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1. ZYCIORYS I PODSUMOWANIE PRACY ZAWODOWEJ

1.1. Dane osobowe:

Imig i nazwisko: Aneta Sciezynska (z d. Federowicz)

1.2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

27.04.2017

25.11.2015

15.06.2011

16.02.2010

Stopien doktora nauk medycznych w dziedzinie nauk medycznych,
w dyscyplinie biologia medyczna, uzyskany z wyrdéznieniem, nadany przez Radg
Naukowg Centrum Biostruktury Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.
Tytul rozprawy: Zastosowanie sekwencjonowania nastepnej generacji w celu
identyfikacji i charakterystyki profilu mutacji genu ABCA4 u pacjentow
Z dziedzicznymi chorobami siatkéwki. Obrona z wyr6znieniem.

Promotor: Dr hab. n. med. Monika Otdak

Recenzenci: Prof. dr hab. Marzena Gajecka, Dr hab. Jakub Katuzny

Tytul Diagnosty Laboratoryjnego — wpis do Krajowej Izby Diagnostow
Laboratoryjnych.

Tytul magistra (specjalizacja Biotechnologia) na Migdzywydziatowym Studium
Biotechnologii - Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
(Srednia studiow: 4,62; ocena na dyplomie: 5,00).

Tytul pracy: Opracowanie metod identyfikacji mutacji w genach TGFBI,
UBIAD1, ZEB1 i COL8A2 u pacjentéw z dystrofiami rogowki.

Tytul inzyniera (specjalizacja Biotechnologia) Miedzywydzialowym Studium
Biotechnologii - Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
(Srednia studiow: 4,5; ocena na dyplomie: 5,00).

Tytul pracy: Badanie genetycznego uwarunkowania zaniku nerwu wzrokowego

za pomocg analizy sprz¢zen z wykorzystaniem mikrosatelitarnego DNA.

1.3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych Ilub
artystycznych

01.10.2017—-
obecnie

Adiunkt, pracownik dydaktyczno—naukowy w Katedrze i Zaktadzie Histologii
I Embriologii WUM — Laboratorium Zaawansowanych Biotechnologii Centrum
Badan Przedklinicznych i Technologii (CEPT) Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego
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25.02.2014— Asystent, pracownik dydaktyczno—naukowy w Katedrze i Zaktadzie Histologii
30.09.2017 i Embriologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

01.09.2022— Diagnosta laboratoryjny w Zaktadzie Biologii Medycznej, Narodowy Instytut
31.07.2023 Kardiologii im. Stefana kardynata Wyszynskiego — Panstwowy Instytut
Badawczy w Warszawie

01.10.2021- Adiunkt dydaktyczny w Collegium Medicum, Uniwersytetu Kardynata Stefana
30.06.2022 Wyszynskiego w Warszawie

31.08.2017— Glowny Specjalista ds. inzynieryjno - technicznych w Zaktadzie Medycyny
30.06.2022 Regeneracyjnej, Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii w Warszawie

27.10.2011- Doktorant Studium Medycyny Molekularnej, Warszawski Uniwersytet
2015 Medyczny

2. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT 2 USTAWY
Z DNIA 20 LIPCA 2018 r. PRAWO O SZKOLNICTWIE WYZSZYM I NAUCE (DZ. U. Z
2021 r. POZ. 478 Z POZN. ZM.)

2.1. TYTUE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Podstawa niniejszego wniosku zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
,Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce” jest osiggni¢cie naukowo-badawcze w zakresie
opracowania i wykorzystania modelu badawczego w analizie funkcjonalnych konsekwenciji
mutacji genu ABCA4 (ang. ATP-binding cassette transporter) oparte na 5 opublikowanych,
powigzanych tematycznie pracach naukowych. Tytul osiagniecia to ,,Zastosowanie komérek
skory jako modelu do badan molekularnego podloza chorob siatkowki wywolywanych
mutacjami genu ABCA4”.

Analiza bibliometryczna prac wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego
przeprowadzona na dzien 15 wrzesnia 2023 roku wykazata, ze sumaryczny impact factor (IF)
wynosi 21,767, za$ liczba punktow Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiIN) wg nowej listy — 560
punktow. Inspiracja do przeprowadzenia ukierunkowanych badan w obszarze osiggnigcia
naukowego byty wyniki pracy badawczo-naukowej opublikowane w czasopi$mie Experimental
Eye Research w 2016 r.: Sciezynska A. i wsp. ,,Next-generation sequencing of ABCA4: High
frequency of complex alleles and novel mutations in patients with retinal dystrophies from Central
Europe”, stanowigcej podsumowanie rozprawy doktorskiej. Wszystkie omawiane we wniosku
wyniki prac naukowo-badawczych powstaly po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora nauk
medycznych 1 zostaty opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych, z ktorych cztery
sg pozycjonowane W bazie Journal Citation Reports (JCR). We wszystkich pracach jestem
pierwszym autorem, a w jednej takze autorem korespondujgcym.
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2.2. WYKAZ PRAC WCHODZACYCH W SKEAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO (AUTOR/
AUTORZY, TYTUL/ TYTULY PUBLIKACJI, ROK WYDANIA, NAZWA WYDAWNICTWA)

Publikacja 1: Sciezynska A, Nogowska A, Sikorska M, Konys J, Karpifiska A, Komorowski M,
Otdak M, Malejczyk J. Isolation and culture of human primary keratinocytes-a methods review.
Exp Dermatol. 2019 Feb;28(2):107-112.

IF: 3,368
MEIN: 100 pkt

Moj wkitad merytoryczny W powstanie publikacji polegal na: postawieniu hipotezy badawczej
pozyskaniu finansowania (grant Narodowego Centrum Nauki (NCN)/ Preludium 12/
2016/23/N/NZ5/02588), opracowaniu koncepcji badan i planu badawczego, wybraniu hasel
PubMed do przeglgdu systematycznego literatury, przeprowadzeniu analizy pismiennictwa (tu wraz
ze wspotautorami),  graficznym 1 statystycznym  opracowaniu  wynikéw  (czesciowo  ze
wspotautorami), przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu, a takze jego korekcie (tu wraz ze
wspolautorami) po uwagach recenzentow.

Publikacja 2: Sciezynska A, Sobiepanek A, Kowalska PD, Soszynska M, Luszczynski K, Grzywa
TM, Krzesniak N, G6zdz A, Wiodarski PK, Galus R, Kobiela T, Malejczyk J. A Novel and
Effective Method for Human Primary Skin Melanocytes and Metastatic Melanoma Cell Isolation.
Cancers (Basel). 2021 Dec 13;13(24):6244.

IF: 6,575
MEIN: 140 pkt

Moj wklad merytoryczny w powstanie publikacji polegal na: postawieniu hipotezy badawczej,
pozyskaniu finansowania (grant Narodowego Centrum Nauki (NCN)/ Preludium 12/
2016/23/N/NZ5/02588), opracowaniu koncepcji badan i planu badawczego, przeprowadzeniu
eksperymentow (tu ze wspdlautorami), analizie wynikéw, ich opracowaniu graficznym (tu
ze wspolautorami) i statystycznym, analizie pismiennictwa, przygotowaniu pierwotnej wersji

manuskryptu, a takze jego korekcie (tu wraz ze wspotautorami) po uwagach recenzentow.

Publikacja 3: Sciezynska A, Sobiepanek A, Soszynska M, Luszczynski K, Radziszewski M,
Levkovych I, Krzesniak N, Orzechowska B, Lutynska A, Malejczyk J. Role of geneticin in
isolation and culturing of skin melanocytes and melanoma cells. Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej. 2023;77(1): 72-81

IF: 0,3
MEIN: 40 pkt
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Moj wklad merytoryczny w powstanie publikacji polegal na: postawieniu hipotezy badawczej,
pozyskaniu finansowania (grant Narodowego Centrum Nauki (NCN)/ Preludium 12/
2016/23/N/NZ5/02588), opracowaniu koncepcji badan i planu badawczego, przeprowadzeniu
eksperymentow (U ze wspolautorami), analizie wynikéw, ich opracowaniu graficznym (ze
wspotautorami) i statystycznym, analizie pismiennictwa, przygotowaniu pierwotnej wersji

manuskryptu, a takze jego korekcie (tu wraz ze wspotautorami) po uwagach recenzentow.

Publikacja 4: Sciezyiiska A, Soszyfiska M, Komorowski M, Podgérska A, Krzesniak N,
Nogowska A, Smolinska M, Szulborski K, Szaflik JP, Noszczyk B, Oldak M, Malejczyk J.
Molecular Analysis of the ABCA4 Gene Mutations in Patients with Stargardt Disease Using
Human Hair Follicles. Int J Mol Sci. 2020 May 13;21(10):3430.

IF: 5,924
MEiN: 140 pkt

Moj wkiad merytoryczny w powstanie publikacji polegal na: postawieniu hipotezy badawczej,
pozyskaniu finansowania (grant Narodowego Centrum Nauki (NCN)/ Preludium 12/
2016/23/N/NZ5/02588), ustaleniu koncepcji badan i planu badawczego, przeprowadzeniu
eksperymentow  (ze  wspotautorami), analizie wynikéw, ich opracowaniu graficznym
(ze wspotautorami) i statystycznym, analizie pismiennictwa, przygotowaniu pierwotnej wersji

manuskryptu, a takze jego korekcie (tu wraz ze wspotautorami) po uwagach recenzentow.

Publikacja 5: Sciezynska A, FLuszczyfski K, Radziszewski M, Komorowski M, Soszynska M,
Krzes$niak N, Shevchenko K, Lutynska A, Malejczyk J. Role of the ABCA4 Gene Expression in the
Clearance of Toxic Vitamin A Derivatives in Human Hair Follicle Stem Cells and Keratinocytes.
Int J Mol Sci. 2023 May 5;24(9):8275.

IF: 5,600
MEIN: 140 pkt

Moj wkitad merytoryczny w powstanie publikacji polegal na: postawieniu hipotezy badawczej,
pozyskaniu finansowania (grant Narodowego Centrum Nauki (NCN)/ Preludium 12/
2016/23/N/NZ5/02588, oraz dwoch grantéow Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego:
IM15/1/M/MBS/N/21/21 (Grant dla mtodych naukowcow) i IM15/2/M/MG/N/21/21(Mini-grant
studencki), opracowaniu koncepcji badan i planu badawczego, przeprowadzeniu eksperymentow
(ze wspotautorami), analizie wynikow, ich opracowaniu graficznym (ze wspolautorami)
| statystycznym, analizie pismiennictwa, przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu, a takze

Jjego korekcie (tu wraz ze wspolautorami) po uwagach recenzentow.
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2.3. OMOWIENIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
2.3.1. Wprowadzenie merytoryczne do osiagniecia naukowego

Biatko ABCA4 (ang. ATP - binding casette transporter) nalezy do nadrodziny biatek ABC,
czyli transporterow wigzacych kasete ATP [1]. Bialka z rodziny ABC wystepuja u wszystkich
zywych organizméw i1 odpowiadajg za transport réznorodnych substancji m.in. jonéw metali,
peptydow, aminokwasow, cukrow, hydrofobowych czasteczek oraz metabolitow wbrew gradientowi
stezen z wykorzystaniem energii pochodzacej z hydrolizy adenozyno-5-trojfosforanu (ATP, ang.
Adenosine Triphosphate) [2].

Transporter ABCA4 kodowany jest przez gen ABCA4 (ang. ATP-binding cassette subfamily
A member 4), ktory jest zlokalizowany w obrebie krotkiego ramienia chromosomu 1 (1p21-p22.1)
i sktada sie¢ z 50 egzonow kodujacych biatko ztozone z 2273 aminokwasoéw o masie okoto 250 kDa
[3]. Gen ABCA4 ulega wysokiej ekspresji w btonie dyskow zewngtrznych segmentow
fotoreceptorow. Przez wiele lat uwazano, ze jest to jedyne miejsce ekspresji tego genu. Z tego
wzgledu prawie wszystkie dotychczas opublikowane artykuly naukowe koncentrowaly si¢ na
analizach roli transportera ABCA4 w funkcjonowaniu komorek siatkowki. Gtownym substratem
transportera ABCA4 jest produkt $§wietlnego rozpadu rodopsyny, bedacy pochodng witaminy A,
czyli all-trans retinal (at-RAL). Podczas przetworzenia $wiatta na impuls elektryczny, czyli
fototransdukcji, w indukowanej S$wiattem rodopsynie, stanowigcej potaczenie biatka opsyny
z kofaktorem 11-cis-retinalem, 11-cis retinal ulega przeksztalceniu do all-trans retinalu, ktory po
odlaczeniu od biatka staje si¢ zwigzkiem hydrofobowym. Uzyskane wlasciwo$ci sa przyczyna
swobodnej dyfuzji tego zwigzku przez blong plazmatyczng dysku fotoreceptora, w ktorym moze
dochodzi¢ do spontanicznego potaczenia z fosfolipidem btonowym dysku fosfatydyloetanoloaming
(PE) i utworzenia N-retinylideno-fosfatydyloetanoloaminy (N-ret-PE). N-ret-PE nie moze
swobodnie przenika¢ przez btong plazmatyczng dysku fotoreceptorow, a do jego przeniesienia
z wnetrza dysku fotoreceptora do czgsci cytoplazmatycznej wymagany jest udziat aktywnego
transportu biatka ABCA4. Mechanizm ten jest istotny dla utrzymania procesu prawidtlowego
widzenia, gdyz all-trans retinal przeniesiony z wnetrza dysku fotoreceptorow do czesci
cytoplazmatycznej moze by¢ enzymatycznie przeksztalcony przez komorki nabtonka
barwnikowego siatkowki (RPE, ang. Retinal Pigment Epithelium) do izomeru 11-cis retinalu. 11-cis
retinal powraca do fotoreceptorow, w ktorych podlega zwrotnemu wykorzystaniu do odbudowy
czasteczek rodopsyny.

W przypadku dysfunkcji transportera ABCA4, gromadzacy si¢ we wnetrzu dyskow
fotoreceptorow N-ret-PE moze reagowac z kolejng czasteczkg at-RAL, prowadzac do powstania
ztogoéw autofluorescencyjnych czasteczek diretinoido- pirydyno-fosfatydyloetanoloaminy (A2PE).
W wyniku dalszych przemian A2PE zostaja przeksztalcone do zwiazkéw pozbawionych
komponenty fosfolipidowej (A2E, ang. pyridinium bis-retinoid), ktore nie moga by¢ juz dalej
hydrolizowane, jednak stanowig glowny sktadnik barwnika lipofuscyny, ktora uruchamia kaskade
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stresu oksydacyjnego, powstawanie rodnikow epoksydowych, co prowadzi do $mierci komorek
fotoreceptorowych oraz RPE [4], [5].

Mutacje genu ABCA4 prowadza do powstania dystrofii siatkowki, okreslanych mianem
retinopatii ABCA4, do ktorych nalezy m.in. choroba Stargardta, dno zétto-plamiste (ang. Fundus
flavimaculatus), pewnych form dystrofii czopkowo-precikowych (CRD; ang. Cone-rod dystrophies),
zwyrodnienia barwnikowego siatkowki (RP, ang. Retinitis Pigmentosa) lub posrednich form w/w
fenotypow. Objawy tych dziedziczonych w sposob recesywny chorob narzadu wzroku pojawiajg si¢
wcezesnie w dziecinstwie lub u mlodych osob dorostych i skutkujg postepujaca, nieodwracalng
utratg wzroku w wyniku dysfunkcji fotoreceptorow i komorek RPE [6]. Choroby te sa obecnie
nieuleczalne, jednak stosujac odpowiednie substancje farmakologiczne mozliwe jest spowolnienie
postepu choroby. Sposoby farmakologicznego spowolnienia progresji dystrofii Stargardta zostaty
przeze mnie podsumowane w pracy przegladowej: ,Scieiyriska A, Ozieblo D, Oldak M.
Experimental studies on medical treatments of retinal dystrophies with a particular focus on
ABCA4 retinopathies. Klin Oczna. 2016 Aug; 118(1):59-65”, natomiast potencjalne strategie
terapii molekularnych pozwalajace na spersonalizowane leczenie pacjentéw z retinopatiami ABCA4,
zostaly przedstawione W pracy mojego autorstwa: ,Scieiyiiska A, Ozigbto D, Otdak M.
Experimenal studies on cell and gene therapies for retinal dystrophies with a particular focus on
ABCA4 retinopathies. Klin Oczna. 2016 Aug;118(1):66-71”. Wspomniane prace zostaly
opublikowane w 2016 roku w Klinice Ocznej i nie wchodza w sktad cyklu publikacji niniejszego
osiggnigcia.

Szacuje si¢, ze czgstos¢ nosicielstwa mutacji ABCA4 w populacji ogdlnej wynosi 1/10 -1/20
[7], a dotychczas zidentyfikowano ponad 1000 mutacji genu ABCA4 [8]. Wystepowanie tzw.
tagodnych, umiarkowanych lub cigzkich mutacji genu ABCA4 wplywa na stopien uszkodzenia
struktury biatka ABCA4, a w konsekwencji zaburzenia jego funkcji prowadzac do rdznych
fenotypéw retinopatii. ABCA4. Z tych wzgledow, diagnostyka genetyczna, a nastgpnie
spersonalizowane poradnictwo dla pacjentow z dystrofig Stargardta lub pozostalymi ,,retinopatiami
ABCA4”, pozostaja kluczowe dla okreslenia szybkosci i ryzyka stopnia progresji choroby [7].

W badaniach wiasnych przedstawionych w pracy: ,Scieiyriska A, et al. Next-generation
sequencing of ABCA4: High frequency of complex alleles and novel mutations in patients with
retinal dystrophies from Central Europe. Exp Eye Res. 2016 Apr;145:93-99.” opublikowanej
w Experimental Eye Research w 2016 r., ktora nie wchodzi w sktad cyklu publikacji niniejszego
osiagnigcia, po raz pierwszy przebadatam, z wykorzystaniem technologii sekwencjonowania
nastepnej generacji, obszar kodujacy genu ABCA4 wsrod 92 pacjentdow z ,,retinopatiami ABCA4”
w populacji  polskiej. Doprowadzito to do wstepnego ustalenia czestosci wystepowania
poszczegolnych mutacji w naszym Kraju oraz istotnego przyspieszenia diagnostyki pacjentow
poprzez ustalenie strategii sekwencjonowania egzonéw genu ABCA4.

Mimo wielu zidentyfikowanych wariantow ABCA4 patogenno$¢ wielu z nich nadal
pozostaje niezbadana. W celu oceny patogennosci wariantow ABCA4 niezbegdne jest okreslenie ich
negatywnego wplywu na strukture i funkcje transportera ABCAA4. Niestety, wyniki analiz
bioinformatycznych zdefiniowanych wariantow podczas wysokoprzepustowego sekwencjonowania
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nastepnej generacji Wraz z analiza czestosci ich wystepowania pozostajg nadal niewystarczajace do
jednoznacznego potwierdzenia ich patogenno$ci. Charakter zidentyfikowanych genetycznych
wariantow genetycznych powinien by¢ potwierdzony w badaniach funkcjonalnych in vitro i in vivo,
najlepiej w tkance objetej procesem chorobowym, co niestety w przypadku chordb siatkowki jest
bardzo trudne i praktycznie niemozliwe z uwagi na znikoma dost¢pno$¢ materiatu klinicznego.
W przypadku tkanek niedostepnych do badania, znakomitg alternatywa bytoby wykorzystanie do
badan innych tatwo dostepnych tkanek, w ktorych gen ABCA4 ulega ekspresji.

Przez wiele lat uwazano, ze gen ABCA4 eksprymowany jest niemal wytgcznie w komorkach
fotoreceptorowych. Ostatnio opublikowane wyniki prac w tym zakresie wskazuja na niewielka
ekspresje tego genu w komoérkach RPE. Wydaje si¢ jednak, ze skala tej ekspresji cho¢ niewielka,
moze by¢ istotna dla ich funkcjonowania [9]. Wyniki dostgpne na portalu www.genecards.org
wskazuja na umiarkowanie wysoki poziom ekspresji ABCA4 w komorkach skory, a potwierdzaja je
pojedyncze badania naukowe przeprowadzone w mieszkach wtosowych [10] oraz keratynocytach
[11]. Niestety, dotychczas nie potwierdzono obecnos$ci petnej dlugosci transkryptu oraz roli genu
ABCA4 w komorkach skory (keratynocytach, fibroblastach lub mieszkach wlosowych). W zwigzku
z tym, zaréwno wyniki moich wczesniejszych prac naukowo-badawczych oraz wyzej opisane
wyniki dostgpnych badan ukierunkowaly moje dalsze dziatania naukowe i staly si¢ inspiracja do
przeprowadzenia oceny komorek skory (fibroblastow, keratynocytow lub mieszkow wiosowych)
jako potencjalnego i alternatywnego modelu do badan konsekwencji molekularnych mutacji ABCA4.

2.3.2. Cele naukowe osiagni¢cia naukowego:

e Przeprowadzenie szczegotowej analizy, majacej okresli¢ czy komorki skory tj. keratynocyty,
fibroblasty, melanocyty, oraz mieszki wlosowe, moga stanowi¢ dogodny model do badania
funkcjonalnych konsekwencji mutacji genu ABCA4.

e Okreslenie domniemanej funkcji genu ABCA4 w wybranych komorkach skory.

e Opracowanie optymalnych metod hodowli wybranych komorek skoéry na potrzeby
zwigkszenia dostgpnosci metodyki do prowadzenia rutynowych badan funkcjonalnych
konsekwencji mutacji genu ABCA4 (oraz innych jednostek chorobowych) w komorkach
skory  wyizolowanych bezposrednio od pacjentow, jako elementu medycyny
spersonalizowanej.

2.3.3. Analiza poszczegodlnych prac osiagniecia naukowego

Publikacja 1

§ciez',2ﬁska A, Nogowska A, Sikorska M, Konys J, Karpinska A, Komorowski M, Oldak M,
Malejczyk J. Isolation and culture of human primary keratinocytes-a methods review. Exp
Dermatol. 2019 Feb;28(2):107-112.
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Poziom ekspresji i obecnos¢ petnej dlugoscei trasnskryptu ABCA4 badano w pierwotnych
ludzkich fibroblastach, keratynocytach i melanocytach wyizolowanych z bioptatow skory
pobranych od os6b z grupy kontrolnej. Na podstawie przeprowadzonych badan, sposrod w/w
komorek skory w sposob najtatwiejszy uzyskano i prowadzono hodowlg ludzkich fibroblastow.
Zdecydowanie wigkszg trudnos$¢ prowadzenia i utrzymania czystej hodowli, tj. niezanieczyszczonej
innymi rodzajami komorek, sprawiaty keratynocyty oraz melanocyty.

Ponadto, stosunkowo duze rozbieznosci w metodyce hodowli keratynocytow,
zaobserwowane w publikacjach oraz dostepnych protokotach, staty sie przestanka do opracowania
systematycznej pracy przegladowej na temat wydajnosci sposobéw hodowli keratynocytow w celu
wyboru optymalnej procedury niezbednej do wykonania kolejnych etapow badawczych niniejszego
osiggniecia.

Manuskrypt ,, Isolation and culture of human primary keratinocytes - a methods review”
opublikowany w czasopi$mie Experimental Dermatology, bedacy pierwsza publikacja niniejszego
osiggniecia naukowego, stanowit przeglad 945 prac opublikowanych od 2008 r. o zadanych
kryteriach wyszukiwania. Brak pelnych danych dotyczacych sposobu hodowli analizowanych
komorek byt przyczyng zakwalifikowania do dalszych analiz 603 publikacji, z ktorych nastepnie
wykluczono 210 prac, w ktorych wykorzystywano komercyjnie dostgpne linie komoérkowe zamiast
hodowli pierwotnych komoérek. Z dalszych analiz usuni¢to publikacje, w ktorych nie podano
niezbednych informacji dotyczacych sposobu izolacji komorek, uzytego stezenia enzymow
trawigcych, sktadu pozywek stosowanych do hodowli, jak rowniez poziomu zywotno$ci oraz
pasazu komorek. Z tych wzgledoéw dalsza analize wydajnosci izolacji komorek przeprowadzono dla
wynikéw 161 z 393 publikacji, natomiast analiz¢ wptywu podtozy hodowlanych na zywotnos¢
keratynocytow dla wynikéw 318 publikacji.

Przygotowany przeglad stanowit przekroj najczesciej stosowanych metod do hodowli
keratynocytow wraz z odniesieniem do zywotnosci komorek w zaleznosci od zastosowanego
sposobu ich izolacji 1 hodowli. Na podstawie przeprowadzonych analiz ustalono, ze najlepsze
efekty hodowli keratynocytow uzyskano podczas oddzielenia naskorka od skory wiasciwej stosujac
trawienie w dyspazie w stezeniu 1.45 — 2.5 U/mL w temp. 4°C przez 12 h oraz uwolnienie
keratynocytow z naskorka podczas 3 minutowej inkubacji w 0.25% trypsynie w temp. 37°C.
Pozywki dedykowane do hodowli keratynocytow w podobnym stopniu wptywaty na tempo ich
wzrostu, przy czym najczesciej uzywang pozywka byta Epilife firmy ThermoFisher Scientific.
Wybrane parametry zostaly z powodzeniem wdrozone przez nasz zespot badawczy do rutynowej
hodowli keratynocytow. Pierwsza publikacja niniejszego osiagniecia dostarczyta koniecznych
informacji w celu prowadzenia celowanych eksperymentow z wykorzystaniem ludzkich
keratynocytow oraz bezsprzecznie wptyneta na usprawnienie technik izolacji i hodowli. Od 2019 r.,
na dzien 11.09.2023, publikacja zostata zacytowana (bez autocytowan) 16 razy wg bazy Scopus, 13
razy wedlug bazy Web of Science oraz 25 razy wedlug bazy ResearchGate, co niewatpliwie
Swiadczy, o zainteresowaniu badaczy jej tematyka.
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Publikacja 2

S‘ciez’zﬁska A, Sobiepanek A, Kowalska PD, Soszynska M, Luszczynski K, Grzywa TM, Krzesniak
N, Gozd; A, Wiodarski PK, Galus R, Kobiela T, Malejczyk J. A Novel and Effective Method for
Human Primary Skin Melanocytes and Metastatic Melanoma Cell Isolation. Cancers (Basel).
2021 Dec 13;13(24):6244.

Opracowany i wdrozony protokoét hodowli opisany w publikacji nr 1 umozliwit skuteczng
izolacj¢ 1 namnazanie keratynocytow oraz zebranie materiatu biologicznego niezbgdnego do
przeprowadzenia kolejnych badan zwigzanych z analizg ekspresji genu ABCA4. Niestety
opracowany 1 opisany powyzej protokot nie pozwalat na uzyskanie wysokiej wydajnosci hodowli
melanocytow. Po wykonaniu szeregu doswiadczen opracowano innowacyjny, optymalny i wydajny
protokot hodowli melanocytéw z zastosowaniem techniki hodowli eksplantow skory, ktory po raz
pierwszy zostal opisany w drugiej pracy opublikowanej w czasopiSmie Cancers tj. ,,Novel and
Effective Method for Human Primary Skin Melanocytes and Metastatic Melanoma Cell Isolation”.
Opracowana procedura obejmowata etapy: uzyskiwania cienkich paskow naskérka z bioptatow
skory, poddawanych cieciu na fragmenty o wielkoéci okoto 1 mm? umieszczanych nastgpnie
w ptytkach hodowlanych. Do dotkéw plytek dodawano pozywke Dulbecco Modified Eagle
Medium (DMEM) z dodatkiem 10% bydlecej surowicy ptodowej (FBS, ang. fetal bovine serum).
Wedtug obserwacji Guo i wsp [12], po 2 dniach hodowli, dookota eksplantow powinny pojawiaé
si¢ migrujace keratynocyty, natomiast po 7 dniach hodowla zostaje zdominowana przez fibroblasty.
Wobec powyzszego zalozytlam hipotezg, ze wraz z migrujacymi keratynocytami, a podzniej
fibroblastami, mogg migrowa¢ rowniez melanocyty. Zbioér komorek migrujgcych miedzy 2 a 5
dniem hodowli eksplantow, poprzez trawienie enzymem trypsyna, pozwolitl na izolacj¢ 1 hodowle
keratynocytow, a takze melanocytow przy braku zanieczyszczenia fibroblastami. Poczatkowa
mieszana hodowla melanocytow i keratynocytow umozliwiata zwrotne wydzielanie substancji,
ktore pobudzaly wzrost zarowno keratynocytow oraz melanocytow [13]. Nastepnie dokonywano
oddzielenia melanocytéw od keratynocytow przez wykorzystanie odmiennego czasu trypsynizacji
(t). czasu potrzebnego do oderwania komoérek od podtoza hodowlanego w obecno$ci enzymu
trypsyny).

Opracowany innowacyjny protoko6t stanowi alternatywe dla standardowych procedur
wykorzystujacych techniki enzymatyczne 1 z powodzeniem moze znalezé zastosowanie
w badaniach fizjologii i patologii melanocytow. Ponadto zastosowanie protokotu umozliwito
uzyskanie melanocytarnych sferoidow wypetnionych pigmentem, ktére nastepnie moga by¢ tatwo
przeniesione do nowego podtoza hodowlanego. Nowatorski sposob hodowli melanocytow zostat po
raz pierwszy z powodzeniem wykorzystany przy przygotowaniu pracy doktorskiej, ktorej jestem
promotorem pomocniczym oraz podczas wspélpracy badawczej z naukowcami z Katedry
Biotechnologii Srodkéw Leczniczych i Kosmetykow Politechniki Warszawskiej. Dalsze badania
dowiodly, iz opracowana oraz zastosowana metodyka pozwalata réwniez na prostg izolacje
komorek czerniaka, przez co moze znalez¢ wszechstronne zastosowanie W badaniach patogenezy
chorob skory. Czysto§¢ hodowli komodrkowych zostata potwierdzona za pomoca identyfikacji
markeréw charakterystycznych dla fibroblastow i melanocytdéw, przy uzyciu metody qRT-PCR oraz

10



AUTOREFERAT| dr n. med. Aneta Sciezynska

cytometrii przeptywowej. Podsumowujac, przedstawiona w publikacji, nowa metoda izolacji
i hodowli zarowno pierwotnych melanocytow skoéry oraz komorek czerniaka stanowi tatwo
dostepne narzedzie hodowli komorek, co moze przyczyni¢ si¢ do poglgbienia wiedzy na temat
mechanizmoéw  rozwoju  m.in.  czerniaka, w tym opracowania nowych terapii
przeciwnowotworowych. Co najwazniejsze, opracowana procedura pozwolita na pozyskanie
czystych hodowli melanocytow, ktére nastepnie mogly zosta¢ uzyte do dalszych analiz zwigzanych
z badanym genem ABCA4.

Publikacja 3

Scieiyiiska_A, Sobiepanek A, Soszyriska M, Euszczyiiski K, Radziszewski M, Levkovych I,
Krzesniak N, Orzechowska B, Lutynska A, Malejczyk J. Role of geneticin in isolation and
culturing of skin melanocytes and melanoma cells. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej.
2023;77(1): 72-81.

Wdrozenie nowego protokotu hodowli melanocytow, w poréwnaniu do stosowanych metod
enzymatycznych prowadzacych czgsto do ich zanieczyszczenia szybko dzielgcymi sie fibroblastami,
znacznie uproscito izolacje melanocytow z materialu pobranego od oséb z grupy kontrolnej.
Przerost melanocytow fibroblastami przekreslal szans¢ ich dalszego wykorzystania, bez uzycia
drogich metod sortowania komoérek, poniewaz czas trypsynizacji obu typéw komorek jest
identyczny. Zastosowanie selektywnej pozywki do hodowli melanocytow nie stanowito takze
optymalnej alternatywy, bowiem fibroblasty bardzo dobrze namnazaja si¢ w dedykowanej
melanocytom pozywce z tatwoscig przerastajac hodowle (badania wilasne). Z uwagi na fakt, ze
bioptaty skory sg materiatem unikatowym pozyskiwanym w sposob inwazyjny, czgsto nie jest
mozliwe powtorne pobranie tkanki. W zwiazku z powyzszym, w swoich badaniach podj¢tam proby
oczyszczania hodowli melanocytow z fibroblastow, aby moc je wykorzysta¢ do dalszych badan.
Dotychczasowe dane literaturowe wskazywaly, ze do usunigcia fibroblastow z hodowli
melanocytow potencjalnie moze by¢ zastosowana genetycyna, antybiotyk aminoglikozydowy, ktory
blokuje proces syntezy polipeptydow zaréwno w komorkach prokariotycznych i1 eukariotycznych.
Z tego wzgledu komorki ulegajace stosunkowo szybkim podziatom pozostaja szczegdlnie narazone
na dziatanie genetycyny w wigkszym stopniu, niz wolno proliferujace melanocyty. Z kolei,
toksyczne dziatanie genetycyny na komorki eukariotyczne wymagato indywidualnego doboru
stezenia antybiotyku dla kazdej badanej linii komorkowej. Nalezy podkresli¢, ze wptyw stezenia
genetycyny na zywotnos¢ melanocytow nie byt dotychczas zbadany. W zwigzku z powyzszym
w trzeciej pracy niniejszego osiggniecia, pt. ,, Role of geneticin in isolation and culturing of skin
melanocytes and melanoma cells” dokonano oceny bezpieczenstwa stezen genetycyny wobec
izolowanych melanocytéw oraz opracowano schemat postgpowania umozliwiajgcy usunigcie
zanieczyszczajacych fibroblastow z hodowli komodrkowych. Jest to o tyle istotne, ze do
kontaminacji hodowli melanocytow fibroblastami moze dojs¢ zawsze, takze podczas zastosowania
nowo opracowanej metody przedstawionej w publikacji nr 2 niniejszego osiagnigcia, co w sposob
istotny wplywa na dobor dalszego postepowania z hodowlami w celu wyselekcjonowania czystych
melanocytow. Wyniki badan przedstawione w publikacji nr 3 stanowig zatem rozszerzenie
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I uzupetnienie publikacji nr 2. Wstepne Stezenie genetycyny zostalo ustalone na podstawie
doglebnej analizy wynikéw 174 opublikowanych publikacji. W zdecydowanej wigkszosci prac,
genetycyna byta wykorzystywana do innych celéw niz eliminacja fibroblastow z hodowli. W celu
analizy wplywu na zywotno$¢ keratynocytow, melanocytow i fibroblastow hodowanych
z wykorzystaniem roéznych podlozy hodowlanych, w publikacji nr 3 zastosowano stezenia
genetycyny: 0.05 - 1 mg/mL. Otrzymane wyniki wskazywaty na bardzo wysoka toksycznosé¢
genetycyny wobec keratynocytow niezaleznie od badanego st¢zenia i zastosowanej pozywki, CO
wskazuje na koniecznos¢ rozdzielenia keratynocytoéw od melanocytow i fibroblastow
z wykorzystaniem okreslonych wczesniej réznic w czasie trypsynizacji. Dodanie FBS do pozywek
hodowlanych, ostabiato dziatanie gentycyny. Ponadto, stosowanie genetycyny w stezeniu wigkszym
niz 0.1 mg/mL zmniejszalo o ponad 20% zywotno$¢ melanocytéw w dedykowanej pozywce
hodowlanej (Medium 254, ThermoFisher Scientific Inc.). Z drugiej strony, bez dodatku genetycyny,
fibroblasty oraz keratynocyty doskonale namnazaty si¢ w dedykowanym melanocytom podtozu
hodowlanym i stosunkowo tatwo przerastalty wolno dzielace si¢ melanocyty. Zastosowanie
genetycyny w stezeniu 0.05 mg/mL obnizato zywotno$§¢ melanocytow do 85%, przy znacznym
spadku zywotnos$ci fibroblastow i keratynocytow. Z tego tez wzgledu w opracowanej procedurze
ustalono konieczno$¢ stosowania stezenia genetycyny wynoszacego 0.05 mg/mL przez 24 godziny
W podlozu hodowlanym Medium 254, anastgpniec wymiang zuzytej pozywki w celu
zminimalizowania ryzyka negatywnego dziatania genetycyny na melanocyty. Nalezy podkresli¢, ze
ten schemat postepowania jest optymalny przy niewielkiej kontaminacji fibroblastami, natomiast
podczas wysokich zanieczyszczen, procedur¢ nalezatoby powtarzaé, co jednak zwicksza ryzyko
uszkodzenia samych melanocytow. Podsumowujac, w publikacji nr 3 po raz pierwszy ustalono,
w jakich stezeniach genetycyna wptywa na komoérki melanocytow oraz sposob postepowania
podczas potencjalnej kontaminacji hodowli melanocytow fibroblastami w celu ich dalszego
wykorzystania do badan. Omowiona publikacja stanowi powtarzalny protokét badawczy

umozliwiajacy utrzymanie czystosci hodowli melanocytow.

Publikacja 4

S’ciez'zﬁska A, Soszynska M, Komorowski M, Podgorska A, Krzesniak N, Nogowska A, Smolinska
M, Szulborski K, Szaflik JP, Noszczyk B, Oldak M, Malejczyk J. Molecular Analysis of the
ABCA4 Gene Mutations in Patients with Stargardt Disease Using Human Hair Follicles. Int J
Mol Sci. 2020 May 13;21(10):3430.

Uzyskanie czystych hodowli pierwotnych ludzkich keratynocytow, fibroblastow
I melanocytow, pozwolito na przeprowadzenie dalszych badan ukierunkowanych na analize
ekspresji peinej dtugosci transkryptu genu ABCA4. W omawianej publikacji, poziom ekspresji genu
ABCA4 zostal zbadany na poziomie mRNA i biatka w ludzkich keratynocytach, melanocytach,
fibroblastach oraz mieszkach wlosowych brwi pobranych od oséb z grupy kontrolnej. Obecnosé
pelnej dlugosci transkryptu ABCA4 zostata potwierdzona z wykorzystaniem metody
sekwencjonowania Sangera przy uzyciu samodzielnie zaprojektowanych starteréw, obejmujacych
obszar zawierajacy po 5-6 kolejnych egzonow transkryptu ABCA4 w mRNA (przepisanym
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nastepnie na sekwencj¢ CDNA). Analiza Western Blot potwierdzita takze obecno$¢ fragmentu
0 masie okoto 250 kDa, odpowiadajacego wielkosci biatka ABCA4, w mieszkach wlosowych, jak
rowniez w hodowanych pierwotnych ludzkich fibroblastach i keratynocytach. Fragmentu tego nie
zaobserwowano w melanocytach, co mogto §wiadczy¢ o jego braku lub bardzo niskiej ekspresji
W tym typie komoérek. Analiza ekspresji przy uzyciu ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (ang. real time quantitative polymerase chain reaction, gPCR) wykazata, ze
melanocyty, w poroéwnaniu do keratynocytow i fibroblastow, wykazuja najmniejsza ekspresje genu
ABCA4. Interesujacy jest fakt wykazania najwyzszej ekspresji genu ABCA4 w mieszkach
wlosowych.

Wysoka ekspresja genu ABCA4 na poziomie mRNA oraz biatka, jak rowniez obecnosé¢
transkryptu petnej dlugosci w badanym materiale sugeruje, ze mieszki wlosowe moga stanowié
doskonaty model do badania konsekwencji wystepowania mutacji ABCA4, zwlaszcza tych, ktore
wplywaja na zaburzenia ramki odczytu transkryptu ABCA4. W zwigzku z powyzszym,
zweryfikowano funkcjonalne konsekwencje wybranych mutacji ABCA4 w mieszkach wtosowych
pacjentéw z chorobg Stargardta. W tym celu pobrano mieszki wlosowe od pacjentow z mutacjami
genu ABCA4: ¢.5312+1G>A, ¢.5312+2T>G oraz ¢.5836-3C>A. Z wykorzystaniem
sekwencjonowania metoda Sangera wykazano, ze warianty ¢.5312+1G>A oraz ¢.5312+2T>G
prowadzity do utraty egzonu 37 transkryptu ABCA4. Z kolei wariant ¢.5836-3C>A charakteryzowat
si¢ insercjg 30 nukleotydow do transkryptu ABCA4 migdzy egzonem 41 i 42.

Uzyskane wyniki s3 zgodne =z obserwacjami dostgpnymi w piSmiennictwie
z wykorzystaniem m.in. sekwencjonowania tzw. minigenow, czyli transfekowanych do linii
komoérkowych sekwencji okalajacych wybrane do analizy warianty miejsca sktadania genu ABCA4.
W przeciwienstwie do w/w skomplikowanych procedur, analiza miejsca sktadania przeprowadzana
w materiale uzyskanym bezposrednio z mieszkow wlosowych pobranych od pacjentow moze
stanowi¢ optymalny model do badan i alternatywe dla wyzej wspomnianych metod. Analiza qRT-
PCR ekspresji genu ABCA4 w mieszkach wtosowych pacjentoéw wykazata obnizong ekspresj¢ tego
genu w poréwnaniu do osob z grupy kontrolne;.

W publikacji nr 4 wykazano po raz pierwszy, ze badania mieszkow wlosowych moga
W sposOb bezinwazyjny oceni¢ patogenno$¢ wariantow miejsc skladania ABCA4, stajac sie
bezposrednig przestankag do opracowania nowych procedur terapeutycznych. Odkrycie to jest
niezwykle wazne do poglebienia analiz nad rola genu ABCA4, co dotychczas byto w znacznym
stopniu utrudnione ze wzgledu na brak tatwo dostgpnego materiatu klinicznego oraz koniecznosé¢
opracowywania drogich, czaso- i pracochtonnych konstruktow.

Publikacja 5

§ciez',2ﬁska A, Luszczynski K, Radziszewski M, Komorowski M, Soszynska M, Krzesniak N,
Shevchenko K, Lutynska A, Malejczyk J. Role of the ABCA4 Gene Expression in the Clearance
of Toxic Vitamin A Derivatives in Human Hair Follicle Stem Cells and Keratinocytes. Int J Mol
Sci. 2023 May 5;24(9):8275.
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Wykazanie wysokiej ekspresji genu ABCA4 oraz obecnosci pelnej dlugosci transkryptu
w mieszkach wlosowych, potwierdzita shuszno$¢ prowadzenia badan roli genu ABCA4
z zastosowaniem nowo opracowanego modelu. Usredniona ekspresja genu ABCA4 w pobranych
mieszkach wtosowych wsrod oséb z grupy kontrolnej, przedstawiona w publikacji nr 4 niniejszego
osiggniecia, cho¢ istotnie wyzsza od pacjentow z chorobg Stargardta, charakteryzowata sie¢
stosunkowo wysokim odchyleniem standardowym otrzymanych wynikéw. Ta obserwacja byta
powodem wykonania kolejnych badan dotyczacych funkcji genu ABCA4 w mieszkach wlosowych
oraz naskérku. Przeprowadzone badania funkcji genu ABCA4 w komodrkach skory zostaty
przedstawione w piatej publikacji niniejszego osiagnigcia pt. ,Role of the ABCA4 Gene
Expression in the Clearance of Toxic Vitamin A Derivatives in Human Hair Follicle Stem Cells and
Keratinocytes”.

Geny ulegajace ekspresji w komorkach siatkowki, moga by¢ rowniez eksprymowane przez
komorki skory, co udowodniono dotychczas dla opsyn, ktore okazaly si¢ by¢ zaangazowane
W procesy gojenia ran, melanogeneze, wzrost wlosow, a takze fotostarzenie skory [14]. Funkcja
genu ABCA4 w skorze nie zostata jak dotad zbadana, dlatego nowo stawiane hipotezy sg unikatowe
I stanowig wstep do dalszych badan dotyczacych roli pochodnych retinoidéw, zwlaszcza all-trans
retinalu w komorkach naskérka i mieszkéw wlosowych.

W komorkach skory, pochodne witaminy A metabolizowane sg w réznych kompartmentach
komorek. Redukcja retinalu do retinolu moze zachodzi¢ zar6wno w cytoplazmie, jak i btonach
siateczki $rodplazmatycznej, przy czym utlenianie retinalu do kwasu retinowego zachodzi
w cytoplazmie [15]. Lokalizacja transportera ABCA4 w pierwotnych, izolowanych komorkach
skory zostala po raz pierwszy przedstawiona w publikacji piatej niniejszego utworu. Barwienia
immunofluorescencyjne z wykorzystaniem markeréw wybranych organelli komorkowych
wykazaly, ze biatko ABCA4 wystepuje w obszarze czeSciowo zlokalizowanym w obrebie Siateczki
srodplazmatycznej (SERCA2, ang. sarco/endoplasmic reticulum Ca2*-ATPase), jak rowniez,
mitochondriow (SDHA, ang. succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A). Moze to
$wiadczy¢ o lokalizacji biatka ABCA4 w blonach siateczki $rodplazmatycznej zwigzanych
z mitochondriami (MAMSs, ang. mitochondria-associated endoplasmic reticulum membranes),
w ktorych inicjowana jest lokalna synteza drugiego substratu badanego transportera czyli
fosfatydyloetanoloaminy (PE).

Retinoidy w skorze biorg udzial m.in. w regulacji cyklu mieszkow wtosowych i transportu
melanosomow z melanocytow do keratynocytoéw, a takze sg zaangazowane w procesy réznicowania
komorek naskorka. W zwigzku z powyzszym, w publikacji nr 5 przedstawiono wptyw all-trans
retinalu na ekspresj¢ genu ABCA4 w komorkach, ktére przede wszystkim podlegaja réznicowaniu,
czyli keratynocytach, jak réwniez w niezroznicowanych komorkach macierzystych mieszkow
wlosowych. Zaobserwowano, ze dodanie do badanych komorek all-trans retinalu zwigksza
ekspresje mRNA ABCA4 w sposob dawko-zalezny, az do momentu osiggni¢cia dawki toksycznej,
ktora w komorkach macierzystych mieszkow wlosowych jest nizsza niz w keratynocytach.
W komorkach macierzystych mieszkoéw wlosowych all-trans retinal redukuje ich potencjat
proliferacyjny o ok. 18%. Z kolei, wyciszenie genu ABCA4 obniza proliferacje do ok. 0.03%.
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Podobnie, zywotno$¢ komoérek macierzystych mieszkow wlosowych jest istotnie obnizona
w komorkach, w ktorych wyciszono gen ABCA4, wskazujac na jego istotng rolg¢ w utrzymaniu
zywotnosci  komoérek w odpowiedzi na traktowanie all-trans retinalem. W komorkach
macierzystych mieszkow wilosowych, w ktorych najpierw wyciszono gen ABCA4, a nastepnie
dodawano all-trans retinal, zaobserwowano wtorne zniesienie wyciszenia ekspresji badanego genu
w porownaniu do komorek z grupy kontrolne;.

All-trans retinal zwickszal rowniez ekspresj¢ ABCA4 w keratynocytach. Stymulacja all-trans
retinalem wyraznie zwickszata rowniez ekspresje markera rdznicowania keratynocytow, czyli
inwolukryny oraz zmniejszata ekspresj¢ markera komorek macierzystych keratynocytow, czyli
keratyny 5. Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem ekspresji ABCA4 wzrastata ekspresja
inwolukryny oraz obnizata si¢ ekspresja keratyny 5, co moglo $wiadczy¢ o przejsciu komorek na
szlak roznicowania. W keratynocytach podlegajacych réznicowaniu, retinal przeksztalcany jest
duzo szybciej do kwasu retinowego ze wzgledu na ekspresje enzymow odpowiadajacych za
konwersje tych zwigzkow, co nasila skuteczno$¢ w neutralizowaniu all-trans retinalu [16]. Istotnie,
w wynikach przedstawionych w publikacji nr 5 niniejszego utworu, wykazano, ze
w przeciwienstwie do komodrek macierzystych mieszkow wlosowych, wyciszenie genu ABCA4
w naturalnych ludzkich keratynocytach nie wplywalo na szybkos¢ proliferacji ani zywotno$é
komorek w porownaniu z komoérkami z grupy kontrolnej. Dodatkowo, uprzednie wyciszenie genu
ABCA4 byto znoszone przez dodanie all-trans retinalu w Kkeratynocytach lub komorkach
macierzystych mieszkéw wlosowych, co wskazuje, ze transporter ten jest silnie eksprymowany
w odpowiedzi na podanie jego naturalnego substratu.

Podsumowujac, w publikacji nr 5, wykazano po raz pierwszy lokalizacj¢ transportera
w warstwach skory, jak rowniez w pierwotnych, hodowanych komorkach skory. Potwierdzono, ze
komorki macierzyste mieszkow wlosowych sg bardziej wrazliwe na dziatanie all-trans retinalu niz
keratynocyty. W odpowiedzi na stymulacje komorek all-trans retinalem proliferacja tych komorek
obnizyta si¢ lub nawet zostata zahamowana w tych komoérkach, w ktorych uprzednio wyciszono gen
ABCA4, co jest szczeg6lnie zauwazalne w komoérkach macierzystych mieszkéw wlosowych.
Omawiana praca po raz pierwszy okres$la potencjalng role transportera ABCA4 w komorkach skory
i stanowi wstep do dalszych badan ukierunkowanych na badanie metabolizmu retinoidow w skorze.

2.3.4. Podsumowanie, wnioski oraz potencjalne wykorzystanie wynikow prac

e Najwazniejszym osiggni¢gciem niniejszego dzieta jest wykazanie, po raz pierwszy, ze
komorki skory, zwlaszcza mieszki wlosowe pacjentow z retinopatiami ABCA4, moga
stanowi¢ optymalny i powtarzalny model do badania funkcjonalnych konsekwencji mutacji
tego genu.

e Ponadto, po raz pierwszy potwierdzono lokalizacje¢ transportera ABCA4 w ludzkiej skorze,
jak rowniez w izolowanych, pierwotnych keratynocytach. Na przykladzie komorek
macierzystych mieszkéw wlosowych wykazano, ze gen ABCA4, chroni je przed toksycznym
dziataniem all-trans retinalu.
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Istotnym osiggnigciem bylta optymalizacja metod hodowli wybranych komorek skory,
atakze opracowanie innowacyjnego protokolu do szybkiej i efektywnej izolacji
melanocytow, w celu prowadzenia zoptymalizowanych badan molekularnych w komérkach
skory pobranych od pacjentow, nie tylko z retinopatiami ABCA4, ale takze 0sob z innymi
jednostkami chorobowymi.

Otrzymane rezultaty stanowig doskonaly wstep do kolejnych badan, w ktérych planowane

jest porownanie fizjologii komorek skory osob z grupy kontrolnej z materiatem pobranym od

pacjentow z mutacjami genu ABCA4, potwierdzenie lokalizacji biatka ABCA4 w obrebie MAMs,

analiza wptywu dodania, badz zahamowania syntezy fosfatydyloetanoloaminy na ekspresj¢ ABCA4

oraz badania funkcjonalnosci transportera.

2.3.5. PiSmiennictwo cytowane w opisie osiagniecia naukowego
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3. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA
ALBO ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI,
INSTYTUCJI NAUKOWEJ LUB INSTYTUCJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI
ZAGRANICZNEJ

3.1. REALIZACJA PROJEKTOW/GRANTOW BADAWCZYCH

Podczas mojej dotychczasowej dzialalno$ci naukowej, kierowatam, realizowatam
i sprawowatam opieke nad realizacja kilku projektow naukowych.

W czasie studidw inzynierskich i magisterskich bralam udzial w realizacji mini-grantéw
studenckich Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego finansowanych w latach 2009 — 2011
(,,Jdentyfikacja mutacji w genie COL8A2 u pacjentow z dystrofig srodbtonkowsa rogowki Fuchsa
I charakterystyka zaleznoSci genotypowo- genotypowych”; M15/NM4/2009) oraz 2010 — 2012
(,,Analiza podloza genetycznego dystrofii $rodbtonkowej rogoéwki Fuchsa na podstawie
identyfikacji polimorfizmu genu TCF4 w polskiej populacji — potencjalne implikacje kliniczne”
IM15/NM4/2011). Ponadto w latach 2011 — 2014 bylam wykonawca dwoch grantow
finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa WyzZszego pt. ,,Poszukiwanie nowego
podtoza genetycznego dziedzicznego zaniku nerwu wzrokowego” (nr 5915/B/P01/2011/40) oraz
,Diagnostyka chorob siatkowki zwigzanych z mutacjami genu ABCA4 z wykorzystaniem metody
,sekwencjonowania nastgpnej generacji”’ (nr 5916/B/P01/2011/40). Nastgpnie w latach 2014-2015
bytam kierownikiem projektu naukowego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego dla Mtodych
Naukowcow ,,Analiza genu ABCA4 w kontek$cie genomowym z wykorzystaniem

sekwencjonowania nastgpnej generacji 1 genotypowania w czasie rzeczywistym: znaczenie
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w diagnostyce 1 postgpowaniu terapeutycznym u pacjentow z chorobami siatkowki” (nr
IM15/PM11D/14). Wyniki uzyskane podczas realizacji tych ostatnich projektow zostaly
przedstawione w pracy mojego autorstwa pt. ,,Sciezyriska A, et al. Next-generation sequencing of
ABCA4: High frequency of complex alleles and novel mutations in patients with retinal dystrophies
from Central Europe, opublikowanej w Experimental Eye Research w 2016 r. i zostaly opisane
w mojej rozprawie doktorskiej.

Po obronie mojej rozprawy doktorskiej, w latach 2017- 2019 realizowatam jako kierownik
projekt badawczy z konkursu Preludium 12 Narodowego Centrum Nauki pt. ,,Komoérki skory
jako model do badania konsekwencji mutacji w genach powodujacych dziedziczne dystrofie
siatkowki” (grant nr 2016/23/N/NZ5/02588). Dzigki wynikom uzyskanym z tego projektu, jak
rowniez dzigki finansowaniu dwoch projektow pozyskanych w konkursie Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego dla Miodych Naukowcow, ktorymi kierowatam w latach 2018 — 2019
oraz 2021 — 2022, odpowiednio ,,Przez lokalizacje¢ do funkcji- poszukiwanie specyficznego dla
fotoreceptorow biatka ABCA4 w komorkach skory na potrzeby medycyny spersonalizowanej” (nr
IM15/PM2/18) oraz ,,Analiza funkcji genu ABCA4 w fizjologii i patologii ludzkiej skory” (nr
IM15/1/M/MBS/N/21/21), jak réwniez dzigki finansowaniu uzyskanemu w ramach Mini-Grantu
studenckiego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, w latach 2021 — 2022, ktérego bytam
opiekunem, pt. ,,Udziat genu ABCA4 w utrzymaniu potencjatu rdznicujacego komorek naskorka”
(nr IM152M/MG/N/2121), mozliwe bylo przeprowadzenie badan, ktérych wyniki zostaly opisane
w publikacjach, ktére wchodza w sktad cyklu niniejszego osiggniecia.

Oprocz opisanych wyzej projektow obecnie petnig rolg opickuna Mini-grantu studenckiego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pt. ,,Badanie wptywu chromograniny A na proliferacje
i migracj¢ komorek endometrium” (1M15/1/M/MG/N/23) realizowanego od pazdziernika 2023 r.

W latach 2018 — 2020, we wspotpracy z Wojskowym Instytutem Higieny i Epidemiologii,
a takze prof. Dariuszem Goreckim z Uniwersytetu w Portsmouth, bratam udziat w realizacji grantu
Kos$ciuszko finansowanego przez Ministerstwo Obrony Narodowej pt. ,,Genetyczno-proteomiczna
analiza receptora purynergicznego P2X7 w warunkach fizjologicznych 1 patologicznych”.
Gléwnym celem i sukcesem niniejszego projektu byto stworzenie zwierzgtarni w standardzie SPF
(ang. specyfic pathogen free), a rozpocz¢te badania sg obecnie kontynuowane podczas realizacji
dwoch prac doktorskich (mgr Marty Soszynskiej i mgr Michata Komorowskiego), ktorych jestem
promotorem pomocniczym.

Ponadto, w latach 2020 — 2022, petnitam role kierownika prac badawczych realizowanych
na Warszawskim Uniwersytecie Medycznym w ramach Grantu “Szybka $ciezka” Narodowego
Centrum Badan i Rozwoju (NCBIiR), podczas ktorych realizowam prace badawczo-rozwojowe w
ramach programu Operacyjnego Inteligentny Rozwoj 2014-2020 pt: "Przygotowanie w skali
laboratoryjnej ptynu do krétko- i diugo-terminowego przechowywania komorek oraz
przeprowadzenie badan ptynéw w celu wykazania jego wlasciwosci w odniesieniu do pltynow
konkurencyjnych™ (nr 1M15/UK1/411/20). Projekt polegal na analizie zachowania komorek
macierzystych w dostepnych na rynku ptynach do przechowywania komorek i narzadow. Wyniki
uzyskane z niniejszego projektu pozwolily na opracowanie nowych sugestii dotyczacych czasu
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I sposobu przechowywania komorek macierzystych, w celu zachowania ich jak najlepszych

parametréw umozliwiajacych ich podanie do pacjentéw. Wykaz projektow, w ktorych bratam udzial,

wraz z petnionymi przeze mnie funkcjami, zostat przedstawiony w Tabeli 1.

Tabela 1. Wykaz projektéw badawczych.

Funkcja w Jednostka finansujgca/
projekcie nazwa projektu/ numer
identyfikacyjny
Kierownik Narodowe Centrum
projektu Nauki (NCN)/ Preludium
12/ 2016/23/N/NZ5/02588
Kierownik Narodowe Centrum
ushugi Badan i rozwoju
badawczo- (NCBIR)/
rozwojowej 1M15/UK1/411/20

realizowanej na
Warszawskim
Uniwersytecie

Medycznym
Kierownik Warszawski Uniwersytet
projektu Medyczny / Grant dla
Miodych Naukowcow/
1M15/1/M/MBS/N/21/21
Kierownik Warszawski Uniwersytet
projektu Medyczny / Grant dla
Mtodych Naukowcow/
/1IM15/PM2/18
Kierownik Warszawski Uniwersytet
projektu Medyczny / Grant dla
Miodych Naukowcow/
/AIM15/PM11D/14
Opiekun Warszawski Uniwersytet

Lata
realizacji
projektu

2017-2019

Tytul projektu

Komorki skory jako model do
badania konsekwencji mutacji
W genach powodujacych
dziedziczne dystrofie siatkowki

Przygotowanie w skali 2020-2022
laboratoryjnej ptynu do krotko-
i dlugo-terminowego
przechowywania komorek oraz
przeprowadzenie badan ptynow
w celu wykazania jego
wlasciwo$ci w odniesieniu do

ptynéw konkurencyjnych
Analiza funkcji genu ABCA4
w fizjologii i patologii ludzkiej
skory

2021-2022

Przez lokalizacje do funkcji- 2018- 2019

poszukiwanie specyficznego dla
fotoreceptorow biatkka ABCA4

w komorkach skory na potrzeby

medycyny spersonalizowanej

Analiza genu ABCA4 2014 - 2015
w kontekscie genomowym
z wykorzystaniem
sekwencjonowania nastgpnej
generacji i genotypowania
W czasie rzeczywistym: znaczenie
w diagnostyce i1 postgpowaniu
terapeutycznym u pacjentow
Z chorobami siatkéwki

Badanie wptywu chromograniny = 2023-obecnie
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projektu Medyczny / Mini-grant A na proliferacj¢ i migracje
studencki/IM15/1/M/MG/ komorek endometrium
N/23
7. Opiekun Warszawski Uniwersytet Udziat genu ABCA4 2021-2022
projektu Medyczny / Mini-grant W utrzymaniu potencjatu
studencki/ roéznicujagcego komorek naskorka
1M152M/MG/N/2121
8. Koordynator i Ministerstwa Obrony Genetyczno-proteomiczna analiza | 2018 - 2020
wykonawca Narodowej / Grant receptora purynergicznego P2X7
projektu ,,Kosciuszko” w warunkach fizjologicznych
i patologicznych
9. Wykonawca Narodowe Centrum Badan Targeted LYmphatic and 2017- 2021
projektu i rozwoju (NCBIR)/ Grant Microvessel Treatments in
Era-Net / ANR-16-ECVD- metabolic-DISease HFpEF
0004
10. Wykonawca Grant Ministerstwa Nauki Diagnostyka choréb siatkowki 2011 -2014
projektu i Szkolnictwa Wyzszego/ zwigzanych z mutacjami genu
5916/B/P01/2011/40

ABCA4 z wykorzystaniem metody
»sekwencjonowania nastepnej

generacji”
11. Wykonawca Grant Ministerstwa Nauki Poszukiwanie nowego podtoza 2011 -2014
projektu i Szkolnictwa Wyzszego/ genetycznego dziedzicznego
5915/B/P01/2011/40 zaniku nerwu wzrokowego
12. Wykonawca Warszawski Uniwersytet Identyfikacja mutacji w genie 2009 — 2011
projektu Medyczny / Mini-grant COLB8AZ2 u pacjentow z dystrofig
studencki/ $rodbtonkowa rogdéwki Fuchsa
M15/NM4/2009 i charakterystyka zaleznos$ci
genotypowo- genotypowych
13. Wykonawca Warszawski Uniwersytet Analiza podtoza genetycznego 2010 -2012
projektu Medyczny / Mini-grant dystrofii $rodbtonkowej rogowki
studencki/ Fuchsa na podstawie identyfikacji
1M15/NM4/2011

polimorfizmu genu TCF4
w polskiej populacji — potencjalne
implikacje kliniczne
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3.2. PATENTY

Podczas mojej dotychczasowej dziatalnosci naukowej, poza badaniami podioza
molekularnego chordb oczu i skory, po uzyskaniu stopnia doktora, zajmowatam si¢ réwniez
badaniem patogenezy endometriozy. Przetlomowe badania dotyczace genu FUT4 opisane w pracy:
Zeberkiewicz M, Hyc A, lwan A, Zwierzchowska A, gcieiyﬁska A, Kalaszczynska I, Barcz E,
Malejczyk J. Expression of Fucosyltransferase 4 (FUT4) mRNA is Increased in Endometrium from
Women with Endometriosis. J Clin Med. 2022, doprowadzity do przyznania 13.06.2022r przez
Urzqd Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej patentu (Pat.240830) na ,,Sposoby wykrywania
endometriozy”; Wynalazcy: JACEK MALEJCZYK, ANNA IWAN, ANNA HYC, ANETA
ZWIERZCHOWSKA, ANETA SCIEZYNSKA, EWA BARCZ, MARTA ZEBERKIEWICZ. Patent ten
stanowi obecnie podstawe do opracowania testu diagnostycznego umozliwiajacego szybka,

bezinwazyjng diagnostyke endometriozy.

3.3. WYKAZ PRAC NIE WCHODZACYCH W SKEAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
(AUTOR/ AUTORZY, TYTUL/ TYTULY PUBLIKACJI, ROK WYDANIA, NAZWA
WYDAWNICTWA)

Poza opisanym cyklem prac, w mojej pracy badawczej zajmowatam si¢ tematyka zwigzang
przede wszystkim z biologia molekularng komorki, zwlaszcza z uwzglgdnieniem procesow
zwigzanych z patogeneza chorob skory, chordb okulistycznych oraz endometrium. Ponizej
zamieszczam wykaz publikacji, ktorych jestem wspotautorem, a ktore nie wchodza w sktad cyklu
publikacji stanowigcego niniejsze osiggnigcie. Prace opublikowano w recenzowanych
czasopismach naukowych i zostaly pogrupowane zgodnie z tematyka poruszanych zagadnien.

3.3.1. Publikacje zwigzane z molekularnym podlozem choréb oczu

Przed obrong doktoratu moja dziatalno$¢ skupiata si¢ gléwnie na poszukiwaniu
molekularnego podtoza chordéb oczu. Tematyka ta byla przeze mnie realizowana z wybitnymi
naukowcami Zakladu Genetyki Medycznej] WUM oraz Katedry 1 Kliniki Okulistyki WUM. Oprocz
wspomnianych we wstepie (lecz nie wchodzacych w sktad cyklu publikacji) prac dotyczacych
retinopatii ABCA4 (P1-P3), prowadzone przeze mnie badania dotyczyly rowniez analizy
wariantow genetycznych powigzanych z zanikiem nerwu wzrokowego (P5, P7), jak rowniez
dystrofiami rogdéwki typu Schnydera (P4), Fuchsa (P6), oraz dystrofii siateczkowatej rogowki (P8).

P1. Sciezynska A, Oziebto D, Ambroziak AM, Korwin M, Szulborski K, Krawczynski M,
Stawinski P, Szaflik J, Szaflik JP, Ploski R, Otdak M. Next-generation sequencing of ABCA4:
High frequency of complex alleles and novel mutations in patients with retinal dystrophies from
Central Europe. Exp Eye Res. 2016; Apr;145:93-99.

P2. Sciezynska A, Oziebto D, Otdak M. Experimenal studies on cell and gene therapies for
retinal dystrophies with a particular focus on ABCA4 retinopathies. Klin Oczna. 2016
Aug;118(1):66-71
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P3. Sciezynska A, Ozigbto D, Otdak M. Experimental studies on medical treatments of retinal
dystrophies with a particular focus on ABCA4 retinopathies. Klin Oczna. 2016 Aug;118(1):59-65

P4. Sarosiak A, Udziela M, Scieiyflska A, Ozigblo D, Wawrzynowska A, Szaflik JP, Oldak M.
Clinical diversity in patients with Schnyder corneal dystrophy-a novel and known UBIAD1
pathogenic variants. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol. 2018 Nov;256(11):2127-2134

P5. Scieiyﬁska A, Ruszkowska E, Szulborski K, Rydz K, Wierzbowska J, Kosinska J, Rgkas M,
Ploski R, Szaflik JP, Otdak M. Processing of OPAL with a novel N-terminal mutation in patients
with autosomal dominant optic atrophy: Escape from nonsense-mediated decay. PLoS One. 2017
Aug 25;12(8):e0183866

P6. Otdak M, Ruszkowska E, Udziela M, Ozigbto D, Binczyk E, Scieiyflska A, Ploski R, Szaflik
JP. Fuchs Endothelial Corneal Dystrophy: Strong Association with rs613872 Not Paralleled by
Changes in Corneal Endothelial TCF4 mRNA Level. Biomed Res Int. 2015;2015:640234

P7. Oldak M, Sciezynska A, Szulborski K, Szaflik JP, Szaflik J. Nie tylko neuropatia wzrokowa:
nowe aspekty molekularne i kliniczne mutacji w genie OPAL1 [Not only optic neuropathy: new
molecular and clinical aspects of OPAL gene mutations]. Klin Oczna. 2014;116(1):52-8

P8. Otdak M, Szaflik JP, Sciezynska A, Udziela M, Maksym RB, Rymgaytto-Jankowska B,
Hofmann-Rummelt C, Menzel-Severing J, Ploski R, Zarnowski T, Kruse FE, Szaflik J. Late-onset
lattice corneal dystrophy without typical lattice lines caused by a novel mutation in the TGFBI
gene. Cornea. 2014 Mar;33(3):294-9.

3.3.2. Publikacje zwiazane z analizami molekularnymi komoérek macierzystych

Po obronie doktoratu moje zainteresowania badawcze, oprocz tych przedstawionych
wramach cyklu publikacji niniejszego osiagnigcia, skoncentrowane byly na badaniach
molekularnych komorek skory. W tym czasie rozwijalam wspoélprace z wieloma os$rodkami
badawczymi m.in. Zakladem Biologii Medyczne; Narodowego Instytutu Kardiologii Stefana
kardynata Wyszynskiego - Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie, Zaktadem Histologii
Uniwersytetu Kardynata Stefana Wyszynskiego w Warszawie, jak rowniez Zakladem Medycyny
Regeneracyjnej Wojskowego Instytutu Higieny 1 Epidemiologii. W Zaktadzie Medycyny
Regeneracyjnej Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii wspotpracowatam przy realizacji
projektu Kos$ciuszko z prof. Dariuszem Goreckim z Uniwersytetu z Portsmouth w Wielkiej
Brytanii, dzigki ktorej mozliwe byto zatoZenie zwierzetarni w standardzie mikrobiologicznym SPF,
a takze rozpoczgcie badan nad funkcjg receptora purynergicznego P2X7 w komorkach skory oraz
endometrium. Obecnie, tematyka badan jest kontynuowana przez dwoch doktorantdéw Szkoty
Doktorskiej WUM, ktérych jestem promotorem pomocniczym.

Ponadto, we wspotpracy z naukowcami z Zaktadu Biotechnologii Medycznej Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie, bytam zaangazowana w analiz¢ polimorfizmoéw promotora HMOX1
indukowanych ludzkich pluripotencjalnych komoérek macierzystych: Polak K, Stepniewski J,
Sciezynska A, Podgérska A, Dulak J, Florczyk-Soluch U. Generation of human induced
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pluripotent stem cell lines with HMOX1 promoter polymorphism and CRISPR/Cas9-mediated
deletion of exon 50 of DMD gene. Stem Cell Res. 2023 Feb (P9).

Podczas realizacji projektu Narodowego Centrum Badan i Rozwoju (NCBIR)/ “Szybka
Sciezka”/ 1M15/UK1/411/20, we wspotpracy z Klinikg Chirurgii Plastycznej Centrum Medycznego
Ksztalcenia Podyplomowego w Warszawie powstala praca: Sciezynska A, Soszynska M, Szpak P,
Krzesniak N, Malejezyk J, Kalaszczynska I. Influence of Hypothermic Storage Fluids on
Mesenchymal Stem Cell Stability: A Comprehensive Review and Personal Experience. Cells. 2021
Apr 28;10(5):1043 (P10), stanowigca przeglad systematyczny 826 publikacji dotyczacych
sposobow hodowli komodrek macierzystych i przygotowania preparatow komorkowych, pod
wzgledem ich najwigkszej zywotnosci i przydatnosci do podania pacjentom. Praca ta od momentu
opublikowania, na dzien 11.09.2023, zostala zacytowana 13 razy wg bazy Web of Science, 11 razy
wedlug bazy Scopus, oraz 13 razy wedlug ResearchGate, co podkresla wazno$¢ podjetego
zagadnienia naukowego.

3.3.3. Publikacje zwigzane z molekularnym podlozem endometriozy

Kolejnym, bardzo waznym zagadnieniem, bylo poznanie mechanizméw zaangazowanych
w powstawanie endometriozy. W 2019 roku bylam pierwszym autorem opublikowanej pracy
przegladowej: Sciezynska A, Komorowski M, Soszyfiska M, Malejczyk J. NK Cells as Potential
Targets for Immunotherapy in Endometriosis. J Clin Med. 2019 Sep 14;8(9):1468 (P11), ktora od
momentu publikacji, na dzien 11.09.2023r, byla cytowana (bez autocytowan) 36 razy wg bazy
Scopus, 30 razy wedtug bazy Web of Science oraz 51 razy wedlug danych z ResearchGate.

Ponadto, w 2021 r. uczestniczytam w badaniach zwigzkoéw migdzy polimorfizmem w genie
HMOX1 a rozwojem endometriozy. Wyniki tych badan zostaty przedstawione w pracy: Milewski L.,
écieiyl'lska A, Poninska J, Soszynska M, Barcz E, Roszkowski PI, Kaminski P, Wtodarski P, Ptoski
R, Malejczyk J. Endometriosis Is Associated with Functional Polymorphism in the Promoter of
Heme Oxygenase 1 (HMOX1) Gene. Cells. 2021 Mar 21;10(3):695 (P12).

Jednym z najwazniejszych osiggnie¢ bylo wykazanie, ze u pacjentek z endometrioza
ekspresja genu FUT4 byta znacznie wyzsza w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej, co zostato
opublikowane w pracy: Zeberkiewicz M, Hyc A, Iwan A, Zwierzchowska A, Sciezyhska A,
Kalaszczynska I, Barcz E, Malejczyk J. Expression of Fucosyltransferase 4 (FUT4) mRNA Is
Increased in Endometrium from Women with Endometriosis. J Clin Med. 2022 Sep 23;11(19):5606
(P13). Odkrycie to stanowi podstawe przyznanego patentu oraz przyczynito si¢ do opracowania
testu diagnostycznego, umozliwiajgcego nieinwazyjng metode diagnostyczng endometriozy,
znaczgco skracajgc procedure diagnostyczng (z kilku lat do kilku tygodni). Badania nad tematyka
zwigzang z endometrioza prowadzone s3 we wspélpracy z Katedra i Klinika Ginekologii
I Poloznictwa Wydzialu Medycznego CM UKSW w Miedzyleskim Szpitalu Specjalistycznym
w Warszawie.
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3.3.4. Publikacje realizowane w ramach wspélpracy z naukowcami z innych o$§rodkéw

Podczas mojej pracy naukowo-badawczej realizowatam rowniez badania, ktore nie miescity
si¢ w opisanej powyzej tematyce badawczej, lecz dzigki zdobytym umiejetnosciom z zakresu
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS, ang. next-generation sequencing) i analizy ekspresji
genow, mogltam uczestniczy¢ w wielu wartosciowych projektach i dalej rozwija¢ wieloosrodkowa
wspotprace naukowa. W ramach tej dziatalnosci, we wspotpracy z badaczem Centrum Archeologii
Srodziemnomorskiej Uniwersytetu Warszawskiego, bytam zaangazowana w analize filogenetyczna
szczatkOw starozytnych zwierzat, a wyniki tych badan zostaty opisane w publikacji: lwaszczuk U,
Niderla-Bielinska J, Sciezynska A. Kings and peasants from El- Zuma/El-Detti microregion in the
Early Makurian period. Economic aspects of animal bones from funerary contexts. PLoS One. 2019
Feb 15;14(2):e0212423 (P14).

W ramach wspolpracy z prof. dr hab. n. med. Anng Ratajska z Katedry i Zaktadu
Patomorfologii  Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, podczas realizacji  projektu
Narodowego Centrum Badan i Rozwoju (NCBiR) (Grant Era-Net), bylam zaangazowana w analize
miRNomu, przy uzyciu wysokoprzepustowego sekwencjonowania nastepnej generacji,
subpopulacji sercowych makrofagéw wyizolowanych od myszy z zespolem metabolicznym.
Eksperymenty realizowane byly w ramach trzymiesi¢cznego stazu w Zaktadzie Biologii Medycznej
Narodowego Instytutu Kardiologii - Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie, pod opieka
naukowg pani prof. dr hab. n. med. Anny Lutynskiej. Wyniki tej wspdlpracy opisano w publikacji:
Niderla-Bielinska J, Sciezynska A, Moskalik A, Jankowska-Steifer E, Bartkowiak K, Bartkowiak
M, Kiernozek E, Podgorska A, Ciszek B, Majchrzak B, Ratajska A. A Comprehensive miRNome
Analysis of Macrophages Isolated from db/db Mice and Selected miRNAs Involved in Metabolic
Syndrome-Associated Cardiac Remodeling. Int J Mol Sci. 2021 Feb 23;22(4):2197 (P15).

Ponadto uczestniczytam w badaniach dotyczacych oddzialywania ranatensyny na receptory
dopaminergiczne D2, w kontek$cie mozliwosci zastosowania w leczeniu nowotworow trzustki we
wspolpracy z badaczami z Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego, oraz Instytutu Biochemii, Centrum Badan Biologicznych Wegierskiej Akademii Nauk,
ktére zostaly opublikowane w pracy: Laskowska AK, Szudzik M, Sciezynska A, Komorowski M,
Sziics E, Gombos D, Baczek B, Lipka-Miciuk J, Benyhe S, Kleczkowska P. The Role of a Natural
Amphibian Skin-Based Peptide, Ranatensin, in Pancreatic Cancers Expressing Dopamine D2
Receptors. Cancers (Basel). 2022 Nov 10;14(22):5535 (P16).

3.4. POGLEBIANIE KWALIFIKACJI NAUKOWYCH

Rownolegle z rozwijaniem dziatalnosci naukowej podnositam réwniez swoje kwalifikacje
zawodowe. Doswiadczenie w zakresie sekwencjonowania nastgpnej generacji sktonito mnie do
pogtebienia moich kompetencji w zakresie analizy uzyskanych danych: ,,Wprowadzenie do
obrobki i analizy danych NGS” oraz ,,NGS w badaniach regulacji genéw” 15-17.06. 2018 .

W zwiazku z podejmowaniem zagadnien naukowych, ktére niejednokrotnie wymagaty
dostepu do materialu pobranego od zwierzat, ukonczytam certyfikowane szkolenie prowadzone
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w dniach 08.09. do 22.09.2015 dla oséb wykonujacych procedury na zwierzetach, jak réwniez
odpowiedzialnych za planowanie procedur i doswiadczen, ich prowadzenie oraz pozyskanie
materialu zwierzecego do dalszych badan.

Ponadto, poglebiam swojg wiedz¢ podczas realizacji szkolen i praktyk podczas specjalizacji
z laboratoryjnej toksykologii medycznej, ktéra rozpocze¢tam 01.04.2023 r.

4. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH
ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE

4.1. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA
4.1.1. Dzialalno$¢ dydaktyczna wsrod studentow

Oprocz dziatalno$ci naukowej, rozwijalam réwniez intensywnie mojg dziatalnos¢
dydaktyczng. W ramach tych dziatan opracowywatam materialy dydaktyczne oraz wyglaszatam
seminaria i objasnienia, jak rowniez prowadzitam ¢wiczenia z Histologii, Embriologii oraz
Cytofizjologii dla studentow Wydziatu Lekarskiego (zaréwno studentéw studiow stacjonarnych,
niestacjonarnych, jak i English Division) oraz Analityki Medycznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Jako adiunkt na Warszawskim Uniwersytecie Medycznym dziatalno$¢ dydaktyczna
pelie od 2017 r., natomiast od pazdziernika 2021 r. do czerwca 2022 r. pelnitam réwniez funkcje
adiunkta dydaktycznego w Collegium Medicum Uniwersytetu Kardynata Stefana Wyszynskiego
w Warszawie. Chciatam podkresli¢, Zze moje nazwisko umieszczono na 42 pozycji w rankingu 100
najlepiej ocenianych nauczycieli akademickich Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
w 2020 r., sporzadzonym na podstawie ankiet studentow WUM dotyczacych ponad 1800
nauczycieli akademickich zatrudnionych na Warszawskim Uniwersytecie Medycznym.

Od 2021 r. petni¢ funkcje¢ koordynatora przedmiotu Histologia z Embriologia dla studentow
Wydziatu Lekarskiego, podczas ktorej jako przedstawiciel Zakladu Histologii 1 Embriologii
uczestnicze¢ w Radach Pedagogicznych, biore udziat w przygotowywaniu kolokwidow i1 egzaminow
centralnych dla studentow WUM, oraz nadzorowaniu poprawnego ich przebiegu. Ponadto, bedac
w statym kontakcie ze starostami poszczegdlnych lat, dbam o jak najlepsza wspolprace naszych
studentow z Katedra i Zaktadem Histologii i Embriologii WUM.

Obecnie biore takze udziat w przygotowaniu nowego podrecznika z Histologii, pod redakcja
profesora dr hab. n. med. Jacka Malejczyka, w ktorym jestem autorem rozdziatéw dotyczacych
tkanki nabtonkowej oraz skory.

4.1.2. Dzialalno$¢ w ramach studenckiego kota naukowego
Od wielu lat wspolpracuje¢ ze studenckim kolem naukowym HESA, dziatajacym przy
Zaktadzie Histologii i Embriologii WUM, a od 2015 roku, wraz z dr hab. n. med. Izabela

Mtynarczuk-Bialy, jestem jego wspoOtprowadzacg. Dotychczas sprawowatam opieke naukowsg nad
szescioma osobami nalezacymi do HESA: trzema studentkami wydziatlu lekarskiego, ktore obecnie
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sa juz absolwentkami naszej uczelni oraz trzema studentami wydzialu lekarskiego, z ktorymi
obecnie realizuj¢ omawiane powyzej projekty naukowe. Sposrod studentéw, z ktdrymi mam
przyjemnos¢ wspotpracowac, dwoch zostato kierownikami Mini-Grantow WUM, w ktorych petnig
rolg¢ opiekuna projektu. Jeden z Mini-Grantow WUM pt. ,,Udzial genu ABCA4 w utrzymaniu
potencjatu roznicujgcego komorek naskorka” zostal juz z powodzeniem zakonczony i rozliczony,
natomiast realizacja drugiego Mini-Grantu pt. ,,Badanie wpfywu chromograniny A na proliferacje
I migracje komorek endometrium” rozpocznie si¢ w pazdzierniku 2023 r. Wspotpracujgcy ze mng
studenci che¢tnie biorg udzial w  kongresach krajowych 1 zagranicznych. Wspotpraca
I zaangazowanie studentow W prowadzone przeze mnie projekty naukowe zaowocowaly
przyznaniem trzeciego miejsca w sesji: ,,Molekularne Podtoze Chorob” studentowi Krzysztofowi
Luszczynskiemu za prace ,,Rola genu ABCA4 w fizjologii i patologii komorek naskorka” na XIV
Ogodlnopolskiej Konferencji Naukowej ,,Postepy w Badaniach Biomedycznych”, ktéra odbyta si¢
04.03.2022r.

4.1.3. Promotorstwo prac dyplomowych

W ramach wspierania rozwoju mlodych naukowcéw jestem promotorem pomocniczym
dwoch stuchaczy Szkoty Doktorskiej (mgr Marty Soszynskiej oraz mgr Michata Komorowskiego)
WUM.

Obecnie jestem takze promotorem pracy magisterskiej pt. ,,Ekspresja genow EVER
w mysim modelu tuszczycy” studenta I roku studiow II stopnia (magisterskich) na kierunku
Biotechnologia w Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego (SGGW) w Warszawie. Realizacja

zadah w ramach badan do pracy magisterskiej rozpocznie si¢ we wrze$niu 2023 .

4.2. DZIALALNOSC POPULARYZUJACA NAUKE
4.2.1. Recenzje

Jestem aktywnym recenzentem w czasopismach indeksowanych o wysokim wspotczynniku
oddziatywania. W latach 2021-2023 bylam recenzentka 5 publikacji zgloszonych do
renomonowanych czasopism naukowych: ,,Cells” [ 5-letni Impact Factor: 6.7 (2022), JCR - Q2
(Cell Biology)], ,,Metabolites” [5-letni Impact Factor: 4.5 (2022)], ,,Pharmaceuticals” [5-letni
Impact Factor: 4.9 (2022)] oraz ,,International Journal of Health and Environmental Research and
Public Health”.

4.2.2. Udzial w konferencjach naukowych

Od 2019 r. uczestnicz¢ w pracach Komitetu Naukowego jako cztonek oraz jako Juror
podczas Ogolnopolskiej Konferencji Postepy w Badaniach Biomedycznych (PBB). Warto rowniez
podkresli¢, ze wspotpracujacy ze mng studenci kota HESA aktywnie uczestniczyli w organizacji
w/w konferencji pelnigc w niej liczne funkcje od cztonkéw Komitetu Organizacyjnego, przez
Przewodniczacych Obrad Konferencji (lek. Justyna Konys, 2019 r.), do Przewodniczacego
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Komitetu Organizacyjnego (p. Krzysztof Luszczynski, 2020 rok). W 2019 r., 2021 r. oraz 2023 r.
mialam zaszczyt uczestniczy¢ w tej konferencji jako juror w sesjach: Genetyka (PBB edycja 10),
Genetyka Medyczna + Mechanizmy Regulacji Uktadu Odpornosciowego + Medycyna
Regeneracyjna (PBB edycja 11) oraz Medycyna Regeneracyjna (PPB edycja 14).

Ponadto wraz ze wspotpracujagcymi ze mng studentami kota naukowego HESA prezentowalismy

wyniki z naszych prac badawczych na ogdlnokrajowych i migdzynarodowych konferencjach:

15.09.2017: Sciezyiska A.. Sekwencjonowanie nastepnej generacji i co dalej? Analiza nowych
mutacji miejsc sktadania na przyktadzie genu ABCA4. 51. Sympozjum Polskiego Towarzystwa

Histochemikoéw i Cytochemikow, Warszawa, Polska

30.11.2019: Sciezyhska A., Soszynska M., Komorowski M., Podgorska A., Krzesniak N.,
Nogowska A., Smolinska M., Szulborski K., Szaflik J. P., Noszczyk B., Oldak M., Malejczyk J.;

Ludzkie mieszki wlosowe jako model do analizy patogennosci wariantow genu ABCA4 u pacjentow

z dziedzicznymi dystrofiami siatkowki; X Ogolnopolska Konferencja Postepy w Badaniach
Biomedycznych, Warszawa, Polska

30.11.2019: Sciezynska A., Sobiepanek A., Kowalska P. D., Komorowski M., Grzywa T. M.,
Krzesniak N., Wiodarski P., Galus R., Kobicla T., Malejczyk J.; Nowa metoda nieenzymatycznej

izolacji melanocytow oraz komorek czerniaka do zastosowan biomedycznych; X Ogodlnopolska

Konferencja Postepy w Badaniach Biomedycznych, Warszawa, Polska

20-21.11.2020: Sobiepanek A., Kowalska P.D., Milner-Krawczyk M., Sciezynska A., Grzywa T.M.,
Wrhodarski P., Galus R. Lekka M., Kobiela T.; New melanoma prognostic markers and therapy
monitoring by means of label- free methods; XXIV Gliwice Scientific Meetings, Gliwice, Polska

21-23.05.2021: Musolf P., Soszynska M., Sciezynska A., Sobiepanek A.; Optimizing the multi-cell
isolation process to approach the real-life interactions of skin cells in vitro; IX Miedzyuczelniane
Sympozjum Biotechnologiczne “Symbioza”, Warszawa, Polska

26-28.02.2021: Musolf P., Baran J., Sciezyiska A., Staniszewska M., Sobiepanek A.; Rola
mastocytow w nadzorze odpornosciowym procesow fizjologicznych i patologicznych skory; Nowe
Trendy w Badaniach Naukowych, Krakow, Polska

19-20.11.2021: Piasek A. M., Musolf P., Soszynska M., Sciezyiiska A. Sobiepanek A.; Establishing
skin cell spheroids as a model of the artificial skin; XXV Gliwice Scientific Meetings, Gliwice,
Polska

04.03.2023: Levkovych L., Piasek A. M., Musolf P., Chmielewska H., Soszynska M., Sciezynska A.,
Sobiepanek A.; Od monokultur 2D do ekwiwalentu skory: wytwarzanie i stosowalnosé w badaniach

in vitro; XIV Ogodlnopolska Konferencja Post¢py w Badaniach Biomedycznych, Warszawa, Polska

04.03.2023: Luszczynski K., Radziszewski M., Soszynska M., Komorowski M., Sciezynska A.:
Rola genu ABCA4 w fizjologii i patologii komorek naskorka; XIV Ogoélnopolska Konferencja

Postepy w Badaniach Biomedycznych, Warszawa, Polska
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21.04.2023: Luszczynski K., Radziszewski M., Soszynska M., Komorowski M., Sciezynska A.:
Importance of the ABCA4 gene in physiology and pathology of skin epithelial cells; 18th Warsaw
International Medical Congress, Warszawa, Polska

4.2.3. Udzial w towarzystwach naukowych

Che¢ pogtebiania zdobytej wiedzy 1 mozliwo$¢ wymiany wzajemnych doswiadczen
naukowych z ekspertami w danej dziedzinie sprawity, ze od 2015 r. jestem cztonkiem Polskiego
Towarzystwa Biologii Medycznej, natomiast od 2022 r. nalez¢ do Polskiego Towarzystwa
Histochemikéw i Cytochemikow.

4.2.4. Inna dzialalno$¢

Dnia 26.05.2020 roku uczestniczytam w posiedzeniu komisji doktorskiej Rady Dyscypliny
Nauk Medycznych WUM w charakterze sekretarza podczas obrony rozprawy doktorskiej lek. Alicji
Krejner-Bienias.

4.3. UZYSKANE NAGRODY I WYROZNIENIA

W latach 2012/2013, 2013/2014 oraz 2014/2015 otrzymatam stypendium Rektora
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego dla 10% najlepszych doktorantdw, oraz stypendium
Z dotacji projakosciowej dla 30% najlepszych doktorantow WUM.

Prace nagrodzone przez Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, w konkursach na
najlepsze publikacje:

Nagrode naukowa drugiego stopnia za wspétautorstwo pracy pt: ,.Sciezynska A, Sobiepanek A,
Kowalska PD, Soszynska M, Luszczynski K, Grzywa TM, Krzesniak N, Go6zdz A, Wtodarski PK,
Galus R, Kobiela T, Malejczyk J. A Novel and Effective Method for Human Primary Skin
Melanocytes and Metastatic Melanoma Cell Isolation. Cancers (Basel). 2021 Dec 13;13(24):6244.
doi: 10.3390/cancers13246244”

Nagrode naukowa drugiego stopnia za wspotautorstwo pracy pt: ,,Sciezynska A., Komorowski M,
Soszynska M, Malejczyk J. NK Cells as Potential Targets for Immunotherapy in Endometriosis. J.
Clin. Med. 2019, 8, 1468”

Nagrode naukowa drugiego stopnia za wspolautorstwo pracy pt: ,,Sciezynska A, Soszynska M,
Szpak P, Krzesniak N, Malejczyk J, Kalaszczynska; Influence of Hypothermic Storage Fluids on
Mesenchymal Stem Cell Stability: A Comprehensive Review and Personal Experience. Cells. 2021
Apr 28;10(5):1043.”
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Nagrode naukowa drugiego stopnia za wspotautorstwo pracy pt: ,.Sciezynska A, Nogowska A,
Sikorska M, Konys J, Karpinska A, Komorowski M, Otdak M, Malejczyk J. Isolation and culture of
human primary keratinocytes-a methods review. Exp Dermatol. 2019 Feb;28(2):107-112.

Nagrode naukowa trzeciego stopnia za wspolautorstwo pracy pt: ,.Sciezynska A, Ruszkowska E,
Szulborski K, Rydz K, Wierzbowska J, Kosinska J,Rekas M, Ploski R, Szaflik JP, Otdak M.
Processing of OPAL with a novel N-terminal mutation in patients with autosomal dominant optic
atrophy: Escape from nonsense-mediated decay. PL0S One. 2017 Aug 25;12(8)”

Nagrode naukowa trzeciego stopnia za wspolautorstwo pracy pt: ,, Sciezyiska A, Ozicbto D,
Ambroziak AM, Korwin M, Szulborski K, Krawczynski M, Stawinski P, Szaflik J, Szaflik JP,
Ptoski R, Otdak M. Next-generation sequencing of ABCA4: High frequency of complex alleles and
novel mutations in patients with retinal dystrophies from Central Europe. Exp Eye Res. 2016
Apr;145:93-99”

5. ANALIZA BIBLIOMETRYCZNA

Przed doktoratem Po doktoracie
IF MEIN IF MEIN
Oryginalne petnotekstowe
12,848 125 53,697 1360
prace naukowe
Opisy przypadkoéw - - - -
Prace pogladowe - 26 10,969 290
RAZEM 12,848 151 64,666 1650
LACZNIE (przed i po doktoracie):
IF: 77,514
MEiN: 1801 pkt
LICZBA CYTOWAN:
) LICZBA CYTOWAN
Zrédlo danych (baza) INDEKS HIRSHA
Z autocytowaniem Bez autocytowan
Web of Science 142 136 6
Scopus 164 156 7

Podsumowujac, na podstawie uzyskanej analizy bibliometrycznej wspoétczynnik IF po
obronie doktoratu osiagnat warto$¢ ponad pigciokrotnie wyzsza niz przez uzyskaniem stopnia
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doktora. Liczba punktéw MEIN zwigkszyta si¢ ponad 10 razy wzgledem punktacji osiggnigtej przed
uzyskaniem stopnia doktora. Przed obrong rozprawy doktorskiej bytam pierwszym autorem 4
publikacji naukowych, natomiast po obronie doktoratu bytam pierwszym autorem 7 publikacji oraz
autorem korespondencyjnym 2 publikacji naukowych. Na dzien 11.09.2023 r. liczba cytowan prac
opublikowanych przed obrong rozprawy doktorskiej (bez autocytowan) wynosi 55 wedlug bazy
Web of Science i 63 wg bazy Scopus, natomiast liczba cytowan prac opublikowanych po doktoracie
jest wyzsza i wynosi 81 wedlug bazy Web of Science oraz 93 wedlug bazy Scopus.
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