie kompleksu TCR, ktéra moze determinowaé
dystrybucj¢ komorek T yé.

Podsumowanie

W pracach tworzacych ten cykl zaprezentowalem rozne sposoby wizualizacji
mikroskopowej komorek uktadu odpornosciowego, skupiajac si¢ rowniez na analizie ich
dystrybucji, oddzialtywan miedzykomorkowych oraz ruchliwo$ci wraz z dynamika
ziarnistosci  cytoplazmatycznych. Zalezalo mi glownie na zobrazowaniu statusu
funkcjonalnego immunocytow, zasadne wiec bylo, by obrazowanie przeprowadzaé
przyzyciowo i jak najwierniej pokaza¢ rzeczywisto$¢ zachodzacych procesow biologicznych.
Moim najwigkszym wktadem w rozwo¢j dziedziny mikroskopii byto opracowanie nowych
metod wizualizacji i analizy danych, ktore pozwolity na wyjasnienie niektorych funkcji stabo
przebadanych jak dotad populacji uktadu immunologicznego, takich jak limfocyty T yo czy
zalezne od biatka Nr4al komoérki mieloidalne.

d) Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo — badawczych

Analiza dorobku naukowego niewchodzgcego w skiad osiggnigcia
Poza pracami wchodzacymi w sktad osiggnigcia habilitacyjnego jestem takze autorem lub

wspotautorem:
e 34 publikacji naukowych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation
Reports (JRC),
e 10 publikacji naukowych w czasopismach innych niz znajdujace si¢ w bazie JCR, w
tym jednej pracy przegladowe;,
e 19 komunikatéw konferencyjnych (krajowych i zagranicznych),
o 4 referatow wygloszonych na miedzynarodowych i krajowych konferencjach
tematycznych.
Liczba punktow MNSIW i Impact Factor uzyskanych za prace niewchodzace w sktad
osiggnigcia naukowego opisanego w pkt.4ab autoreferatu to:
a) przed doktoratem:
99 pkt. MNiSW; Impact Factor = 11,858
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b) po doktoracie:

894 pkt. MNiSW; Impact Factor = 119,339

Jestem kierownikiem dwoch grantow finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki
(SONATA BIS i OPUS).

Osiggnigcia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

Po ukonczeniu studiow magisterskich na Wydziale Farmaceutycznym, Akademii
Medycznej we Wroctawiu w 2001 r., rozpoczalem studia doktoranckie w Instytucie
Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu, w Laboratorium
Immunobiologii, kierowanym przez prof. Michata Zimeckiego. Tematem wiodacym tego
laboratorium byty wlasciwosci immunomodulacyjne laktoferyny, biatka obecnego w mleku.
W trakcie studiow doktoranckich angazowatem si¢ we wszystkie kierunki badan
prowadzonych w tym laboratorium, zwigzane z aktywnoscig laktoferyny oraz wptywem
nowych zwigzkéw organicznych na uktad immunologiczny (we wspotpracy z Zakladem
Chemii Organicznej Akademii Medycznej we Wroctawiu):

Ponizej przedstawilem wybrane aspekty mojej pracy:

Moja  praca  doktorska  dotyczyta  wplywu  kompleksu laktoferyny
i monofosforylowanego lipidu A (MPL), izolowanego ze szczepu bakterii Hafnia alvei, na
indukcje odpowiedzi immunologicznej na modelowe antygeny. Interesowatem si¢ wowczas

szczepionkami i mozliwo$cig modulacji wzbudzanych reakcji za pomoca adiuwantow, czyli
substancji podanych razem z antygenem w trakcie szczepienia, poprawiajacych efekt
immunizacji. Efektem tych zainteresowan byla moja praca przegladowa dotyczaca
adiuwantow, opublikowana w Postgpach Higieny 1 Medycyny Doswiadczalnej. We
wczesniejszych pracach mojego promotora — prof. Zimeckiego — wykazano, ze laktoferyna
nasila odpowiedz typu Thl na erytrocyty baranie w tescie nadwrazliwos$ci typu opdznionego.
Aktywno$¢ laktoferyny w tym modelu oznaczata, ze biatko to potencjalnie moglo by¢
wykorzystane do stymulacji komoérkowej odpowiedzi immunologicznej na antygeny
pochodzace z takich patogendw, jak pratki gruzlicy, ktore moga by¢ skutecznie zwalczane
tylko na drodze reakcji z udziatem limfocytow T. Z kolei, MPL izolowany z bakterii
Salmonella minnesota, byt juz stosowany jako adiuwant w szczepionkach, indukujac
odpowiedz Thl (komodrkowa) lub mieszang Thl/Th2, obejmujaca réwniez pobudzenie
produkcji przeciwcial. Pomyst na nowy, lepszy adiuwant zrodzil si¢ wskutek opisanej
w literaturze zdolnosci laktoferyny do wigzania lipidu A. Majac do dyspozycji MPL
pochodzacy z bakterii Hafnia alvei, otrzymany przez prof. Lugowskiego z Laboratorium
Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek w 1ITD, postawilem hipoteze, ze szczepionka
zawierajaca laktoferyne i MPL pobudzi wieksza odpowiedZz na podany antygen, niz oba
sktadniki oddzielnie. Badania weryfikujace t¢ teze staty si¢ przedmiotem mojej pracy
doktorskiej. We wspodlpracy z prof. Lugowskim wykazalem, ze laktoferyna wigze MPL
tworzac kompleks, co zostatlo potwierdzone technikami SDS-PAGE i SPR. Skuteczno$¢
kompleksu w pobudzeniu humoralnej i komoérkowej odpowiedzi immunologicznej
analizowatem stosujgc owalbuming (biatko jaja kurzego) i erytrocyty baranie jako modelowe
antygeny. Otrzymane wyniki pokazaty, ze kompleks znacznie silniej pobudzat produkcje
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swoistych przeciwciatl niz oba skladniki osobno, stosowane w odpowiednich dawkach.
Podobnie, kompleks dziatat lepiej w modelu nadwrazliwos$ci typu opdéznionego przy podaniu
podskérnym owalbuminy. Kompleks wraz z antygenem zemulgowany w niekompletnym
adiuwancie Freunda byt réwnie skuteczne jak peten adiuwant Freunda. Kompleks znaczaco
zwickszyt rowniez odpowiedz Thl na szczepionkg BCG przy doustnym podaniu. Rezultaty
tych badan doprowadzity do zgloszenia patentowego i opublikowania artykutu w czasopismie
Medical Microbiology and Immunology.

Bezposrednig kontynuacja tych prac byly kolejne eksperymenty majace na celu
wykazanie efektu terapeutycznego szczepionki zawierajacej analizowany kompleks.
W modelu infekcji bakteriami Plesiomonas shigelloides CNCTC 138/92 dowiodtem, ze
myszy byty lepiej chronione po szczepieniu z kompleksem jako adiuwantem, w poréwnaniu
do pojedynczych jego sktadnikoéw w odpowiednich dawkach. Efekt adiuwantowy opierat si¢
na wzroscie antygenowo swoistych przeciwciat IgG, 1gG2a i 1gG1l w surowicy oraz na
bardziej efektywnym usuwaniu bakterii w $§ledzionie i watrobie po infekcji. Wyniki tych
badan opublikowane zostatly w czasopismie Acta Biochimica Polonica.

W ramach mojej pracy doktorskiej uczestniczytem roéwniez w innych badaniach
poswigconych aktywnosci laktoferyny w réznych modelach. Razem ze wspotpracownikami
z Laboratorium Immunobiologii wykazali$my, ze biatko to podawane doustnie redukowato
objawy kliniczne w szczurzym modelu stwardnienia rozsianego, co bylo rowniez
potwierdzone histologicznie - obserwowano zmniejszenie liczby i rozmiaru ognisk zapalnych
w rdzeniu kr¢ggowym. Ponadto, laktoferyna obnizyta podwyzszony chorobowo poziom TNFa
i TGFB w surowicy. Wyniki opublikowano w Journal of Neuroimmunology. W innym
artykule w Inflammation Research zademonstrowali$my ochronny wptyw laktoferyny
podczas sepsy, polegajacy na regulacji wydzielania cytokin prozapalnych i mobilizacji
neutrofiléw do krwiobiegu.

Osiggniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

W 2005 r., po zakonczeniu prac badawczych do rozprawy doktorskiej, dotaczytem do
grupy badawczej prof. Istvana Boldogha w University of Texas Medical Branch w Galveston,
USA. Projekt, ktory realizowatem, dotyczyt wptywu wolnych rodnikow generowanych przez
uszkodzone mitochondria na reakcje alergiczne 1 zostal opisany w moich osiggnigciach
habilitacyjnych (Publikacja 1).

Po obronie pracy doktorskiej w grudniu 2006 r. i formalnym nadaniu stopnia doktora
w lutym 2007 r. rozpoczatem staz podoktorski w laboratorium mikroskopowym kierowanym
przez dr. Tomasza Zala w University of Texas MD Anderson Cancer Center w Houston,
USA. Od kwietnia 2007 r. do listopada 2011 r. jako post-doc rozwijatem techniki
obrazowania przyzyciowego i prowadzilem badania mikroskopowe, koncentrujace si¢ na
biologii skérnych limfocytow T y6 1 kontroli immunologicznej mikrosrodowiska guzéw
metastatycznych w ptucach (Publikacje 2 i 4 uj¢te w osiagnieciach habilitacyjnych). Z uwagi
na moje do$wiadczenie w analizach uktadu immunologicznego skory nawigzatlem wspotprace
z dr. Schumacherem z The Netherlands Cancer Institute w Amsterdamie, co zaowocowato
wspolng pracg w PNAS.
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W 2011 r. moje wyniki i umiejetno$ci w dziedzinie mikroskopii zostaly docenione
przez wiadze La Jolla Institute for Allergy and Immunology (LIAI), instytutu naukowego
potozonego w obrgbie San Diego w Kalifornii. Dano mi mozliwo$¢ kierowania tamtejsza
pracownig mikroskopowg. Moim gltéwnym zadaniem byto pomaganie lokalnym naukowcom
w planowaniu i przeprowadzaniu badan mikroskopowych. W mojej pracy w LIAI potozytem
nacisk na wdrozenie technik mikroskopii przyzyciowej. Badania, ktore tam prowadzitem,
dotyczyty aktywnosci uktadu immunologicznego w réznych modelach chorobowych (choroba
nowotworowa, stwardnienie rozsiane, miazdzyca, wirusowe modele infekcyjne, cukrzyca
typu 1, nieswoiste zapalenie jelit, anemia sierpowata) i w réznych organach (ptuca, rdzen
kregowy, trzustka, jelita, tetnica szyjna, $ledziona, krew). Dzigki mojemu zaangazowaniu
w wiele mikroskopowych projektow statem si¢ wspotautorem kilku prac opublikowanych
w renomowanych czasopismach (Publikacje 5 (Science) i 6 (Nature Immunology), Science
Immunology, Journal of Clinical Investigations, Gastroenterology i Journal of Virology).

W 2014 r. przyjatem propozycje pracy we Wroctawskim Centrum Badan EIT+
(obecnie  PORT Polski Os$rodek Rozwoju Technologii) na stanowisku kierownika
Laboratorium Mikroskopii Konfokalnej. W 2015 r. rozpoczatem i dalej realizuje dwa projekty
badawcze finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkurséw Opus i Sonata
Bis, w ramach ktorych kontynuuj¢ rozpoczete w Houston badania limfocytow T yo6 w skorze
oraz w uktadzie rozrodczym (Publikacje 3 i 7 ujgte w osiggnigciach habilitacyjnych).
Nawigzalem tez $cistg 1 bardzo owocng publikacyjnie wspotprace dr. Adamem Junka,
kierownikiem Laboratorium Mikrobiologii w PORT, z ktorym prowadz¢ analizy
mikroskopowe celulozy bakteryjnej i biofilméow.

Regularnie wspotpracuje tez z innymi wroctawskimi naukowcami, z ktorymi
publikuje, wnoszgac ze swojej strony analizy mikroskopowe. Przyktadowo, z prof. Otlewskim
z Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego badatem procesy internalizacji
tworzonych przez jego zespot przeciwciat scFv. Z prof. Langnerem z Katedry Inzynierii
Biomedycznej Politechniki Wroctawskiej analizuj¢ dynamike blon lipidowych w
pecherzykach typu GUV. Dla prof. Ugorskiego z Katedry Biochemii i Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu obrazowatem dystrybucje komodrkowa biatek
zaleznych od podoplaniny.

Od 2017 r. angazuje¢ si¢ w organizacj¢ Dolnoslaskiego Festiwalu Nauki na terenie
PORT 1 prowadze wyklad oraz warsztaty dotyczace technik mikroskopowych w celu
rozpropagowania wiedzy o tej dziedzinie badan.

Sumaryczne zestawienie catego dorobku naukowego

Moj dorobek naukowy to:

a) 51 publikacji, z czego:
e 12 prac przypada na okres przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora, a 39 po
jego uzyskaniu
e 49 prac to oryginalne prace tworcze, w tym 40 w czasopismach z listy JCR oraz 9
spoza listy JCR,
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e 2 prace to artykuly przegladowe, jedna z listy JCR
23 doniesienia i komunikaty na konferencyjnych krajowych i zagranicznych

wspotautorstwol krajowego zgloszenia patentowego.

Wartosé bibliometryczna dorobku:

a)

b)

d)

punkty MNiSW za publikacje wedtug wykazu czasopism naukowych MNiSW,
zgodnie z rokiem ukazania si¢ pracy: 1259

e przed obrong doktoratu: 99

® po obronie doktoratu: 1160

sumaryczny IF zgodny z rokiem ukazania si¢ prac: 229,162
e przed obrong doktoratu: 11,858
e po obronie doktoratu: 217,304

Liczba cytowan moich prac (bez autocytowan) wedtug Web of Science (z dnia
13.02.2019): 723

Indeks Hirscha moich prac wediug Web of Science (z dnia 13.02.2019): 15
22 02,20/
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