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I. DANE OSOBOWE

Imig i nazwisko : Mateusz Adamiak

Tytut naukowy: Doktor nauk 0 zdrowiu

Stanowisko: Asystent

Adres stuzbowy: Zaktad Medycyny Regeneracyjnej
Centrum Badan Przedklinicznych (CePT)

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

ul. Stefana Banacha 1B, 02-097 Warszawa

1.  WYKSZTALCENIE

08.01.2019

09.2012 - 03.2014

06.07.2012

Stopien doktora nauk o zdrowiu (z wyrdéznieniem)

IT Wydzial Lekarski z Oddzialem Nauczania w Jezyku Angielskim oraz
Oddziatem Fizjoterapii, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Tytut pracy doktorskiej:

,,Rola sfingozyno-1-fosforanu w procesach zasiedlania szpiku kostnego
oraz farmakologicznej mobilizacji krwiotworczych komorek
macierzystych.”

Promotor: Prof. dr hab. n. med. Mariusz Z. Ratajczak
Recenzenci: Prof. dr hab. n. med. Jerzy Kawiak

Prof. dr hab. n. med. Marcin Moniuszko

Rozpoczete studia doktoranckie, Wydzial Biologii, Uniwersytet
Szczecinski

Tytul magistra
Wydzial Biologii, Uniwersytet Szczecinski
Tytul pracy magisterskiej:

»Subpopulacje limfocytéw T i B oraz zjawisko apoptozy limfocytdéw i
granulocytow krwi obwodowej u krolikow zakazonych europejskimi
szczepami wirusa RHD (Rabbit Haemorrhagic Disease)”

Promotor: Prof. dr hab. Wiestaw Deptuta
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29.06.2010 Tytul licencjata
Wydziat Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet Szczecinski
Tytul pracy licencjackiej:

»Nieswoista odporno$¢ komoérkowa — element odpornos$ci naturalnej u
krolikow zakazonych eksperymentalnie europejskimi szczepami wirusa
RHD (Rabbit Haemorrhagic Disease)”

Promotor: Prof. dr hab. Wiestaw Deptuta

I1l.  PRZEBIEG PRACY ZAWODOWEJ ORAZ ODBYTE STEZE

10.2016 — obecnie  Asystent, Zaktad Medycyny Regeneracyjnej, Wydziat Lekarski,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

06.2017 —01.2018  Staz doktorski, Stem Cell Institute, James Graham Brown Cancer
Center, University of Louisville, USA

05.2016 Staz naukowy, Neuroscience Laboratory, Institute of Chemistry,
Department of Biochemistry, University of Sdo Paulo, Sao Paulo,
Brazylia

07.2014 - 08.2016  Staz naukowy, Stem Cell Institute, James Graham Brown Cancer
Center, University of Louisville, USA

IV. PRACADYDAKTYCZNA

W latach 2012-2014 jako doktorant Uniwersytetu Szczecinskiego prowadzitem ¢wiczenia
z przedmiotow: epidemiologia, immunologia, mechanizmy i diagnostyka zakazen bakteryjnych
I wirusowych, mikrobiologia, mikrobiologia z wirusologig, techniki mikrobiologiczne.

Ponadto w roku akademickim 2012/2013 oraz 2013/2014 prowadzitem grupy seminaryjne
magistrantow Katedry Immunologii Uniwersytetu Szczecinskiego, zaréwno pod katem

merytorycznym jak i1 prowadzgc zajecia techniczne.

Jako asystent Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wspotprowadzitem wyktady dla
fakultetu pt. Regenerative Medicine dla studentéw English Division, a takze ¢wiczenia oraz
seminaria dla przedmiotu Metodologia Badan Naukowych zaréwno dla studentow polskich jak
i English Division, uzyskujgc w ankiecie studenckiej w roku akademickim 2018/2019 ocene
4,70.
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V. DZIALALNOSC POPULARYZUJACA NAUKE

W 2018 roku bratem udziat w organizacji miedzynarodowej konferenciji 4" Baltic Stem
Cell Meeting. Zjazd byt poswiecony zagadnieniom zwigzanym z postepami w biologii komoérek
macierzystych, rolg dorostych komorek macierzystych w regeneracji, ze szczegdlnym
naciskiem na komodrki VSEL (very small embryonic like stem cells) i1 ich potencjalnym
zastosowaniu w medycynie klinicznej, jak rowniez interakcjach miedzy komorkami poprzez
mikropgcherzyki btonowe. Konferencja odbywata si¢ w Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym, a wérdd zaproszonych wykladowcow byli czotowi naukowcy m.in. z USA,

Francji, Wielkiej Brytanii, Niemiec, Wtoch, Indii czy Brazylii.

Jestem wspotautorem 35 doniesien konferencyjnych na zjazdach krajowych (14) oraz
zagranicznych (17):

Doniesienia konferencyjne na zjazdach krajowych:

1. Adamiak M., Pedziwiatr D., Ratajczak M.Z.: Novel evidence for involvement of
alternative complement cascade pathway in mobilization of hematopoietic
stem/progenitor cells (HSPCs). XXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Hematologow i
Transfuzjologow, Lodz, 12-14.09.2019.

2. Adamiak M., Tracz M., Ratajczak M.Z.: Novel evidence that NIrp3 inflammasome
modulate bone marrow (BM) homing and engraftment of hematopoietic stem progenitor
cells (HSPCs). XXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Hematologow i
Transfuzjologow, £odz, 12-14.09.20109.

3. Adamiak M., Bujko K., Lenkiewicz A., Tracz M., Kucia M., Ratajczak J., Ratajczak
M.Z.:Hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs) expressed CD39 and CD73
ectonucleotidases regulate homing and mobilization. XXVII Zjazd Polskiego
Towarzystwa Hematologow i Transfuzjologéw, £6dz, 12-14.09.20109.

4. Adamiak M., Kucia M., Tracz M., Ratajczak J., Ratajczak M.Z.: Extracellular ATP is
involved in bone marrow (BM) homing of hematopoietic stem progenitor cells
(HSPCs). XXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Hematologéw i Transfuzjologow,
Lodz, 12-14.09.2019.

5. Adamiak M., Borkowska S., Wysoczynski M., Suszynska M., Kucia M., Abdel-Latif
A., Ratajczak J., Ratajczak M.Z.: Udziat sfingozyno-1-fosforanu we wszczepieniu i
zasiedlaniu niszy szpikowej przez krwiotworcze komorki macierzyste. XXVII Zjazd
Polskiego Towarzystwa Hematologéw i Transfuzjologow, Warszawa, 21-23.09.2017,
5.195-196 — in Acta Haematologica Polonica, 48, 195-196, 2017.

6. Adamiak M., Tokarz-Deptuta B., Deptuta W.: C-reactive protein in rabbits infected
with RHDV (Rabbit haemorrhagic disease virus). 15th Congress of the Polish Society
of Experimental and Clinical Immunology, Wroctaw, 26-28.06.2014, p. 169 — in .Centr.
Eur. J. Immunol., 39, 169, 2014.

7. Adamiak M., Trzeciak-Ryczek A., Tokarz-Deptuta B., Deptuta W.: Cytometryczna
ocena limfocytow T i ich subpopulacji u krolikow mieszancow polskich w okresie
jesieni 1 zimy. Mat. III Ogdlnopolskiej Konf. “Zwierz¢ta w badaniach naukowych”,
Warszawa 2013, P1.
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Adamiak M., Tokarz-Deptuta B.: Apoptosis of lymphocytes and granulocytes of
peripheral blond of healthy mix-breed polish rabbits. The 6th International Conference
of PhD Students of Szczecin University “From a cell to an organism”, Szczecin, 2013,
S. 26.

Adamiak M., Niedzwiedzka-Rystwej P., Tokarz-Deptuta B., Deptuta W.: Detection of
RHD (rabbit haemorrhagic disease) virus in liver cells by real-time PCR. The 3rd
Workshop on Microbiology in Health and Environmental Protection MIKROBIOT,
1.6dz 2013 — w Post. Mikrobiol. 52, 99, 2013.

Adamiak M., Trzeciak-Ryczek A., Tokarz-Deptuta B., Deptuta W.: Ocena limfocytow
T i B metoda cytometrii przeplywowej u krolikow mieszancow polskich. Mat. 11
OgolnopolskiejKonf.Studentéw i Doktorantéw Nauk Scistych ,,Cztowiek Nauka
Srodowisko”, Gdansk 2013, s. 34.

Trzeciak-Ryczek A., Tokarz-Deptuta B., Dzialo J., Adamiak M., NiedZzwiedzka-
Ryczek P., Hukowska-Szematowicz B., Deptuta W.: Cytometryczna ocena limfocytow
T 1 B 1 ich subpopulacji oraz zjawiska apoptozy komorek uktadu odpornosciowego u
krolikow zakazonych eksperymentalnie wirusem RHD (rabbit haemorrhagic disease).
Mat. Konf. ,,Poznanskie Dni Cytometrii i Immunopatologii”’, Poznan 2013, s. 85-86.
Malinowska M., Kubis M., Adamiak M., Tokarz-Deptuta B.: Wybrane wskazniki
odpornosci naturalnej u krolikow mieszancow polskich. Mat. Konf. Migdzyuczelniane
Sympozjum Biotechnologiczne, Warszawa 2013, s.119.

Adamiak M., Kubi$ M., Trzeciak-Ryczek A., Dziato J., Tokarz-Deptuta B.: Zjawisko
apoptozy granulocytéw i limfocytow krwi obwodowej krolikéw zakazonych wirusem
RHD (Rabbit Haemorrhagic Disease). Mat. Konf. Il edycji, Mikrobiologia w
medycynie, przemysle 1 ochronie srodowiska”. Wyd. UL. £6dZz 2011, s.35.
Trzeciak-Ryczek A., Adamiak M., Niedzwiedzka-Rystwej P., Dziato J., Tokarz-
Deptuta B.: Subpopulacje limfocytéw T i B u krolikow zakazonych eksperymentalnie
wirusem RHD (rabbit haemorrhagic disease). XXXIX Migdzyn. Sem. Kot Nauk.,
Olsztyn 2010, s.94.

Doniesienia konferencyjne na zjazdach zagranicznych:

1.

Bujko K., Adamiak M., Thapa A., Kucia M., Ratajczak J., Ratajczak M.Z.: Novel
Evidence That the Pannexin 1 Channel Is Involved in Adenosine Triphosphate
(ATP) Release from Cells for Optimal Mobilization of Hematopoietic Stem
Progenitor Cells, and the Pannexin 1 SNP 5 (Rs3020015) T/C Polymorphism
Characterizes Poor Mobilizer Status in Patients. 618 ASH (American Society of
Hematology) Annual Meeting and Exposition, Orlando, USA, Grudzien 7-10, 2019.
Cymer M., Adamiak M., Skoda M., Libura M., Urbanowska E., Kucia M.,
Ratajczak M.Z.: Novel Evidence That the Pannexin 1 Channel Is Involved in
Adenosine Triphosphate (ATP) Release from Cells for Optimal Mobilization of
Hematopoietic Stem Progenitor Cells, and the Pannexin 1 SNP 5 (Rs3020015) T/C
Polymorphism Characterizes Poor Mobilizer Status in Patients. 615 ASH (American
Society of Hematology) Annual Meeting and Exposition, Orlando, USA, Grudzien
7-10, 20109.

Adamiak M., Ciechanowicz A., Cymer M., Skoda M., Ratajczak M.Z.: NIrp3
Inflammasome Activation in Bone Marrow-Residing Innate Immunity Cells
Governs Circadian Changes in the Number of Circulating Hematopoietic
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Stem/Progenitor Cells in Peripheral Blood. 61% ASH (American Society of
Hematology) Annual Meeting and Exposition, Orlando, USA, Grudzien 7-10, 2019.
Adamiak M., Lenkiewicz A., Bujko K., Thapa A., Kucia M., Abdel-Latif A.,
Ratajczak J., Ratajczak M.Z.: Novel Evidence That the NIrp3 Inflammasome Plays
a Role in Bone Marrow As a “Cogwheel” Connecting Purinergic Signaling with
Activation of the Complement Cascade to Induce “Sterile Inflammation”, Which Is
Required for Optimal Mobilization of Hematopoietic Stem/Progenitor Cells. 61
ASH (American Society of Hematology) Annual Meeting and Exposition, Orlando,
USA, Grudzien 7-10, 2019.

Adamiak M., Bujko K., Plonka M., Kucia M., Ratajczak J., Ratajczak M.Z.: Novel
Evidence That Extracellular Nucleotides and Nucleosides Regulate the Expression
of Heme Oxygenase 1 (HO-1) in Opposite Ways in Hematopoietic Stem/Progenitor
Cells (HSPCs), Which Explains Why ATP Enhances Mobilization of HSPCs, While
Its Metabolite Adenosine Inhibits This Process. 60" ASH (American Society of
Hematology) Annual Meeting and Exposition, San Diego, USA, Grudzien 1-3,
2018.

Adamiak M., Bujko K., Lenkiewicz A., Kucia M., Ratajczak J., Ratajczak M.Z.:
Novel Evidence That the Ectonucleotidases CD39 and CD73, Which Are Expressed
on Hematopoietic Stem/Progenitor Cells (HSPCs), Regulate Mobilization and
Homing - Studies in CD39-/- and CD73-/- Mice and with Small-Molecule CD39
and CD73 Inhibitors. 60" ASH (American Society of Hematology) Annual Meeting
and Exposition, San Diego, USA, Grudzien 1-3, 2018.

Adamiak M., Chelvarajan L., Santos W., Lynch K.R., Abdel-Latif A., Ratajczak
M.Z.: Sphingosine Kinase 2 (Sphk2) Deficiency Does Not Lower but Instead
Surprisingly Increases the Level of Sphingosine-1-Phosphate (S1P) in Peripheral
Blood, Providing a Novel Strategy for Stimulating Hematopoietic Stem Cell
Mobilization By Inhibiting Sphk2 Activity. 59" ASH (American Society of
Hematology) Annual Meeting and Exposition, Atlanta, USA, Grudzien 9-12, 2017.
Adamiak M., Abdelbaset-Ismail A., Wysoczynski M., Abdel-Latif A., Moore IV
J.B., Ratajczak J., Ratajczak M.Z.: Unexpected Evidence That Inducible Nitric
Oxide Synthase (iNOS) Is a Negative Regulator of Hematopoietic Stem/Progenitor
Cell Mobilization. 58" ASH (American Society of Hematology) Annual Meeting
and Exposition, San Diego, USA, Grudzien 3-6, 2016.

Adamiak M., Abdelbaset Ismail A., Abdel-Latif A., Ratajczak J., Kucia M.,
Ratajczak M.Z.: Novel Evidence That Hematopoietic-Specific PLC-B2 Is Required
for Normal Homing and Engraftment of Hematopoietic Stem Cells. 58" ASH
(American Society of Hematology) Annual Meeting and Exposition, San Diego,
USA, Grudzien 3-6, 2016.

Adamiak M., Suszynska M., Abdel-Latif A., Abdelbaset-Ismail A., Ratajczak J.,
Kucia M., Ratajczak M.Z.: Novel Evidence That the Mannan-Binding Lectin (MBL)
Pathway of Complement Activation Plays a Pivotal Role in Triggering Mobilization
of Hematopoietic Stem/Progenitor Cells By Activation of Both the Complement and
Coagulation Cascades. 58" ASH (American Society of Hematology) Annual
Meeting and Exposition, San Diego, USA, Grudzien 3-6, 2016.

Adamiak M., Abdelbaset-Ismail A., Moore 1V J.B., Abdel-Latif A., WysoczynskKi
M., Kucia M., Ratajczak J., Ratajczak M.Z.: Heme Oxygenase 1 (HO-1) Is a Novel
Negative Regulator of Normal and Malignant Hematopoietic Cell Trafficking. 58™"
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ASH (American Society of Hematology) Annual Meeting and Exposition, San
Diego, USA, Grudzien 3-6, 2016.

Ratajczak J., Schneider G., Kim C.H., Adamiak M., Ratajczak M.Z.: 01 A Novel
Perspective On Hematopoietic Stem/Progenitor Cell Migration And Homing—
Evidence That Cationic Antimicrobial Peptides (C3a, LL-37, and B-2-Defensin)
Prime (Enhance) The Responsiveness Of These Cells To A Low SDF-1 Gradient
By Promoting Secret. 6™ Brazilian Purine Club Meeting, Jodo Pessoa — Paraiba,
Brazil, Maj 12-14, 2016.

Abdelbaset-Ismail A., Suszynska M., Borkowska S.J., Adamiak M., Ratajczak J.,
Ratajczak M.Z.: 2393 Human Hematopoietic Stem/Progenitor Cells (HSPCs) and
Mesenchymal Stromal Cells (MSCs) Express Several Functional Pituitary and
Gonadal Sex Hormone Receptors - ldentification of Follicle Stimulating Hormone
(FSH) and Luteinizing Hormone (LH) As New Growth Factors for HSPCs and
MSCs. 57" ASH (American Society of Hematology) Annual Meeting and
Exposition, Orlando, USA, Grudzien 4-8, 2015.

Adamiak M., Abdelbaset-Ismail A., Ratajczak J., Ratajczak M.Z.: 4301 A Novel
and Pivotal Role of the Mannose-Binding Lectin (MBL) Pathway of Complement
Cascade (ComC) Activation in Triggering Mobilization of Hematopoietic
Stem/Progenitor Cells (HSPCs). 57" ASH (American Society of Hematology)
Annual Meeting and Exposition, Orlando, USA, Grudzien 4-8, 2015.

Adamiak M., Moore J.B. 1V, Zhao J., Abdelbaset-Ismail A., Wysoczynski M.,
Ratajczak M.Z.: 4272 Transient Ex Vivo Inhibition of Heme Oxygenase 1 (HO-1)
in Hematopoietic Stem/Progenitor Cells (HSPCs) By Small-Molecule Inhibitors
Enhances Their Migratory Responsiveness to Bone Marrow (BM)-Secreted
Chemoattractants a Novel and Simple Strategy to Improve Homing of HSPCs. 57
ASH (American Society of Hematology) Annual Meeting and Exposition, Orlando,
USA, Grudzien 4-8, 2015.

Adamiak M., Poniewierska-Baran A., Schneider G., Abdelbaset-Ismail A.,
Suszynska M., Abdel-Latif A., Kucia M., Ratajczak J., Ratajczak M.Z.: 1896 Novel
Evidence That a Lipolytic Enzyme - Hematopoietic-Specific Phospholipase C Beta
2 - Promotes Mobilization of Hematopoietic Stem Cells By Decreasing Their Lipid
Raft-Mediated Bone Marrow Retention and Increasing the Pro-Mobilizing Effects
of Granulocytes. 57" ASH (American Society of Hematology) Annual Meeting and
Exposition, Orlando, USA, Grudzien 4-8, 2015.

Adamiak M., Tokarz-Deptuta B., Trzeciak-Ryczek A., Dziato J., Hukowska-
Szematowicz B., Niedzwiedzka-Rystwej P., Deptuta W.: Innate and acquired
immunity and apoptosis of lymphocytes and granulocytes in rabbits experimentally
infected with RHDV. 15" Int. Cong. Immunol., Mediolan, Wtochy 2013, p. 1073 —
in Front. Immunol. doi: 10.3389/conf.fimmu.2013.02.01102.

Ponadto jestem recenzentem artykutéw naukowych w czasopismach Leukemia, Stem Cell
Reviews and Reports, Transfusion and Apheresis Science oraz Endokrynologia Polska.
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VI. PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO (ANALIZA
BIBLIOMETRYCZNA)

Moj dorobek naukowy zgodnie z przeprowadzong przez Bibliotek¢ Glownag
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego analizg bibliometryczng obejmuje:

25 oryginalnych pelotekstowych prac naukowych

17 prac pogladowych

1 rozdziat w podrecznikach mi¢dzynarodowych

8 rozdziatdéw w podrecznikach krajowych

17 streszczen ze zjazdoéw miedzynarodowych

14 streszczen ze zjazdow krajowych

3 listy do redakcji czasopism

Laczny IF wraz z listami do redakcji — 165,819; liczba punktéw MNiSW — 1921
Liczba cytowan z bazy Web of Science bez autocytowan: 214, Indeks Hirscha - 10
Liczba cytowan z bazy Scopus bez autocytowan: 221, Indeks Hirscha - 8

Szczegotowe dane bibliometryczne w zalaczeniu.

Gléwnymi osrodkami w ktorych realizowatlem prace nad wyzej wymienionym
dorobkiem naukowym jest Zaktad Medycyny Regeneracyjnej, Centrum Badan
Przedklinicznych, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz Stem Cell Institute w James
Graham Brown Cancer Center, University of Louisville w Stanach Zjednoczonych.

Ponadto w trakcie mojej dziatalno$ci naukowej wspotpracowatem z osrodkami
zagranicznymi:

Division of Cardiovascular Medicine, Gill Heart Institute, University of Kentucky, Lexington,
USA

Institute of Molecular Cardiology, University of Louisville, Louisville, USA
Department of Pharmacology, University of Virginia, Charlottesville, USA
Department of Chemistry, Center for Drug Discovery, Virginia Tech, Blacksburg, USA
Department of Biochemistry, Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, Brazylia

Department of Hematology, The First Affiliated Hospital of Xiamen University and Institute
of Hematology of Xiamen University, Xiamen, Chinska Republika Ludowa
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oraz krajowymi:

Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Katedra Higieny Zywnosci i Ochrony Zdrowia
Publicznego, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Katedra Hematologii Uniwersytetu Zielonogorskiego, Wielospecjalistyczny  Szpital
Wojewoddzki w Gorzowie Wlkp.

Zaktad Medycyny Regeneracyjnej i Immunoregulacji, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

Katedra i Zaktad Fizjologii, Pomorski Uniwersytet Medyczny, Szczecin

VIlI.  WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST .2 USTAWY
Z DNIA 14 MARCA 2003 R.OSTOPNIACH NAUKOWYCH I TYTULE
NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ.
U. NR 65,POZ. 595 ZE ZM)

Tytul osiagnigcia naukowego:
Rola indukowanego farmakologicznie i przygotowaniem mieloablacyjnym ,,sterylnego
zapalenia” szpiku kostnego w procesach mobilizacji oraz zasiedlania niszy szpikowych

przez krwiotwoércze komérki macierzyste (KKM)

1) WYKAZ PRAC

1. Lenkiewicz A.M.*, Adamiak M.#, Thapa A., Bujko K., Pedziwiatr D., Abdel-Latif A.,
Kucia M., Ratajczak J., Ratajczak M.Z. (2019). The Nlrp3 Inflammasome Orchestrates
Mobilization of Bone Marrow-Residing Stem Cells into Peripheral Blood. Stem cell
reviews and reports, 15(3), 391-403. doi: 10.1007/s12015-019-09890-7
#Rownowazny wktad w publikacje
IF: 5,316; 100pkt. MNiSW
Wktad habilitanta: 40% - rownowazny wktad w publikacje z pierwszym autorem pracy,
projektowanie badania, gromadzenie bazy danych, wykonywanie eksperymentow,

analiza i opracowanie statystyczne wynikow, opracowanie manuskryptu.
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2. Adamiak M., Lenkiewicz A.M., Cymer M., Kucia M., Ratajczak J., Ratajczak M.Z.
(2019). Novel evidence that an alternative complement cascade pathway is involved in
optimal mobilization of hematopoietic stem/progenitor cells in NIrp3 inflammasome-
dependent manner. Leukemia, 33, 2967-2970. doi: 10.1038/s41375-019-0530-9 — L.ist
do redakciji.

IF: 8,665 [uwaga: Biblioteka Gléwna Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
sporzadzajac analiz¢ bibliometryczng, nie przypisuje punktow MNiSW za listy do
redakcji]

Wkiad habilitanta: 65% - pierwszy autor pracy, projektowanie badania, gromadzenie
bazy danych, wykonywanie eksperymentow, analiza i opracowanie statystyczne

wynikow, opracowanie manuskryptu.

3. Adamiak, M., Bujko, K., Brzezniakiewicz-Janus, K., Kucia, M., Ratajczak, J.,
Ratajczak, M.Z. (2019). The Inhibition of CD39 and CD73 Cell Surface
Ectonucleotidases by Small Molecular Inhibitors Enhances the Mobilization of Bone
Marrow Residing Stem Cells by Decreasing the Extracellular Level of Adenosine. Stem
cell reviews and reports, 15(6), 892-899. doi: 10.1007/s12015-019-09918-y
IF: 5,316; 100pkt. MNiSW
Wkiad habilitanta: 65% - pierwszy autor pracy, projektowanie badania, gromadzenie
bazy danych, wykonywanie eksperymentow, analiza i opracowanie statystyczne

wynikow, opracowanie manuskryptu.

4. Adamiak M., Ciechanowicz A., Skoda M., Cymer M., Tracz M., Xu B., Ratajczak M.Z.
(2020). Novel Evidence that Purinergic Signaling - NIrp3 Inflammasome Axis Regulates
Circadian Rhythm of Hematopoietic Stem/Progenitor Cells Circulation in Peripheral
Blood. Stem cell reviews and reports, 16(2), 335-343. doi: 10.1007/s12015-020-09953-
0
IF: 5,316*; 100pkt. MNiSW
Wkiad habilitanta: 70% - pierwszy autor pracy, projektowanie badania, gromadzenie
bazy danych, wykonywanie eksperymentéw, analiza i opracowanie statystyczne

wynikow, opracowanie manuskryptu.

* - wartoS$ci IF przyjete z ostatniego dostepnego roku (2019), z uwagi na brak dostepnych danych za rok 2020.
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5. Cymer M., Brzezniakiewicz-Janus K., Bujko K., Thapa A., Ratajczak J., Anusz K., Tracz
M., Jackowska-Tracz A., Ratajczak M.Z., Adamiak M. (2020). Pannexin-1 channel
"fuels™ by releasing ATP from bone marrow cells a state of sterile inflammation required
for optimal mobilization and homing of hematopoietic stem cells. Purinergic Signal.
D0i.10.1007/s11302-020-09706-1.

IF: 3,065*; 70pkt. MNiSW
Wkiad habilitanta: 65% - ostatni autor pracy, projektowanie badania, gromadzenie bazy
danych, wykonywanie eksperymentdéw, analiza i opracowanie statystyczne wynikow,

opracowanie manuskryptu.

6. Adamiak M., Cymer M., Anusz K., Tracz M., Ratajczak M.Z. (2020). A Novel
Evidence That Mannan Binding Lectin (MBL) Pathway of Complement Cascade
Activation is Involved in Homing and Engraftment of Hematopoietic Stem Progenitor
Cells (HSPCs). Stem Cell Rev Rep. Do0i.10.1007/s12015-020-09983-8.
IF: 5,316*; 100pkt. MNiSW
Wktad habilitanta: 65% - pierwszy autor pracy, projektowanie badania, gromadzenie
bazy danych, wykonywanie eksperymentow, analiza i opracowanie statystyczne

wynikow, opracowanie manuskryptu.

7. Adamiak M., Abdel-Latif A., Bujko K., Thapa A., Anusz K., Tracz M.,
Brzezniakiewicz-Janus K., Ratajczak J., Kucia M., Ratajczak M.Z. (2020). Nlrp3
inflammasome signaling regulates homing and engraftment of hematopoietic stem cells
(HSPCs) by enhancing incorporation of CXCR4 into membrane lipid rafts. Stem Cell
Rev Rep 10.1007/s12015-020-10005-w.

IF: 5,316*; 100pkt. MNiSW
Wkiad habilitanta: 65% - pierwszy autor pracy, projektowanie badania, gromadzenie
bazy danych, wykonywanie eksperymentow, analiza i opracowanie statystyczne

wynikow, opracowanie manuskryptu.

* - wartoS$ci IF przyjete z ostatniego dostepnego roku (2019), z uwagi na brak dostepnych danych za rok 2020.
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8. Ratajczak M.Z., Bujko K., Cymer M., Thapa A., Adamiak M., Ratajczak J., Abdel-Latif
A., Kucia M. (2020). The Nlrp3 inflammasome as a “rising star” in studies of normal
and malignant hematopoiesis. Leukemia. 34(6), 1512-1523, doi: 10.1038/s41375-020-
0827-8
IF: 8,665*; 200pkt. MNiSW
Wkiad habilitanta: 35% - gromadzenie literatury, analiza dost¢pnych danych,

opracowanie manuskryptu.

9. Ratajczak M.Z., Adamiak M., Bujko K., Thapa A., Pensato V., Kucia M., Ratajczak J.,
Ulrich H. (2020). Innate immunity orchestrates the mobilization and homing of
hematopoietic stem/progenitor cells by engaging purinergic signaling — an update.
Purinergic Signalling doi: 10.1007/s11302-020-09698-y
IF: 3,065*; 70pkt. MNiSW
Wktad habilitanta: 40% - gromadzenie literatury, analiza dostepnych danych,

opracowanie manuskryptu.

Sumaryczny Impact Factor (IF) prac w cyklu publikacji szacowany na 44,724
Liczba punktow MNiSW: 840
[indeksy bibliometryczne zgodne z zalaczong analizg bibliometryczng z dnia 20 lipca

2020r.]

2.) SKROCONE OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WYZEJ
WYMIENIONYCH PRAC | OSIAGNIETYCH WYNIKOW

Schorzenia uktadu krwiotworczego takie jak ostra i przewlekta biataczka szpikowa lub
limfoblastyczna niedokrwistos¢ aplastyczna czy zaburzenia odporno$ci sg wskazaniami do
zastosowania terapii krwiotworczymi komorkami macierzystymi (KKM). Sa one pozyskiwane
od dawcy na drodze bezposredniego pobrania ze szpiku kostnego lub z krwi obwodowej po
farmakologicznej mobilizacji polegajacej na indukowanym farmakologicznie wzbogaceniu
krwi obwodowej w szpikowe KKM. Uwzgledniajagc stopien inwazyjnosci w pozyskaniu

materialu, wymagania dotyczace zaplecza operacyjnego, czas regeneracji dawcy oraz

* - wartoS$ci IF przyjete z ostatniego dostepnego roku (2019), z uwagi na brak dostepnych danych za rok 2020.
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wystepowanie dziatan niepozadanych, obecnie ta druga metoda jest dominujagcg w

pozyskiwaniu KKM.

Kazdego roku na catym $wiecie wykonuje si¢ ponad 50 000 transplantacji KKM i liczba ta
wcigz rosnie. W Polsce wedlug danych Poltransplantu wérdd 24 osrodkow przeprowadzajacych
przeszczepy KKM, w 2018 roku wykonano 1178 auto- oraz 696 allotransplantacji, z czego
odpowiednio ponad 99% oraz ponad 87% zostalo przeprowadzonych z wykorzystaniem

mobilizowanych KKM z krwi obwodowe;j.

Jednym z najwazniejszych czynnikow majacych wplyw na skuteczno$¢ tego typu
przeszczepow jest liczba pozyskanych, a w konsekwencji przeszczepianych komorek.
Przyjmuje sie, ze optymalna ilo$¢ przeszczepionych komoérek macierzystych CD34" to
2x10%/kg masy ciata biorcy, jednak najbardziej pozadana jest ilo§¢ przekraczajaca 5x10%/kg
masy ciala biorcy. Na pelny sukces terapii sktada si¢ rowniez zdolnos¢ chemotaktyczna tych
komoérek w prawidlowe] migracji do jam szpikowych oraz kontynuacji krwiotworzenia.
Doktadne poznanie procesow, czynnikow oraz zjawisk bioracych udzial w migracji KKM ze
szpiku do krwi obwodowej oraz w procesie odwrotnym czyli zasiedlaniu przeszczepionych
komorek w niszy szpikowej, pozwoli na bardziej wydajne, a przez to skuteczne wykorzystanie

metod transplantacji KKM w walce z wieloma chorobami hematologicznymi.

Wsrod farmakologicznych induktorow mobilizacji mozna wymieni¢ miedzy innymi
czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow - G-CSF (ang. granulocyte colony-
stimulating factor), jak rowniez antagoniste receptora CXCR4 - AMD3100. W warunkach
naturalnych czynnikami indukujacymi mobilizacj¢ krwiotworczych komorek macierzystych do
krwi obwodowej jest odpowiedz na infekcjg, stres, forsowne ¢wiczenia, czy uszkodzenia tkanek

lub narzadow.

Badania w ktorych bratem udzial, wykazaty, ze na wyjscie KKM z niszy szpikowej do krwi
obwodowej ma wptyw tzw. sterylne zapalenie szpiku kostnego. Biora w nim udziat kompleksy
inflamasomow aktywowane w mikrosrodowisku niszy szpikowej w odpowiedzi na bodzce
mobilizujace, co prowadzi do aktywacji komorek rezydujacych w niszach hematopoetycznych,
nalezacych do elementéw odpornosci wrodzonej, w tym granulocytéw i monocytow. W
odpowiedzi na G-CSF lub AMD3100 komorki te uwalniaja enzymy proteolityczne i
lipolityczne, ktore uwalniaja KKM z niszy szpikowej oraz wydzielaja czasteczki tzw. wzorcow
molekularnych zwigzanych z niebezpieczenstwem — DAMP (ang. danger-associated molecular

patterns), ktore aktywuja lektynowa $ciezke aktywacji uktadu dopetniacza.
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Zidentyfikowano kilku czlonkéw rodziny wewnatrzkomorkowych komplekséw biatek
inflamasomowych, ktore maja funkcje prozapalne, a takze niektore obdarzone wtasciwosciami
przeciwzapalnymi. Inflamasom NIrp3 jest jak dotad najlepiej przebadanym wsrod tych
wielobiatkowych kompleksow. Sktada si¢ z biatka Nlrp3, biatka adaptorowego ASC (ang.
apoptosis-associated speck-like protein containing a carboxy-terminal CARD) oraz
prokaspazy-1. Ten znajdujacy si¢ w cytoplazmie kompleks biatkowy, po aktywacji staje si¢
agregatem zlozonym z kilku czasteczek Nlrp3, z ktérych kazda zawiera biatko Nlrp3, ASC 1
prokaspaze-1. Co wazne, po aktywacji inflamasomu biatko prokaspazy-1 zostaje rozszczepione
do funkcjonalnej kaspazy-1, ktérej gtowna funkcja jest konwersja nieaktywnych prozapalnych
cytokin pro-IL-1p3 i pro-1L-18 w ich aktywne formy, odpowiednio IL-1p i IL-18, ktére sa

nastgpnie wydzielane z komorek.

Prowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze inflamasom Nlrp3 odgrywa kluczows rolg
w mobilizacji KKM do krwi obwodowej. Myszy posiadajace defekt NIrp3 stabo si¢ mobilizuja.
Wykazano, ze inflamasom NIrp3 zostaje aktywowany podczas mobilizacji, zar6wno w
komorkach uktadu odpornosci wrodzonej (granulocyty, monocyty i komorki dendrytyczne),
jak i w krwiotworczych komorkach macierzystych w odpowiedzi na G-CSF lub AMD3100.
Aktywacja ta zachodzi w sposob parakrynny/autokrynny w odpowiedzi na czasteczki DAMP,
w tym takich alarmin jak pozakomérkowy ATP, HMGBL - biatko grupy wysokiej mobilnosci-
1 HMGB1 (ang. high mobility group box 1) oraz S100A9 - biatko wiazace wapn (ang. S100
calcium-binding protein A9). Komorki efektorowe wrodzonej odpornosci, ktore sg aktywowane
przez te czynniki, wydzielaja wigcej alarmin 1 wzmacniaja sterylne zapalenie w

mikrosrodowisku niszy szpikowej w mechanizmie dodatniego sprz¢zenia zwrotnego.

Moje badania wykazaty, ze indukowana przez ATP mobilizacja KKM taczy poprzez
inflamasom NIrp3 sygnatowanie purynergiczne z aktywacjg kaskady dopelniacza i
uwolnieniem anafilotoksyn C3a i Cba, ktore powoduja pozytywne sprze¢zenie zwrotne,
utrzymujac sterylne zapalenie w mikrosrodowisku niszy szpikowej. Ponadto inflamasom NIrp3
moze rOwniez zosta¢ aktywowany przez kompleks atakujacy btong C5b — C9 (and. Membrane
Attack Complex; MAC) uktadu dopetniacza. Czasteczki DAMP wydzielane przez komorki
odporno$ci wrodzonej, W wyniku aktywacji inflamasomu NIrp3 moga aktywowaé uktad
dopetiacza, a wykazano, ze jego aktywne fragmenty (C5a) sa kluczowe w procesie uwolnienia

KKM z niszy szpikowej do krwi obwodowe;j.

Mechanizmy regulujgce proces mobilizacji, wcigz nie sg do konca dobrze poznane, a licznie
doniesienia wykazuja, ze retencja komorek macierzystych jest regulowana przez kilka
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uzupeltniajacych si¢ szlakow. Prowadzone przy moim wspoétudziale badania zidentyfikowaly

nowe czynniki regulujace pozytywnie lub negatywnie retencje KKM w niszach szpikowych.

Cho¢ medycyna odnosi liczne sukcesy w walce z chorobami hematologicznymi, to wsrdd
pacjentow poddanych przeszczepom KKM ciagle utrzymuje si¢ znaczny wspotczynnik
umieralnosci. W Polsce 36 — miesigczne przezycie biorcow przeszczepien KKM od dawcy
niespokrewnionego w 2015 roku wynosi 54% w przypadku dorostych oraz 74% w przypadku
biorcow pediatrycznych. Za cze$¢ niepowodzen odpowiada opoznione wszczepienie
przeszczepianych KKM. Ponadto w przypadku autologicznych przeszczepow ok. 10%
pacjentéw bez chemioterapii i ok. 25% pacjentow po chemioterapii nie reaguje skutecznie na
standardowe protokoty mobilizacji. Wymagane sg zatem dalsze badania nad usprawnieniem
tych terapii. Wyniki prowadzonych przy moim wspétudziale eksperymentow rzucaja nowe
Swiatto na zjawisko mobilizacji oraz wszczepienia KMM, przyczyniajac si¢ do poszerzenia
wiedzy majacej na celu usprawnienie terapii zwigzanej z przeszczepami komorek szpiku, a
takze ustanowienia nowych, bardziej efektywnych, farmakologicznych regulatorow obu tych

procesow.

3.) ANALIZA POSZCZEGOLNYCH PRAC

1. The Nirp3 Inflammasome Orchestrates Mobilization of Bone Marrow-Residing Stem
Cells into Peripheral Blood. Stem Cell Reviews and Reports, 15(3), 391-403, 2019.

W pracy wykazatem, ze w uwalnianiu KKM ze szpiku kostnego wazng role odgrywaja
nukleotydy zewnatrzkomoérkowe, w szczegdlnosci adenozyno-5’-trifosforan (ATP), ktory po
wydzieleniu z aktywowanych komorek do przestrzeni pozakomorkowej staje si¢ silnym
aktywatorem receptoréw purynergicznych. Badania zespotu z moim wiodacym wspoétudziatem
wykazaly, ze hamowanie wydzielania ATP w niszy szpikowej, poprzez blokowanie jego
uwalniania do przestrzeni pozakomoérkowej lub poprzez zablokowanie jednego z jego
docelowych receptorow (P2X7) na powierzchni komoérek krwiotworczych, prowadzi do

zmniejszenia wydajno$ci mobilizacji.

Celem pracy byta odpowiedz na pytanie czy interakcja ATP — P2X7 prowadzi do aktywacji

inflamasomu NIrp3 w komoérkach nalezacych do odpornosci wrodzonej, oraz czy ten
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inflamasom jest wymagany do optymalnej mobilizacji krwiotworczych komorek
macierzystych. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, przeanalizowano ekspresje elementow $ciezki
inflamasomu Nrlp3 na poziomie mRNA oraz biatka u myszy poddanych dziataniu G-CSF lub
AMD3100. Zastosowano aktywatory inflamasomu Nrlp3 i matoczgsteczkowe inhibitory, oraz
nastepnie potwierdzono uzyskane obserwacje na myszach typu z brakiem inflamasomu Nlrp3
(ang. Nlrp3-KO mice).

Wykazano, ze monocyty i granulocyty linii Gr-17/CD11b* nalezace do odporno$ci
wrodzonej, aktywujg inflamasom Nlrp3 w odpowiedzi na stymulacj¢ ATP. Poniewaz 0sobne
podanie G-CSF lub AMD3100 nie spowodowato tego zjawiska, uzyskane wyniki wskazuja na
wazng rol¢ ATP i sygnalizacji purynergicznej w poczatkowej fazie mobilizacji, ktora najpierw
wymaga uwolnienia ATP z komorek do mikrosrodowiska niszy szpikowej w odpowiedzi na
czynniki mobilizujace. Potwierdza to , ze pozakomoéorkowy ATP jest czynnikiem
wyzwalajacym proces mobilizacji i potwierdza, ze inflamasom Nlrp3 jest elementem tgczacym
sygnatowanie purynergiczne z aktywacja uktadu dopetniacza, ktora jest wymagana do wyjscia

KKM z niszy szpikowych do krwi obwodowej.

Uzyskane wyniki pokazaty ponadto, ze inflamasom Nl1rp3 aktywuje si¢ na poziomie
MRNA oraz biatka w komorkach szpiku i krwi obwodowej po podaniu G-CSF lub AMD3100,
co udowodniono na podstawie oceny ekspresji mMRNA dla Nlrp3, ASC, kaspazy-1, IL-1B, IL-
18, HMGB1 i S100A9. Rownolegle na poziomie biatka zaobserwowano wzrost ekspresji IL-
1B, IL-18 i HMGB1 w krwi obwodowej, przy czym warto wspomnie¢, iz IL-1p i IL-18 s3
uznanymi aktywatorami inflamasomu NIrp3.

Wyniki wskazuja rowniez, ze IL-1f i IL-18 ulegaja ekspresji w KKM i uwalniane z tych
komorek moga rowniez autokrynnie indukowaé wyjscie KKM z niszy szpikowych.
Weczedniejsze badania innych autoréw wykazaty, ze IL-1p wywotuje goraczke i leukocytoze u
myszy, oraz, ze jest cytoking mobilizujaca. W analizowanej pracy po raz pierwszy wykazano,
ze 1L-18 ma podobne wiasciwosci. Oprocz obu interleukin, uwalnianie HMGB1 i S100A9 z
komorek powoduje aktywacje szlaku lektynowego kaskady dopetiacza, ktory jak pokazaty
wczesniejsze badania naszego zespotu ma istotny wptyw na udzial kaskady dopelniacza w
mobilizacji.

Eksperymenty z wudzialem stymulatora inflamasomu NIrp3 (nigerycyna) i jego
drobnoczasteczkowym inhibitorem (MC9950) potwierdzity jego kluczowa rol¢ w mobilizacji

indukowanej zarowno przez G-CSF, jak i AMD3100. Rolg t¢ potwierdzity rowniez indukowane
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farmakologicznie mobilizacje myszy NIrp3-KO. Myszy te jak stwierdzitem stabo poddaja si¢
mobilizacji KKM.

W pracy po raz pierwszy zidentyfikowano nowag role aktywowanego przez ATP
inflamasomu NIrp3 w mobilizacji KKM. Wyniki te dodatkowo potwierdzaja wazng rolg
indukowanego przez odporno$¢ wrodzong sterylnego zapalenia w niszy szpikowej jako

czynnika wyzwalajacego proces mobilizacji KKM.

2. Novel evidence that an alternative complement cascade pathway is involved in optimal
mobilization of hematopoietic stem/progenitor cells in Nlrp3 inflammasome-dependent
manner. Leukemia, 33(12), 2967-2970, 2019.

Woczesniejsze badania, ktore wchodzity w sktad mojej rozprawy doktorskiej wykazaty, ze
lektynowa, a nie klasyczna S$ciezka aktywacji dopelniacza, odgrywa kluczowa rolg w
farmakologicznej mobilizacji KKM za pomocg G-CSF lub AMD3100. W poréwnaniu do
myszy z niedoborem biatka Clq, kluczowego dla $ciezki klasycznej, myszy z niedoborem
biatka wigzacego mannoz¢ (MBL — ang. mannose-binding lectin) oraz proteaz serynowych
(MASP-1 — ang. Mannan-binding lectin serine protease 1) mobilizowaty si¢ w gorzej niz
zwierzeta kontrolne. Poniewaz jednak dochodzito u tych myszy do mobilizacji zarowno w
wyniku dziatania G-CSF jak AMD3100, celem pracy byta ocena czy alternatywna $ciezka
aktywacji uktadu dopetniacza odgrywa role kompensacyjng w tym procesie.

Przeprowadzono mobilizacje komoérek myszy z niedoborem czynnika B (FB — ang. Factor
B) - proteazy serynowej niezbednej do aktywacji alternatywnej Sciezki uktadu dopelniacza. W
przeciwienstwie do pozostatych dwoch szlakow szlak alternatywny nie jest wyzwalany przez
przeciwciala lub specyficzne struktury na powierzchni mikroorganizmdéw. Zamiast tego jest on
auto-aktywowany przez spontaniczng hydrolize C3 (trzeci sktadnik kaskady dopeiniacza i

najliczniejsze biatko dopetniacza obecne w osoczu krwi).

Wykazano, ze w warunkach stanu fizjologicznego liczba komorek krwi obwodowej myszy
FB-KO, jak i obraz biato- i czerwonokrwinkowy, liczha KKM w niszy szpikowej i krwi

obwodowej oraz liczba progenitorow klonogennych jest w normie.

Farmakologiczna mobilizacja badanych myszy zaindukowana G-CSF oraz AMD3100,
wykazata, ze myszy FB-KO okazaly si¢ stabymi mobilizatorami KKM. Obserwacje te

wskazuja wigc, ze aktywacja alternatywnej Sciezki aktywacji kaskady dopeiniacza za
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posrednictwem czynnika B bierze udzial w optymalnym uwalnianiu komoérek macierzystych

do krwi obwodoweyj.

Opierajac si¢ na wczesniejszych obserwacjach dotyczacych wplywu inflamasomu Nlrp3 na
proces farmakologicznej mobilizacji KKM, w niniejszej pracy przeanalizowano ekspresj¢
gendw zaangazowanych w kompleks inflamasomu na poziomie mRNA oraz bialka.
Stwierdzono spadek ekspresji dla NIrp3, ASC, kaspazy-1, HMGB1, IL-1B i IL-18 w mRNA
izolowanym z komorek szpiku kostnego oraz krwi obwodowej myszy FB-KO. Upos$ledzenie
aktywacji uktadu dopelniacza oraz i inflamasomu Nlrp3 zostata nastepnie potwierdzona na
poziomie biatka, wykazujac spadek markerow aktywacji inflamasomu Nlrp3 w krwi
obwodowej, takich jak IL-1B, IL-18 i HMGBI, réwnolegle ze spadkiem poziomu markera
aktywacji kaskady dopelniacza C5a.

Podsumowujac, W pracy po raz pierwszy wykazano, ze alternatywny szlak aktywacji
kaskady dopelniacza bierze udzial w mobilizacji hematopoetycznych i niechematopoetycznych
komorek macierzystych z niszy szpikowej do krwi obwodowe;j, a takze wykazano, ze proces

ten zachodzi przy udziale inflamasomu NIrp3.

3. The Inhibition of CD39 and CD73 Cell Surface Ectonucleotidases by Small Molecular
Inhibitors Enhances the Mobilization of Bone Marrow Residing Stem Cells by
Decreasing the Extracellular Level of Adenosine. Stem Cell Reviews and Reports,
15(6), 892-899, 2019.

Jak wykazano, aktywacja komorkowego i humoralnego ramienia wrodzonej odporno$ci w
mikrosrodowisku szpiku kostnego bierze udziat w wyjsciu KKM do krwi obwodowej w
odpowiedzi na bodzce mobilizujace. Wazna role w inicjacji tego procesu odgrywa adenozyno-
5’-trifosforan (ATP), wydzielany z aktywowanych w wyniki farmakologicznej mobilizacji
komorek, ktore uruchamiajg sie¢ poprzez aktywacj¢ kaskady dopelniacza indukowanej

inflamasomem NIrp3 w niszach szpikowych.

Zidentyfikowanie pozakomorkowego ATP jako waznego inicjatora mobilizacji KKM
wykazata role sygnatowania purynergicznego w tym procesic. W pozakomérkowym
mikrosrodowisku ATP jest metabolizowany do adenozyny, ktora, jak wykazano, ma
wlasciwo$ci immunosupresyjne, a co istotne, jest rowniez jak wykazatem po raz pierwszy w

literaturze inhibitorem mobilizacji KKM. W degradacji ATP do adenozyny posrednicza

Strona 19z 33



Mateusz Adamiak - Autoreferat

ektonukleotydazy, a najwazniejsze z nich to ekspresjonowane na powierzchni komoérki w niszy
szpikowej CD39 (NTPDazal — ang. Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1) i
CD73 (5'-nukleotydaza, 5'-NT).

Biorac pod uwage dostepno$¢é matoczasteczkowych inhibitorow CD39 i1 CD73,
odpowiednio ARL67156 i AMPCP, sprawdzatem czy zwigzki te poprzez obnizenie
pozakomoérkowego poziomu adenozyny moglyby zosta¢ zastosowane do zwigkszenia
wydajnosci mobilizacji KKM oraz innych komodrek macierzystych ze szpiku do Kkrwi

obwodowej.

W cytowanej pracy wykazatem, iz zahamowanie ektonukleotydaz CD39 i CD73 zwigksza
mobilizacje KKM, a takze zwigksza uwolnienie takze innych rodzajow komorek macierzystych
rezydujacych w niszy szpikowej takich jak mezenchymalnych komérek macierzystych (MSC),
epitelialnych komorek progenitorowych (EPC), a takze bardzo malych komorek

przypominajacych komorki zarodkowe VSEL (ang. very small embryonic-like stem cells).

Jak wykazano w pierwszej pracy wchodzacej w sktad odkrycia naukowego, podczas gdy
pozakomorkowy ATP promuje mobilizacje poprzez aktywacje inflamasomu Nlrp3 po
zwigzaniu z receptorem purynergicznym P2X7, jego metabolit - zewnatrzkomdrkowa
adenozyna ma dziatanie przeciwne, aktywujac wewnatrzkomorkowa oksygenaze hemowa-1
(HO-1) w KKM. Ta ostatnia hamuje migracjc KKM, a ponadto bezposrednio hamuje
inflamasom NIrp3. W omawianej pracy wykazano in vitro, ze adenozyna hamuje migracje
HSPC do waznych chemoatraktantow obecnych w krwi obwodowej zaangazowanych w
mobilizacje KKM (sfingozyno-1-fosforan (S1P), ceramido-1-fosforan (C1P), czynnik
pochodzenia stromalnego 1 (SDF-1) i adenozyno-5’-trifosforan (ATP). Jednoczes$nie zwicksza
adhezje KKM do fibronektyny, co wskazuje na jej pozytywny wplyw na zatrzymywanie

komorek macierzystych w mikrosrodowisku niszy szpikowej.

Podsumowujac w omawianej pracy wykazano, ze hamowanie CD39 i/lub CD73 przez
nietoksyczne dawki matoczasteczkowych inhibitorow utatwia wychodzenie komorek z niszy
szpikowe] i moze stanowi¢ podstawe dla nowych i bardziej skutecznych strategii
farmakologicznych mobilizacji. Majac na uwadze istnienie réwniez innych NTPDaz
zaangazowanych w metabolizm ATP, takich jak NTPDazy 3, 5, 6 i 8, a takze istnienie kilku
innych matoczasteczkowych inhibitorow obu ektonukleotydaz, potrzebne sg dalsze badania

zwigzane z poszukiwaniem farmakologicznego czynnika wspomagajacego mobilizacje KKM.
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4. Novel Evidence that Purinergic Signaling - NIrp3 Inflammasome Axis Regulates
Circadian Rhythm of Hematopoietic Stem/Progenitor Cells Circulation in Peripheral
Blood. Stem Cell Reviews and Reports, 16(2), 335-343, 2020.

Rytm dobowy reguluje wiele aspektow fizjologii, w tym wydzielanie melatoniny przez
szyszynke, temperatur¢ ciala i poziom kortyzolu w osoczu. Rowniez liczba krazacych KKM
we krwi obwodowej wykazuje rytm dobowy, gdzie szczyt liczby krazacych wystepuje we
wczesnych godzinach porannych, a najwyzszy spadek w nocy, co jak proponowano, jest

regulowane przez autonomiczny uktad nerwowy.

Jednak na dobowe uwalnianie KKM ze szpiku kostnego maja rowniez wptyw kaskady
proteolityczne w surowicy w tym kaskada uktadu dopetniacza oraz kaskada uktadu krzepnigcia,
ktorych aktywacja jest indukowana mig¢dzy innymi podczas niedotlenienia w trakcie snu
glebokiego W poznych godzinach nocnych. Zjawisko to koreluje roéwniez z dobowymi
zmianami poziomu bioaktywnego sfingozyno-1-fosforanu w krwi obwodowej, a takze
adenozyno-5’-trifosforanu, uwalnianych z aktywowanych lub odpowiadajacych na stres
komoérek, co nastepnie powoduje aktywacje receptora purynergicznego P2X7, a w

konsekwencji aktywacje kompleksu inflamasomu Nirp3.

Na podstawie tych obserwacji postawiono hipoteze, ze niedotlenienie podczas glgbokiego
snu powoduje uwalnianie ATP, ktory aktywujac inflamasom NIrp3 prowadzi do mobilizacji

KKM do krwi obwodowej w sposob zalezny od rytmu dobowego.

Zmierzono wiec dobowy poziom ATP w krwi obwodowej oraz oceniono zmiany w
ekspresji mRNA dla gendéw zwigzanych z inflamasomem Nlrp3. Zahamowano ponadto
wydzielanie ATP poprzez zastosowanie peptydu blokujacego kanat paneksyny-1 (*°Panx), a
takze poddano myszy dziataniu inhibitora inflamasomu N1rp3 (MCC950).

W pracy po raz pierwszy wykazano wspotzaleznos¢ miedzy sygnatowanie purynergicznym
a wrodzong odpornoscia w regulacji okotodobowych zmian liczby krazacych w krwi
obwodowej KKM i niekrwiotworczych komorek macierzystych (MSC, EPC, VSEL).
Zaobserwowano, ze dobowe zmiany poziomu ATP we krwi aktywuja inflamasom Nlrp3

bioracy udziat w uwolnieniu komorek macierzystych z nisz szpikowych.

Wykazano, ze poziom ATP w krwi obwodowej ulega dobowym fluktuacjom i ze nastepuje
to w sposob zalezny od kanatéw paneksynowych, co pokazaly badania z uzyciem blokera tego

kanatu. Ponadto farmakologiczne zahamowanie inflamasomu NIrp3 spowodowato obnizenie

Strona 21:z33



Mateusz Adamiak - Autoreferat

dobowych zmian liczby krazagcych KKM w krwi obwodowej, jednak nie obnizylto ich liczby
catkowicie, CO sugeruje o zaangazowaniu innych mechanizméow w tym procesie, takich jak

aktywacja kompensacyjna innych cztonkéw rodziny inflamasomow.

Ze wzgledu na oczywiste roznice w rytmach dobowych myszy i ludzi, badania w niniejszej
pracy musza zosta¢ zweryfikowane u pacjentow. Uwzgledni¢ nalezy rowniez fakt, iz ptec i

wiek moga réwniez wptywac na zaobserwowane zjawisko.

5. Panexin-1 channel “fuels” by releasing ATP from bone marrow cells a state of sterile
inflammation required for optimal mobilization and homing of hematopoietic stem
cells. Purinergic Signalling, (2020), doi.10.1007/s11302-020-09706-1.

Bazujac na wczesniejszych obserwacjach, pokazujacych, ze uwolniony z komodrek
adenozyno-5’-trifosforan indukuje sterylne zapalenie poprzez inflamasom NIrp3 w niszy
szpikowej w nastgpstwie dziatania G-CSF i AMD3100, a takze w konsekwencji dziatania
radioterapii/chemioterapii przy terapii mieloablacji oraz na fakcie, ze ATP jest uwalniany z
komorek gtdwnie poprzez kanat paneksynowy-1 (ang. Pannexin-1 channel), w niniejszej pracy
zastosowano specyficzne peptydy blokujace kanat paneksynowy w celu zbadania jego wplywu

na mobilizacjg¢ oraz wszczepianie krwiotworczych komorek macierzystych.

Zaobserwowano, ze ekspozycja myszy przed mobilizacja na peptyd blokujacy °Pannx
hamuje mobilizacj¢ KKM indukowang zaréwno przez G-CSF, jak i AMD3100, a takze inne
typy komoérek macierzystych rezydujacych w niszy szpikowej, takich jak mezenchymalne
komorki macierzyste (MSC), epitelialne komorki progenitorowe (EPC), a takze bardzo mate
komorki przypominajace komorki zarodkowe VSEL (ang. very small embryonic-like stem
cells). Porownano rowniez skuteczno$¢ aktywacji sktadnikow inflamasomu przez ATP we
wzbogaconej populacji komorek odpornosci wrodzonej Grl1*/CD11b*. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze ATP w porownaniu do G-CSF, AMD3100 i sfingozyno-1-fosforanu jest
najsilniejszym  aktywatorem elementéw inflamasomu Nlrp3 w tych komorkach.
Zaproponowano, ze w trakcie mobilizacji pierwszy ,,rzut” uwolnionych ATP prowadzacych do
aktywacji inflamasomu NIrp3 nastgpuje w wyniku dziatania G-CSF lub AMD3100, a nastepnie
ATP w sposob autokrynny/parakrynny podtrzymuje aktywacje inflamasomu w komorkach

odpornosci wrodzone;.
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Dhugotrwata aktywacja inflamasomu Nl1rp3 podczas mobilizacji indukuje uwalnianie
reaktywnych form tlenu i mitochondrialnego DNA z komoérek aktywowanych ATP, ktore wraz
czasteczkami DAMP aktywuja kaskade dopetniacza, co jak wykazano w przesztosci ma
kluczowe znaczenie dla wychodzenia KKM z niszy szpikowej do krwi obwodowej. Co wiecej,
w pracy wykazano, ze podawanie G-CSF indukowalo zmiany apoptotyczne w rezydujacych w
szpiku komoérkach Grl*/CD11b*, dlatego zaproponowano, ze to uwalniany ATP indukuje
zjawisko pyroptozy w tych komorkach. Co ciekawe, nie zaobserwowano podobnego zjawiska
po podaniu AMD3100, co wskazuje na fakt, iz istniejg r6zne mechanizmy posredniczace w
mobilizacji KKM.

Kolejnym etapem prac byly obserwacje wszczepienia KKM do niszy szpikowe;j.
Powszechnie wiadomo, ze kluczowa role¢ tym procesie odgrywa czynnik pochodzenia
stromalnego 1 (ang. stromal cell derived factor 1 — SDF-1), ktory dziata chemotaktycznie na
KKM poprzez receptor CXCR4. Jednak fakt, ze komorki CXCR4™, choé w mniejszym stopniu
to jednak nadal wszczepiaja si¢ do niszy szpikowej, sklonil Zespot do zbadania innych
czynnikow poza SDF-1 istotnych w tym procesie. Wczesniejsze badania z moim
wspotudziatem wykazaly, ze kolejnym z nich jest sfingozyno-1-fosforan, jednak komorki
pozbawione receptora CXCR4 wcigz wszczepiaty si¢ do niszy szpikowej myszy z niedoborem
dziatania kinazy sfingozyny, co wskazuje na istnienie kolejnych czynnikéw wspomagajacych
naprowadzanie przeszczepionych KKM do niszy szpikowej. Poniewaz ATP jest rowniez
chemoatraktantem dla KKM, zaproponowano, ze on rOwniez ma istotny udziatl w tym procesie.
Badania wykazaty, ze u myszy — biorcéw, poddanych dziataniu biatka blokujacego kanat
paneksynowy 1, proces wszczepienia KKM byl oslabiony w poréwnaniu do myszy

kontrolnych.

W pracy zaproponowano, ze poziom ATP w niszy szpikowej wspiera chemotaktyczny
gradient SDF-1, ale nie mozna rowniez wykluczy¢ mozliwos$ci, ze ATP indukuje pewne zmiany

w mikrosrodowisku niszy szpikowej wspierajac wszczepienie KKM.

Praca dostarcza kolejnych dowodéw na role kanatu paneksynowego-1 w indukowaniu
sterylnego zapalenia poprzez uwalnianie ATP w prawidlowej mobilizacji KKM. Po raz
pierwszy wykazano réwniez, ze kanal ten odgrywa role w posredniczonym przez ATP
wszczepieniu KKM do niszy szpikowej po mieloablacji biorcy. Uzyskane dane na modelu

mysim rzucajg wigcej $wiatla na role ATP i sygnalowania purynergicznego w retencji KKM.
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6. A novel evidence that mannan binding lectin (MBL) pathway of complement cascade
activation is involved in homing and engraftment of hematopoietic stem progenitor cells
(HSPCs). Stem Cell Reviews and Reports, 2020, doi.10.1007/s12015-020-09983-8.

Coraz wiecej dowodow wskazuje, ze terapia mieloablacji indukuje stan sterylnego
zapalenia w mikro$rodowisku niszy szpikowej. Proces ten wyzwalany jest przez aktywacje
makrofagéw odpornych na radio/chemioterapi¢, komodrek zrgbu szpiku kostnego i kaskady
dopetniacza. Prace zespolu Pan Profesora Mariusza Z. Ratajczaka wykazaly, ze KKM
wszczepialy si¢ gorzej u myszy z niedoborem elementu C5 kaskady dopetniacza w poréwnaniu
z myszami kontrolnymi typu dzikiego. Wsrod $ciezek aktywacji kaskady dopeiniacza, w
szczegolnosci droga lektynowa jest wyzwalana przez czasteczki DAMP lub alarminy, ktore sa
uwalniane z komorek niszy szpikowej w odpowiedzi na sterylne zapalenie. Zesp6t ponadto
wykazat, ze droga lektynowa aktywacji kaskady dopeilniacza odgrywa wazng role w
farmakologicznej mobilizacji KKM. Stad celem pracy byta odpowiedz na pytanie, czy $ciezka
ta moze rowniez odgrywac role w wszczepianiu i zasiedleniu niszy szpikowej przez KKM. Aby
odpowiedzie¢ na to pytanie, uzyto myszy z niedoborem szlaku lektynowego (MBL-KO) jako
modelu do badania jego roli w aktywacji kaskady dopetniacza po mieloablacji oraz oceny roli

tego szlaku w wszczepianiu KKM.

Wyniki uzyskane w pracy wykazaty, ze medium kondycjonowane z komoérek szpiku
izolowanych z myszy MBL-KO mialo obnizong aktywnos$¢ chemotaktyczng wobec
normalnych jednojadrzastych komorek szpiku kostnego, a takze wobec linii granulocytarno-
makrofagowych progenitoréw. Mozna to czgsciowo wyjasni¢ zmniejszeniem ekspresji SDF-1,

a takze innych chemoatraktantow KKM.

Zauwazono, ze na poziomie mMRNA ekspresja genow dla elementow inflammasomu N1rp3
byla na wyzszym poziomie u kontrolnych myszy w poréwnaniu ze zwierzgtami MBL-KO.
Innym markerem aktywacji inflamasomu N1rp3 jest wzrost poziomu IL-18 i IL-18 w osoczu,
ktore sa wydzielane z komorek w sposob zalezny od aktywacji inflamasomu N1rp3 i w tym
przypadku wyzszy poziom cytokin zauwazono u myszy kontrolnych. Podobng tendencje
zaobserwowano w przypadku ekspresji mRNA dla DAMP/alarmin, w tym HGMBL1 i
S100A8/9. Ten spadek ekspresji sktadnikow Nlrp3, jak rowniez DAMP, mozna wyjasnié
zmniejszeniem aktywacji kaskady dopetniacza i uwalnianiem produktow dopetniacza tj. C3a,

C5a i C5b-C9 (MAC) u myszy MBL-KO, ktoére sa potrzebne do utrzymania i wzmocnienia
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aktywacji inflamasomu NIrp3. Potwierdza to fakt, iz wykazano réwniez nizszy poziom

anafilotoksyny C5a w osoczu myszy MBL-KO.

W pracy potozono nacisk na oceng roli $ciezki lektynowej w aktywacji kaskady dopetniacza
szpiku po mieloablacji, a dane wskazuja, ze szlak ten odgrywa wazng role w sterylnym
zapaleniu posredniczacym w procesie wszczepienie KKM. Uzyskane dane wskazuja, ze szlak
lektynowy odgrywa wazng role w przygotowaniu mirosrodowiska niszy szpikowej do

przeszczepu krwiotworczego.

Uzyskane wyniki wskazuja na nowa role szlaku lektynowego w posredniczeniu
indukowaniu nadekspresji genu SDF-1 na poziomie mRNA w napromieniowanym szpiku.
Myszy MBL-KO wykazaty znacznie nizsza ekspresj¢ MRNA dla SDF-1 w poréwnaniu do
myszy typu dzikiego. W procesie wszczepienia KKM posredniczy rowniez S1P i ATP, ktore
réwniez ulegaja nadekspresji w wyniku napromieniowania, jednakze nie zauwazono réznic w
ekspresji tych czynnikéw pomigdzy myszami typu dzikiego, a MBL-KO, co sugeruje, ze

$ciezka lektynowa moze odmiennie regulowac ekspresj¢ SDF-1 i ATP.

7. NIrp3 inflammasome signaling regulates homing and engraftment of hematopoietic
stem cells (HSPCs) by enhancing incorporation of CXCR4 into membrane lipid rafts.
Stem Cell Rev and Rep, 2020, doi.10.1007/s12015-020-10005-w.

Najwazniejszg obserwacja publikacji jest fakt, Zze ekspresja inflamasomu Nlrp3 zardwno w
KKM uzytych do przeszczepu, jak i w mikrosrodowisku niszy szpikowej biorcy jest wymagany
do optymalnego wszczepienia krwiotworczych komorek macierzystych, ich zasiedlenia niszy

szpikowej i odtworzenia hematopoetycznego.

W pracy zidentyfikowano nowy mechanizm, ktory promuje wiaczanie CXCR4 do tratw
lipidowych btony, ktory zalezy od aktywacji inflamasomu Nlrp3 w KKM. Aktywacja
inflamasomu zwigksza uwalnianie ATP, ktéry w sposob auto/parakrynny zwicksza
wbudowywanie receptora CXCR4 do tratw lipidowych btony, utatwiajac migracje KKM w
kierunku gradientu SDF-1. Krwiotworcze komorki macierzyste izolowane od myszy N1rp3-
KO, a takze komorki poddane dziataniu enzymu degradujacego ATP - apyraze, wykazywaly
zaburzong migracj¢ do chemoatraktantow. Dane te sugeruja, ze inkubacja komorek z ATP
przed przeszczepem moglaby poprawi¢ wydajno$¢ wszczepienia tych komoérek do niszy

szpikowej.
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Efekt auto/parakrynny ATP w odpowiedzi na chemoatraktanty opisat Corriden i wsp.,
ktorzy wykazali pozytywny wptyw ATP, a negatywny adonozyny na migracj¢ neutrofili do
gradientu C5a. W omawianej publikacji wykazano podobny efekt, wykazujac odpowiedz KKM
na chemoatraktanty niszy szpikowej i wskazujac molekularne wyjasnienie tego zjawiska

poprzez przeciwny wptyw ATP i adonozyny na tworzenie tratw lipidowych w btonie.

Kolejnym waznym aspektem w udoskonaleniu procesu wszczepienia KKM jest
modyfikacja mikrosrodowiska szpiku biorcy. W poprzedniej pracy zespotu Pana Profesora
Mariusza Z. Ratajczaka wykazano, ze odporno$¢ wrodzona i aktywacja uktadu dopetniacza
odgrywaja wazng role w optymalnym wszczepieniu przeszczepionych komorek. Potwierdzaja
to uzyskane dane testu ELISA, ktore wykazaty, ze myszy Nlrp3-KO wykazujg defekt aktywacji
uktadu dopetniacza w medium kondycjonowanym uzyskanym z komorek szpiku biorcy po
mieloablacji. Dane wskazujg, ze hamowanie inflamasomu NIrp3 w niszy szpikowej myszy
biorcéw ma negatywny wptyw na wszczepienie i zasiedlenie KKM w niszy szpikowej. Jednym
z wytlumaczen moze by¢ fakt, ze w komorkach szpiku, letalnie napromieniowanych myszy
NIrp3-KO w poréwnaniu do myszy typu dzikiego nast¢puje spadek ekspresji mMRNA dla SDF-
1, elementow inflamasomu i niektérych DAMP, ktore sg odpowiedzialne za aktywacje uktadu
dopetniacza. Dlatego inflamasom Nlrp3 odgrywa wazng role zar6wno jako regulator migracji
KKM do chemoatraktantéw, jak rowniez jako odpowiedz na mieloablacyjne napromienianie,

ktore utatwia wydajno$¢ wszczepienia przeszczepionych komorek.

W pracy, po raz pierwszy wykazano, ze inflamasom Nlrp3 odgrywa kluczowa role we
wszczepieniu i zasiedleniu KKM w niszy szpikowej. Efekt ten zachodzi w sposob zalezny od
auto/parakrynnego dziatania ATP zaréwno w komorkach, jak i w mikrosrodowisku niszy
szpikowej uwarunkowanym przez kondycjonowanie do przeszczepu. Na podstawie tych
obserwacji inflamasom NIrp3 moze sta¢ si¢ celem interwencji terapeutycznych w celu poprawy

wynikow klinicznych przeszczepdw krwiotworczych.
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8. The Nlrp3 inflammasome as a “rising star” in studies of normal and malignant
hematopoiesis. Leukemia, 34(6), 1512-1523, 2020.

Praca podsumowuje wplyw i efekt dziatania inflamasomu Nlrp3 migdzy innymi na rozwoj
i ekspansje krwiotworczych komorek macierzystych, mobilizacje tych komorek, ich
wszczepienie i zasiedlenie w niszy szpikowej po przeszczepie, w starzeniu KKM i
metabolizmie komorek odpornosciowych, roli w zespole mielodysplastycznym, nowotworach
mieloproliferacyjnych i biataczkach oraz poprzeszczepowej chorobie przeszczep przeciw

gospodarzowi (GVHD — ang. Graft-Versus-Host Disease).

Niedawne badania wykazaty, ze naplyw glukozy do rozwijajacego si¢ zarodka kregowca
wplywa na rozwoj i ekspansje KKM w narzadach krwiotworczych, a efekt ten jest zalezny od
aktywacji inflamasomu NIrp3 i uwalniania IL-1B. Jak odkryli autorzy, naptyw glukozy do
KKM zwigksza uwalnianie IL-1B, a efekt ten zostal sttumiony w komorkach IL-1B-KO i
ostabial wptyw glukozy na liczb¢ mysich wczesnych krwiotworczych komoérek CD417. Na
poparcie roli inflamasomu Nlrp3 autorzy zauwazyli, ze utrata jego skladnikow zapobiegata
proliferacji embrionalnych komorek. Ponadto, gdy ludzkie komorki hemogeniczne pochodzace
z iPSC byly poddane dziataniu aktywatorow inflamasomu Nlrp3, nastgpit znaczny wzrost

tworzenia wieloliniowych kolonii hematopoetycznych.

Jak wskazujg wcze$niej omawiane prace inflamasom Nlrp3 odgrywa kluczowa role w
mobilizacji krwiotworczych komoérek macierzystych z niszy szpikowej do krwi obwodowe;j,
ale i innych komorek macierzystych znajdujacych si¢ w mikrosrodowisku niszy szpikowe;.
Poparciem tego jest fakt, ze inflamasom NIrp3 zostaje aktywowany podczas mobilizacji,
zarbwno w komodrkach odporno$ci wrodzonej (granulocyty, monocyty 1 komorki
dendrytyczne), jak i w KKM w odpowiedzi na G-CSF lub AMD3100. Ta aktywacja zachodzi
w sposob parakrynny/autokrynny w odpowiedzi na DAMP, w tym pozakomorkowe alarminy,
takie jak ATP, HMGB1 i S100A9. Komorki efektorowe wrodzonej odpornosci, ktore sa
aktywowane przez te czynniki, wydzielajg wyzsze poziomy alarmin 1 wzmacniajg sterylne
zapalenie w mikrosrodowisku niszy szpikowej poprzez zastosowanie petli dodatniego

sprzezenia zwrotnego.

Jak wspomniano mieloablacja do krwiotwoérczego przeszczepu moze indukowac sterylne
zapalenie w niszy szpikowej biorcy. Ponadto wykazano, ze inflamasom NIrp3 zostaje
aktywowany w KKM zbieranych do przeszczepu. Aktywacja ta odgrywa wazng i jak dotad

niedoceniang role we wszczepieniu KKM do niszy szpikowej, co potwierdzajg badania na
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myszach NIrp3-KO, ktore wykazaty wadliwg migracj¢ wobec chemoatraktantow takich jak
SDF-1, czy ATP, ktore wykazuja zwickszong ekspresj¢ w niszy szpikowej w odpowiedzi na
mieloablacje.

Proces starzenia wptywa na wszystkie tkanki, narzady oraz procesy z nimi zwigzane, a Szpik
kostny i hematopoeza nie sa wyjatkami. Starzenie Szpiku charakteryzuje si¢ zwigkszong
mielopoeza ze wzgledu na zwigkszong liczbe KKM 1 komérek szpikowych, co prowadzi do
przewagi hematopoezy nad limfopoeza. W wyniku tej zmiany pula limfocytow B i T zmniejsza
si¢ w narzadach krwiotworczych. Wzrost mielopoezy jest spowodowany, mi¢dzy innymi,
wzrostem uwalniania sygnalizacji IL-1p i IL-1R pochodzacych z inflamasomu NIlrp3, co
zwigksza produkcje cytokin pro-mielopoetycznych przez komoérki pomocnicze szpiku. Co
wiecej, wraz z wiekiem obserwuje si¢ takze wadliwg erytropoeze, ktora moze przeksztatcic si¢
w anemi¢. Ponownie, moze to by¢ uwarunkowane wptywem IL-1R i IL-18, poniewaz z jednej
strony sygnalizacja IL-1R prowadzi do zmniejszenia wydzielania erytropoetyny w nerkach, a z
drugiej strony IL-18 indukuje ekspresje interferonu gamma, ktoéry wraz z IL-1o hamuje

tworzenie kolonii erytroidalnych.

Omawiana powyze] zwigzana z wiekiem reakcja zapalna moze by¢ dodatkowo
spotggowana niezdrowym stylem Zycia i nadmiernym spozyciem kalorii, co moze prowadzi¢
do patofizjologicznej odpowiedzi zapalnej, poniewaz ostatnie dowody wskazuja, ze
inflamasom NIrp3 zostaje aktywowany przez naptyw glukozy lub aminokwasow. Zgodnie z
rolg inflamasomu Nlrp3 w metabolizmie komoérkowym wykazano, ze Nlrp3 pelni niezwykle
wazng role W rozwoju choréb metabolicznych, poniewaz niedobor Nlrp3 wydaje si¢ mieé
korzystne skutki w zmniejszaniu ogolnoustrojowego stanu zapalnego, zmniejszaniu aktywacji
komorek odpornosciowych, poprawie metabolizmu i poprawie opornosci na insuling. Z drugiej
strony, wyzszy poziom glukozy, obserwowany u pacjentow z cukrzycg typu 2, jest zwigzany z

aktywacjg inflamasomu Nlrp3 i zwigkszonym poziomem IL-1f i IL-18 w surowicy.

Zespo6t mielodysplastyczny (MDS — ang. myelodysplastic syndrome) charakteryzuje si¢
dysplazjg szpiku, defektem w dojrzewaniu komorek krwiotworczych, ktory powoduje
nieefektywng hematopoezg, ktdrej towarzysza nawracajagce mutacje gendw somatycznych i
nieprawidlowosci chromosomalne. MDS jest zwigzany z nieprawidtowa aktywacja odpornosci
wrodzonej i ,tlacym si¢” stanem zapalnym w mikrosrodowisku krwiotworczym. Ostatnie
dowody wskazuja, ze aktywacja inflamasomu Nlrp3 nasila zapalenie w szpiku i prowadzi do
uszkodzenia komorek krwiotworczych, nieprawidtowosci chromosomalnych 1 indukcji
pyroptozy w odpowiedzi na podwyzszony poziom pozakomoérkowych DAMP. Wérdd niech
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wazng rol¢ jako aktywatoréw inflamasomu Nlrp3 w patogenezie MDS odgrywajg S100A8 i
S100A9, ktorych poziom jest znacznie zwigkszony W 0soczu krwi pacjenta z MDS.

Nowotwory mieloproliferacyjne (MPN — ang. myeloproliferative neoplasms) obejmuja
policytemi¢ vera, trombocytemi¢ oraz zwtoknienie szpiku, i reprezentuja unikalny model
zalezno$ci miedzy klonalnym rozwojem nowotworu hematologicznego a przewleklym
zapaleniem. MPN sg powigzane 1 moga przeksztalci¢ si¢ w MDS lub ostrg biataczke¢ szpikowa.
Wykazano roéwniez, ze klon nowotworowy MPN indukuje reakcje zapalng. Dowodzi 0 tym
fakt, ze allogeniczny przeszczep komoérek macierzystych prowadzi do catkowitego
przywrocenia hematopoezy, regresji zwloknienia Szpiku i stopniowego oslabiania
przewleklego stanu zapalnego, a Chociaz przewlekle zapalenie w mikrosrodowisku niszy
szpikowej moze by¢ obecne, zanim rozwinie si¢ ztosliwy klon, to najprawdopodobniej stanowi
on konsekwencj¢ obecnos$ci ztosliwego klonu. Nie ulega watpliwosci, ze inflamasom Nlrp3
odgrywa wazng role w patogenezie i progresji MPN, jednak potrzebne sg bardziej szczegdtowe
badania, aby lepiej zajac si¢ jego rolag w tych zaburzeniach, jak to juz zrobiono w przypadku
MDS.

Przewlekte zapalenie odgrywa role wspomagajaca w onkogenezie ze wzgledu na
promowanie niestabilno$ci genomu poprzez mutacje DNA 1 zmiany epigenetyczne,
upo$ledzenie nadzoru immunologicznego nowotworu oraz predyspozycje do ewolucji
klonalnej. Tak wigc utrzymujace si¢ przewlekle zapalenie w niszy szpikowej i obecnos¢ MDS
lub MPN moze z czasem sprzyja¢ rozwojowi biataczki. Proces ten odgrywa wazng role w
patogenezie biataczki obserwowanej u pacjentéw w podesztym wieku w wyniku stanu
zapalnego, ktdry jest napedzany, przynajmniej cz¢$ciowo, przez aktywacje inflamasomu Nlrp3.
Innym waznym aspektem biataczki 1 stanu zapalnego jest fakt, Ze zapalenie u pacjentéw z
biataczka sprzyja uwalnianiu kilku chemoatraktantow, a tym samym zwieksza ruch komorek
biataczkowych i ich rozprzestrzenianie si¢ w narzadach krwiotworczych. Niedawne wyniki
zespotu Pana Profesora Mariusza Z. Ratajczaka wskazuja, ze inflamasom Nlrp3 jest waznym

motorem migracji i rozprzestrzeniania komorek biataczkowych.
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9. Innate immunity orchestrates the mobilization and homing of hematopoietic
stem/progenitor cells by engaging purinergic signaling — an update. Purinergic
Signalling, 2020, d0i.10.1007/s11302-020-09698-y.

Szpik kostny jako aktywny narzad krwiotwoérczy jest bardzo wrazliwy na zmiany w
mikro$rodowiskU i reaguje na zewngtrzne bodzce fizyczne z otaczajgcego srodowiska, takie jak
infekcje, forsowne ¢wiczenia, uszkodzeniem innych tkanek/narzadow, rytm dobowy i czynniki
fizyczne, takie jak napromienianie. Bodzce te wpltywajg w duzym stopniu na komorki szpiku
poprzez skoordynowang odpowiedz sieci wrodzonej odpornosci, ktory jest istotnym

czynnikiem w utrzymaniu homeostazy organizmu.

W pracy skupiono si¢ na roli sygnatu purynergicznego i odporno$ci wrodzonej w retencji
krwiotworczych komorek macierzystych podczas ich uwalniania z niszy szpikowej do krwi
obwodowej, co zobrazowano podczas farmakologicznej mobilizacji, a takze w procesie
odwrotnym czyli wszczepieniu i zasiedleniu przez te komorki niszy szpikowej po przeszczepie

krwiotworczym.

Sygnatowanie purynergiczne jest pierwotng forma sygnalizacji pozakomorkowej, w ktorej
posredniczg zewngtrzkomorkowe nukleotydy, w tym ATP i jej metabolit nukleozydowy,
adenozyna. ATP i adenozyna wywieraja przeciwny wptyw na retencje KKM. Sygnatowanie to

obejmuje rowniez pewne rzadkie zewnatrzkomorkowe pirymidyny, takie jak UTP 1 UDP.

Po aktywacji inflamasomu w spos6b zalezny od osi ATP — receptor P2X7 i ATP — receptor
P2X4, komorki odpornosci wrodzonej uwalniaja, oprocz IL-1p i 1L-18, takze DAMPY, w tym
biatko Hmgb1 i S100A9, ktore utrzymuja stan sterylnego zapalenia w mikrosrodowisku niszy
szpikowej. Komorki odpornosci wrodzonej uwalniajg rowniez reaktywne formy tlenu, ktore
odstaniaja neoepitopy na powierzchni komoérek w tym mikrosrodowisku. Antygeny
neoepitopowe eksponowane przez reaktywne formy tlenu sg rozpoznawane przez naturalnie
wystepujace przeciwciala IgM, a kompleksy neoepitop-IgM stajg si¢ celem dla lektyny
wigzace] mannoz¢ 1 tym samym aktywuja kaskade dopeilniacza. W skrocie, odpornosé
wrodzona wywotuje sterylne zapalenie w mikrosrodowisku niszy szpikowej, a nastepnie proces
ten staje si¢ automatycznie wzmacniany przez interakcje autokrynne i parakrynne. Istnieja
jednak czynniki, ktore ograniczajg ten proces, a jednym z nich jest komérkowy enzym

przeciwzapalny, oksygenaza hemowa 1 (HO-1).
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Zebrane dane wykazuja, ze aktywacja odpornosci wrodzonej powoduje wyjscie KKM do
krwi obwodowej. Komorki odpornosci wrodzonej jako pierwsze wykazujg odpowiedz na
dziatanie czynnikéw indukujacych mobilizacje. Prace roéznych autoréw wykazuja, ze
granulocyty, monocyty i komorki dendrytyczne sg wymagane do zainicjowania mobilizacji. W
wyniku farmakologicznej mobilizacji, komoérki odpornosci wrodzonej wydzielaja
DAMPy/alarminy, w tym ATP i HMGB1, reaktywne formy tlenu oraz enzymy proteolityczne
i lipolityczne.

Co istotne, w modelach zwierzgcych in vivo zmniejszenie uwalniania ATP przez kanaty
paneksynowe 1 lub koneksyny 43, hamowanie reaktywnych form tlenu, czy brak fosfolipazy
C-B2 powoduja ostabienie mobilizacji. Wszystkie te czynniki wydzielane przez aktywowane
komorki odpornosci wrodzonej wplywaja na inicjacj¢ mobilizacji na rézne sposoby. ATP
wyzwala aktywacje inflamasomu NIrp3 po zwigzaniu z receptorami P2X7 1 P2X4 na
powierzchni komorek odpornosci wrodzonej zarowno w sposob autokrynny, jak i parakrynny,
uwolniona z komorek fosfolipaza C-pf2 zaburza struktur¢ bton lipidowych na powierzchni
krwiotworczych komorek macierzystych w niszy szpikowej, zaburzajac osie SDF-1 — CXCR4
i VCAM-1 — VLA4. Jednoczesnie uwolnione przez mitochondria reaktywne formy tlenu
aktywuja inflamasom NIrp3 wewnatrz komorek, a ponadto odstaniajg neoepitop na

powierzchni komorek $rodbtonka, co wyzwala aktywacje uktadu dopetniacza.

Inflamasom Nlrp3 wydaje si¢ odgrywac tu wazng i centralng rol¢ i zostaje aktywowany
zaro6wno przez purynergiczny szlak sygnalizacyjny ATP-P2X7/P2X4, ekspozycje¢ na S1P, jak
i przez pochodzacy z uktadu dopetniacza - C5a. Aktywacja tego inflamasomu nasila uwalnianie
z komorek odpornosci wrodzonej kilku innych DAMPOw, aktywuje kaspaze 1, ktora
konwertuje pro-1L-1p i pro-1L18, do ich dojrzatych aktywnych form wydzielanych z komorek,

ktore sg silnymi endogennymi pro-mobilizujacymi czynnikami.

Jak wykazano odporno$¢ wrodzona w sposob istotny posredniczy w procesach retencji
KKM, angazujac, oprocz pewnych czynnikow peptydowych, takze inne wazne niepeptydowe
mediatory, w tym bioaktywne fosfosfingolipidy i pozakomorkowe nukleotydy. Wyjasnienie
tych mechanizméw pozwoli na opracowanie bardziej wydajnych protokotdéw mobilizacji
komorek macierzystych w celu zebrania wymaganej liczby komorek do przeszczepu i

przyspieszenia odtworzenia krwiotworczego u pacjentdw po przeszczepie.
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VIll. UDZIAL W PROJEKTACH BADAWCZYCH

W trakcie dziatalno$ci naukowej bratem udziat w nastepujacych projektach:
Zrealizowane:

2011/02/A/NZ4/00035 - ,,Znaczenie bioaktywnych lipidow w regulacji proceséw mobilizacji i
,,homingu” komorek macierzystych” - Maestro (Narodowe Centrum Nauki) — Wykonawca

2R01DKO074720-06 - "Hematopoietic effect of complement protein C5a” - National Institute of
Health — Wykonawca

2014/14/M/NZ3/00475 - "Procesy starzenia a multipotencjalno$¢ komorek macierzystych
dorostych tkanek” — Harmonia (Narodowe Centrum Nauki) — Wykonawca

2016/23/N/NZ4/03345 — ,,Ocena wplywu dziatania kinazy sfingozyny typu 1 oraz 2 na
farmakologiczng mobilizacje krwiotworczych komorek macierzystych/progenitorowych” —
Preludium (Narodowe Centrum Nauki) — Kierownik

W trakcie realizacji:

2018/29/B/NZ4/01470 — ,,Rola sygnatowania purynergicznego w uktadzie krwiotworczym” —
OPUS (Narodowe Centrum Nauki) - Wykonawca

IX. NAGRODY I WYROZNIENIA

2019 - Abstract Achievement Award - wyrdznienie zgloszonego streszczenia podczas 61
Zjazdu Amerykanskiego Towarzystwa Hematologicznego (61 American Society of
Hematology Annual Meeting and Exposition), Orlando, USA.

2019 - Indywidualna nagroda JM Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, | stopnia
za wspoOlautorstwo publikacji z zakresu zjawisk dotyczacych krwiotworczych komorek
macierzystych.

2018 - Zostatem rekomendowany przez Fundacje¢ na rzecz Nauki Polskie do udziatu w 68 edycji
spotkania mtodych naukowcow z catego §wiata z Laureatami Nagrody Nobla w Lindau (68"
Lindau Nobel Laureate Meeting).

2018 - Stypendium naukowego Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnego
mtodego naukowca.

2018 - Indywidualna nagroda JM Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, | stopnia
za cykl publikacji z zakresu zjawisk dotyczacych krwiotworczych komorek macierzystych.
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2017 - Stypendium START z Fundacji na rzecz Nauki Polskiej - Roczne stypendium dla
wybitnych mlodych uczonych na poczatku kariery naukowej posiadajacych udokumentowane
osiaggniecia w swojej dziedzinie badan.

2015 - Abstract Achievement Award - wyrozZnienie zgloszonego streszczenia podczas 57
Zjazdu Amerykanskiego Towarzystwa Hematologicznego (57™ American Society of
Hematology Annual Meeting and Exposition), Orlando. USA.
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