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b)

Wskazanie osiggniecia* wynikajace go 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.):

tytut osiggniecia naukowego:

»Analiza wybranych mechanizméw interakcji oportunistycznego grzyba Cryptococcus
neoformans z systemem odpornosciowym”

publikacje wchodzgce w skfad osiggniecia naukowego:

1.

Qiu Y, Davis MJ, Dayrit J, Hadd ZD, Meister DL, Osterholzer JJ, Williamson PR, Olszewski
MA. Immune modulation mediated by cryptococcal laccase promotes pulmonary growth
and brain dissemination of virulent Cryptococcus neoformans in mice. PLoS ONE 7(10):
e47853. doi:10.1371/journal.pone.0047853, 2012 IF*: 4.092; MNiSW?: 40; liczba cytowah3:
23

. Eastman AJ, He X, Qiu, Y, Davis MJ, Vedula P, LyonsDM, ParkYD; Hardison SE;

Malachowski A; Wormley FL; Williamson PR, Olszewski MA. Cryptococcal Heat Shock
Protein 70 Homolog Ssal Contributes to Pulmonary Expansion of Cryptococcus
neoformans during the Afferent Phase of the Immune Response by Promoting Macrophage
M2 Polarization. J Immunol. 194:5999-6010, 2015 IF": 4.922; MNiSW?: 35; liczba cytowan®:
7

Qiu Y, Dayrit JK, Davis MJ, Carolan J, Osterholzer JJ, Curtis JL, Olszewski, MA.
Scavenger receptor A modulates the immune response to pulmonary Cryptococcus
neoformans infection. J Immunol. 191(1): 238-248, 2013 IF": 5.362; MNiSW?: 35; liczba
cytowan®: 16

Davis MJ, Tsang T, Qiu Y, Dayrit JK, Freij JB, Huffnagle GB, Olszewski, MA. Macrophage
M1/M2 polarization dynamically adapts to changes in cytokine microenvironments in
Cryptococcus neoformans infection. MBio 4(3)/mBio. 00264-13, 2013 IF': 6.875; MNiSW*
40; liczba cytowan®: 92

Davis MJ, Eastman AJ, Qiu Y, Gregorka B, Kozel TR, Osterholzer JJ, Curtis JL, Swanson
J, Olszewski, MA. Cryptococcus neoformans-induced macrophage lysosome damage
crucially contributes to fungal virulence. J . Immunol. 194: 2219-2231, 2015 IF': 4.922;
MNiSW?: 35; liczba cytowan®: 12

! Wartos¢ wspotczynnika wptywu (IF) zgodnie z rokiem opublikowania.
% Liczba punktow wedtug polskiego systemu punktacji czasopism, zgodnie z rokiem opublikowania.
® Liczba cytowan (z uwzglednieniem autocytowan),wedtug bazy Scopus, stan z dn. 25.05. 2017 r.

c ) omowienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow wraz z omoéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Kryptokoza jest chorobg zakazng wywotang przez oportunistycznego drozdzaka - Cryptococcus

neoformans stwierdzang u blisko miliona pacjentéw rocznie. Ze wzgledu na zdolnos¢ rozsiewu do

centralnego systemu nerwowego (CNS), tzw. CNS-tropizm_kryptokokoza jest jedng z gtdwnych

przyczyn smiertelnosci poprzez zakazenie CNS w_skali swiatowej. Badania nad tym wcigz
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niewystarczajgco poznanym drobnoustrojem sg niezmiernie wazne, poniewaz atakuje on osoby z
réznymi niedoborami systemu odpornosciowego, szczegodlnie pacjentow z AIDS i biorcow
transplantowanych organéw w stanie immunosupresji, u ktérych choroba jest w duzej mierze
$miertelna lub tez pozostawia po sobie trwate konsekwencje®. Coraz czesciej jednak, zwtgszcza w
krajach rozwinietych, kryptokokoza pojawia sie u pacjentoéw bez widocznego defektu w systemie
odpornosciowym.

Kolejnym krytycznym elementem kryptokokozy jest wymaganie dtugotrwatego leczenia wysoce

toksycznymi lekami przeciwgrzybiczymi, a pomimo leczenia, infekcja ta jest Smiertelna u ponad

60% zdiagnozowanych pacjentéw®. U wiekszosci zdrowych oséb, kryptokok nie wywotuje jednak

Smiertelnego zakazenia. Poniewaz sprawny sytem odpornosciowy jest w stanie przezwyciezy¢ to

zakazenie i wiekszos¢ oséb jest w stanie utworzy¢ skuteczng odpornosé.

Dlatego szczegotowe poznanie mechanizmow dzitania czynnikow zjadliwosci na system
odpornosciowy oraz rozpoznanie ktére elementy odpornosci sg konieczne lub sprzyjajgce
eliminacji kryptokoka, a ktére sg zbedne lub wrecz niekorzystne jest niezmiernie wazne dla:
1) zrozumienia probleméw ktére predysponujg poszczegdinych pacjentéw do zachorowania na
kryptokokoze (zwtaszcza tych bez HIV), by w miare mozliwosci przywroci¢ ich wkasciwg funkcje
2) znalezienia biomarkerdéw, ktére pozwolg na wiasciwg prognoze i dobranie optymalnego leczenia
3) znalezienia mozliwosci usprawnienia obecnie niezadawalajgcych terapii poprzez:

a) wzmocnienie naturalnych mechanizméw obronnych systemu odpornosciowego

b) neutralizacje najwaznieszych czynnikéw zjadliwosci kryptokoka
W zwigzku z tym moje badania skoncentrowaty sie na dwdch grupach powigzanych ze sobg
zagadnien naukowych dotyczagcych mechanizmoéw interakcji oportunistycznego drozdzaka
Cryptococcus neoformans z systemem odpornosciowym:
a) wplyw czynnikéw zjadliwosci na rézne aspekty odpowiedzi odpornosciowej

b) roli wzajemnych oddziatywan makrofagéw i C. neoformans na przebieg infekcji

*Park BJ, Wannemuehler KA, Marston BJ, Govender N, Pappas PG, Chiller TM. Estimation of the current
global burden of cryptococcal meningitis among persons living with HIV/aids. AIDS 23(4), 525-530 (2009).

Rola kryptokokowych czynnikéw zjadliwosci

Mechanizm oddzialywania kryptokokowej lakazy na system odpornosciowy:

Lakaza jest enzymem z rodziny oksydoreduktaz (oksydaza difenolowa) wystepujgcym w
organizmach roslin, grzybow i innych drobnoustrojow. Ze wzgledu na to, ze lakaza nie wystepuje
w organizmie cztowieka a jednoczesnie stanowi jeden z wazych czynnikéw zjadliwosci kryptokoka
majgcym szczegolny zwigzek z rozsiewem do CNS, jest ona obiektem badan nastawionych na
zdefiniowanie nowych strategii terapeutycznych przeciw C. neoformans. Nasze badania miaty na

celu okreslenie wptywu lakazy na system odpornosciowy.
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Eksperymentalne zakazenia u myszy z zastosowaniem zjadliwego szczepu dzikiego H99,
charkteryzjujgcego sie gwattownym rozsiewem do CNS oraz jego mutanta z usunietym genem
lakazy (LAC1) wykazaty, ze lakaza w znacznym zakresie zaburzyta rozwdj miejscowej (ptuca) i
0golnej odpowiedzi odpornosciowej. Lakaza dziatata nie tylko jako supresor naptywu limfocytow T
(waznych dla zwalczania kryptokoka) i ich pozadanej polaryzacji Th1 i Th17, ale réwniez jako
faktor wzmagajgcy rozwoj nieporzgdanej polaryzacji Th2 i przez to alternatywnej aktywacji (M2)
makrofagow. Stosujgc serie transferow limfocytow T od zakazonych myszy ktére rozwinety
odpornos¢ anty-kryptokowg przy obecnosci lub pod nieobecno$é lakazy udowodnilismy, ze

modulacja funkcji limfocytow T poprzez lakaze, powaznie wzmaga CNS-tropizm kryptokoka.

W podsumowaniu, nasze badania jako pierwsze zademonstrowaty ze lakaza wywotuje, silne
zaburzenie rownowagi pomiedzy trzema typami konwencjonalnej swoistej odpowiedzi komorkowej
(Th1, Th2 i Th17) u zakazonych myszy, wspierajgc niekorzystng Th2, ktdra w konsekwenc;ji silnie
promuje rozsiew kryptokoka z ptuc do CNS. Drastyczne réznice w poziomie rozsiewu u biorcéw
przetransferowanych limfocytéw T, dodatkowo wykazaty jak silny jest zwigzek oddziatywania
lakazy na system odpornosciowym z wyjgtkowym CNS-tropizmem drozdzowca C. neoformans.

Poza bezposrednim wptywem lakazy na rozrost kryptokoka w mézgu zainfekowanych osbnikéw,
nasze badania zidentyfikowaly nowy immunomodulacyjny mechanizm, poprzez ktéry lakaza
wzmaga wzrost kryptokoka w ptucach jego rozsiew do CNS. Odkrycie tej wielofunkcyjnej roli
lakazy w kryptokokowej zjadliwosci wskazujg, ze zablokowanie lub neutralizacja lakazy powinna

by¢ jednym z gtéwnych celéw w rozwoju strategii terapeutycznych.

Mechanizm oddzialywania kryptokowego biatka szoku cieplnego Ssal na system
odpornosciowy:

Poniewaz lakaza odgrywa tak znaczacg role w zjadliwosci C. neoformans nasze zinteresowania
podazyly w kierunku poznania mechanizméw dziatania innego czynnika zjadliwosci, funkcjonalnie
powigzanego z lakazg wedlug wczesniejszych doniesien®. Ten czynnik to Ssa1l, jedno biatek
szoku cieplnego, homolog powszechnie wystepujgcego w Swiecie zyjgcych organizmow Hsp70.
Role Ssal w zjadliwosci kryptokoka okreslono poczatkowo na podstawie wynikow
eksperymentalnych infekcji u myszy, stosujgc szczep macierzysty rzadziej spotykanego serotypu
D oraz jego mutanta Assa1®. Badania te wykazaty ze czynnik Ssa1 dziata jako induktor (czynnik
transkrypcyjny) genu lakazy. Jako typowe biatko szoku cieplnego, Ssa1 petni wielorakie funkcje
komérkowe, ale takze eksportowany jest do kapsuty zewnetrznej kryptokoka, gdzie odziatywuje z
réznymi czynnikami systemu odporno$ciowego. W zwigzku z tym podejrzewalismy, Zze Ssa1 moze

dodatkowo wptywaé na rozwdj odpornosci w sposéb niezalezny od lakazy.

5Zhang, S., M. Hacham, J. Panepinto, G. Hu, S. Shin, X. Zhu, and P. R. Williamson. The Hsp70 member,
Ssal, acts as a DNA-binding transcriptional co-activator of laccase in Cryptococcus neoformans.
Mol.Microbiol. 62: 1090-1101 (2006)
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W celach tych badan, we wspotpracy z Prof. Williamsonem skonstruowaliSmy szczep Assal w
oparciu o szczep macierzysty H99 (najbardziej rozpowszechnionego serotypu A), oraz szczep
komplentarny z przywréconym genem Ssal. Te szczepy zostaty wykorzystane w modelu infekcji
dotchawiczej u myszy w celu poréwnania kontroli wzrostu mikroorganizmu w ptucach i w CNS,
przezywalnosci zakazonych myszy oraz gtdéwnych parametréw odpowiedzi odpornosciowe;j.

Zgodnie z naszg hipotezg usuniecie genu SSA1l zaowocowato opdzniong Smiertelnoscig
zakazonych myszy, zmniejszonym rozrostem C. neoformans w ptucach i poprawg parametréw
polaryzacji makrofagbw z M2 na M1 we wczesnej fazie infekcji. Te zmiany w aktywacji
makrofagow wyizolowanych z ptuc myszy zakazonych Assal objety: obnizenie ekspresji arginazy
(Argl), receptora CD206, galektyny-3 i czynnika Fizz1 i zwiekszeniae ekspresji syntetazy tlenku
azotu (iNOS), receptora CD80 i czynnika zgodnosci tkankowej (MHC II). Jednakze przediuzenie
zywotnosci zakazonych myszy bylo stosunkowo niewielkie, a réznice w liczbie drozdzakow w
ptucach, poziomie ekspresji cytokin i ekspresji znacznikow polaryzacji M1 i M2 zatarty sie wraz z
rozwojem odpornosci swoistej t.j. po 14-ym dniu zakazenia. Te wyniki byly zupetnie odmienne od
wynikow uzyskanych w badanich nad lakazg, szczegdlnie w przedziale czasowym wystgpienia
gtébwnego efektu. Co wiecej u myszy zakazonych Assal, zaobserwowalismy infekcje CNS
motywujgc dalszg analize szczepu Assal w serotypie A. Badania w naszym szczepie Assal nie
wykazaty zmian w aktywnosci lakazy wykryty poprzez produkcje jej gtdwnego produktu, melaniny
(fot. ponizej), pomimo potwierdzonego braku ekspresji Ssa1, wskazujgc na to, ze szczep H99 nie

wymagat biatka Ssal do produkcji lakazy.

H99- H99- H99-
H99 (wt) Assal Assa1::SSA1 Alac1

Serotype A

Ten nieoczekiwany wynik odmiennej funkcji Ssal w indukcji lakazy pomiedzy serotypami D i A,
wyjasnit brak wptywu kryptokokowego Ssa1 na przebieg odpornosci swoistej u myszy zakazonych
kryptokokiem serotypu A i pozwolit nam na ocene bezposredniego wptywu Ssa1 (niezaleznego od
ekspresji lakazy) na system odpornosciowy. Ten niezlezny od lakazy wptyw Ssa1 ograniczyt sie
do efektu na faze odpornosci nieswoistej.

W podsumowaniu, kryptokowy czynnik Ssal odgrywa specyficzng role w modulacji odpowiedzi
systemu odpornosciowego odrebng od wplywu wczesniej opisanej lakazy. Oba czynniki
przyczyniajg sie do rozrostu kryptokoka, jednakze Ssail poprzez ingerencje w faze odponosci
nieswoistej a lakaza poprzez modulacje odpornosci swoistej. Pod tym wzgledem oba czynniki
odgrywajg uzupetniajgcg sie role w zjadliwosci C. neoformans.

Jezeli chodzi o mozliwos$¢ zastosowania zdobytej wiedzy do celdow terapeutycznych,

zneutralizowanie tych dwoch czynnikéw zjadliwosci kryptokoka mogtoby teoretycznie zaowocowac
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usprawnieniem mechanizméw obronnych zakazonych pacjantéw, zaktadajgc, ze czynniki
Zjadliwosci majg podobny wpltyw na system odpornosciowy u ludzi, tak jak u myszy. W tym
wypadku neutralizacja Ssa1 byta by szczegdlnie wazna u pacjentow zakazonych serotypem A, z
gtebokim brakiem limfocytow T (np. AIDS), gdzie ze wzgledu na brak odpornosci swoistej,
odpornos$¢ nieswoista nabiera wiekszgo znaczenia. Jednakze neutralizacja lakazy nawet u tych
pacjentow przeciwstawitaby sie rozsiewowi C. neoformans do mézgu. Poza tym inhibitory lakazy
mogtyby odniesc¢ lepszy skutek u pacjentéw, u ktérych nie zaobserwowano braku lub przywrécono
funkcje limfocytow T, gdzie neutralizacja Ssa1 (za wyjatkiem pacjentéw zakazonych serotypem D)

nie miataby juz wiekszego znaczenia.

Rola wzajemnych oddzialywan makrofagéw i kryptokoka na odpornosé

Rola makrofagowego receptora SRA:

Makrofagi sg niezmierne wazng grupg komorek w opowiedzi odpornosciowej na C. neoformans,
poniewaz w zaleznosci od poziomu aktywacji, mogg niszczyé zakazajace je kryptokoki, stuzgc
jako dystalna komérka efektorowa, lub tez stawaC sie rezerwuarem namnazajgcych sie
drobnoustrojéw, przyczyniajgc sie do wzrostu drobnoustroju i rozsiewu zakazenia®. By poznaé
nieznang jeszcze role receptora SRA (scavenger receptor A) zakazilismy krytokokiem myszy typu
dzikiego (SRA+/+) i myszy SRA-/-, nie posiadjgce tego receptora. ZaobserwoaliSmy, ze kryptokok
wykorzystuje SRA do wzmozenia zjadliwosci, poniewaz usuniecie SRA spowodowato znaczgco
dluzszg przezywalnosc zakazonych myszy i polepszong kontrole organizmu nad rozrostem
kryptokoka. Co ciekawe, ekspresja SRA nie wptywata na fagocytoze kryptokokdéw przez
makrofagi, oraz polaryzacje M1/M2 w kulturach in vitro. Natomist SRA zaburzat rozwdj swoistej
odpowiedzi odpornosciowej wzmagajgc nieporzgdang polaryzacje Th2 (zwiekszona ekspresja
interleukiny (IL)-4 (wykres A) i IL-10, poziomu IgE w surowicy (wykres B), wigzgcg sie ze zmiang
polaryzacji M1 na M2 makrofagéw w zakazonych ptucach (wykres C i fot. D). By sprawdzi¢ czy
wptyw SRA miat zwigzek z modulacjg sygnatdéw komorek prezentujgcych antygeny, ktére wptywaja
na ukierunkowanie polaryzacji limfocytébw T° dokonalismy wieloparametrowej cytometri
przeptywowe;.

Zgodnie z naszym przypuszczeniem, obecno$¢ SRA wplyneta na obnizenie cech aktywacji
komérek prezentujgcych antygen (komorek dendrytycznych i ich prekursoréw, Ly6C pozytywnych
monocytéw’) zmniejszajgc ekspresjie gtdwnego czynnika zgodnosci tkankowej (MHC 11) i

receptoréw kostymulacji antygenowej CD80 i CD86 (wykres E).

®Arora, S., Y. Hernandez, J. R. Erb-Downward, R. A. McDonald, G. B. Toews, and G. B. Huffnagle. Role of
IFN-g in regulating T2 immunity and the development of alternatively activated macrophages during allergic
broncho-pulmonary mycosis. J. Immunol. 174: 6346—6356 (2005)

" Osterholzer JJ, Chen GH, Olszewski MA, Curtis JL, Huffnagle GB, Toews GB: Accumulation of CD11b+
lung dendritic cells in response to fungal infection results from the CCR2-mediated recruitment and
differentiation of Ly-6Chigh monocytes. J. Immunol. 183(12): 8044-8053 (2009)
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Ekspresja receptora SRA wzmaga nieporzadane polaryzacje Th2 limfocytéw i M2
makrofagéw w ptucach u myszy zakazonych C. neoformans. Myszy SRA+/+ i SRA-/- zostaly
zakazone 10" komérek C. neoformans. Usuniecie receptora SRA doprowadzito do zmniejszenia
wzrostu kryptokoka i zmniejszenia elementéw niekorzystnej odpowiedzig typu Th2
zaobserowanego w postaci: A) spadku produkcji IL-4 przez leukocyty ptucne; B) obnizenia
poziomu przeciwciat IgE w surowicy; C) wzmozenia indukcji genu M1 (iNOS) o znanej aktywnosci
przeciwgrzybiczej w makrofagach i (D) rozwoju morfologicznej charakterystyki M1 makrofagow
niszczacych kryptoki (niebieskie strzatki). Zaobserwowalismy tez zwiekszong ekspresji MHC Il i
receptoréw kostymulacji antygenowej CD80 i CD86 przez Ly6C+ monocyty (E) w zakazonych
ptucach u myszy SRA-/- w poréwnaniu z myszami SRA+/+. * p< 0.05

Nasilona ekspresja tych czynnikdw zgodnie z naszymi poprzednimi badaniami jest wymagana do
prawidtowego rozwoju ochronnej odpornosci Th1 a ich niedobdr prowadzic do Th2.

Choc¢ kryptokokowy czynnik wigzacy sie z SRA i wywotujgcy te skutki pozostaje nieznany, nasze
badania wykazaty, ze krytokokowa lakaza lub jej produkty metaboliczne nie byly zwigzane z
negatywnym wptywem SRA na uktad odpornosciowy. Wyzej wymienione efekty SRA byly
zaobserwowane po zakazeniu myszy i szczepem dzikim H99 i szczepem lacll] z usunietym
genem lakazy. W podsumowaniu, nasze badania wykazaty, ze kryptokok wykorzystuje naturalny
receptor SRA zywiciela do wzmozenia zjadliwosci, sugerujgc ze interwencja terapeutyczna majgca
na celu blokowanie receptora SRA, mogtaby przyczyni¢ sie do ulpeszonej odpowiedzi

odpornosciowej u pacjentow z kryptokokozg.

Plastycznos¢ polaryzacji makrofagéw i wptyw czynnikéw zewnetrznych na jej modyfikacje:

Nasze wczesniejsze badania wykazaty, ze stan polaryzacji makrofagébw w zakazonych ptucach
ewoluuje w czasie tej dtugotrwajgcej infekcji, odzwierciedlajac fluktuacje poziomu cytokin
polaryzujgcych makrofagi (IFN-y, TNF-a, IL-4i IL-13)°. By rozwazy¢ teoretyczng mozliwo$é
zastosowania terapii, ktéra mogtaby odwréci¢ nikorzystng ,alternatywng” polaryzacie M2
zastepujac jg korzystng ,klasyczng” polaryzacjg M1 przeprowadzilimy badania nad wptywami
~wymiany cytokin” na stan polaryzacji makrofagéw. Te badania miaty na celu stwierdzenie czy w

przeciwienstwie do nieodwracalnie spolaryzowanych limfocytéw T, spolaryzowane makrofagi.

®Arora, S., M. A. Olszewski, T. M. Tsang, R. A. McDonald, G. B. Toews, and G. B. Huffnagle. Effect of
cytokine interplay on macrophage polarization during chronic pulmonary infection with Cryptococcus
neoformans. Infect. Immun. 79: 1915-1926, (2011)
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Nasze badania in vitro wykazaty, ze cytokiny IFN-y i IL-4 byty najsilniejszymi czynnikami
polaryzacji M1 i M2, bez wzgledu na to, czy makrofagi byly stymulowane w obecnosci czy pod
nieobecnos¢ kryptokokow. Inkubacja w IFN-y po 24 h spowodowata wyrazne podwyzszenie
ekspresji markeréw M1: iINOS, TNF-a IL-6 i CD80 na poziomie mRNA i biatek. Inkubacja z IL-4 nie
wptyneta na ekspresje tych wskaznikéw M1, natomiast spowodowata wyrazng indukcje markeréw
M2: Argl, YM2, CD206. Wymiana cytokin z IL-4 na IFN-y i odwrotnie pokazata, ze makrofagi
skrajnie spolaryzowane przez cytokiny do stanu M1 lub M2, po wymianie polaryzujgcych cytokin
byly w stanie kompletnie odwrdcic¢ stan polaryzacji w przeciagu 24 godzin, zgodnie z kierunkiem
dziatania ostatniego z zastosowanych czynnikéw (wykr. A). Te zmiany na poziomie ekspres;ji
gtébwnych gendéw charakteryzujgcych profile M1 i M2 przekfadaty sie roéwniez na poziom
hamowania wzrostu C. neoformans przez makrofagi zgodnie ze stanem polaryzacji wywotanym
poprzez ostani z zastosowanych czynnikéw i bez wzgledu na jej pierwotny profil. Makrofagi
stymulowane IFN-[1 skutecznie hamowaty wzrost kryptokokéw na identycznym poziomie bez

wzgledu na to czy byly uprzednio niespolaryzowane, spolaryzowane na M1 czy tez na M2
(wykr.B).

A & : Polaryzacja makrofagéw w odpowiedzi na zmiany
e | =Ll i e INOS stymulacji egzogennymi cytokinami IL-4 i IFN-OJ
- Seﬂnfff{'s“m“'“ . charakteryzuje sie petna plastycznoscia.

2 20| C0 Pny (A) Makrofagi wyprowadzone ze szpiku kostnego
" ___|I mszy zostaty potraktowane IL-4 lub IFN-y przez 24 h.

B. 5 10 Trongal kiling == = = Nastepnie poczgtkowa stymulacja byta kontynuowana
2™ B lub  ,odwrécona”. Po nastepnych  24h
EE .|‘ przeanalizowaliSmy indukcje genu M1 (iNOS) (B)
S 5 |:_| Inkubacji w podobnych warunkachi przeprowadzono

0 — przy udziale C. neoformans by przetestowaé
e zahamowanie wzrostu kryptokoka przez makrofagi;
**) p<0.01 Davis et al. mBio 2013

W podsumowaniu nasze badania wykazaty, ze stymulacja makrofagéw czynnikami zewnetrznymi,
ktére sprzyjajg polaryzacji M1, moze przywrocic makrofagom ich wilasciwosci przeciw-
drobnoustrojowe nawet po okresie niekorzystnej polaryzacji. W zwigzku z tym terapia
ukierunkowana na usprawnienie poziomu aktywnosci makrofagéw mogtaby by¢ wykorzystana w
pozniejszych stadiach kryptokozy. Co wiecej $rodki farmakologiczne stymulujgce aktywnosc
makrofagoéw typu M1, mogtyby byé efektywne nawet u pacjentéw pozbawionych funkcjonalnych

limfocytéw T.

Uszkodzenie lizosoméw w makrofagach przez C. neoformans i rola polaryzacji makrofagéw
w zapobieganiu uszkodzenia:
Nasze ostatnie badania skupity sie nad poznaniem wewngtrzkomérkowych mechanizméw

przezywalnosci kryptokoka w makrofagach. Niespolaryzowane makrofagi ,w stanie spoczynku” lub
alternatywnej aktywacji M2 zachowujg zdolnos¢ fagocytozy kryptokoka, aczkolwiek drobnoustrdj

przezywa i namnaza sie w tych komoérkach. Co ciekawe, sfagocytowany kryptokok przemieszcza
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sie do lizosomu, gdzie teoretycznie powinien byé zniszczony przez wysoki poziom zakwaszenia
(niskie pH) i aktywnos$¢ enzymow trawigcych skoncentrowanych w lizosomie. Poniewaz niektére
patogeny wewnatrzkomorkowe przezywajg wewnagtrz makrofagéw dzieki zdolnosci uszkadzania
lizosoméw, przeprowadziliSmy badania majgce na celu okreslenie wplywu sfagocytowanych
kryptokokdow na zachowanie lizosomow. Badania te zastosowaly metode ratiometrycznej anlizy
cyfrowych obrazéw zainfekowanych makrofagow wykonanych przyzyciowo. Anliza ta pozwolita
nam okresli¢ iloSciowo wyciek zawartosci lizosoméw do cytoplazmy i zmiany w odczynie pH w
lizosomie zakazonych makrofagéw. By dokonacC tej analizy, zawartoScig lizosoméw w
makrofagach zostata oznakowana fluorescencyjnym wskaznikiem FITC-dextran, przyjetym przez
makrofagi na drodze pinocytozy. Nastepnie po zakazeniu makrofagow C. neoformans fotografie
cyfrowe zywych komérek wykonano stosujgc zroznicowane filtry swietlne by okresli¢ fluorescencje
makrofagéow widmie 440nm i 485nm od 1h do 72h po zakazeniu. Nasze wyniki wykazaty, ze
sfagocytowane, zywe kryptokoki uszkadzaly lizosomy makrofagéw, co powodowato wyciek

zawartosci lizosomow do cytoplazmy i nautralizacje ich kwasowosci (fot. A ponizej).

No yeast 1hr 24 hrs 48 hrs 72 hrs

0 24 48 72
Time post-infection

Uszkodzenie to zwiekszato sie z uptywem czasu (wykres B) i byto proporcjonalne do liczby
wewngtrzkomorkowych kryptokokéw. Uszkodzenie wymagato zywotnosci kryptokokéw a jego
poziom korelowat z ich wewnatrzkomérkowym podziatem. Co wiecej, uszkodzenie lizosoméw
wywotane Swiattem lasera bezposrednio przed zakazeniem komorek, potroito tempo
wewnatrzkomérkowego namnazania sie kryptokokow w ciggu nastepnych 24h. By wykazaé, ze
uszkodzenie lizosomoéw wystepuje w czasie naturalnej infekcji w ptucach, nasz zespdt opracowat
metode oceny przyzyciowego uszkodzenia makrofagdw z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej, z uzyciem opracowanego przez nas znacznika wykrywajgcego pH, dostarczonego
do ptuc myszy w czasie zakazenia fluorescencyjnie oznakowanym kryptokokiem. Tg metodg
wykryliSmy natezenie oznak uszkodzenia lizosoméw w makrofagach wyptukanych z ptuc
zakazonych myszy, w komérkach, ktére zawieraty sfagocytowane kryptokoki, ale nie w komérkach

wolnych od zakazenia. By okresli¢ role polaryzyacji makrofagdw w zapobieganiu uszkodzenia
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lizosoméw makrofagi zostaty spolaryzowane przez inkubacje z IFN-y (M1) i IL-4 (M2) i zakazone
kryptokokiem. Stymulacja makrofagéw IFN-y (polaryzacja M1) znaczgco zapobiegta uszkodzeniu
lizosoméw, rownolegle ze zwiekszonym wewnatrzkomérkowym zabijaniem kryptokokéw przez
makrofagi. Tych zmian nie zaobserwowalismy w makrofagach potraktowanych IL-4. Nasze wyniki
pozwolity nam wywnioskowaé, ze uszkadzanie lizosomow jest wazng ,strategig przyzywania”
kryptokokow wewnatrz makrofagow, natomiast klasyczna polaryzacja M1 makrofagow stanowi
naturalny mechanizm obronny, ktéry pozwala zapobiec uszkodzeniu lizosomow i zwiekszy¢
grzybobdjcze efekty makrofagow.

Wyniki naszyej ostatniej serii badan mogg mie¢ wazne implikacje terapeutyczne sugerujgc, ze
zastosowanie lekdw zwigkszajgcych stabilizacje lizosomoéw moze by¢ pomocne w leczeniu
kryptokokozy innych podobnych choréb z patogenami namnazajgcymi sie wewngtrzkomdrkowo.
Opracowanie nowej metody do wykrywania przyzyciowego uszkodzenia lizosomow jest réwniez
elementem naukowego postepu technologicznego. Metoda ta moze zosta¢ szerzej wykorzystana
do badan nad innymi patogenami lub do badan innych schorzen, w ktorych uszkodzenie

lizosomow moze odgrywac wazng role.

Podsumowanie:

Pomimo dostepnych srodkéw przeciwgrzybiczych, kryptokokoza nie moze by¢ wyleczona bez
aktywnej roli systemu odpornosciowego. Stad bardzo wysoka jest $miertelno$¢ w krypotkokozie
(ponad 60%), ktéra atakuje czesto (aczkolwiek nie tylko) osoby z zaburzeniami w systemie
odpornosciowym. Celem naukowym moich badan byto opracowanie mechanizméw wzajemnego
oddziatywania kryptokoka i komorek systemu odpornosciowego. Dogtebne poznanie tych interakcji
przedstawi nowe mozliwosci interwenciji terapeutycznych opartych na: 1) neutralizcji negatywnych
wplywow  czynnikéw  zjadliwosci; 2) ostabieniu negatywnych elementéw odpowiedzi
immunologicznej (Th2 i M2); i 3) wzmaganiu pozytywnych elementéw odpowiedzi
immunologicznej (Thl, M1), w celu ograniczenia rozprzestrzeniania sie kryptokoka do CNS i
usprawienia procesu leczenia w kryptokokozie.

Poza mozliwoscia zastosowania tej wiedzy w opracowaniu nowych metod leczenia w
kryptokokozie, wiele chorobotwdrczych drobnoustrojéow wykorzystuje podobne mechanizmy
zjadliwosci, unikania i modulacji systemu odpornosciowego dla osiggniecia pasozytnictwa
wewnagtrzkomorkowego. Wsrdd tych patogendw mozna wymienié bakterie: pratki  gruZlicy,
legionelle i listerie; pasozyty: toxoplasme i leischmanie; oraz inne gatunki chorobotwérczych
grzybow: histoplazme i blastomykoze. Nasze wyniki mogg wiec w przysztosci znalez¢é szersze
zastosowanie w zrozumieniu i opracowaniu terapii w chorobach zakaznych tego typu.
Przedstawiony cykl prac obejmuje 2 odrebne grupy wspétuzupetniajacych sie zagadnienen
badawczych, ktére stanowia przedmiot moich zainteresowan naukowych dotyczacych
mechanizméw interakcji oportunistycznego drozdzaka Cryptococcus neoformans z

systemem odpornosciowym:
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1) Opracowanie mechanizmu dziatania poszczegdinych czynnkéw zjadliwosci krytokoka, w
odniesieniu do modulacji swoistych i nieswoistych elmentéw odpowiedzi odpornosciowej z
uwzglednieniem:

- lakazy
- biatka szoku cieplengo Ssa1
2) Badanie wzajemnych interakcji pomiedzy kryptokokiem i makrofagami z uwzglednieniem:
- roli makrofagowego receptora SRA
- wptywu kryptokoka i gtéwnych cytokin produkowanych w czasie odpowiedzi odpornosciowej
na stan aktywnos$ci makrofagow oroz mozliwos¢ jego modyfikaciji
- roli uszkodzenia lizosoméw makrofagowych przez C. noformans i mozliwosci jego
zapobiegania
Badania te przyczynity sie do gtebszego zrozumienia patogenezy zakazen kryptokokowych
i wskazania kierunkéw rozwoju przysztych strategii terapeutycznych w leczniu

kryptokokozy i innych zakazerh wewnatrzkomérkowych.

PODSUMOWANIE WYNIKOW OPISANYCH W PUBLIKACJACH WYBRANYCH DO OCENY

Publikacja nr 1

Qiu Y, Dayrit J, Davis MJ, Hadd ZD, Meister DL, Osterholzer JJ, Williamson PR, Olszewski, MA.
Immune modulation mediated by cryptococcal laccase promotes pulmonary growth and brain
dissemination of virulent Cryptococcus neoformans in mice. PLoS ONE 7(10): e47853.
doi:10.1371/journal.pone.0047853, 2012

Ze wzgledu na zdolnos¢ rozsiewu do centralnego systemu nerwowego (CNS), C. neoformans jest
jednym z gtéwnych czynnikéw zakaznych powodujgcych $miertelnos¢ poprzez zakazenie CNS w
skali swiatowej. Badania z pierwszej publikacji skoncentrowaty sie na roli enzymu lakazy w
patogenezie kryptokokozy. Lakaza jest enzymem z rodziny oksydoreduktaz (oksydaza difenolowa)
wystepujacym u roslin, grzybow i innych mikroorgnizméw. Dotychczasowe badania z zkazeniami
eksperymentalnymi zwierzat wykazaty, ze lakaza promuje rozsiew kryptokoka do CNS. Na
poziomie biochemcznym odkryto zas, ze kryptokokowa lakaza jest odpowiedzialna za biosynteze
melaniny, pigmentu o silnych wlasciwosciach anty-oksydacyjnych i prostaglandyny E2. Oba te
czynniki majg potencjat oddziatywania na systemem odporno$ciowy: melanina- przeciwstawiajgc
sie oksydacyjnym mechanizmom niszczenia mikroorganizmow przez leukocyty a prostaglandyna-
modulujgc odpowiedz odpornosciowg poprzez aktywacje receptoréw prostaglandynowych
leukocytéw. Nasze artykut przedstawit wyniki pracy eksperymentalnej, poswigconej opracowaniu
mechanizmow poprzez ktére lakaza promuje rozsiew kryptokoka do CNS. Do celéw badawczych
zastosowalismy zjadliwy szczep macierzysty C. neoformans serotypu A - H99, ktory

charakteryzuje sie wysokg ekspresjg lakazy oraz jego mutant (laclA z usunietym genem LAC1
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kodujacym lakaze w geomie kryptokoka. Analiza poréwnawcza myszy zakazonych dotchawiczo
szczepem H99 i mutantem laclA wykazata ze: ekspresja lakazy nie byta wymagana do propagaciji
C. neoformans w zainfekowanych ptucach przed wytworzeniem odpornosci swoistej (do 7-miu
dni), natomist znaczgco przyczynita sie do rozrostu kryptokoka w ptucach w dwa i trzy tygodnie po
infekcji, czyli w okresie kiedy u myszy wytworzona jest juz odporno$¢ swoista. Ekspresja lakazy
byta réwniez konieczna do rozsiewu microorganizmu do CNS. Dalsze prownanie parametrow
immunologicznych wykazato, ze eliminacja kryptokokowej lakazy spowodowata: 1) zwiekszenie
naptywu CD4+ i CD8+ limfocytow T do ptuc, 2) zmniejszenie naptywu eozynofilow, 3) zwiekszong
produkcje cytokin Th1 i Th17 i zmniejszenie cytokin Th2, 4) zmiane aktywacji makrofagow z M2 w
kierunku pozadanej M1. Te wynki wykazaty, Zze kryptokokowa lakaza spowodowata zaktocenie w
wytworzeniu sie ochronnej reakcji odpornosciowej (Thl i Th2) wspierajgc rozwéj ,przeciwstawne;j”
odpowiedzi typu Th2. Dalsze wniki analizujgce Th polaryzacje w weztach chtonnych pomiedzy 1-2
tygodniem po infekcji potwierdzity stusznos¢ tej hipotezy, demonstrujgc silng indukcje ochronnych
cytokin Thl i Thl7 w przypadku braku lakazy i kontrastujgc z indukcjg niepozgdanych cytokin Th2
w jej obecnosci. By wykazaé, ze immunomodulacja wywotana pod wptywem lakazy przyczynita sie
do rozsiewu C. neoformans do CNS dokonalismy przeszczepu CD4+ limfocytéw T pobranych z
weztdw chtonnych od myszy zakazonych szczepami H99 lub laclA do zdrowych myszy ,biorcow”.
Nastepnie myszy biorcy i myszy kontrolne zostaty zakazone szczepem H99 by poréwnac u nich
poziom rozsiewu H99 z pluc do CNS. Biorcy komérek CD4 od dawcéw zakazonych H99,
wykazywaty srednio 100-krotnie wiekszy poziom infekcji w CNS niz myszy kontrolne, natomiast
biorcy komérek CD4 od myszy zakazonych laclA wykazaty srednio 100-krotnie nizszyszy poziom

infekcji w CNS niz myszy kontrolne.

Publikacja nr 2

Eastman AJ, He X, Qiu, Y, Davis MJ, Vedula P, LyonsDM, ParkYD; Hardison SE; Malachowski A,
Wormley FL; Williamson PR, Olszewski MA. Cryptococcal Heat Shock Protein 70 Homolog Ssal
Contributes to Pulmonary Expansion of Cryptococcus neoformans during the Afferent Phase of the
Immune Response by Promoting Macrophage M2 Polarization. J Immunol. 194:5999-6010, 2015

Kryptokokowy czynnik Ssal, jako jeden z rodziny biatek szoku cieplnego petni wielorakie
wewnetrzne funkcje komérkowe. Na podstawie wynikéw eksperymentalnych infekcji u myszy,
stosujgac szczep macierzysty rzadziej spotykanego serotypu D oraz jego mutant Assal
stwierdzono, ze czynnik Ssal1 czynnik transkrypcyjny genu lakazy i najprawdopodobniej w ten
sposob wzmaga zjadliwos¢ kryptokoka. Jednoczesnie Ssa1 jest eksportowany w duzych ilosciach
do kapsuly zewnetrznej kryptokoka, gdzie moze odziatywa¢ na rozne elementy systemu
odpornosciowego. W zwigzku z tym nasza hipoteza zaktadata, ze catoksztait oddziatywania Ssa1

na systemem odpornosciowy ztozy sie z wptywow zaleznych i niezaeznych od lakazy. Po
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skonstruowaniu szczepu Assal w oparciu 0 szczep macierzysty H99 (najbardziej
rozpowszechnionego serotypu A), oraz szczepu komplentarnego z przywréconym genem Ssaf,
poréwnalismy ich zjadliwo$¢ w doswiadczalnym modelu infekcji dotchawiczej u myszy.
Poréwnanie wynikéw objeto: wzrost drobnoustroju w ptucach i w CNS, przezywalnosci zakazonych
myszy, oraz analizy gtéwnych parametréw swoistej i nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej.

W przeciwienstwie do efektow lakazy, usuniecie genu SSAl1l spowodowato wyrazny spadek
namnazania sie kryptokoka w ptucach w okresie odpowiedzi nieswoistej (3 i 7 dni po zakazeniu) i
stopniowe zacieranie sie tych roznic w okresie odpowiedzi swoistej (14 dni i wiecej po zakazeniu).
Co wiecej, zaobserwowalismy rozrost kryptokoka Assal w mozgu zainfekowanych myszy i raczej
niewielkie wydtuzenie okresu przezywalnosci myszy zakazonych szczepem Assal w poréwnaniu z
myszami zakazonymi szczepem H99 i szczepem komplementarnym. Te wyniki byty zupetnie
odmienne od tych zaobserwowanych w badaniach nad lakazg, motywujgc dalszg analize szczepu
Assal w serotypie A. Badania w naszym szczepie Assal nie wykazywaty zmian w aktywnosci
lakazy, pomimo potwierdzonego braku ekspresji Ssal, wskazujgc na to, ze szczep H99 nie
wymagat czynnika Ssal do produkcji lakazy. Dalsza charakteryzacja odpowiedzi odpornosciowej
wykazata, ze czynnik Ssal wywotat bezposrednig zmiane polaryzacji makrofagéw z M1 na M2 w
fazie odpornosci nieswoistej, ale nie w pézniejszej fazie odpornosci swoistej, w ktérej nasilona
produkcja cytokin Th2 spowodowata jednorodng polaryzacie M2 makrofagbw we wszsytkich
grupach zakazonych myszy. Z tych wynikéw wywnioskowaliSmy, ze mechanizm zjadliwosci
czynnika Ssal w szczepie H99 (serotypu A) byt niezalezny od lakazy, w przeciwienstwie do tego
co zaobserwowano w serotypie D. Odseparowanie funkcji obu czynnikdw w serotypie A pozwolito
nam ,odstoni¢” bezposredni efekt czynnika Ssal, ktory przyczynit sie¢ do zwiekszonego rozrostu

kryptokoka w fazie odpowiedzi nieswoistej poprzez ,wczesng” polaryzacje M2 makrofagow.

Publikacja nr 3

Qiu Y, Davis MJ, Dayrit JK, Carolan J, Osterholzer JJ, Curtis JL, Olszewski, MA. Scavenger
receptor A modulates the immune response to pulmonary Cryptococcus neoformans infection.
J Immunol. 191(1):238-48, 2013

Receptory “scavenger” stanowig grupe receptoréw w makrofagach i innych komérkach, ktéra stuzy
do pobierania i eliminacji obcych substancji i produktéw odpadowych z organizmu przez komorki
fagocytarne. Poza gtéwg funkcja, receptory te mogg uczestniczy¢é w obronie organizmu przed
mikroorganizmami, jako tzw PRR (receptory rozpoznajgce patogeny). Jednym z gtéwnych
przedstawicieli receptoréw scavenger w komérkach makrofagoéw jest SRA (Scavenger receptor A).
Nasz artykut poraz pierwszy okreslit role SRA w czasie odpowiedzi odpornosciowej na zakazenie
C. neoformans. W tym celu, zakazilismy dwie grupy myszy, SRA+/+ (typ dziki) i myszy SRA-/-

pozbawione genu kodujacego SRA, szczpami C. neoformans H99 i laclll. Analiza porénawcza
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parametrow odpornosci w fazach odpornosci nieswoistej (7 dni) i odpowiedzi swoistej (21 i 28 dni)
wykazata, ze myszy SRA-/- byty w stani powstrzymac¢ rozrost obu szczepéw kryptokoka, co w obu
przypadkach zaowocowato poprawg przezywalnosci. Ten pozytywny skutek usuniecia resceptora
SRA byt zwigzany ze zwiekszong akumulacjg limfocytéw T i zmniejszong akumulacjg eozynofildw
w plucach zakazonych myszy. Kolejne wyniki wskazaty na usprawnienie wielu aspektow
odpowiedzi obronnej organizmu w zwigzku z nieobecnoscig SRA: 1) zwiekszong ekspresje
receptoréw kostymulujgcych limfocyty T CD80 i CD86 przez komoérki prezentujgce antygen
(makrofagi i komorki dendrytyczne); 2) zmniejszong produkcje cytokin Th2 i interleukiny-10 w
zakazonych ptucach i splenocytach stymulowanch antygenem kryptokokowym; 3) zmniejszony
poziom mmunoglobuliny E w surowicy; 4) zwiekszenie cech klasycznej (M1) aktywaciji
makrofagow. Te zmiany poprzedzone byly zwigkszeniem ekspresji czynnikdbw wzmagajgcych
polaryzacje Th1 w weztach chtonnych na terenie ptuc. W podsumowaniu, nasze badania
wykazaty, ze C. neoformans wykorzystuje receptor SRA do zaburzenia mechnizméw wiodgcych
do rozwoju ochronnej odpowiedzi Thl, co w efkcie prowadzi do natezenia niekorzystnej
odpowiedzi Th2 i zaburzenia eliminacji patogenu. Co wiecej, negatywne skutki oddzialtywania
kryptokoka na rozwdj odpornosci poprzez SRA aczkolwiek przypominaty swoim efektem wplyw
lakazy, byly niezalezne od ekspresji tego enzymu. Nasza publikacja byta pierwszym doniesieniem
na temat roli SRA w odpornosci przciwko C. neoformans, opisujgc howy przyktad wykorzystania

rodzimego PRR przez atakujgcy patogen do zabuzenia proceséw obronnych.

Publikacja nr 4

Davis MJ, Tsang T, Qiu Y, Dayrit JK, Freij JB, Huffnagle GB, Olszewski, MA. Macrophage M1/M2
polarization dynamically adapts to changes in cytokine microenvironments in Cryptococcus
neoformans infection. MBio 4(3)/mBio. 00264-13, 2013

Stan polaryzacji makrofagéw: korzystnej -M1 lub niekorzystnej -M2 jest wskaznikiem prawidtowej
lub nieprawidtowej odpowiedzi organizmu na zakazenie kryptokokiem. Makrofagi odgrywajg
kluczowg role w walce z C. neoformans, poniewaz w zaleznosci od poziomu aktywaciji, moga
niszczy¢ zakazajgce je kryptokoki lub tez stawaé sie rezerwuarem namnazajgcych sie
drobnoustrojow. Nasze wcze$niejsze badania wykazaty, ze stan polaryzacji makrofagéw w
zakazonych ptucach ewoluuje w czasie tej dtugotrwajacej infekcji, odzwierciedlajgc fluktuacje
poziomu cytokin polaryzujgcych makrofagi (IFN-y, TNF-a, IL-4 i IL-13). Jednakze nie wiedzieliSmy
czy te zmiany w profilu aktywacji makrofagébw wywotane byty poprzez wymiane uprzednio
spolaryzowanych komoérek jednego rodzaju poprzez nowe, czy tez te same komorki makrofagow
zmieniajg profil aktywacji z M1 na M2 i odwrotnie. Nasze badania przeprowadzone in vitro
polegaty na inkubacji makrofagéw wyprowadzonych z linii komdrkowych oraz pierwotnych

komorek szpiku kostnego myszy (bone marrow derived macrophages, BMM) w rdznych
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kombinacjach cytokin, z i bez kryptokoka, by okresli¢ wptych tych warunkéw na polaryzacje
makrofagéw. Nastepnie poprzez zmiany tych warunkéw naszym celem byto okreslenie zdolnosci
spolaryzowanych wczesniej makrofagéw do zmiany ich profilu aktywacji (plastycznos¢ polaryzaciji
makrofagoéw). Nasze badania wykazaty, ze cytokiny IFN-y i IL-4 byly odpowiedznio najsilniejszymi
czynnikami polaryzacji M1 i M2, bez wzgledu na to, czy makrofagi byty inkubowane w obecnosci
czy pod nieobecnos¢ C. neoformans i bez wzgledu na zrédto ich pochodzenia (linia komorkowa
czy BMM). Dalsze badania wykazaty, ze makrofagi skrajnie spolaryzowane przez cytokiny do
stanu M1 lub M2, po wymianie tych cytokin byty w stanie odwroci¢ stan polaryzacji w przeciggu 24
godzin, stosownie do wtasciwosci ostatniego czynnika zastosowango do polaryzacji makrofagéw.
Te zmiany na poziomie ekspresji gtbwnych gendéw charakteryzujgcych profile M1 i M2 przektadaty
sie na poziom hamowania wzrostu C. neoformans przez makrofagi, zgodnie ze stanem polaryzacji
wywotanym poprzez ostani z zastosowanych czynnikow i bez wzgledu na jej pierwotny profil.
W podsumowaniu, nasze wyniki wykazaty, ze profile M1 i M2 makrofagow sg podatne na
plastyczne zmiany w odpowiedzi na zastosowane czynniki zewnetrzne. Ta wilasciwosc
makrofagébw opisana w tej pracy, moze by¢ wykorzystana do opracowania nowych terapii
zmierzjgcych do przywrécenia polaryzacji M1 makrofagom w kryptokozie i innych uporczywych
chorobach (jak n.p. gruzlica), w ktére wymagajg polaryzacji M1 do zniszczenia infekujgcego je

drobnoustroju.

Publikacja nr 5

Davis MJ, Eastman AJ, Qiu Y, Gregorka B, Kozel TR, Osterholzer JJ, Curtis JL, Swanson J,
Olszewski, MA. Cryptococcus neoformans-induced macrophage lysosome damage crucially
contributes to fungal virulence. J Immunol. 194: 2219-2231, 2015

Makrofagi w stanie niekompletnej polaryzacji lub aktywacji M2 zachowujg zdolno$¢ fagocytozy
kryptokoka, aczkolwiek organizm przezywa i namnaza sie w tych komérkach. Naszym celem byto
okreslenie mechanizmu zapewniajgcego przezycie C. neoformans lizosomie a nawet jego
namnazanie sie wewnatrz tych organelli komorkowych. Poniewaz poprzednie prace sugerowaty,
ze kryptokoki mogg powodowaC uszkodzenie lizosomdéw, przeprowadzilismy badania
przyzyciowego stanu integralnosci lizosoméw w kulturach makrofagéw BMM i w czasie zakazenia
ptucnego C. neoformans u myszy. Uszkodzenie lizosomow zostato okreslone ilosciowo poprzez
mikroskopie fluorescencyjng zywych makrofagow zakazonych C. neoformans. Zawartos¢
lizosomdéw w tych makrofagach zostata oznakowana fluorescencyjnym wskaznikiem FITC-dextran
a fotografiie cyfrowe zywych komoérek wykonano w okreslonych przedziatach czasowych po
zakazeniu kryptokokiem. Nasza anliza kilkuset fotografii z zastosowaniem metody ratiometrycznej
wykazata, ze sfagocytowane zywe, ale nie zabite kryptokoki uszkadzaty lizosomy makrofagow.
Uszkodzenie to zwiekszalo sie z uplywem czasu i bylo proporcjonalne do liczby

wewnatrzkomérkowych kryptokokéw. Nasze dalsze badania in vitro, pokazaty ze poziom
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uszkodzenia lizosoméw byt wspolzalezny ze zwiekszong replikacja wewngtrzkomoérkowych
kryptokokow. Ponadto uszkodzenie lizosoméw wywotane swiattem laserowym spotegowato
wewnatrzkomérkowe namnazanie sie kryptokokéw. Réwnoczes$nie, przeprowadzilismy anlize
wieloparametrowej cytometrii przeptywowej komérek wyizolowanych z ptuc, opracowujgc nowg
metode oznaczenia poziomu przezyciowego uszkodzenia lizosomow u zainfekowanych myszy. Ta
metoda wskazata, ze komorki zawierajgce kryptokoki, wyizolowane od zakazonych myszy,
charkteryzowalty sie natezonymi cechami uszkodzenia lizosoméw, w porénaniu z makrofagami
niezakazonych myszy lub, makrofagami z zakazonych ptuc, ktore nie sfagocytowaty kryptokokow.
Stymulacja makrofagow IFN-y (polaryzacja M1) zapobiegta uszkodzeniu lizosomow réwnolegle ze
zwiekszonym wewngtrzkomorkowym zabijaniem kryptokokow przez makrofagi. W podsumowaniu,
uszkadzanie lizosomow jest wazng ,strategig przyzywania” kryptokokéw wewnatrz makrofagéw,
natomiast klasyczna aktywacja M1 makrofagéw pozwala zapobiec uszkodzeniu lizosomow i

wewnagtrzkomorkowemu wzrostowi patogenu.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnieé naukowo-badawczych (artystycznych)

Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora nauk klinicznych

Po ukonczeniu VI liceum Ogolnoksztatcgcego w Warszawie w profilu biologiczno-chemicznym,
podjatem studia magisterskie dzienne na Wydziale Weterynaryjnym Szkoty Gtownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ktére ukonczytem w 1988 r. Poniewaz od wczesnych lat
interesowatem sie nauka, bezposrednio po studiach rozpoczatem prace na Wydziale
Weterynaryjnym SGGW, na stanowisku asystenta naukowo-dydaktycznego na oddziale chordb
wewnetrznych.

Poza duzym zaangazowaniem w prace dydaktyczng (ok. 300 godzin rocznie), podjgtem pierwsze
badania naukowe. Te badania skupity sie na funkcji leukocytéw w uktadzie oddechowym koni. W
czasie mojej pracy na SGGW wygratem konkursowe stypendium i odbytem siedmiomiesieczny
staz naukowy na Uniwersytecie Weterynaryjnym w Wiedniu w 1991 r., gdzie dalej rozwijalem
badania granulocytow w drogach oddechowych u koni z chronicznym schorzeniem drég
oddechowych (COPD). tgcznie badania w Warszawie i Wiedniu pozwolity mi na zapoznanie si¢ z
podstawowymi technikami laboratoryjnymi i zaowocowaty dwoma oryginalnymi artykutami z
zakresu produkcji reaktywnych form tlenu i fagocytozy przez neutrofile wyizolowane z drog
oddechowych koni z COPD (Olszewski i Laber, Wien Tierarzt Monatsschr 80: 332-337, 1993;
Klucinski, Winnicka, Olszewski i wsp. J Vet Med A 41: 558-567, 1994).

Moje badania daty mi rowniez mozliwos¢ nawigzania kontaktu naukowego z Prof. N.E.
Robinsonem (Department of Large Animal Clinical Sciences, Michigan State University, East
Lansing, USA), ktory zaowocowat wspolnie przygotowanym projektem konkursowym, ztozonym do
Fundacji Kosciuszkowskiej w USA w 1991 r. Pod koniec roku 1992 jako stypendysta Fundacji

Kosciuszkowskiej rozpoczagtem badania nad wptywem reaktywnych form tlenu na kurczliwosc
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miesni gtadkich w drogach oddechowych koni, pod kierunkiem doktora Robinsona, ktére nastepnie
rozwijatem i kontynuowalem jako doktorant w tym samym laboratorium.

Studia doktorskie w miedzydyscyplinarnym programie nauk Kklinicznych duzych zwierzat
(fizjologia/farmakologia/nauki kliniczne) odbywatem w latach 1993-1997 pod kierunkiem Prof. N. E.
Robinsona. Jego wskazowki i rady pozwolity mi na zdobycie niezbednego doswiadczania w
badanich nad rolg komérek i mediatoréw zapalnych w patogenezie przewlektych schorzen drog
oddechowych. Te studia pozwolity mi na rozwéj w zakresie planowania eksperymentalnego,
zastosowania kompleksowych modeli zwierzecych, integracji wynikow badan in vitro i in vivo, oraz
pomiarow funkcji komérek w ko-kulturach izolowanych tkanek z aktywowanymi leukocytami.
Rozprawa wniosta szereg nowosci, w tym odkrycie, Zze regulacja cholinergicznej kurczliwosci drog
oddechowych nie jest spowodowana aktywnoscig neutrofilbw w drogach oddechowych (tzn.
produkcjg wolnych rodnikéw i innych mediatoréw neutrofilbw prowokowanych fagocytozg),
natomiast jest silnie spotegowana progowymi koncentracjami mediatorow anafilaksji (mastocytéw i
bazofiléw): histaminy, serotoniny i leukotrienu D4. Te wptywy mediatorow anafilaksji byty
spowodowane zwiekszonym wydzielaniem acetylocholiny z pobudzonych zakonczen nerwowych i
zwiekszong pobudliwoscig miesni gtadkich. Wyniki te zostaty zebrane w trzech publikacjach
(Olszewski i wsp. Respiratory Physiol 109: 167-176, 1997; Olszewski i wsp. J Appl Physiol 273:
997-1001, 1997; Olszewski i wsp. Am J Physiol: Lung 276: 522-529, 1999). W laboratorium prof.
Robinsona wigczytem sie rowniez do innych badan, ktére pomogty wyjasni¢é mechanizm
paradoksycznego skurczu oskrzeli, poprzez przeciwastmatyczne leki beta-adrenergiczne
(broncholityki). Te leki, poprzez akumulacje cyklicznego AMP w komodrkach nerwowych,
zwiekszajg wydzielanie acetylocholiny z zakonczeh nerwowych w drogach oddechowych, co w
efekcie moze spowodowaé tzw. paradoksyczny skurcz oskrzeli (Zhang, Olszewski i wsp. Am J
Physiol 268 (Lung Cell Mol Physiol 12): 950-956, 1995; Zhang, Zhu, Olszewski i wsp. Am J
Physiol 274 (1 Pt 1): 32-38, 1998).

Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora nauk klinicznych

Po obronie pracy doktorskiej w grudniu 1997 r. kontynuowatam prace naukowg w USA. Moim
celem bylo wprowadzenie do arsenatu moich badan eksperymentalnych technik biologii
molekularnej i modeli transgenicznych.

Praca jako Postdoctoral Fellow (adiunkt) w Szkole Medycznej Uniwersytetu Michiganskiego w Ann
Arbor (1998-2001), wprowadzita te nowe elementy do moich badan i jednoczesnie pozwolita mi
kultywowaé moje gtéwne zainteresowania badawcze nad funkcjonowaniem komdrek systemu
odpornosciowego w ukfadzie oddechowym. Te prace prowadzitem pod kierunkiem profesoréw:
Galena Toews’a, ordynatora Oddziatu Pulmonologii w szpitalu Szkoly Medycznej Uniwersytetu
Michiganskiego i Gary Huffnagle, profesora mikrobiologii i immunologii, a jej gtdwnym celem byto

rozpoznanie réznych elementéw odpornosci przeciwko patogennemu drozdzakowi Cryptococcus
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neoformans w celu ich przywrdcenia/wzmocnienia jako mozliwej opcji terapeutyczne.

Badania nad tym, wcigz niewystarczajgco poznanym mikroorganizmem, sg niezmiernie wazne,
poniewaz atakuje on osoby z réznymi defektami systemu odpornosciowego, szczegdlnie
pacjentow z HIV i biorcow transplantowanych organéw. Pomimo leczenia infekcja ta jest
Smiertelna u 60% pacjentdw, a rozpoznawana jest u blisko miliona pacjentéw rocznie.

Moje pierwsze badania skupity sie nad udziatem chemokiny CCL3 w formowaniu odpornosci
przeciwko infekcji C. neoformans. W pierwszym cyklu badanh, pracujgc z modelem kryptokokowe;j
infekcji u myszy, wykazaliSmy, ze w czasie inicjacji odpowiedzi immunologicznej (wczesna faza
odpowiedzi odpornosciowej) CCL3 zapobiega niekorzystnej polaryzycji Th2 limfocytow T i
zwigzanej z nig progresjg infekcji i immunopatologii rozwijajgcej sie w fazie odpornosci swoiste;j.
Byta to pierwsza obserwacja wskazujgca na bezposredni wpltyw CCL3 na polaryzacje Th1
systemu odpornosciowego w czasie infekcji grzybiczej (Olszewski i wsp. J Immunol 165: 6429-36,
2000).

Nasz kolejny artykut (Olszewski i wsp. Infect and Immun 69: (10) 6256-63, 2001) poswiecony byt
interakcji pomiedzy CCL3 i innymi cytokinami w czasie inicjacji odpowiedzi odpornosciowej
przeciwko C. neoformans. Te badania wykazaty, ze efekty CCL3 sg zréznicowane w zaleznosci od
indukcji innych zapalnych cytokin

w zainfekowanych ptucach. W sytuacji silnej reakcji zapalnej chemokina CCL3 nie jest niezbedna
do rozwoju odpornoéci, jednakze w sytuacji gdy nieswoista indukcja cytokin TNF[1 i IFN[T jest
staba, CCL3 moze samodzielnie odgrywac¢ znaczgcg role dla rozwoju witasciwej odpowiedzi
immunologicznej.

W okresie moich badan post-doktoranckich, zostatem réwniez zaproszony do wspotpracy z grupa
profesora Bakera na Oddziale Alergii. Ta wspéipraca zaowocowata kolejnym artykutem
poswieconym zastosowaniu nanoemulsji do optymalizacji szczepionki przeciw grypie (Myc A i
wsp. “Development of immune response that protects mice from viral pneumonitis after a single
intranasal immunization with influenza A virus and nanoemulsion.” Vaccine 21: 3801-3814, 2003).
W trakcie moich badan uzyskatem mozliwos¢ szkolenia (1999-2001) i pracy jako niezalezny
pracownik naukowy (od 2002) w osrodku badawczym Szpitala Ministerstwa (Departamentu) do
Spraw Weterandw (Ann Arbor, USA), ktéry pozostaje w Scistej afiliacji z Uniwersytetem
Michiganskim. Poczgtkowo kontynuowatem wspoiprace z profesorami Toewsem i Huffnagle, w
tym czasie, koncentrujgc sie na roli kryptokokowej ureazy jako czynnika wzmagajgcego rozsiew
kryptokoka do centralnego systemu nerwowego (Olszewski i wsp. Am J Pathol 164: 1761-1771,
2004 “Urease expression by Cryptococcus neoformans promotes microvascular sequestration,
thereby enhancing CNS invasion”). Inwazja CNS jest gtdbwng przyczyng $miertelnosci w
kryptokokozie cztowieka i praca ta byfa juz cytowana w ponad 80 réznych artykutach.

Praca ta zapoczatkowata serie dalszych badan nad efektami ureazy i innych czynnikéw

zjadliwosci w roznych aspektach patogenezy kryptokokozy i w formowaniu odpornosci przeciwko
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C. neoformans., ktéore od 2002 r. prowadzitem juz we wiasnym laboratorium w osrodku
badawczym Szpitala Departamentu (Ministerstwa) d/s Weteranéw. Te oryginalne badania

zaowocowaty nastepujgcymi artykutami opublikowanymi w latach 2009-2015:

1) Osterholzer JJ, Surana R, Milam JE, Montano GT, Chen GH, Sonstein J, Curtis JL, Huffnagle
GB, Toews GB, Olszewski MA: Cryptococcal urease promotes the accumulation of immature
dendritic cells and a non-protective T2 immune response within the lung. Am J Pathol; 174:
932-943, 2009

2) He X, Lyons DM, Toffaletti DL, Zhang Y, Wang F, Qiu Y, Lee A, Dayrit J, Perfect JR,
Olszewski, MA. Virulence factors identified by Cryptococcus neoformans mutant screen
differentially modulate lung immune responses and brain dissemination. Am J Pathol; 181:
1356-1366, 2012

3) Qiu Y, Davis MJ, Dayrit J, Hadd ZD, Meister DL, Osterholzer JJ, Williamson PR, Olszewski,
MA. Immune modulation mediated by cryptococcal laccase promotes pulmonary growth and
brain dissemination of virulent Cryptococcus neoformans in mice. PLoS ONE 7(10): e47853:
2012

4) Eastman AJ, He X, Qiu, Y, Davis MJ, Vedula P, LyonsDM, ParkYD; Hardison SE;
Malachowski A; Wormley FL; Williamson PR, Olszewski MA. Cryptococcal heat shock protein
70 homolog Ssal contributes to pulmonary expansion of Cryptococcus neoformans during the
afferent phase of the immune response by promoting macrophage M2 polarization. J Immunol:
194(12): 5999-6010, 2015

Te badania tgcznie pozwolity zidentyfikowaé role szesciu gendw zjadliwosci oraz mechanizmy

modyfikacji swoistej i nieswoistej odpornosci przez te czynniki.

Poza pracg nad czynnikami zjadliwosci, kontynuowatem wiasne badania nad naturalnymi
czynnikami/mechanizmami obronnymi w infekcji kryptokokowej oraz we wspotpracy z innymi
osrodkami. Te badania po raz pierwszy zdefiniowaly znaczenie i mechanizm dziatnia

nastepujacych czynnikdw systemu odpornosciowego w kryptokokozie:

1) GM-CSF: Chen GH, Olszewski MA, McDonald RA, Wells JC, Huffnagle GB, Toews GB. Role
of granulocyte macrophage colony stimulating factor in host defense against pulmonary
Cryptococcus neoformans infection during murine allergic bronchopulmonary mycosis Am J
Pathol; 170(3): 1028-1040, 2007

2) Toll Like Receptor 9 (TLR9): Zhang Y, Wang F, Tompkins KC, McNamara A, Jain AV, Moore
BB, Toews GB, Huffnagle GB, Olszewski MA: Robust Th1l and Th17 immunity supports

pulmonary clearance but cannot prevent systemic dissemination of highly virulent
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Cryptococcus neoformans H99. Am J Pathol; 175: 2489-2500, 2009 oraz Qiu Y, Zeltzer S,
Zhang Y, Wang F, Chen G, Murdock BJ, Toews GB, Bhan U, Osterholzer JJ, Standiford TJ,
Olszewski, MA. Early induction of CCL7 downstream of TLR9 signaling promotes the
development of robust immunity to cryptococcal infection. J Immunol; 188: 3940-3948, 2012

3) Receptor CD40: Chen G, Osterholzer JJ, Olszewski MA, McDonald R, Choe MY, Huffnagle
GB, Toews GB. Dual roles of CD40 on microbial containment and the Development of
Immunopathology in Response to Persistent Fungal Infection in the Lung. Am J Pathol; 177:
2459-2471, 2010

4) Scavenger Receptor A (SRA): Qiu Y, Davis MJ, Dayrit JK, Carolan J, Osterholzer JJ, Curtis
JL, Olszewski, MA. Scavenger receptor A modulates the immune response to pulmonary
Cryptococcus neoformans infection. J Immunol; 191(1): 238-248, 2013

5) Kinaza BTK: Szymczak WA, Davis MJ, Lundy SK, Dufaud C, Olszewski, MA, Pirofski L. X-
linked immunodeficient mice exhibit enhanced susceptibility to Cryptococcus neoformans
infection. MBio. 4(4). pii: e00265-13, 2013

6) Interleukina (IL)-17: Murdock BJ, Huffnagle GB, Olszewski MA, Osterholzer JJ. IL-17
enhances host defense against cryptococcal lung 1 infection through effects mediated by
leukocyte recruitment, activation, and IFN-y production. Infect Immun. 82(3): 937-948, 2014

7) 1L-10: Murdock BJ, Teitz-Tennenbaum S., Chen G, Curtis JL, Olszewski MA, Osterholzer JJ.
Early or Late IL-10 Blockade Enhances Thl and Th17 Effector Responses and Promotes

Fungal Clearance in Mice with Cryptococcal Lung Infection. J Immunol;193(8): 4107-4116,
2014
8) STATL1: Leopold Wager CM, Camaron RH, Wozniak KL, Olszewski MA, Wormley FL. STAT1

Signaling is Essential for Protection against Cryptococcus neoformans Infection in Mice. J
Immunol;193(8): 4060-4071, 2014

Poza powyzszymi badaniami, prowadziliSmy szerokie badania nad rolg cytokin, polaryzacji Th1,
Th2 i Th 17, funkcja komdrek dendrytycznych, funkcjonowaniem, polaryzacjg i plastycznoscia
makrofagow w infekcjach wywotanych przez drobnoustroje C. neoformans, S. aureus,

Pneumococcus oraz w septycznym uszkodzeniu ptuc:

1) Mancuso P, Huffnagle GB, Olszewski MA, Phipps J, and Peters-Golden M. Leptin corrects
host defense defects following acute starvation in murine pneumococcal pneumonia. Am J
Respir Crit Care Med 173(2): 212-218, 2006

2) Olszewski MA, Falkowski NR, Surana R, Sonstein J, Hartman A, Huffnagle GB, Toews GB.
Effect of Laparotomy on Clearance and Cytokine Induction in Staphylococcus aureus-infected
Lungs. Am J Respir Crit Care Med.;176: 921-929, 2007
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Podsumowanie dorobku naukowego

Mo¢j dorobek naukowy obejmuje 64 petnych pozycji literaturowych, w tym 55 artykutow
oryginalnych w recenzowanych czasopismach naukowych, 9 prac przeglgdowych opublikowanych
w recenzowanych czasopismach naukowych. Dodatkowo jestem autorem 6 obszernych
sprawozdan z obrad sesji naukowych, oraz 1 rozdzialu podrecznika. Dodatkowo nalezy
wspomnie¢ ponad 100 opublikowanych doniesien zjazdowych (43 w ciggu ostatnich 5-ciu lat)
gtébwnie z miedzynarodowych sympozjow naukowych. tgczny wspdtczynnik wptywu - Impact
Factor (IF) wynosi 260.33 (KBN/MniSW = 987). Liczba cytowan wedtug bazy Scopus wynosi 1625
(bez samocytowan).

Jestem réwniez gtdwnym wykonawcg (principal investigator) pieciu finansowanych projektéw
badawczych, (3 zakonczone i 2 w realizacji), wspolwykonawcg realizowanego projektu,
redaktorem czterech czasopism naukowych (Journal of Immunology, Infection and Immunity,
Frontiers in Microbiology i PLoS ONE) i recenzentem ponad 20 czasopism naukowych, w tym:
American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology, American Journal of Pulmonary and
Critical Care Medicine, The Journal of Immunology, European Journal of Immunology, Infection
and Immunity, PLoS Pathogens, PLoS One, Journal of Surgical Research, Medical Mycology,
Canadian Journal of Microbiology. Recenzuje réwniez projekty badawcze dla Sekcji Chordb
Zakaznych Biura Badan Naukowych VA i Sekcji Mikrobiologii American Heart Association w USA,
w Europie dla Welcome Trust, oraz granty sposnorowane przez Unie Europejska (Fundacje Nauki

Polskiej, Niemieckiej i Austriackiej)

Dziatanosé¢ dydaktyczna

Moja gtéwng dziatalnoscig dydaktyczng jest prowadzenie mtodych adeptow nauki poprzez etap
doktorancki i podoktorancki, jak i nauczanie w ramach studiow doktoranckich oraz wyktadéw i
laboratoriow dla studentow licencjackich. Dziatalno$¢ ta obejmuje coroczne przygotowanie i
prowadzenie podyplomowego kursu ,Immunologia Experymentalna” (2011-2017) i wyktady
prezentowane na kursach ,Mikrobiologii Eukariontéw” (2010-2012) na Uniwersytecie
Michiganskim. Dodatkowo od roku 1999 prowadze formalne wyktady w cyklach spotkan
miedzyzaktadowych w Szkole Medycznej Uniwersytetu Michiganskiego aby przekaza¢ moje
doswiadczenie naukowe i zdobytg wiedze szerszemu gronu akademickiemu i studentom.
Partycypuje rowniez jako instruktor w federalnie sponsorowanych programach szkoleniowych T32
pulmonologii, immunologii i patologii na naszym uniwersytecie. W ramach tych programow
prowadze coroczne wyktady orientacyjne dla nowych doktorantéw i podoktoranckie od 2009 r.
oraz staze naukowe w naszym laboratorium. Szkolenia badawcze w moim laboratorium
przeprowadzam w oparciu o codzienng nauke nowych, ztozonych technik laboratoryjnych,

cotygodniowych spotkan o charakterze téte-a-téte, w celu wymiany pomystéw i wiedzy. Organizuje
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réwniez grupowe spotkania w ramach ,tygodniowych zebran laboratoryjnych” oraz uczestnicze w
przygotowaniach i redagowaniu artykutdw, opracowan naukowych i prezentacji.

Od roku 2013 stuze jako gléwny promotor doktorantki z Programu Immunologi (Alison Eastman), a
obecnie réwniez jako promotor pomocniczy dwdch doktorantow: (Patrick Dunker i Giovanni
Martinez-Colon) Programu Immunologii na Uniwersytecie Michiganskim. Pracowatem réwniez jako
promotor pomocniczy (2012-2015) i recenzent pracy doktorskiej dr Elidth Wilson DVM, Ph.D. na
wydziale weterynaryjnym Uniwersytetu Stanowego (Michigan State University) (2015).

Od roku 2007 szkole i nadzoruje prace badaczy po-doktoralnych, z ktérych 6-ciu ukonczyto
szkolenie w naszym laboratorium i kontynuuje prace badawczg w réznych osrodkach naukowych,
a dwoje kontynuuje szkolenie w naszym laboratorium.

Od roku 2000 pracuje réwniez nad szkoleniem laboratoryjnym i projektami badawczymi studentéw
przeddyplomowych (licencjackich). Ponad 20-stu studentéw odbyto 1-4 letnie szkolenia
laboratoryjno-badawcze pod moim kierunkiem, 6-ciu przygotowato honorowe prace dyplomowe
(Undergraduate Honor Thesis) oraz/lub publikacje jako wynik projektow prowadzonych w naszym

laboratorium.
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