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. Imie i nazwisko.

Aneta Stachowicz

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskie;j.

2011 - 2015

2005 - 2010

Interdyscyplinarne  studia  doktoranckie ,,Nauki
molekularne dla medycyny” (MOL-MED)
prowadzone przez Instytut Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni PAN, Wydzial Lekarski Collegium
Medium, Wydziat Chemii UJ i Instytut Farmakologii
PAN

Doktor nauk medycznych (biologia medyczna) -
pazdziernik 2015, nadany przez Rad¢ Wydzialu
Lekarskiego UJ CM

Tytul rozprawy doktorskiej: ,.,Badania nad rolg

mitochondrialnej dehydrogenazy aldehydowej (ALDH2)
w patogenezie miazdzycy, depresji i neurodegeneracji” -
napisana pod opiekg prof. dr hab. Rafata Olszaneckiego i
prof. dr hab. Agnieszki Basty-Kaim

Studia magisterskie na kierunku Biofizyka, Wydziat
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet

Jagiellonski
Magister biofizyki — czerwiec 2010

Tytut pracy magisterskiej: ,,Identyfikacja fosfoproteomu

rdzenia kregowego szczura przy uzyciu metody IMAC i
TiO2-MOAC oraz spektrometrii mas” - napisana pod

opieka prof. dr hab. Jerzego Silberringa



3.

Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych.

2015 — obecnie Katedra Farmakologii, Wydziat Lekarski, Uniwersytet
Jagiellonski Collegium Medicum, poczatkowo jako
pracownik naukowo — techniczny, a od pazdziernika
2020 roku jako adiunkt badawczy

2019 — 2020 Heart Institute, Cedars-Sinai Medical Center (Los

Angeles, USA) jako badacz wizytujacy typu post-doc

Omowienie osiagnie¢, 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
p6zn. zm.). Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych
osiagnieé, jak i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiagniecie jest dzielem wspolautorskim, z uwzglednieniem

mozliwosci wskazywania dorobku z okresu calej kariery zawodowe;j.

Moje osiagnigcie naukowe stanowi cykl 3 prac pod tytutem:

»Zastosowanie metod proteomicznych do poszukiwania molekularnych
mechanizmow wplywajacych na fenotypowe réznicowanie komorek w chorobach

ukladu krazenia o podlozu zapalnym”

W sklad powyzszego osiggni¢cia naukowego wchodzi cykl oryginalnych prac
naukowych o sumarycznym Impact Factor 18.808 (na podstawie Web of Science Core
Collection i Journal Citation Reports z dnia 19.09.2023 r.):

1. Stachowicz Aneta, Wisniewska Anna, Ku$ Katarzyna, Bialas Magdalena,
Fomnicka Magdalena, Toton-Zuranska Justyna, Kiepura Anna, Stachyra Kamila,
Suski Maciej, Bujak-Gizycka Beata, Jawien Jacek, Olszanecki Rafal. Diminazene
Aceturate Stabilizes Atherosclerotic Plaque and Attenuates Hepatic Steatosis in

apoE-Knockout Mice by Influencing Macrophages Polarization and Taurine



Biosynthesis. International Journal of Molecular Sciences 2021: Vol. 22, nr 11,
id. art. 5861. IF: 6.208, MEiN: 140.000, Kwartyl: Q1 (76,94).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu doswiadczen, wykonaniu
oznaczen proteomiczych, biochemicznych, Western blot oraz doswiadczen in vitro
w hodowli komorkowej. Ponadto uczestniczytam w opracowaniu i interpretacji
wynikow, przeprowadzilam analiz¢ statystyczng oraz przygotowatam manuskrypt

wraz z rycinami.

. Stachowicz Aneta, Pandey Rakhi, Sundararaman Niveda, Venkatraman Vidya,
Van Eyk Jennifer E., Fert-Bober Justyna. Protein arginine deiminase 2 (PAD2)
modulates the polarization of THP-1 macrophages to the anti-inflammatory M2
phenotype. Journal of Inflammation 2022: Vol. 19, id. art. 20. IF: 5.100, MEIN:
100.000, Kwartyl: Q2 (59,9).

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji,
zaprojektowaniu badania, zaplanowaniu dos§wiadczen, wykonaniu doswiadczen in
vitro w hodowli komoérkowej, oznaczen proteomicznych oraz biologii molekularnej
(SIRNA, RT-qPCR, Seahorse, ELISA). Ponadto opracowatam i zinterpretowatam
wyniki, przeprowadzitam analiz¢ statystyczna oraz przygotowatam manuskrypt

wraz z rycinami.

. Stachowicz Aneta, Sadiq Alia, Walker Brian, Sundararaman Niveda, Fert-Bober
Justyna. Treatment of human cardiac fibroblasts with the protein arginine
deiminase inhibitor BB-Cl-amidine activates the Nrf2/HO-1 signaling pathway.
Biomedicine & Pharmacotherapy 2023: Volume 167, 115443. IF: 7.500, MEIN:
100.000, Kwartyl: Q1 (91,9).

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu do§wiadczen, wykonaniu
doswiadczen in vitro w hodowli komoérkowej, oznaczen proteomicznych oraz
biologii molekularnej (RT-qPCR). Ponadto opracowatam i zinterpretowatam
wyniki, przeprowadzitam analize statystyczng oraz przygotowalam manuskrypt

wraz z rycinami.



Wprowadzenie

Choroby uktadu krazenia o podtozu zapalnym, takie jak miazdzyca i niewydolno$¢
serca sg obecnie ogdlnoswiatowym problemem zdrowotnym i jedng z cz¢stych przyczyn
$mierci w krajach zachodnich !. Miazdzyca jest przewlekta choroba zapalng dotykajaca
$ciany tetnic, z istotng patogenetyczng rolg uszkodzenia srodbtonka i zaburzen gospodarki
lipidowej. Uwaza si¢, ze pierwszym etapem rozwoju miazdzycy jest dysfunkcja srodblonka
polegajaca na zmianie jego fenotypu na ,,zapalny”, co sprzyja ,,przesigkaniu’ do przestrzeni
podsrédblonkowej utlenionych LDL (ox-LDL) oraz komorek zapalnych: monocytow i
limfocytow. Naptywajace monocyty roznicujg do makrofagow, ktore wychwytuja ox-LDL
1 zmieniajg si¢ w komorki piankowe, ktére wydzielajg liczne cytokiny odpowiedzialne za

2, Dochodzi réwniez do aktywacji i

nasilenia zmian zapalnych w $cianie naczynia
proliferacji migéni gladkich oraz fibroblastow 1 wyksztatlcenia dojrzatych blaszek
miazdzycowych, z nekrotycznym rdzeniem i widknistg pokrywa. Blaszki miazdzycowe
moga zaroéwno zwezac $wiatto naczynia, jak 1 ulega¢ groznym peknigciom, co prowadzi do
zakrzepicy 1 moze skutkowaé niestabilng dlawica, zawalem serca lub udarem
niedokrwiennym mozgu 3. Niewydolnoé¢ serca to postepujaca choroba przewlekta i
najczestszy koncowy objaw wiekszosci chordb sercowo-naczyniowych. Charakteryzuje si¢
przerostem 1 zwtdknieniem mig$nia sercowego, co prowadzi do zmniejszenia kurczliwosci
migénia sercowego 1 niemoznosci pompowania odpowiedniej ilosci krwi do narzadow.
ZwlOknienie serca powstaje w wyniku nagromadzenia si¢ bialek macierzy
zewnatrzkomorkowe] w $rodmigzszu serca i1 przyczynia si¢ do dysfunkcji zaréwno
skurczowej, jak i rozkurczowej .

Zarbwno W rozwoju miazdzycy, jak i niewydolnosci serca dochodzi do
niekorzystnego fenotypowego réznicowania komorek %%, Kluczowa role w patogenezie
miazdzycy odgrywaja komorki uktadu odpornosciowego - makrofagi, ktorych aktywacja
do prozapalnego fenotypu zaangazowana jest w rozwdj niestabilnych blaszek
miazdzycowych. Makrofagi wykazuja duza plastyczno$¢ w odpowiedzi na bodzce
mikrosrodowiskowe, takie jak czynniki wzrostu, cytokiny i chemokiny, co prowadzi do ich
polaryzacji do réznych fenotypow. W blaszkach miazdzycowych mozna wyrdzni¢ dwa
gltéwne fenotypy makrofagow: makrofagi prozapalne M1 (aktywowane klasycznie) i
makrofagi przeciwzapalne M2 (aktywowane alternatywnie). Makrofagi M1, ktore sa
wytwarzane w odpowiedzi na lipopolisacharyd (LPS) i interferon gamma (IFN-y),

produkujg tlenek azotu (NO) i cytokiny prozapalne (interleukina 1B (IL-1B), czynnik



martwicy nowotworéw (TNF-a), biatko chemotaktyczne monocytow (MCP-1)) oraz sg
odpowiedzialne za usuwanie patogenéw. Natomiast makrofagi M2, ktdre sg generowane w
odpowiedzi na IL-4 i IL-13, uwalniajg przeciwzapalng IL-10, fibronektyng, transformujacy
czynnik wzrostu beta (TGF-B) oraz sg zaangazowane w usuwanie stanu zapalnego oraz
gojenie i naprawe tkanek 8. Ostatnie badania pokazaly, ze fenotyp makrofagéw M1 jest
zwigzany z progresja miazdzycy °, a polaryzacja makrofagéw do fenotypu M2 za pomoca
IL-13 moze zmniejszaé progresje choroby °. Warto podkresli¢, ze przeprogramowanie
fenotypu makrofagéw z prozapalnych M1 na przeciwzapalne M2 moze stanowi¢ nowe
podejscie terapeutyczne w leczeniu chordb uktadu krazenia o podtozu zapalnym 2.
Badania ostatnich lat pokazuja, ze wazng role w patogenezie niewydolnosci serca,
ktoéra charakteryzuje sie zwtoknieniem serca, odgrywa rdéznicowanie fibroblastow serca do
miofibroblastéw °. Liczba fibroblastow w zdrowym sercu jest niska, jednak pod wptywem
czynnikow stresowych, takich jak uszkodzenie lub przewlekte nadci$nienie, dochodzi do
aktywacji fibroblastow do miofibroblastow. Miofibroblasty wytwarzaja kolagen i inne
biatka macierzy zewnatrzkomorkowej; cechujg sie tez ekspresja biatek kurczliwych, takich
jak a-aktyna miesni gladkich (a-SMA). TGF-B jest silnym induktorem roznicowania
fibroblastow do miofibroblastéw 2. Manipulowanie aktywnoscia i liczba miofibroblastow
wydaje si¢ istotne dla hamowania progresji zwloknienia serca i w konsekwencji dysfunkcji
serca. Co wazne, przy opracowywaniu nowych lekow hamujacych zwioknienie konieczna
jest szczegdlowa wiedza na temat réznicowania fibroblastow do miofibroblastow.
Proteomika to dziedzina nauki zajmujgca si¢ kompleksowa analizg wszystkich
bialek komorki (proteomu). Metodologiczny postep W tej dziedzinie zwigzany byl z
rozwojem spektrometrii mas, ktora umozliwita identyfikacjg i ilo§ciowe oznaczenia tysigcy
biatek jednocze$nie, oferujac unikatowa mozliwo$¢ wgladu w niemal kompletny proteom
komorki. Zaawansowane metody proteomiczne sg jednymi z podstawowych filarow, na
ktorych bazuje medycyna przysztosci — medycyna precyzyjna. Zaliczamy do nich techniki
oparte 0 tzw. data-dependent acquisition (DDA), obejmujace m.in. 0znaczenia
potilosciowe typu label-free quantification (bez znakowania probki) i Isobaric Tags for
Relative and Absolute Quantitation (iTRAQ) (ze znakowaniem probki) oraz techniki oparte
0 tzw. data-independent acquisition (DIA). W metodzie DIA-MS fragmentowane sa
wszystkie obecne w probcee peptydy, dzigki zastosowaniu wysokorozdzielczych i1 szybkich
spektrometréw mas, C0 pozwala na jednoczesne i powtarzalne oznaczenia ilo$ciowe
wszystkich peptydéow wykrytych w danej probce, co czyni jg idealng metoda do badan

biomedycznych '3!* Badania proteomiczne umozliwiaja identyfikacje mechanizméow



odpowiedzialnych za rozwo6j chordb, poszukiwanie nowych biomarkerow molekularnych
chordb oraz potencjalnych celow dla nowych terapii.

Celem badan przedstawionych w niniejszym osiagni¢ciu bylo poszukiwanie
molekularnych mechanizméw wptywajacych na fenotypowe réznicowanie komorek w
chorobach uktadu krazenia o podtozu zapalnym przy zastosowaniu najnowoczes$niejszych
metod proteomicznych. W szczego6lnosci skupiono si¢ na poszukiwaniu molekularnych
mechanizmow:

1. Polaryzacji makrofagéow do fenotypu prozapalnego M1 i przeciwzapalnego M2

w miazdzycy.

2. Roznicowania fibroblastow serca do miofibroblastow.

W badaniach oprocz nowoczesnych metod proteomicznych, takich jak iTRAQ oraz DIA-
MS, wykorzystano rowniez metody biochemiczne, histologiczne, immunohistochemiczne
oraz biologii molekularnej (wyciszenie genu za pomocg siRNA, iloSciowa reakcja

tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-gPCR), Western blot).
Opis wynikéw

W pierwszej pracy z cyklu 3 prac, ktore stanowig osiggnigcie naukowe, pt.
,Diminazene Aceturate Stabilizes Atherosclerotic Plaque and Attenuates Hepatic
Steatosis in apoE-Knockout Mice by Influencing Macrophages Polarization and Taurine
Biosynthesis” opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences w 2021 roku
pokazaliSmy, ze farmakologiczna interwencja przy uzyciu diminazenu (DIZE) zmienila
polaryzacje makrofagobw w kierunku makrofagdw przeciwzapalnych M2 w blaszce
miazdzycowej u myszy z wylaczonym genem dla apolipoproteiny E (apoE™) 1°. Myszy
apoE”" sa powszechnie stosowanym zwierzecym modelem rozwoju miazdzycy; oprocz
miazdzycy rozwijaja rowniez w watrobie zmiany o charakterystyce umiarkowanego
niealkoholowego stluszczenia watroby. DIZE jest aktywatorem enzymu konwertujacego
angiotensyne typu 2 (ACE2) wchodzacego w sktad uktadu renina-angiotensyna (RAS).
Uktad RAS z dwoma gléwnymi przeciwstawnymi efektorami: niekorzystng angiotensyng
Il (Ang Il) i dobroczynng Ang-(1-7) jest uznawany za gtéwny regulator funkcji uktadu
sercowo-naczyniowego oraz procesow metabolicznych. ACE2 poprzez rozbicie Ang Il
tworzy Ang-(1-7) i w ten sposéb faworyzuje korzystne dziatania Ang-(1-7) 6.
Rzeczywiscie nasze badania pokazaly, ze podawanie DIZE mimo tego, ze nie zmniejszyto
miazdzycy u myszy apoE” na diecie wysokottuszczowej, to wpltyneto na zwigkszenie

stabilno$ci blaszki miazdzycowej. Pod wptywem DIZE zmniejszyta si¢ liczba makrofagow



oraz zwigkszyla zawarto$¢ migsni gladkich w blaszce miazdzycowej. Dodatkowo
podawanie DIZE wptyn¢to na polaryzacje makrofagow, zwigkszajac zawartos$¢
przeciwzapalnych makrofagéw M2 w blaszce miazdzycowej U myszy apoE”". Dziatanie
DIZE zwiazane z wplywem na polaryzacje makrofagdw zostalo rowniez potwierdzone in
vitro, w hodowli makrofagow uzyskanych z linii komoérkowej monocytow THP-1. W
badaniach in vitro DIZE zwigkszyto polaryzacj¢ makrofagéw zarowno do fenotypu M1, jak
i M2, co stanowi ciekawy punkt wyjscia do dalszych badan. Natomiast wyniki in vivo z
blaszek miazdzycowych wskazuja tylko na wzrost polaryzacji makrofagow do fenotypu M2
w wyniku podawania DIZE.

Oprocz stabilizacji blaszki miazdzycowej podawanie DIZE spowodowato rowniez
zmniejszenie stluszczenia watroby u myszy apoE” na diecie wysokottuszczowej, o
zwigzane bylo ze spadkiem poziomu trdjglicerydow w watrobie, wzrostem cholesterolu
HDL w osoczu oraz spadkiem poziomu watrobowego enzymu aminotransferazy alaninowe;j
(ALT) w osoczu. W celu poszukiwania molekularnych mechanizmoéw odpowiedzialnych
za wptyw DIZE na polaryzacj¢ makrofagdw oraz zmniejszenie stluszczenia watroby
wykorzystaliSmy metod¢ proteomiczng iTRAQ. Metoda iTRAQ razem z chromatografia
cieczowg polaczong ze spektrometrig mas (LC-MS) wskazata 49 biatlek o zmienione;j
ekspresji pod wptywem DIZE w watrobie. Wsrod tych biatek najciekawszym wydaje si¢
biatko o nazwie dekarboksylaza kwasu cysteinowo-sulfonowego (CSAD), ktore bierze
udzial w biosyntezie tauryny przeksztatcajac kwas cysteinowo-sulfonowy w hipotauryne i
CO». Zwiekszona ekspresje enzymu CSAD w watrobie myszy apoE” pod wptywem DIZE
potwierdzono rowniez metoda Western blot. Co wazne, zaobserwowaliSmy takze wzrost
poziomu tauryny w watrobie myszy apoE’, co zostalo zmierzone za pomoca
dedykowanych komercyjnych zestawow biochemicznych. Tauryna jest jednym z
najliczniej wystepujacych aminokwasow u ssakow i podstawowym regulatorem procesow
biologicznych i fizjologicznych. Wykazano, ze tauryna moze zapobiega¢ aterogenezie, jak
i tagodzi¢ sttuszczenie watroby u myszy na diecie wysokottuszczowej 1”18, Co ciekawe,
pokazano rowniez, ze tauryna moze wplywaé¢ na fenotyp makrofagdw zmieniajac ich
polaryzacje w strone makrofagow przeciwzapalnych M2 w tkance thuszczowej 2°.
Podsumowujac, nasze badania pokazaty, ze wzrost biosyntezy i st¢zenia tauryny w watrobie
myszy apoE” leczonych DIZE moze byé¢ prawdopodobnie jednym z korzystnych
mechanizmow dziatania DIZE w modulacji polaryzacji makrofagow do fenotypu

przeciwzapalnego M2 oraz zmniejszaniu sttuszczenia watroby.



Kolejnym etapem naszych badan byto poszukiwanie molekularnych mechanizmow
biorgcych udziat w polaryzacji makrofagow do prozapalnych M1 i przeciwzapalnych M2,
co zostatlo opisane w pracy pt. ,,Protein arginine deiminase 2 (PAD2) modulates the
polarization of THP-1 macrophages to the anti-inflammatory M2 phenotype”
opublikowanej w Journal of Inflammation w 2022 roku 2°. W pracy tej postawilismy
hipoteze, ze rodzina enzymoéw deiminaz biatkowo-argininowych (PADS) bierze udziat w
réznicowaniu makrofagéw do fenotypow M1 i M2. PADs Katalizuja konwersje dodatnio
natadowanych reszt argininy do neutralnie natadowanej cytruliny w reakcji hydrolitycznej
zwanej cytrulinacja. Utrata argininy zmienia tadunek netto bialek prowadzac do zmiany
struktury i funkcji biatka, wptywa na interakcje biatko-bialko oraz na jego proteolizg. Ta
nicodwracalna reakcja odgrywa wazng role w rdéznych stanach fizjologicznych i
patologicznych w komérce #. Wyrdzniamy pie¢ izoform PAD: PAD1, PAD2, PAD3,
PAD4 i PAD6, ktore wykazuja podobienstwo sekwencji na poziomie 50-70%. Izoformy
PAD, zwlaszcza PAD2 i PAD4 sa szeroko rozpowszechnione w komorkach zapalnych,
takich jak makrofagi i neutrofile, jednak ich ekspresje potwierdzono réwniez w
fibroblastach serca, kardiomiocytach i komoérkach s$rodbtonka. Warto zauwazyé, ze
zwiekszony poziom PADS stwierdzono w chorobach uktadu krazenie takich jak miazdzyca,
zakrzepica, choroba wiencowa, zwtoknienie serca i zawat miesnia sercowego 2.

W celu zbadania znaczenia PADs w polaryzacji makrofagéw wykorzystaliSmy
makrofagi uzyskane z linii komérkowej monocytow THP-1, ktore nastgpnie zostaly
zréznicowane do fenotypu M1 przez stymulacje LPS lub do fenotypu M2 poprzez
stymulacje IL-4. Co ciekawe, zaobserwowano odmienng ekspresje PADs w makrofagach
prozapalnych i przeciwzapalnych. Ekspresja mRNA dla PAD1, PAD2 i PAD4 byta istotnie
podniesiona w makrofagach M1, natomiast ekspresja mRNA dla PAD2 bytla silnie obnizona
w makrofagach M2. Izoforma o najwigkszej ekspresji w makrofagach THP-1 byt PAD2.
Nastepnie sprawdziliSmy, czy zahamowanie aktywnos$ci PADs za pomoca pan-PAD
inhibitora BB-Cl-amidyny wptynie na polaryzacje makrofagow THP-1. Istotnie, BB-CI-
amidyna zmniejszyla polaryzacj¢ makrofagow do fenotypu prozapalnego M1 (Spadek
ekspresji markerow M1: IL-6, TNF-a), a zwigkszyta do fenotypu przeciwzapalnego M2
(wzrost eskpresji markerow M2: MRCL1 (receptor mannozy typu C1) i ALOX15 (15-
lipoksygenaza arachidonianu)), co zostalo zmierzone za pomoca metody RT-qPCR. W celu
zbadania molekularnych mechanizméw dziatania inhibitora pan-PAD zastosowano
nowoczesne metody proteomiczne: DIA-MS (ang. data-independent mass spectrometry).

Metoda ta pozwolita na zidentyfikowanie okoto 5000 biatek w makrofagach THP-1, wsrod



ktorych setki biatek wykazaly zmieniong ekspresje pod wptywem podawania BB-CI-
amidyny w makrofagach M1 i M2. Dane proteomiczne pokazaly miedzy innymi, ze
zahamowanie ekspresji PAD przez BB-Cl-amidyne w prozapalnych makrofagach M1 byto
zwigzane ze spadkiem ekspresji bialek zaangazowanych w aktywacj¢ czynnika
transkrypcyjnego NF-xB. NF-xp odgrywa wazng role w regulacji odpowiedzi
immunologicznej i wytwarzaniu cytokin prozapalnych oraz jest stale aktywny w wielu
przewleklych chorobach zapalnych 3. W zwigzku z tym, zahamowanie polaryzacji
makrofagéw THP-1 do fenotypu M1 przez pan-PAD inhibitor BB-Cl-amidyn¢ moze by¢
zwigzane z wplywem na szlak aktywujacy czynnik transkrypcyjny NF-kf. Mozna zatem
wysung¢ hipotezg, ze BB-Cl-amidyna posiada potencjat jako $rodek terapeutyczny w
leczeniu choréb uktadu krazenia o podtozu zapalnym.

Nasze wyniki pokazaty, ze PAD2 ma najwigksza ekspresje¢ wsréd PADs w
makrofagach THP-1 oraz jego ekspresja jest drastycznie obnizona w makrofagach M2. W
zwigzku z tym nastepnym krokiem naszych badan byto wyciszenie PAD2 za pomoca
SsiIRNA w makrofagach THP-1 o fenotypie M1 i M2. Co ciekawe, wyciszenie PAD2
zwigkszylo polaryzacje makrofagow do fenotypu M2 (wzrost ekspresji markerow MRCI,
ALOX15 1 FCER2 (antygen CD23)), natomiast nie wptyneto na polaryzacje do fenotypu
M1. Analiza proteomiczna DIA-MS makrofagéw z wyciszonym PAD2 pokazata, ze w
komorkach tych dochodzi do wzrostu ekspresji biatek zwigzanych z przeciwwirusowa
wrodzong odpowiedziag immunologiczng oraz sygnalizacja interferonu, CO jest interesujaca
obserwacje i moze stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan zwiazanych z rolg PAD,
szczegoOlnie PAD2 w regulacji uktadu immunologicznego.

Cytrulinacja przez enzymy PADsS jest jedng z modyfikacji potranslacyjnych, obok
fosforylacji, acetylacji, metylacji, glikozylacji, itp., ktorym podlegaja reszty
aminokwasowe w biatkach. Nowoczesne metody proteomiczne pozwalaja rowniez na
zidentyfikowanie zmodyfikowanych biatek oraz konkretnych reszt aminokwasowych, ktore
ulegaja modyfikacjom. W celu zidentyfikowania miejsc cytrulinacji w makrofagach THP-
1 zastosowalismy metod¢ DIA-MS potaczong z utworzeniem hipercytrulinowanej
biblioteki 24, Metoda ta pozwolita na zidentyfikowanie 192 nowych miejsc cytrulinacji na
180 cytrulinowanych peptydach, ktére odpowiadaly 152 cytrulinowanym biatlkom w
makrofagach THP-1 o fenotypie M1 i M2. Analiza bioinformatyczna pokazata, ze
wiekszos¢ zidentyfikowanych przez nas cytrulinowanych biatlek w makrofagach THP-1
bierze udzial w sygnalizacji przez interleukiny, degranulacji neutrofili, programowej

$mierci komorki, obrobce DNA i RNA, degradacji w proteasomach, aktywacji ptytek krwi



oraz sygnalizacji przez VEGF (Rysunek 1). Jednakze funkcjonalna rola zidentyfikowanych
nowych miejsc cytrulinacji w makrofagach THP-1 i ich udziat w regulacji odpowiedzi

immunologicznej wymagaja dalszych badan.
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Rysunek 1. Mapa miejsc cytrulinacji zidentyfikowanych w makrofagach THP-1 zréznicowanych do fenotypu

hspa9

M1 i M2 oraz ich przyporzadkowanie do konkretnych $ciezek sygnalizacyjnych.

Podsumowujac, nasze wyniki pokazaty, ze zahamowanie aktywnosci PADS za
pomoca inhibitora farmakologicznego lub wyciszanie PAD2 za pomocg siRNA
doprowadzito do zmiany polaryzacji makrofagéw w kierunku fenotypu przeciwzapalnego
M2, co moze mie¢ kluczowe znaczenie w projektowaniu nowych strategii terapeutycznych
wplywajacych na przeprogramowanie makrofagow. Odkrylismy rowniez cytrulinowany
proteom makrofagéw THP-1, co po dalszej walidacji moze doprowadzi¢ do znaczgcych
korzysci klinicznych w leczeniu chordb o podtozu zapalnym.

Dalszym celem naszych badan bylo poszukiwanie molekularnych mechanizméw
odpowiedzialnych za r6znicowanie fibroblastow serca do miofibroblastow. W zwiazku z
tym, ze zwigkszony poziom PADS zostal wykryty w zwtoknieniu serca, a ekspresja PADs
potwierdzona w fibroblastach serca to nasze kolejne badania skupity si¢ na poznaniu roli
PADs w rdéznicowaniu fibroblastow do miofibroblastow przy wykorzystaniu nowoczesnych
metod proteomicznych. Wynikiem tych badan jest publikacja pt. ,,Treatment of human
cardiac fibroblasts with the protein arginine deiminase inhibitor BB-Cl-amidine activates
the Nrf2/HO-1 signaling pathway ” opublikowana w Biomedicine & Pharmacotherapy w

2023 roku 2°. W pracy tej pokazali$my, ze ludzkie fibroblasty wyizolowane z serca ptodu



posiadajg ekspresjc mRNA dla PAD1, PAD2 i PAD4, z najliczniej reprezentowanym
PADI, a nastgpnie PAD2. Co wazne, odkrylismy, ze poziom PADI1 byt zwigkszony w
fibroblastach zréznicowanych do miofibroblastow poprzez stymulacje TGF-p1 przez 24
godziny, a podawanie inhibitora pan-PAD BB-Cl-amidyny doprowadzito do obnizenia jego
ekspresji. Warto zauwazy¢, ze BB-Cl-amidyna zahamowata aktywacje fibroblastoéw do
miofibroblastow, co wykazano poprzez pomiar zmniejszonej ekspresji PAD1 i PAD2, a
takze markera miofibroblastow COL1A1 (tancuch alfa 1 kolagenu typu I). Obnizenie
poziomu COL1A1 po podaniu BB-Cl-amidyny byto prawdopodobnie spowodowane jego
degradacjg, poniewaz zaobserwowaliSmy zwigckszong zawarto$¢ C-terminalnego
propeptydu o masie 35 kDa - podjednostki COL1A w eksperymentach Western blot w
fibroblastach i miofibroblastach stymulowanych BB-Cl-amidyng. Zatem podawanie BB-
Cl-amidyny -inhibitora PAD moze prowadzi¢ do degradacji COL1Al i w konsekwencji
wywiera¢ negatywny wplyw na réznicowanie fibroblastow do miofibroblastow.

W celu poznania molekularnych mechanizméw zwigzanych z zahamowaniem
PADs przez BB-Cl-amidyng w fibroblastach zr6znicowanych do miofibroblastow
wykorzystaliSmy metody proteomiczne DIA-MS. Analiza proteomiczna wykazala
zwiekszong ekspresje oksygenazy hemowej-1 (HO-1) w fibroblastach i miofibroblastach
pod wpltywem dziatania BB-Cl-amidyny, co zostatlo rowniez potwierdzone technikami RT-
gPCR i Western blot. Ponadto, bioinformatyczna analiza szlakéw sygnalizacyjnych
przeprowadzona w oparciu o0 dane proteomiczne wskazata na szlak odpowiedzi na stres
oksydacyjny regulowany przez czynnik transkrypcyjny Nrf2 jako szlak aktywowany po
podaniu BB-Cl-amidyny. Co wazne, ekspresja HO-1 jest regulowana przez czynnik
transkrypcyjny Nrf2. Uzyskane przez nas wyniki z proteomiki pokazaly rowniez
zwigkszong ekspresje innych biatek cytoprotekcyjnych regulowanych przez Nrf2 po
podaniu BB-Cl-amidyny, takich jak sulfotransferaza 1A1 (SULT1A1l), dysmutaza
ponadtlenkowa [Mn], mitochondrialna (SOD2) i ligaza glutaminianowo-cysteinowa
(GCLC). Warto podkresli¢, ze enzym HO-1 katalizuje degradacje hemu, uwalniajac
biliwerdyne, tlenek wegla (CO) 1 zelazo, ktéore dziataja jako silne czasteczki
przeciwutleniajace 1 przeciwzapalne, wywolujac dziatanie cytoprotekcyjne przed
uszkodzeniami spowodowanymi przez stres oksydacyjny (ROS) i stany zapalne 26. Ponadto,
kilka badan wykazato, ze zwickszona ekspresja szlaku Nrf2/HO-1 prowadzi do
zahamowania przerostu i zwloknienia serca 2”8, Podsumowujac, nasze wyniki wskazuja,
ze zahamowanie PAD poprzez podawanie BB-Cl-amidyny aktywowalo szlak
sygnalizacyjny Nrf2/HO-1 w fibroblastach, co ma kluczowe znaczenie dla ochrony



komorek przed uszkodzeniami oksydacyjnymi wywotanymi przez roézne czynniki
stresogenne i moze wywotywacé korzystny efekt w przeciwdziataniu rdéznicowaniu
fibroblastow do miofibroblastow (Rysunek 2).

Co wiecej, dane z DIA-MS wskazaly na obnizenie ekspresji biatek
zaangazowanych w szlak sygnalizacyjny SREBP po podaniu BB-Cl-amidyny w
miofibroblastach. SREBP1 moze aktywowaé szlaki profibrotyczne poprzez indukcje
aktywnosci transkrypcyjnej TGF-B i/lub zapobieganie egzosomalnej degradacji receptora
dla TGF-B %°. Zatem obnizenie ekspresji biatek szlaku SREBP po podaniu inhibitora PAD

— BB-Cl-amidyny moze wptywac na aktywacje¢ fibroblastow do miofibroblastow.
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Rysunek 2. Zahamowanie PAD przez pan-PAD inhibitor BB-Cl-amidyne prowadzi do aktywacji szlaku
Nrf2/HO-1 w ludzkich fibroblastach z serca. HO-1 zapewnia ochrong tkanek poprzez dziatanie
przeciwutleniajace, przeciwzapalne i antyproliferacyjne, o moze wywiera¢ efekt hamujacy na przerost i

zwlOknienie serca.

Zastosowanie DIA-MS w polaczeniu z utworzeniem hipercytrulinowanej biblioteki
pozwolito na identyfikacje 86 miejsc cytrulinacji na 85 cytrulinowanych peptydach, co
odpowiadato 68 cytrulinowanym biatkom w fibroblastach. Analiza bioinformatyczna
wskazala, ze zidentyfikowane cytrulinowane biatka byly zaangazowane m.in. w
degranulacje neutrofili, obrobke DNA, procesy translacji, degradacje w proteasomach,

odpowiedz komorkowa na stres, sygnalizacje przez IL-4 i IL-13, obrobke biatek w siateczce



srodplazmatycznej i sygnalizacje przez VEGF. Co wigcej, nasze badania pozwolily na
odkrycie kilku nowych miejsc cytrulinacji na biatkach strukturalnych, takich jak miozyna-
10, miozyna-9, biatko zwigzane z mikrotubulami 4, filamina-A, filamina-C, fibronektyna,
tancuch alfa-1C tubuliny i integryna beta-1. Warto podkresli¢, ze cytrulinacja biatek
strukturalnych ma funkcjonalne konsekwencje dla fizjologii komorki. Na przyktad
wykazano, Ze cytrulinacja wimentyny posredniczy w rozwoju zwloknienia phuc *°, a
cytrulinacja kolagenu II wplywa na adhezje komorek 3. Co wazne, wiedza dotyczaca zmian
w cytrulinowanych biatkach podczas procesu zwidknienia moze dostarczy¢ nowych
informacji do pozniejszych dogtebnych badah nad zwtoknieniem oraz umozliwi¢ rozwdj
nowych $rodkow terapeutycznych, ktore beda wptywac na rdéznicowanie fibroblastow do
miofibroblastow.

Podsumowujac, nasze wyniki pokazaty, ze zahamowanie PAD przez inhibitor BB-
Cl-amidyn¢ spowodowato wzrost ekspresji enzymu HO-1 poprzez aktywacj¢ szlaku Nrf2,
co moze zapobiega¢ nadmiernemu uszkodzeniu tkanki, prowadzac w ten sposob do

znacznych korzysci klinicznych w leczeniu zwldknienia serca.

Whioski

Do najwazniejszych oryginalnych osiagni¢¢ poznawczych cyklu przedstawionych prac

nalezg:

1. Aktywator enzymu ACE2 — diminazen zmienil polaryzacje makrofagéw do
fenotypu przeciwzapalnego M2 w blaszkach miazdzycowych myszy apoE™, co
razem ze zmniejszeniem zawarto$ci makrofagéw oraz wzrostem zawarto$ci migsni
gtadkich przyczynito si¢ do stabilizacji blaszki miazdzycowe;j.

2. Aktywator enzymu ACE2 — diminazen zmniejszyl stluszczenie watroby, co byto
zwigzane ze spadkiem zawartosci trojglicerydow oraz enzymu ALT w watrobie, ze
wzrostem cholesterolu HDL w osoczu oraz ze wzrostem ekspresji CSAD i poziomu
tauryny w watrobie myszy apoE™".

3. Korzystne dzialanie diminazenu wptywajace na zmiang polaryzacji makrofagow
W blaszce miazdzycowej oraz zmniejszenie sttuszczenia watroby moze by zwigzane
ze wzrostem ekspresji enzymu CSAD, ktéry jest odpowiedzialny za synteze
tauryny.

4. Zahamowanie aktywnosci deiminaz bialkowo-argininowych (PADSs) za pomoca

inhibitora BB-Cl-amidyny doprowadzilo do zmniejszenia polaryzacji



makrofagow do fenotypu prozapalnego M1 oraz zwi¢kszenia polaryzacji do
fenotypu przeciwzapalnego M2 w makrofagach THP-1, co moze mie¢ kluczowe
znaczenie w projektowaniu nowych strategii terapeutycznych wplywajacych na
przeprogramowanie makrofagow.

5. Wyciszanie PAD2 za pomocg siRNA w makrofagach THP-1 doprowadzito do
zmiany polaryzacji makrofagéw w kierunku fenotypu przeciwzapalnego M2,
co moze wskazywac na wazng rolg PAD2 w regulacji odpowiedzi immunologicznej
poprzez modulacje polaryzacji makrofagow.

6. Zastosowanie nowoczesnych metod proteomicznych pozwolilo na identyfikacje
nowych miejsc cytrulinacji w makrofagach THP-1. Wykryte miejsca cytrulinacji
znajdowaly si¢ na biatkach biorgcych udziat w sygnalizacji przez interleukiny,
degranulacji neutrofili, programowej $mierci komorki, obrobce DNA i RNA,
degradacji w proteasomach, aktywacji ptytek krwi oraz sygnalizacji przez VEGF.

7. Zahamowanie PAD za pomoca inhibitora BB-Cl-amidyny zmniejszylo
aktywacje fibroblastéw do miofibroblastéw, co zwigzane bylo z obnizeniem
ekspresji markera miofibroblastow COL1A1 oraz ze wzrostem degradacji kolagenu.

8. Zahamowanie PAD poprzez podawanie BB-Cl-amidyny aktywowalo szlak
sygnalizacyjny Nrf2/HO-1 w fibroblastach, co ma kluczowe znaczenie dla
ochrony komorek przed uszkodzeniami oksydacyjnymi i moze wywolywaé
korzystny efekt w przeciwdziataniu r6znicowaniu fibroblastoéw do miofibroblastow.

9. Zastosowanie nowoczesnych metod proteomicznych pozwolilo na identyfikacje
nowych miejsc cytrulinacji w fibroblastach i miofibroblastach. Wykryte miejsca
cytrulinacji znajdowaly si¢ na biatkach biorgcych udziat w degranulacji neutrofili,
obrobce DNA, procesach translacji, degradacji w proteasomach, odpowiedzi
komorkowej na stres, sygnalizacji przez I1L-4 i IL-13, obrobce bialek w siateczce

srodplazmatycznej i sygnalizacji przez VEGF.

Podsumowujac, nasze badania pokazaty, ze zahamowanie PADs oraz aktywacja ACE2
moga wplywaé¢ na polaryzacje makrofagow oraz rdéznicowanie fibroblastow do
miofibroblastow. Ponadto, uzyskane przez nas wyniki moga doprowadzi¢ do opracowania
nowego podejscia farmakologicznego ukierunkowanego na zmian¢ polaryzacji
makrofagéw | zahamowanie réznicowania fibroblastéw do miofibroblastow, z mozliwym

zastosowaniem w leczeniu chorob uktadu krazenia o podtozu zapalnym.
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Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

Moje zainteresowania naukowe skupiajg si¢ wokot tematyki zwigzanej z rolg
dysfunkcji mitochondriéw, stresu oksydacyjnego, aktywacji inflammasomu NLRP3 oraz
polaryzacji makrofagbw w chorobach cywilizacyjnych (miazdzyca, niealkoholowe
sttuszczenie watroby (NAFLD)), w ktorych wazng role odgrywa przewlekte zapalenie.
Wspdlna osig wymienionych obszaré6w jest metodyka wykorzystujaca techniki
proteomiczne oparte 0 0znaczenia wysokosprawnej chromatografii cieczowej polaczonej

ze spektrometrig mas (LC-MS).

W trakcie studiow doktoranckich zajmowatam si¢ rola mitochondrialnej dehydrogenazy

aldehydowej (ALDH2) w patogenezie chorob zwigzanych z dysfunkcja mitochondriow,



takich jak miazdzyca, NAFLD, depresja i neurodegeneracja. Pokazatam, ze Alda-1,
drobnoczasteczkowy aktywator ALDH2, spowodowal zahamowanie miazdzycy i
sttuszczenia watroby u myszy z wylaczonym genem dla apolipoproteiny E (apoE”") —
zwierzecym modelu miazdzycy 1 NAFLD, wykazywal dziatanie przeciwdepresyjne i
przeciwlgkowe w zwierzecym modelu depresji — u szczuréw stresowanych w okresie
prenatalnym oraz przyczynit si¢ do poprawy obrazu histopatologicznego obserwowanego
we wczesnych stadiach rozwoju choroby Alzheimera u myszy apoE”. Zatem,
farmakologiczna aktywacja ALDH2 moze by¢ nowa, obiecujacg strategia w leczeniu
przewlektych chorob zapalnych charakteryzujacych si¢ dysfunkcja mitochondriow i
stresem oksydacyjnym. Badania realizowatam w ramach grantu Preludium NCN w latach
2011 — 2014 (N/NZ4/01145), ktoérego rezultatem sa nastgpujace publikacje:

Stachowicz A, Olszanecki R, Suski M, Wisniewska A, Toton-Zuranska J, Madej J, Jawien J, Biatas M,
Okon K, Gajda M, Gtombik K, Basta-Kaim A, Korbut R. Mitochondrial aldehyde dehydrogenase
activation by alda-1 inhibits atherosclerosis and attenuates hepatic steatosis in apolipoprotein e-
knockout mice. J Am Heart Assoc. 2014 Nov 12;3(6). pii: €001329. doi: 10.1161/JAHA.114.001329.

Stachowicz A, Gtombik K, Olszanecki R, Basta-Kaim A, Suski M, Lason W, Korbut R. The impact of
mitochondrial aldehyde dehydrogenase (ALDH2) activation by Alda-1 on the behavioral and
biochemical disturbances in animal model of depression. Brain Behav Immun. 2015; 51:144-53.

Stachowicz A, Olszanecki R, Suski M, Gtombik K, Basta-Kaim A, Adamek D, Korbut R. Proteomic
Analysis of Mitochondria-Enriched Fraction Isolated from the Frontal Cortex and Hippocampus of
Apolipoprotein E Knockout Mice Treated with Alda-1, an Activator of Mitochondrial Aldehyde
Dehydrogenase (ALDH2). Int J Mol Sci. 2017 Feb 17;18(2).doi: 10.3390/ijms18020435.

W czasie doktoratu rozpoczgtam wspotprace z Instytutem Farmakologii PAN w Krakowie,
ktora zaowocowata powstaniem Kilku publikacji (lista ponizej). Wspotpraca dotyczyta roli
dysfunkcji mitochondriow w depresji oraz mitochondrialnych mechanizmoéw dziatania
lekow przeciwdepresyjnych w korze czotowej i hipokampie. Do badan tych wykorzystatam
metode analizy ilo$ciowej biatek - elektroforeze dwuwymiarowg sprzezong z tandemowa
spektrometrig mas (2DE-LC-MS/MS). W pracach tych pokazali$my, Ze stres prenatalny
zmienit proteom mitochondriow w korze czotowej i hipokampie oraz zmniejszyt biogeneze
mitochondriow. Natomiast atypowy lek przeciwdepresyjny — tianeptyna spowodowat

korzystne zmiany w ekspresji biatek mitochondrialnych w korze czotowe;j i hipokampie w


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25392542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25392542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25392542

zwierzgcym modelu depresji, u szczurow stresowanych prenatalnie, m.in. zwigkszajac

ekspresje¢ bialek tancucha transportu elektronow.

Gtombik K, Stachowicz A, Slusarczyk J, Trojan E, Budziszewska B, Suski M, Kubera M, Lason W,
Wedzony K, Olszanecki R, Basta-Kaim A. Maternal stress predicts altered biogenesis and the profile of
mitochondrial proteins in the frontal cortex and hippocampus of adult offspring rats.
Psychoneuroendocrinology. 2015; 60:151-62.

Glombik K, Stachowicz A, Olszanecki R, Slusarczyk J, Trojan E, Lason W, Kubera M, Budziszewska

B, Spedding M, Basta-Kaim A. The effect of chronic tianeptine administration on the brain mitochondria:
direct links with an animal model of depression. Mol Neurobiol. 2016 Dec;53(10):7351-7362. doi:
10.1007/s12035-016-9807-4.

Glombik K, Stachowicz A, Trojan E, Olszanecki R, Slusarczyk J, Suski M, Chamera K, Budziszewska
B, Lason W, Basta-Kaim A. Evaluation of the effectiveness of chronic antidepressant drug treatments in
the hippocampal mitochondria - A proteomic study in an animal model of depression. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2017; 78:51-60.

Glombik K, Stachowicz A, Trojan E, Slusarczyk J, Suski M, Chamera K, Kotarska K, Olszanecki R,
Basta-Kaim A. Mitochondrial proteomics investigation of frontal cortex in an animal model of
depression: Focus on chronic antidepressant drugs treatment. Pharmacol Rep. 2018 Apr;70(2):322-330.

Zarébwno w czasie studiow doktoranckich, jak i po uzyskaniu stopnia doktora jednym z
moich glownych obszarow badawczych byto poszukiwanie molekularnych mechanizmow
patogenezy miazdzycy 1 niealkoholowego stluszczenia watroby. Wspolnie z zespolem
Katedry Farmakologii UJ CM jako zwierzgcy model miazdzycy wykorzystalismy myszy z
wylaczonym genem dla apolipoproteiny E (apoE”). Zespot Katedry Farmakologii UT CM
posiada wieloletnie, bogato udokumentowane doswiadczenie w badaniach nad miazdzyca,
bazujace na opisie zmian miazdzycowych i ich farmakologicznej korekcie. Myszy apoE™
oprocz miazdzycy rozwijaja rowniez sttuszczenie watroby, uszkodzenia nerek oraz zmiany
w mozgu odpowiadajace wczesnym stadiom choroby Alzheimera, CO rowniez bylo
przedmiotem  naszego  zainteresowania.  Nasze  badania  wykazaly  m.in.
przeciwmiazdzycowy potencjat agmatyny — endogennej poliaminy, trehalozy — naturalnie
wystepujacego disacharydu, GW9508 — aktywatora dla wolnych kwasow tluszczowych
oraz 1G244 - inhibitora dipeptydylopeptydazy 8/9. Agmatyna i trehaloza zmniejszyty
rowniez stuszczenie watroby u myszy apoE”. Badania te zaowocowaly powstaniem

kilkunastu pracach naukowych:
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Bujak- Gizycka B, Olszanecki R, Suski M, Madej J., Stachowicz A, Korbut R.: Angiotensinogen
metabolism in rat aorta: robust formation of proangiotensin-12. J. Physiol. Pharmacol., 2010; 61: 679-
682.

Stachowicz A, Suski M, Olszanecki R, Madej J, Okon K, Korbut R.: Proteomic analysis of liver

mitochondria in apolipoprotein E knockout mice treated with metformin. J. Proteomics, 2012; 77:167-75.

Suski M, Gebska A, Olszanecki R, Stachowicz A, Uracz D, Madej , Korbut R.: Influence of atorvastatin
on angiotensin | metabolism in resting and TNF-« -activated rat vascular smooth muscle cells. J. Renin
Angiotensin Aldosterone Syst., 2014; 15(4):378-83.

Suski M, Olszanecki R, Stachowicz A, Madej J, Bujak-Gizycka B, Okon K, Korbut R.: The influence of
angiotensin-(1-7) Mas receptor agonist (AVE 0991) on mitochondrial proteome in kidneys of apoE
knockout mice. Biochim Biophys Acta., 2013; 1834(12):2463-9.

Suski M, Olszanecki R, Chmura £, Stachowicz A, Madej J, Okon K, Adamek D, Korbut R. Influence of
metformin on mitochondrial subproteome in the brain of apoE knockout mice. Eur J Pharmacol. 2016;
772:99-107.

Suski M, Wisniewska A, Stachowicz A, Olszanecki R, Ku$ K, Biatas M, Madej J, Korbut R. The
influence of AICAR - direct activator of AMP-activated protein kinase (AMPK) - on liver proteome in
apoE-knockout mice. Eur J Pharm Sci. 2017; 104:406-416.

Wisniewska A, Olszanecki R, Toton-Zuranska J, Kus K, Stachowicz A, Suski M, Gebska A, Gajda M,
Jawien J, Korbut R. Anti-Atherosclerotic Action of Agmatine in ApoE-Knockout Mice. IntJ Mol Sci. 2017
Aug 4;18(8). doi: 10.3390/ijms18081706.

Stachowicz A, Olszanecki R, Suski M, Wisniewska A, Kus$ K, Biatas M, Jawien J, Korbut R. Quantitative
proteomics reveals decreased expression of major urinary proteins in the liver of apoE/eNOS-DKO mice.
Clin Exp Pharmacol Physiol. 2018 Jul;45(7):711-719.

Stachowicz A, Wisniewska A, Ku$ K, Kiepura A, Gebska A, Gajda M, Bialas M, Toton-Zuranska J,
Stachyra K, Suski M, Jawien J, Korbut R, Olszanecki R. The Influence of Trehalose on Atherosclerosis
and Hepatic Steatosis in Apolipoprotein E Knockout Mice. Int J Mol Sci. 2019 Mar 28;20(7). pii: E1552.
doi: 10.3390/ijms20071552.

Suski M, Kiepura A, Wisniewska A, Kus$ K, Skatkowska A, Stachyra K, Stachowicz A, Gajda M, Korbut
R, Olszanecki R. Anti-atherosclerotic action of GW9508 - Free fatty acid receptors activator - In apoE-
knockout mice. Pharmacol Rep. 2019 Aug;71(4):551-555. doi: 10.1016/j.pharep.2019.02.014.
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Suski M, Wisniewska A, Ku$ K, Kiepura A, Stachowicz A, Stachyra K, Czepiel K, Madej J, Olszanecki
R. Decrease of the pro-inflammatory M1-like response by inhibition of dipeptidyl peptidases 8/9 in THP-
1 macrophages - quantitative proteomics of the proteome and secretome. Mol Immunol. 2020
Nov;127:193-202. doi: 10.1016/j.molimm.2020.09.005. Epub 2020 Sep 29.

Wisniewska A, Stachowicz A, Ku$ K, Ulatowska-Biatas M, Toton-Zuranska J, Kiepura A, Stachyra K,
Suski M, Gajda M, Jawien J, Olszanecki R. Inhibition of Atherosclerosis and Liver Steatosis by Agmatine
in Western Diet-Fed apoE-Knockout Mice Is Associated with Decrease in Hepatic De Novo Lipogenesis
and Reduction in Plasma Triglyceride/High-Density Lipoprotein Cholesterol Ratio. Int J Mol Sci. 2021
Oct 1;22(19):10688.

Wisniewska A, Czepiel K, Stachowicz A, Pomierny B, Ku$ K, Kiepura A, Stachyra K, Surmiak M,
Madej J, Olszanecki R, Suski M. The antiatherosclerotic action of 1G244 - An inhibitor of dipeptidyl
peptidases 8/9 - is mediated by the induction of macrophage death. Eur J Pharmacol. 2023 Apr
5;944:175566. doi: 10.1016/j.ejphar.2023.175566. Epub 2023 Feb 3.

Kolejnym polem mojej aktywnosci naukowej byto zastosowanie technik proteomicznych
do projektow badawczych o charakterze klinicznym (tzw. proteomika kliniczna).
Umozliwit to rozwoj nowych metod badawczych, pozwalajacy na odejscie od technik
zelowych na rzecz oznaczen ilosciowych na poziomie peptydoéw, takich jak oznaczenia
potilosciowe typu label-free quantification (bez znakowania probki) i Isobaric Tags for
Relative and Absolute Quantitation (iTRAQ) (ze znakowaniem probki). Projekty
wykonywane byly we wspolpracy z Instytutem Kardiologii UJ CM, a takze Katedra
Anatomii U] CM. W celu wdrozenia nowych metod proteomicznych (label-free
quantification) nawiagzaliSmy wspolprace z Instytutem Biochemii Maxa Plancka w
Martinsried. Badania dotyczyly pomiaru sktadu biatkowego skrzepoéw fibrynowych
uzyskanych z osocza pacjentow z zakrzepowym zespotem antyfosfolipidowym, zakrzepica
i od zdrowych ochotnikow. Uzyskane wyniki wskazaty na ilosciowa zmian¢ sktadu
skrzepow zwigzang ze zwickszong zawartoscig sktadnikow dopelniacza i biatek ptytek krwi
u pacjentow z zakrzepowym zespotem antyfosfolipidowym. Z kolei we wspotpracy z
Katedra Anatomii UJ CM oznaczaliSmy zmiany w proteomie serca w nadci$nieniu

ptucnym. Wynikiem tych badan sa nastepujace publikacje:

Stachowicz A, Siudut J, Suski M, Olszanecki R, Korbut R, Undas A, Wisniewski JR. Optimization of
quantitative proteomic analysis of clots generated from plasma of patients with venous thromboembolism.
Clin Proteomics. 2017 Nov 28;14:38. doi: 10.1186/s12014-017-9173-x. eCollection 2017.



Stachowicz A, Zabczyk M, Natorska J, Suski M, Olszanecki R, Korbut R, Wisniewski JR, Undas A.
Differences in plasma fibrin clot composition in patients with thrombotic antiphospholipid syndrome
compared with venous thromboembolism. Sci Rep. 2018 Nov 23;8(1):17301. doi: 10.1038/s41598-018-
35034-x.

Zabczyk M, Stachowicz A, Natorska J, Olszanecki R, Wisniewski JR, Undas A. Plasma fibrin clot
proteomics in healthy subjects: Relation to clot permeability and lysis time. J Proteomics. 2019 Sep 30;
208:103487. doi: 10.1016/j.jprot.2019.103487.

Hotda MK, Stachowicz A, Suski M, Wojtysiak D, Sowinska N, Arent Z, Palka N, Podolec P, Kope¢ G.
Myocardial proteomic profile in pulmonary arterial hypertension. Sci Rep. 2020 Sep 1;10(1):14351. doi:
10.1038/s41598-020-71264-8.

Woreszcie ostatnie moje badania dotyczyty roli mitochondrialnego siarkowodoru (H2S) w
przeprogramowaniu makrofagow z fenotypu prozapalnego M1 na przeciwzapalny M2 w
przewlektych chorobach zapalnych: miazdzycy i NAFLD. Badania te byly finansowane w
ramach grantu SONATA NCN (2018-2023; 2017/26/D/NZ4/00480). Warto podkresli¢, ze
polaryzacja makrofagdéw odgrywa kluczowa role w rozwoju przewleklego stanu zapalnego
o niskim stopniu nasilenia, wystgpujacego zarowno w miazdzycy, jak i NAFLD, a zmiana
fenotypu makrofagow z prozapalnego M1 na przeciwzapalny M2 moze stanowic
obiecujacag strategie leczenia tych chordéb. Moje badania pokazaly, ze mitochondrialny
donor HzS — substancja AP39 zmniejszyt zmiany miazdzycowe u myszy apoE”" poprzez
zmniejszenie ogdlnego stanu zapalnego, nasilenie termogenezy w aorcie oraz korzystna
modulacj¢ polaryzacji makrofagow. Dodatkowo, podawanie AP39 zmniejszyto otylo$¢ i

sttuszczenie watroby u myszy na diecie wysokottuszczowej (publikacje w przygotowaniu).

Moj sumaryczny dorobek naukowy wedtug analizy bibliometrycznej, przygotowanej przez
Biblioteke Medyczng Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum na podstawie baz
Web of Science Core Collection i Journal Citation Reports z dnia 19.09.2023 r. obejmuje:

Liczba publikacji: 28, w tym 27 prac oryginalnych i 1 rozdziat monografii zagranicznej
Liczba publikacji w czasopismach nalezacych do Q1: 13

Suma Impact Factor: 113.14

Liczba cytowan: 403

Liczba cytowan bez autocytowan: 370

Wspoélczynnik Hirscha: 14



5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegoOlnoS$ci zagranicznej.

Pod koniec studiow doktoranckich (czerwiec 2015) odbytam miesi¢czny staz szkoleniowy
w laboratorium proteomicznym CSIC/UAB Proteomics Facility (Barcelona
Biomedical Research Institute (11BB-CSIC) / Autonomous University of Barcelona
(UAB), Barcelona, Hiszpania). Wyjazd ten pozwolit mi na nauke nowych metod

proteomicznych stosowanych w badaniach biomedycznych.

Po uzyskaniu stopnia doktora nawigzatam wspotprace z Profesorem Jackiem Wisniewskim
z grupy proteomicznej Profesora Matthiasa Manna w Instytucie Biochemii Maxa Plancka
w Martinsried (Niemcy), gdzie odbylam trzy miesi¢czny staz naukowy (marzec — maj
2017). W czasie stazu zdobytam doswiadczenia z przygotowania probek i analizy danych
proteomicznych przy uzyciu najnowoczesniejszych metod (label-free MS) i sprzetu.
Wyjazd ten pozwolit takze na zrealizowanie projektu badawczego dotyczacego proteomiki
skrzepow z osocza od pacjentow z zakrzepowym zespotem antyfosfolipidowym. Projekt
byl realizowany we wspotpracy z Profesor Anetta Undas z Instytutu Kardiologii UJ CM.

Rezultatem wyjazdu byto powstanie 3 oryginalnych publikacji naukowych.

W latach 2019 — 2020 odbytam roczny staz podoktorski w Heart Institute, Cedars-Sinai
Medical Center (Los Angeles, USA) w ramach programu Bekkera finansowanego
przez Narodowa Agencje Wymiany Akademickiej (NAWA). Badania naukowe
prowadzitam w grupie badawczej Profesor Justyny Fert-Bober w laboratorium
proteomicznym Profesor Jennifer Van Eyk. Tematem moich badan byta rola enzymow
deiminaz bialkowo-argininowych oraz cytrulinacji w rdéznicowaniu fibroblastow do
miofibroblastow w zwloknieniu serca, a takze w polaryzacji makrofagow do fenotypu
prozapalnego oraz przeciwzapalnego. Rezultatem tego wyjazdu byto powstanie 3 publikacji
naukowych, w tym 2 publikacji, ktore sg tematem 0Siggnigcia naukowego w postgpowaniu
0 nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego. Wspotpraca badawcza z Profesor
Fert-Bober jest nadal kontynuowana i uwzgledniana w staraniu si¢ o finansowanie nowych
projektow badawczych we wspotpracy miedzynarodowej finansowanych przez Narodowe

Centrum Nauki (ztozono grant OPUS uwzgledniajacy wspotprace z Profesor Fert-Bober).



6. Informacja o0  osiagnieciach  dydaktycznych, organizacyjnych  oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

= Prowadzenie zaj¢¢ z przedmiotu , Farmakologia” dla studentow Wydziatu
Lekarskiego UJ CM w latach 2012-2015.

= Opieka nad praktykami wakacyjnymi studentow.

= Uczestnictwo w organizacji i przeprowadzeniu Festiwalu Nauki w UJ CM.

= Wyklad dla Towarzystwa Lekarskiego Krakowskiego pt. "Siarkowodor w
patofizjologii i farmakologii schorzen zapalnych oraz miazdzycy" (17.04.2019).

=  Wyktad dla uczniéw VIII Liceum Ogo6lnoksztatcacego w Krakowie pt. "Zawod
naukowiec" (6.04.2022).

= Artykut - wywiad o0 moich badaniach pt. , Kod do leczenia chordob
cywilizacyjnych” zamieszczony na stronie naukawpolsce.pl.

= Czlonkostwo w organizacji Human Proteome Organization (HUPO).

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé¢ inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Projekty badawcze

= , Mitochondrialna dehydrogenaza aldehydowa (ALDHZ2) jako punkt uchwytu dla
nowych lekow przeciwmiazdzycowych” (PRELUDIUM NCN N/NZ4/01145),
finansowany przez Narodowe Centrum nauki (NCN), kierownik grantu, 2011 — 2014.

= _Powstawanie, przemiany i rola angiotensyny-(1-12) w uktadzie krazenia - badania w
modelu nadcisnienia” (N N401 293939), finansowany przez MNiSzW, wykonawca
grantu, 2010-2012.

= , Wplyw siarkowodoru (H2S) wytwarzanego w mitochondriach na mechanizmy
zwigzane z przeprogramowaniem makrofagéw — rola w miazdzycy i niealkoholowym
sthuszczeniu watroby” (SONATA NCN 2017/26/D/NZ4/00480), finansowany przez
Narodowe Centrum nauki (NCN), Kierownik grantu, 2018 — 2023.




Nagrody i wyroznienia

Stypendium miasta Krakowa dla szczegdlnie uzdolnionych studentéw oraz uczestnikow
studiow doktoranckich krakowskich uczelni wyzszych, Komisja Stypendialna Miasta
Krakowa i Prezydent Miasta Krakowa, 8 marca 2011

Stypendium Doctus — Matopolski Fundusz Stypendialny dla doktorantow (2012-2015)
Doktor nauk medycznych summa cum laudae (2015)

Stypendium START Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (FNP) — stypendium dla
miodych, utalentowanych naukowcow (2016-2017)

Stypendium Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej (NAWA) na staz podoktorski
w USA (Program Bekkera) (2018)

Stypendium Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych, mlodych
naukowcow (2019)

Szkolenia
Targeted Proteomics Course 2016 (8-12.02.2016, ETH Zurich)

Network Biology Workshop: Cytoscape (11-15.01.2016, Collegium Medicum UJ,
Krakow)

Wystapienia ustne na konferencjach naukowych

XVI Sympozjum Sekcji Kardiologii Eksperymentalnej Polskiego Towarzystwa
Kardiologicznego (24-26 listopada 2011, Poznan) Metabolizm angiotensynogenu w
aorcie szczura: powstawanie proangiotensyny-12,

7th Summer Course for Mass Spectrometry in Biotechnology and Medicine (7-
13.07.2013, Dubrownik, Chorwacja): Proteomic analysis of liver mitochondria of
apolipoprotein E knockout mice treated with metformin.

IIT Konferencja Naukowa Doktorantow Wydziatu Lekarskiego 1 Farmaceutycznego UJ
CM (9-10.05.2013, Krakow, Polska): Analiza mitoproteomu wagtroby myszy ApoE
knockout leczonych Alda-1 - aktywatorem mitochondrialnej dehydrogenazy
aldehydowej (ALDH2).



IV Konferencja Naukowa Doktorantow Wydziatu Lekarskiego i Farmaceutycznego UJ
CM (29-30.05.2014, Krakow, Polska): The effect of mitochondrial aldehyde
dehydrogenase (ALDH2) activation by Alda-1 in the prenatally stressed rats:
behavioral, molecular and proteomic data.

V Konferencja Doktorantow Uniwersytetu Jagiellonskiego — Collegium Medicum (28-
29.05.2015, Krakoéw, Polska): Wplyw aktywacji mitochondrialnej dehydrogenazy
aldehydowej (ALDH2) przez Alda-1 na zmiany neurodegeneracyjne w mozgach myszy
z wylgczonym genem dla apolipoproteiny E.

2" Central European Biomedical Congress (15-18.06.2016, Krakéw, Polska):
Proteomic analysis of mitochondria isolated from the frontal cortex and hippocampus
of apolipoprotein E knockout mice treated with Alda-1, an activator of mitochondrial
aldehyde dehydrogenase (ALDH2).

Congress BIO 2018 (18-21.09.2018, Gdansk, Poland): Proteomics of plasma fibrin clot

in antiphospholipid syndrome.

Wystapienia posterowe na konferencjach naukowych

6th European Meeting for vascular biology & medicine (21-24 wrzes$nia 2011, Krakow),
Angiotensinogen metabolism in aorta and heart of hypertensive rats, Stachowicz A.,
Bujak-Gizycka B., Suski M., Madej J., Olszanecki R., Korbut R.

Il Konferencja Naukowa Doktorantéw Wydziatu Lekarskiego i Farmaceutycznego UJ
CM (18.05.2011, Krakow, Polska): Mitochondrialna dehydrogenaza aldehydowa jako
punkt uchwytu dla nowych lekéw przeciwmiazdzycowych. Stachowicz A

Proteomic forum 2013 (17-21.03.2013, Berlin, Niemcy): Proteomic analysis of liver
mitochondria of atherosclerotic apoE-knockout mice treated with Alda-1 — an activator
of mitochondrial Aldehyde dehydrogenase (ALDHZ2). Stachowicz A, Suski M,
Olszanecki R, Madej J, Wisniewska A, Jawien J, Biatas M, Okon K, Korbut R.

7th Summer Course for Mass Spectrometry in Biotechnology and Medicine__ (7-
13.07.2013, Dubrownik, Chorwacja): Proteomic analysis of liver mitochondria of
atherosclerotic apoE-knockout mice treated with Alda-1 — an activator of mitochondrial
Aldehyde dehydrogenase (ALDH2). Stachowicz A.

XVIII International Congress of the Polish Pharmacological Society (23-25.05.2013,
Kazimierz Dolny, Polska): Proteomic analysis of liver mitochondria of atherosclerotic

apoE-knockout mice treated with Alda-1 — an activator of mitochondrial aldehyde



dehydrogenase (ALDH2). Stachowicz A, Suski M, Olszanecki R, Madej J, Wisniewska
A, Jawien J, Biatas M, Okon K, Korbut R.

17" World Congress of Basic and Clinical Pharmacology (13-18.07.2014, Kapsztad,
RPA): The effect of mitochondrial aldehyde dehydrogenase (ALDH2) activation by
Alda-1 in the prenatally stressed rats: behavioral, molecular and proteomic data.
Stachowicz A., Glombik K, Suski M., Basta-Kaim A., Olszanecki R., Korbut R.

13th  Human Organization World Congress (5-8.10.2014, Madryt, Hiszpania):

Proteomic analysis of the frontal cortex and the hippocampus mitochondria in the
animal models of depression. Stachowicz A., Glombik K, Suski M., Basta-Kaim A.,
Olszanecki R., Korbut R.

Recent Advances in Omics Research and Dissemination Conference of the Omicron

Project (23-24.10.2014, Krakow, Polska): Proteomic analysis of the frontal cortex and
the hippocampus mitochondria in the animal models of depression. Stachowicz A.,
Glombik K, Suski M., Basta-Kaim A., Olszanecki R., Korbut R.

7" World Congress on Targeting Mitochondria (24-26.10.2016, Berlin, Niemcy):

Proteomic analysis of the liver mitochondria isolated from the double

(apolipoprotein  E and endothelial nitric oxide synthase) knockout mice
reveals decreased expression of major urinary proteins (MUPSs). Stachowicz A.,
Olszanecki R., Suski M., Kus$ K., Biatas M., Jawien J., Korbut R.

16th Human Proteome Organization World Congress (17-21.09.2017, Dublin, Irlandia):

Optimization of quantitative proteomic analysis of clots generated from plasma of

patients with venous thromboembolism. Stachowicz A., Siudut J., Suski M., Olszanecki
R., Korbut R., Undas A., WisSniewski JR.

17th Human Proteome Organization World Congress (30.09-3.10.2018, Orlando,
USA): Differences in plasma fibrin clot composition in patients with thrombotic
antiphospholipid syndrome compared with venous thromboembolism. Stachowicz A.,
Zabczyk M., Natorska J., Suski M., Olszanecki R., Korbut R., Wisniewski JR., Undas
A.

44" FEBS Congress_(6-11.07.2019, Krakéw, Polska): The influence of diminazene on
atherosclerosis and hepatic steatosis in apolipoprotein E knockout mice. Stachowicz
A., Wisniewska A., Ku$ K., Kiepura A., Bialas M., Toton-Zuranska J., Stachyra K.,
Suski M., Jawien J., Korbut R., Olszanecki R.



= US HUPO 2021 Annual Conference (8-13.03.2021, wirtualna konferencja): Role of
posttranslational modification, citrullination in polarization to proinflammatory and
anti-inflammatory macrophages. Stachowicz A., Fert-Bober J.

= American Heart Association Scientific Sessions 2021 (13-15.11.2021, wirtualna
konferencja): Protein Citrullination Landscape of Human Coronary Atherosclerosis.
Stachowicz A., Mao C., Hixson J., Jackson FR., Vander Heide R., Van Eyk JE.,
Herrington DM., Fert-Bober J.

= Human Proteome Organization World Congress 2022 (4-8.12.2022, Cancun, Meksyk):

Proteomic analysis of bone marrow-derived macrophages (BMDM) polarized to

proinflammatory and anti-inflammatory phenotype: the role of mitochondria-targeted
hydrogen sulfide. Stachowicz A, Czepiel K, Suski M, Olszanecki R.

Recenzje w czasopismach naukowych
Jestem recenzentem w czasopismach z listy JCR, wilaczajac w to takie periodyki, jak:

= Proteomics

= European Journal of Pharmacology

= PLOS ONE

= Scientific Reports

= Hepatology International

= JACC

= Clinical Proteomics

= Psychiatry Research

= Journal of Proteomics

= Peer]

= Marine Drugs

= International Journal of Molecular Sciences

» Free Radical Research

= Brain Research

= Animals

= Drug Development Research

= Neurochemical Research

= Pharmacological Reports

= Medical Science Monitor

= Molecules



= Journal of Integrative Neuroscience

=  Antioxidants

(podpis wnioskodawcy)
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