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Ocena osiagni¢cia naukowego ,,Udzial makrofagow oraz antygenowo-swoistych
przeciwcial i ich lancuchow lekkich w tolerancji i autotolerancji immunologicznej
mediowanej przez egzosomalny miR-150 u myszy”
oraz innych osiagnie¢ naukowych, organizacyjnych i dydaktycznych
dr n. med. Katarzyny Nazimek
w zwiazku z jej wnioskiem o nadanie stopnia doktora habilitowanego w

dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne

L Ocena Merytoryczna pracy

a. Tematyka badawcza i jej oryginalnos¢

Osiagnigcie naukowe zaprezentowane we wniosku to cykl opublikowanych 5 prac, z
ktorych 4 to prace doswiadczalne, a jedna to praca przegladowa omawiajgca wspotczesne
rozumienie funkcji egzosoméw w immunologii 1 tolerancji immunologicznej. Laczny IF
osiggnigcia to prawie 27. Zgodnie z potwierdzong deklaracja Habilitantka wykonata duzg czes¢
pracy doswiadczalnej, analiz¢ wynikow, jest tez autorem tekstow manuskryptow. We
wszystkich pracach Habilitantka jest pierwszym autorem. Zaprezentowany cykl prac stanowi

obserwacje o wspolnym mianowniku, a uzyskane wyniki sg oryginalne.

b. Uzyskane rezultaty i ich znaczenie dla nauki i praktyki

Zasadnicza tematyka prezentowanego cyklu prac jest opis mechanizmu oddziatywania
egzosomalnego miR-150 (ang. microRNA-150) na makrofagi prezentujace antygen. Efektem
dziatania tych czastek na makrofagi jest zahamowanie aktywnosci limfocytow T efektorowych.
Dodatkowo Autorka opisuje role¢ przeciwcial optaszczajacych takie egzosomy. Zjawisko
wydzielania egzosoméw zawierajacych miR-150 przez subpopulacje limfocytow T CD8+
supresyjnych zostalo wczesniej opisane przez grupe, z ktorej wywodzi si¢ Habilitantka, a Jej

doktorat w duzej mierze przyczynit si¢ do tego odkrycia. Niewyjasnionym pozostawal jednak



doktadny mechanizm dziatania egzosomalnego miR-150 w indukcji tolerancji

immunologiczne;.

W pierwszej pracy Autorka sprobowata udowodni¢ pochodzenie tancuchow lekkich
przeciwcial optaszczajacych egzosomy wydzielane przez limfocyty T supresyjne i ich role w
swoisto$ci dziatania tolerogennego egzosomalnego miR-150. Wykazata, Ze u myszy szczepoéw
UMT (charakteryzujacych si¢ niedoborem limfocytéw B), Jal8 (charakteryzujacych sie
niedoborem komorek iNKT, uczestniczacych w aktywacji limfocytow Bl) oraz JH-/- (z
niedoborem immunoglobulin) nie dochodzi do wytworzenia tolerancji oraz ze inkubacja
izolowanych od tych myszy egzosomow transportujacych miR-150 z haptenowo-swoistymi
taficuchami lekkimi przeciwcial monoklonalnych przywracata ich aktywno$¢ biologiczng i
pozwala na indukcj¢ tolerancji. W nastepnych doswiadczeniach udowodniono, ze swoisto$¢
dziatania egzosomdéw jest zalezna od swoistosci tancuchoéw lekkich optaszczajacych
pecherzyki. Dla potwierdzenia stusznosci tego wniosku, egzosomy uzyskane od myszy szczepu
JH-/- toleryzowanych na hapten oksazolonowy oplaszczono in vitro TNP-swoistymi
tancuchami lekkimi swoistymi przed ich inkubacjg z TNP-swoistymi komodrkami efektorowymi
CHS, natomiast egzosomy od myszy JH-/- toleryzowanych na TNP optaszczono in vitro
oksazolonowo-swoistymi tancuchami lekkimi swoistymi przed ich inkubacja z oksazolonowo-
swoistymi komorkami efektorowymi. W obu przypadkach zaobserwowano supresj¢
transferowanej adoptywnie reakcji kontaktowej u biorcéw komorek efektorowych. Natomiast
nie stwierdzono zahamowania reakcji CHS na oksazolon u biorcéw komorek efektorowych
inkubowanych z egzosomami optaszczonymi TNP-swoistymi fancuchami lekkimi, jak réwniez
reakcji CHS na TNP u biorcéw komorek efektorowych inkubowanych z egzosomami
optaszczonymi albo tancuchami lekkimi swoistymi wzgledem oksazolonu, albo TNP-
swoistymi tancuchami cigzkimi przeciwcial. Dodatkowym dowodem byty doswiadczenia z
owoalbuming w modelu mysim, gdzie zaobserwowano przywrdcenie aktywnosci supresyjnej
egzosomow otrzymanych od toleryzowanych myszy JH-/-, poprzez ich inkubacj¢ z tancuchami
lekkimi przeciwcial swoistych wzgledem biatka jaja kurzego. Kolejne doswiadczenia
dotyczytly prob zahamowania reakcji autoimmunologicznych przez aktywacje limfocytow T
supresyjnych wydzielajacych egzosomalny miR-150. Habilitantka opracowata model reakcji
DTH indukowanej u myszy podaniem $rodskornym syngenicznych erytrocytow cze$ciowo
skoniugowanych z antygenem biatkowym dla wzmozenia ich immunogennosci i przetamania
autotolerancji. Przywrocenie autotolerancji bylo prowadzone przez podanie dozylne

syngenicznych erytrocytow tydzien przed immunizacja zwierzat antygenami krwinek



czerwonych. Rownocze$nie wyizolowano od myszy toleryzowanych syngenicznymi
erytrocytami limfocyty T supresyjne do hodowli komoérkowej i z nadsgczu otrzymano
egzosomy, ktore nastepnie podano dootrzewnowo osobnikom w objawowej fazie reakcji DTH,
co doprowadzito do istotnego ztagodzenia objawow autoimmunizacji. Podobnie, inkubacja
komorek efektorowych z otrzymanymi egzosomami skutkowata zahamowaniem u biorcow
adoptywnie transferowanej reakcji DTH na autoantygeny. Natomiast inkubacja egzosoméw z
czasteczkami antagonistycznymi do miR-150 blokowata ich aktywno$¢ supresyjna.
Obserwacje te udowodnily mozliwos¢ indukcji tolerancji mediowanej przez limfocyty T
supresyjne oraz supresji aktywnego procesu autoimmunizacyjnego przez podanie
terapeutyczne egzosomalnego miR-150. W kolejnej pracy oceniono potencjal terapeutyczny
egzosomalnego miR-150 w mysim modelu reakcji DTH indukowanej owoalbuming. Myszom
podano drogg dootrzewnowa, dozylna, srodskorng lub dozotadkowa zawiesing egzosomow w
dniu wywotania objawéw reakcji DTH lub 24 godziny po wywotaniu obrzeku matzowiny
usznej. W obu punktach czasowych zaobserwowano istotng supresje reakcji DTH, jednocze$nie
stwierdzajac najwigksza efektywno$¢ terapeutyczng pecherzykoéw podanych dozotadkowo.
Swoisto$¢ antygenowa aktywnos$ci egzosomalnego miR-150 zostala ponownie potwierdzona
poprzez ocen¢ potencjalu supresyjnego populacji pecherzykow wyptukane; z kolumny
chromatograficznej wypelnionej sefaroza skoniugowang z biatkiem jaja kurzego. Role
kierowania swoisto$cig przez tancuchy lekkie przeciwcial w tej reakcji udowodniono poprzez
doswiadczenia, w ktorym egzosomy otrzymane od myszy toleryzowanych na owoalbuming
inkubowano z peptydami owoalbuminowymi przed ich dodaniem do komorek efektorowych,
co skutkowato zablokowaniem ich zdolnosci do zahamowania adoptywnie transferowanej
reakcji DTH na biatko jaja kurzego. Nastegpnie, Autorka zajeta si¢ rola makrofagow
prezentujacych antygen w badanych zjawiskach autoimmunizacji. Habilitantka zauwazyta, ze
u zwierzat pozbawionych makrofagdéw nie stwierdza si¢ supresji reakcji DTH na owoalbuming.
Biorac pod uwage wczesniejsze obserwacje, iz lancuchy lekkie obecne na egzosomach
zawierajagcych cargo z miR-150 wigzg determinanty antygenowe prezentowane przez
makrofagi w kontekscie MHC, Autorka wysnuta hipoteze, iz tolerogenne wilasciwosci
egzosomOw zaleza wlasnie od ich interakcji z makrofagami prezentujacymi antygeny.
Doktadniejsza charakterystyka takich makrofagéw stanowita kolejny etap osiggniecia. Autorka
wykazata, iz makrofagi traktowane egzosomalnym miR-150 wydzielaja wlasne pgcherzyki o
aktywnosci supresyjnej wzgledem limfocytow T efektorowych, ktore takze zawierajg miR-150.
Pecherzyki wydzielane przez stymulowane egzosomalnym miR-150 komorki prezentujace

antygen sg przekazywane w synapsie immunologicznej limfocytom T rozpoznajacym

3



swoiscie (przez receptor TCR) antygen prezentowany przez makrofagi. Pecherzyki te moga

wykorzystywac¢ IgG do agregowania, co wzmacnia ich aktywno$¢ biologiczna.

Osiagniecie zostato zrekapitulowane w pracy przegladowej w piSmie Frontiers in Cell and
Developmental  Biology  (oraz  zgloszeniu  patentowym  PCT/PL2021/050069).

Najwazniejszymi wnioskami s3:

- wykazanie kluczowej roli tancuchow lekkich przeciwcial, wydzielanych przez limfocyty B1
1 optaszczajacych transportujace miR-150 egzosomy limfocytow T supresyjnych w
zapewnieniu swoistosci antygenowej oddziatywania pgcherzykow na komorki prezentujace
antygen poprzez wigzanie determinant antygenowych prezentowanych w kontek§cie MHC

klasy II;

- wskazanie mozliwo$ci manipulacji swoisto$cig dziatania tolerogennego egzosomow poprzez

ich optaszczanie antygenowo-swoistymi tancuchami lekkimi przeciwciat;

- udowodnienie, iz makrofagi prezentujace antygen sg komorkami docelowymi dla dziatania

egzosomalnego miR-150;

- odkrycie zjawiska agregacji pecherzykow wykazujacych ekspresjg MHC klasy II z
zastosowaniem antygenowo-swoistych przeciwciat IgG, ktéra w istotny sposob wzmaga
aktywnos$¢ tolerogenng 1 terapeutyczng pecherzykow transportujgcych immunoregulacyjny

miR-150.
c. Poprawnos¢ formulowania problemow i hipotez

Hipotezy formutowane sg przez Habilitantke¢ w pracach poprawnie. Autorka buduje
kolejne hipotezy na wynikach poprzednich prac zespotu i weryfikuje je uzywajac adekwatnych
narzedzi laboratoryjnych. Przedstawiony cykl prac stanowi cenng wiedz¢ dotyczaca
podstawowych probleméw z zakresu tolerancji immunologicznej. Niezwykle cenne jest uzycie

nie tylko modeli in vitro, ale takze zaawansowanych modeli zwierzecych.
d. Ocena metodologiczna pracy

Uzycie zaawansowanych technik immunologii komérkowej i molekularnej oraz modeli
zwierzgcych pozwalaja na bardzo przekrojowe ustosunkowanie si¢ do podnoszonych
problemow badawczych. Mozliwosci badania nowych zjawisk przy pomocy kilku modeli

zwigkszajg prawdopodobienstwo, iz wysnute wnioski sg prawdziwe.



II. Ocena dorobku

Sumaryczny IF Pani doktor Nazimek wynosi 105. Poza cyklem 5 prac bedacych podstawa
do ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego, dorobek naukowy obejmuje 43 prace, z
czego 22 artykuly to prace oryginalne. W 24 pracach jest pierwszym autorem. Wedlug Web of
Science Core Collection liczba cytowan wynosi: 620 (bez autocytowan: 496), a Index Hirscha
wynosi 14. Jest autorem lub wspotautorem ponad 60 doniesien pokonferencyjnych z 15-stu

specjalistycznych konferencji naukowych.

Zainteresowania naukowe i staze w oSrodkach naukowych Habilitantki sg zwigzane od
poczatku kariery z funkcjg zewnatrzkomorkowych pecherzykoéw btonowych oraz czasteczek
miRNA w mechanizmach odporno$ciowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem tolerancji
immunologicznej, reakcji alergicznych oraz proceséw autoimmunizacji. Zainteresowania te
rozwijala w Yale School of Medicine, New Haven, stany Zjednoczone (3 lata) i Universidad
Autonoma de Madrid, Hiszpania (kilka kilkumiesigcznych pobytow w tym w ramach EMBO
Short Term Fellowship). Tematyka tolerancji znalazta tez wyraz w grancie PRELUDIUM 5

Narodowego Centrum Nauki, ktorego Habilitantka byta kierownikiem.

W trakcie swojej dotychczasowej pracy naukowej odejmowata takze tematy zwigzane z
funkcjg limfocytow Bla w odpornosci przeciwzakaznej, mozliwosciami regeneracji
uszkodzonego rdzenia przez podanie pegcherzykow wydzielonych przez mezenchymalne
komorki macierzyste, dotyczace oddzialywania wybranych lekow o réznych wskazaniach
klinicznych na mechanizmy odpornosci wrodzonej 1 nabytej. Opisata oddziatywanie
antydepresantow na funkcjonowanie ukladu immunologicznego, co zostalo uhonorowane
Nagroda im. Tadeusza Browicza Polskiej Akademii Umiejetnosci w 2017 roku. Uzyskata takze
kilka innych prestizowych nagrod: Bright Sparks Award podczas VI Europejskiego Kongresu
Immunologicznego oraz ,,Doctus — Malopolski fundusz stypendialny dla doktorantow”. W
2015 1 2018 roku, podczas Europejskich Kongresow Immunologicznych w Wiedniu 1 w
Amsterdamie bylta laureatka EFIS Travel Grant. Podczas 5th Warsaw Conference on
Perspectives of Molecular Oncology we wrze$niu 2020 roku przedstawita na zaproszenie
Organizatorow Konferencji wyktad pt. ,,Perspectives in manipulating EVs for therapeutic

applications".

Od 2020 roku jest cztonkinia Rady Naukowej czasopisma AIMS Allergy and
Irnmunology, a od 2021 roku Rady Naukowej czasopisma ExRNA. Pehita role Guest-Editor

w International Journal of Molecular Sciences 1 AIMS Allergy and Immunology. Byta



recenzentem artykutow naukowych w 9 czasopismach z listy JCR oraz aplikacji grantowych
dla Foundation against Cancer Belgium w 2020 roku oraz dla Dutch Research Council w 2021

roku.

Oproécz grantow finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki oraz MNiSW, peknita tez
funkcje kierownika trzech projektow finansowanych z dotacji celowej MNiSW dla mtodych
naukowcow oraz jednego projektu z subwencji na dziatalno$¢ badawczg MEIN oraz byta
wykonawcg w szesciu projektach finansowanych z dotacji statutowej MNiSW oraz z subwenc;ji

MEIN na utrzymanie i rozw0j potencjatu badawczego U] CM

W odniesieniu do dzialalnosci dydaktycznej, Habilitantka od roku akademickiego
2014/2015 prowadzi zajecia z przedmiotu Immunologia oraz zajecia fakultatywne dla
studentow kierunku lekarskiego, lekarsko-dentystycznego, dietetyki, farmacji i analityki
medycznej Wydziatu Lekarskiego, Wydziatu Farmaceutycznego oraz Szkoty Medycznej dla
Obcokrajowcow UJ CM. Do roku 2021 prowadzita réwniez zaj¢cia seminaryjne dla studentow
kierunku  weterynaria, realizowanego przez Uniwersyteckie Centrum Medycyny
Weterynaryjnej UJ-UR. Prowadzita tez zajecia dotyczace sposobdw pozyskiwania srodkow na
badania oraz realizacji projektow naukowych dla doktorantow. Znakomite oceny
prowadzonych zaje¢ dydaktycznych przyznane przez studentow zaowocowaty przyznaniem
Habilitantce Nagrody JM Rektora Uniwersytetu Jagiellonskiego oraz Zespotowej Nagrody
Prorektora UJ ds. Collegium Medicum za dotychczasowa dziatalno$¢ dydaktyczng. Od roku
akademickiego 2014/2015 jest opiekunem Studenckiego Kola Naukowego przy Katedrze
Immunologii UJ CM dla studentow Wydzialu Lekarskiego. Dotychczas byta promotorem
czterech prac magisterskich, recenzentem dwoch prac magisterskich studentow analityki
medycznej oraz jednej pracy licencjackiej 1 jednej pracy magisterskiej studentow kierunku
dietetyka I 1 II stopnia. Od roku akademickiego 2019/2020 peini funkcj¢ promotora
pomocniczego w programie doktorskim lek. Pawta Bryniarskiego w Szkole Doktorskiej Nauk

Medycznych i Nauk o Zdrowiu UJ CM.

Jest autorka jednego rozdziatu (,,Podstawy diagnostyki immunologicznej”’) oraz
wspoétautorkg dwoch kolejnych rozdziatow (,,Odzywianie a odporno$¢” oraz ,,Odpornos¢ w
otylosci 1 zespole metabolicznym. Oddzialywanie jelitowej flory mikrobiologiczne)”) w
podreczniku ,,Jmmunologia dla studentéw wydziatow medycznych i lekarzy”, wydanym pod
redakcja naukowa prof. Krzysztofa Bryniarskiego przez wydawnictwo Edra Urban & Partner
w 2017 roku. Podrecznik ten otrzymat Nagrode¢ Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.



W odniesieniu do dzialalno$ci organizacyjnej i propagatorskiej od 2017 roku peini
funkcje sekretarza Krakowskiego Oddzialu Polskiego Towarzystwa Immunologii
Dos$wiadczalnej i Klinicznej. W 2021 roku aktywnie uczestniczyta w przygotowaniu zgtoszenia
kandydatury Krakowa, jako miasta-gospodarza Europejskiego Kongresu Immunologicznego w
2027 roku. Propaguje tez wiedz¢ w mediach popularnych (wywiad w Magazynie Pigtek
Dziennika Polskiego), szkotach $rednich (wyktad w I Liceum Ogodlnoksztalcacym w

Krakowie), oraz podczas Festiwali Nauki 1 Sztuki.

III.  Whniosek koncowy

Whiosek habilitacyjny wraz z osiggni¢ciem naukowym ma uktad typowy dla tzw. ,,nowego
trybu habilitacji”. Bioragc pod uwagg zaprezentowane osiagni¢cie naukowe oraz dorobek
stwierdzam, ze speinia on merytoryczne i formalne wymogi stawiane kandydatom do uzyskania
stopnia doktora habilitowanego zgodnie z Ustawg Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z

dnia 20 lipca 2018 roku (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 ze zm.).

W zwigzku z tym wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego o nadanie stopnia doktora habilitowanego Pani doktor Katarzynie Nazimek na
podstawie osiagni¢gcia naukowego pt. ,,Udzial makrofagéw oraz antygenowo-swoistych
przeciwcial i1 ich tancuchow lekkich w tolerancji 1 autotolerancji immunologicznej mediowanej
przez egzosomalny miR-150 u myszy” oraz pozostatych osiggnig¢ naukowych,

organizacyjnych i dydaktycznych Habilitantki.

Warto$¢ uzyskanych wynikow w kontekscie mozliwosci ich wykorzystania w innych
dziedzinach nauk podstawowych oraz mozliwe aplikacje kliniczne uprawnia mnie takze do

wnioskowania o wyrdznienie pracy.
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