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Uniwersytet Mikofaja Kopernika w Toruniu, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Zaktad
Biochemii.

Promotor pracy: prof. dr hab. Jadwiga Gniot-Szulzycka
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Tytut rozprawy doktorskiej: ,Poszukiwanie genu przedsionkowego peptydu
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Promotor pracy: prof. dr hab. Andrzej Tretyn

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

2004 - 2006: asystent, Zaktad Immunologii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, UMK.
2006 - 2012: adiunkt, Zaktad Immunologii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, UMK.
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o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

a. Tytut osiggniecia naukowego:

GLUTATION JAKO MODULATOR REAKCJI GORACZKOWEJ
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b. Prace wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego stanowigcego podstawe

ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego:

Osiggniecie naukowe, bedgce podstawg do ubiegania sie o stopiefd doktora
habilitowanego stanowi cykl pieciu oryginalnych publikacji naukowych
opublikowanych w latach 2011-2016, w czasopismach znajdujacych sie w bazie
Journal Citation Reports. Sumaryczny Impact Factor tych pozycji (zgodny z rokiem
opublikowania) wynosi 14.303, a sumaryczna liczba punktéw MNiSW 125. We
wszystkich publikacjach jestem pierwszym autorem, w czterech pracach jestem

autorem korespondencyjnym.

* autor korespondencyjny

[1] Wrotek S, Jedrzejewski T, Potera-Kram E, Kozak W* (2011a) Antipyretic activity
of N-acetylcysteine. J Physiol Pharmacol 62(6): 669-675.
[IF2011=2.267], [MNiSW2011=25]

Mo6j wktad w powstanie pracy obejmowat: opracowanie koncepcji badan,
przeprowadzenie przegladu literatury z tej dziedziny, petng koordynacje badan,
uzyskanie zgody Lokalnej Komisji Etycznej, uzyskaniu Grantu wewnetrznego UMK
(558-B) na sfinansowanie badan, indukcje gorgczki endotoksynowej i aseptycznej
nekrozy tkanek, biotelemetryczny pomiar temperatury ciata i aktywnosci
lokomotorycznej szczuréw, zbadanie wptywu NAC na przebieg obu modeli
gorgczki, interpretacje wynikdw, przygotowanie wszystkich rycin, napisanie
wstepnej wersji manuskryptu pracy.

Méj udziat procentowy szacuje na 75%

[2] Wrotek S*, Jedrzejewski T, Piotrowski J, Kozak W (2016a) N-acetyl-L-cysteine
exacerbates generation of IL-10 in cells stimulated with endotoxin in vitro and
produces antipyresis via IL-10 dependent pathway in vivo. Immunology Letters 27
(177): 1-5.

[IF2016=2.483], [MNiSW2016=20]

Moéj wktad w powstanie pracy obejmowat: opracowanie koncepcji badan,
przeprowadzenie przegladu literatury z tej dziedziny, uzyskanie zgody Lokalnej
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Komisji Etycznej, indukcje goraczki endotoksynowej, biotelemetryczny pomiar
temperatury ciata szczuréw, analizy immunoenzymatyczne (IL-10, PGE;), zbadanie
wptywu przeciwciat anty IL-10 i NAC na przebieg gorgczki endotoksynowej,
przeprowadzenie interpretacji wynikdw, wykonanie analizy statystycznej,
przygotowanie wszystkich rycin, napisanie manuskryptu pracy, korespondencje z
redakcja.

Méj udziat procentowy szacuje na 75%

[3] Wrotek S*, Jedrzejewski T, Nowakowska A, Kozak W (2015) Glutathione
deficiency attenuates endotoxic fever in rats. International Journal of
Hyperthermia 31(7): 793-9.

[IF2015=3.361], [MNiSW2015=25]

Moj wktad w powstanie pracy obejmowat: opracowanie koncepcji badan,
przeprowadzenie przegladu literatury z tej dziedziny, petng koordynacje badan,
uzyskanie zgody Lokalnej Komisji Etycznej, wuzyskanie Grantu NCN
(2012/07/B/NZ4/00197) na sfinansowanie badan, indukcje gorgczki
endotoksynowej, biotelemetryczny pomiar temperatury ciata, zbadanie wptywu
foronu na przebieg gorgczki, przeprowadzenie analiz immunoenzymatycznych
(TNF-a), przeprowadzenie analiz biochemicznych (pomiar stezenia glutationu w
tkankach), przeprowadzenie interpretacji wynikéw, przygotowanie wszystkich
rycin, napisanie manuskryptu pracy, korespondencje z redakcja.

Moéj udziat procentowy szacuje na 80%

[4] Wrotek S*, Domagalski K, Jedrzejewski T, Dec E, Kozak W (2017) Buthionine
sulfoximine, a glutathione depletor, attenuates endotoxic fever and reduces IL-13
and IL-6 level in rats. Cytokine 90: 31-37.

[IF2016=2.940], [MNiSW2016=25]

Moéj wktad w powstanie pracy obejmowat: opracowanie koncepcji badan,
przeprowadzenie przegladu literatury z tej dziedziny, petng koordynacje badan,
uzyskanie zgody Lokalnej Komisji Etycznej, wuzyskanie Grantu NCN
(2012/07/B/NZ4/00197) na sfinansowanie badan, indukcje gorgczki
endotoksynowej, biotelemetryczny pomiar temperatury ciata, zbadanie wptywu
BSO na przebieg goraczki, przeprowadzenie analizimmunoenzymatycznych (IL-13,
IL-6), przeprowadzenie analiz biochemicznych (pomiar stezenia glutationu w
tkankach), udziat w analizach z uzyciem techniki Real-time PCR, przeprowadzenie
interpretacji wynikéw, przygotowanie wszystkich rycin, napisanie manuskryptu
pracy, korespondencje z redakcja.

Moéj udziat procentowy szacuje na 70%
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[5] Wrotek S*, Jedrzejewski T, Nowakowska A, Kozak W (2016b) LPS alters pattern
of sickness behavior but does not affect glutathione level in aged male rats.
Biogerontology 17(4): 715-23.

[IF2016=3.252], [MNiSW2016=30]

Méj wkiad w powstanie pracy obejmowat: opracowanie koncepcji badan,
przeprowadzenie przegladu literatury z tej dziedziny, uzyskanie zgody Lokalnej
Komisji Etycznej, uzyskanie Grantu NCN (2012/07/B/NZ4/00197) na sfinansowanie
badan, opieke nad zwierzetami laboratoryjnymi podczas catego doswiadczenia;
indukcje gorgczki endotoksynowej, biotelemetryczny pomiar temperatury ciata i
aktywnosci lokomotorycznej, przeprowadzenie analiz immunoenzymatycznych
(IL-6), przeprowadzenie analiz biochemicznych (pomiar stezenia glutationu w
tkankach), przeprowadzenie interpretacji wynikow, przygotowanie wszystkich
rycin, napisanie manuskryptu pracy, korespondencje z redakcja.

Méj udziat procentowy szacuje na 80%
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c. Komentarz autorski do publikacji stanowigcych podstawe ubiegania sie o stopien

doktora habilitowanego.

GLUTATION JAKO MODULATOR REAKCJI GORACZKOWE)J

W ponizszym opisie cytowania wtasnych prac wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego
zostaty oznaczone pogrubionq czcionkg, natomiast cytowania wtasnych prac wchodzgcych
w sktad dorobku dodatkowego zostaty oznaczone podkresleniem.

WSTEP

Goraczka jest stanem powszechnie wystepujgcym u ludzi i zwierzat. Towarzyszy ona
chorobie, ktdéra juz sie ujawnita lub dopiero wkrétce zostanie zamanifestowana.
Wspodtczesnie u pacjentdw czesto mozna zaobserwowac negatywny stosunek do niej.
Wynika to z nastepujacych przyczyn: utozsamiania gorgczki z chorobg; ztego samopoczucia
osoby goraczkujacej; licznych reklam $rodkéw przeciwgoraczkowych, ktére utwierdzajg
pacjentéw w trafnosci postepowania majgcego na celu obnizenie gorgczki. Ponadto nawet
w literaturze naukowej mozina odnalezé nieuzasadnione zalecenia dotyczgce
przeciwdziatania gorgczce w celu przyspieszenia powrotu do zdrowia [Kent i wsp. 1992]. W
zwigzku z tym obserwuje sie nowe zjawisko spoteczne zwane ,fever phobia” (fobia
gorgczkowa) [Dong i wsp. 2015].

W rzeczywistosci wzrost temperatury ciata jest sygnatem alarmowym organizmu.
Podczas gorgczki mozna zaobserwowaé zespdt reakcji behawioralnych zwanych
zachowaniem chorobowym (sickness behaviour). Nalezg do nich miedzy innymi sennos¢,
zmniejszenie aktywnosSci ruchowej oraz hipofagia (zmniejszenie ilosci pobieranego
pokarmu) prowadzgca do obnizenia masy ciata. Uwaza sie, ze ten zesp6t reakcji pozwala na
zogniskowanie organizmu na walce z czynnikiem chorobotwérczym [Soszynski 2004].
Stanowisko to jest zgodne z dawnymi poglagdami, w ktérych uwazano goraczke za potezny
orez do walki z chorobami. Do historii przeszto zdanie greckiego lekarza i filozofa
Parmenidasa: , Dajcie mi mozliwos¢ wytworzenia gorgczki, a wylecze was ze wszystkich
waszych chordb.” [cyt. za Kozak 2009]. Badania wielokrotnie potwierdzity, ze gorgczka
towarzyszgca chorobom infekcyjnym przynosi korzystne efekty [Kluger i wsp. 1996, 1998;

Hoption Cann i wsp. 2002, 2006]. Badacze zajmujacy sie tym zagadnieniem uwazaja, ze jest
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to reakcja adaptacyjna, ktérej celem jest przywrdcenie homeostazy zaburzonej dziataniem
czynnikdow urazowych i infekcyjnych [Baumann i Gauldie 1994; Kluger i wsp. 1998].
Sugeruje to, ze brak takiej reakcji przynosi negatywne skutki, utrudniajgc lub
uniemozliwiajgc powrét do homeostazy organizmu. Potwierdzajg to znane w medycynie
przypadki oséb niegorgczkujacych. Juz dawno zaobserwowano, ze takag grupe stanowig
pacjenci cierpigcy na choroby nowotworowe [Laurence 1855]. Jednak jak dotad nie podjeto
proby zbadania przyczyny tego zjawiska.

Chociaz wspodtczesnie nie zwraca sie uwagi na brak gorgczki podczas choréb
infekcyjnych, to jej wystgpienie (zwtaszcza w poczagtkowym etapie choroby) jest jednym z
podstawowych parametréw rzutujgcych na dobdr odpowiedniego leczenia. Okazuje sie
jednak, ze brak wzrostu temperatury ciata podczas infekcji moze by¢ zwigzany nie tylko z
dobrag kondycja pacjenta, lecz takze z czynnikami, ktére nie zawsze sg brane pod uwage
przez klinicystéw. Obok lekéw, ktérych wtasciwosci przeciwgorgczkowe sg dobrze poznane,
istnieje wiele preparatow, ktérych wptyw na goraczke nie byt badany. Zdarza sie, ze pacjent
i lekarz nie wiedzg, iz niektére preparaty hamujg reakcje gorgczkowa. Moze to prowadzié
do btedéw w ocenie zaréwno stanu zdrowia pacjenta, jak i efektywnosci terapii
antybiotykowej [Cunha 2012]. Z tego powodu niezbedna jest znajomosé¢ lub przynajmniej
umiejetnos¢ przewidywania antypiretycznych wiasciwosci stosowanego leku. Bez
watpienia mozliwe to bedzie dzieki petnemu poznaniu mechanizmu prowadzgcego do
indukcji gorgczki.

Mimo Zze mechanizm gorgczki u organizméw statocieplnych od wielu lat jest
opisywany w pracach naukowych [Atkins 1960; Caputa 1977], to wciaz nie jest on w petni
poznany. Najlepiej zbadany model goraczki infekcyjnej jest indukowany pirogenem
egzogennym czyli endotoksyng, ktérg stanowi lipopolisacharyd (LPS) izolowany z bakterii
Escherichia coli. Aktualnie przyjmuje sie, ze gorgczka powstaje w wyniku kontaktu
btonowych receptoréw Toll-like znajdujacych sie na komérkach gospodarza z pirogenem
egzogennym, pochodzgcym z patogenu. Nastepnie sygnat gorgczkotwérczy przekazywany
do wnetrza komérki aktywuje jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (NF-kB). Nasze badania
wykazaty, ze myszy pozbawione genu kodujgcego NF-kB nie gorgczkujg po iniekcji LPS

[Kozak i wsp. 2006a]. Wynika to z faktu, iz NF-kB reguluje synteze pirogenéw endogennych,

do ktérych zalicza sie cytokiny takie jak interleukiny IL-1B, IL-6 oraz czynnik martwicy
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nowotwordw a (TNF-a) [Kluger i wsp. 1995; Lee i wsp. 2003]. Zgodnie z aktualng wiedza
dotyczacg mechanizmu indukcji goraczki, cytokiny te stymulujg uwalnianie kwasu
arachidonowego z fosfolipidéw btonowych. Wolny kwas arachidonowy jest substratem dla
cyklooksygenaz (COX-1 i COX-2), ktore przeksztatcajg go w prostaglandyne E2 (PGE;) -
ostateczny mediator reakcji gorgczkowej [Milton 1989; Roth i Blatteis 2014].

Istnieja naukowe przestanki sugerujgce, ze elementem spajajgcym powyisze,
kluczowe czynniki zaangazowane w gorgczke moze by¢ glutation [Kent i wsp. 1992; Haddad
i wsp. 2001; Kudo i Murakami 2005; Kil i wsp. 2008; Seidel i wsp. 2009]. Glutation jest
tripeptydem zbudowanym z trzech aminokwaséw — kwasu glutaminowego, glicyny i
cysteiny. Wystepuje on we wszystkich organizmach zywych: w komadrkach roslin, zwierzat
i cztowieka. Do gtéwnych jego funkcji nalezy: neutralizacja wolnych rodnikow i reaktywnych
form tlenu; stymulacja prawidtowego dziatania uktadu immunologicznego; detoksykacja
organizmu [Bains i Bains 2015]. Niedobory glutationu stwierdzono w schorzeniach takich
jak AIDS, mukowiscydoza, zapalenie oskrzeli [Atkuri i wsp. 2007], choroba Alzheimera
[Adair i wsp. 2001], cukrzyca [De Mattia i wsp. 1998] i rak jelita grubego [Estensen i wsp.
1999]. Przyjmuje sie takze, ze z wiekiem dochodzi do istotnego obnizenia sie jego stezenia
w organizmie [Liu i Choi 2000; Liu i wsp. 2004; Mosoni i wsp. 2004].

Na role glutationu jako modulatora gorgczki wskazujg doswiadczenia dowodzace, ze
wptywa on na wydzielanie pirogennych cytokin takich jak: IL-1B, IL-6, TNF-a [Haddad i wsp.
2001] oraz reguluje aktywacje czynnika NF-kB [Kil i wsp. 2008; Seidel i wsp. 2009]. Ponadto,
zaobserwowano brak aktywnosci mikrosomalnej syntetazy prostaglandyny E; (mPGES-1)
przy braku glutationu [Kent i wsp. 1992; Kudo i Murakami 2005], co zgodnie z aktualng
wiedzg uniemozliwia rozwdj gorgczki prostaglandyno-zaleznej. Powyzsze informacje
sktonity mnie do postawienia hipotezy badawczej dotyczacej roli glutationu w reakcji

gorgczkowej. Zagadnienie to nie byto dotad badane.

Gtownym celem prac sktadajacych sie na osiggniecie naukowe opisane w niniejszym
opracowaniu, byto zweryfikowanie hipotezy zaktadajacej, iz glutation jest zaangazowany

w indukcje reakcji goraczkowe;j.
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Prace realizowatam w dwdch etapach, ktére wigzaty sie z badaniem:

1. przebiegu goraczki oraz jej molekularnego mechanizmu u szczuréw, ktérym podawatam
farmakologiczne modulatory stezenia glutationu,

2. przebiegu goraczki oraz jej molekularnego mechanizmu u zwierzgt w zaawansowanym
wieku, ktéore zgodnie z danymi literaturowymi, powinny charakteryzowac sie

obnizonym stezeniem glutationu.

Badania prowadzitam na poziomie komdrkowym (in vitro na komdrkach
mononuklearnych krwi obwodowej), jak i integracyjnym (in vivo na szczurach).
Zwierzeta poddawane byty iniekcjom podskérnym (terpentyna), dootrzewnowym (LPS,
TNF-a, przeciwciata anty IL-10), domie$niowym (anestetyki) oraz procedurom
anestezjologicznym i chirurgicznym. Do pomiaru gtebokiej temperatury ciafta i
aktywnosci lokomotorycznej szczuréw stosowatam system biotelemetrii (Data Sciences
International, USA). Umozliwit on wielodobowg rejestracje temperatury i aktywnosci
lokomotorycznej w przedziatach 5 minutowych u zwierzat swobodnie poruszajgcych sie
w swoich mieszkalnych klatkach, w petnej izolacji od eksperymentatora. W ten sposdb
wyeliminowany zostat problem zwigzany ze stresowym wzrostem temperatury ciata
zwierzat. Chciatabym podkresli¢, ze Zaktad Immunologii UMK jako jeden z nielicznych
osrodkéw naukowo-badawczych w Polsce dysponuje tego typu aparaturg. W
pobranych podczas doswiadczen préobach przeprowadzitam analizy z wykorzystaniem
techniki biochemicznej (oznaczanie poziomu glutationu), immunoenzymatycznej
(ELISA: oznaczanie stezenia cytokin i PGE;) i biologii molekularnej (Real-time PCR:

oznaczanie ekspresji gendéw cytokin).

GORACZKA U SZCZUROW TRAKTOWANYCH PREKURSOREM GLUTATIONU
(N-ACETYLOCYSTEINA)

W ciggu zycia wielokrotnie jesteSmy narazani na infekcje gérnych drég oddechowych.
Jezeli infekcji takiej towarzyszy zwiekszone wydzielanie $luzu w drogach oddechowych,
ulge moga przynies¢ leki mukolityczne, ktére powodujg jego uptynnienie i zmniejszenie

lepkosci. Jednym z takich preparatow jest N-acetylocysteina (NAC), ktéra jest zrodtem
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cysteiny niezbednej do syntezy glutationu. Z tego powodu NAC jest substancjg powszechnie
stosowang w badaniach eksperymentalnych [Cai i wsp. 2015; Ortiz i wsp. 2016] i klinicznych
[Pirabbasi i wsp. 2016; Hamzeh i wsp. 2016] do podwyzszania stezenia glutationu w
organizmie. Chociaz przeciwzapalne wtasciwosci NAC byty opisywane w réznych badaniach
eksperymentalnych [Turkyilmaz i wsp. 2016; Mikolka i wsp. 2016], to jej wptyw na goraczke
dotad nie byt znany.

Celem pracy Wrotek i wsp. (2011a) byto zbadanie wptywu NAC na przebieg gorgczki
infekcyjnej oraz aseptycznej gorgczki terpentynowej. Te dwa typy reakcji, chociaz maja
rézng etiologie, charakteryzujg sie podobnym mechanizmem molekularnym — sg zalezne
od cytokin i od PGE; [Cooper i wsp. 1994; Kozak i wsp. 1997, 1998]. Wykazatam, ze iniekcja
dobranej przeze mnie dawki NAC nie zaburza dobowego rytmu temperatury ciafa i
aktywnosci lokomotorycznej szczuréw kontrolnych [Wrotek i wsp. 2011a]. Natomiast
podanie NAC przed indukcjg gorgczki infekcyjnej lub aseptycznej, znaczaco je obnizato. Te
antypiretyczne wtasciwosci NAC nie byly dotad znane. Dopiero rok pdzniej Ferreira i wsp.
(2012) dowiedli, ze NAC hamuje takze gorgczke indukowang drozdzami piekarniczymi. Na
tej podstawie mozna wnioskowaé, ze NAC jest skuteczna w hamowaniu goraczki o réznej
etiologii.

Ze wzgledu na fakt, iz wystgpieniu gorgczki towarzyszy sickness behaviour w
omawianej pracy przeprowadzitam réwniez analize zmian masy ciata u szczuréw w obu
modelach goraczki. Stwierdzitam, ze iniekcja NAC nie wptywa na zmniejszenie masy ciata
obserwowane u zwierzat traktowanych lipopolisacharydem, ale zmniejsza ubytek masy
ciata u szczurow traktowanych terpentyng. Oznacza to, ze w obu typach goraczki
mechanizm prowadzacy do zmniejszenia masy ciata rézni sie na poziomie molekularnym.
Na podstawie uzyskanych wynikdw uwazam tez, ze chudniecie towarzyszace gorgczce
endotoksynowej nie jest bezposrednig konsekwencjg wzrostu temperatury ciata, poniewaz
mimo zahamowania gorgczki endotoksynowej za pomocg NAC nadal obserwuje sie ubytek
masy ciata. Musi by¢ on zatem indukowany poprzez inne mechanizmy towarzyszgce reakgji
zapalnej. W celu pogtebienia wiedzy na temat wptywu NAC na sickness behaviour badatam
takze aktywno$é lokomotoryczng szczurédw. Wykazatam, ze NAC zmniejsza ubytek

aktywnosci lokomotorycznej indukowany pirogenami.
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Wyniki uzyskane w omawianej pracy dowiodty, ze NAC ma wtasciwosci przeciwgoraczkowe,
jednak molekularny mechanizm lezacy u ich podstaw nadal pozostawat nieznany. To
zagadnienie stato sie tematem mojej kolejnej publikacji [Wrotek i wsp. 2016a].

Dane literaturowe jednoznacznie wskazujg, ze dziatanie substancji o wtasciwosciach
antypiretycznych moze by¢ konsekwencjg bezposredniego hamowania syntezy lub
aktywnosci pirogenéw endogennych, czyli cytokin (IL-1B, IL-6), a ostatecznie hamowania
syntezy PGE,. Istnieje jeszcze inna mozliwos¢, wynikajgca z faktu, iz gorgczka jest reakcjg
precyzyjnie regulowang. Zgodnie z koncepcjg endogennej antypirezy w organizmie istniejg
mechanizmy, ktdre na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego ograniczajg putap gorgczki
[Kozak i wsp. 2000]. W mechanizm ten zaangazowane mogg by¢ rézne czynniki, takie jak
hormony (na przyktad hormon melanotropowy a i glukokortykoidy); neuropeptydy (na
przyktad wazopresyna argininowa, neuropeptyd Y); metabolity kwasu arachidonowego (na
przyklad prostaglandyna D2, kwas 11,12-epoksyeikozatrienowy) i cytokiny [Kozak i wsp.
2000; Ogoina 2011]. Jedng z cytokin o potwierdzonych wtasciwosciach antypiretycznych
jest IL-10 [de Waal Malefyt i wsp. 1991; Nava i wsp. 1997; Ledeboer i wsp. 2000; Ledeboer
i wsp. 2002].

Celem mojej pracy wspomnianej powyzej [Wrotek i wsp. 2016a] byto ustalenie czy
antypiretyczne dziatanie NAC zachodzi za posrednictwem IL-10. W zwigzku z tym, obok
analizy wptywu NAC na uwalnianie IL-10, badatam takze stezenie finalnego mediatora
goraczki - PGE,. Do doswiadczen wykorzystatam komérki mononuklearne krwi (PBMCs)
szczura stymulowane lipopolisacharydem. Stwierdzitam, ze NAC powoduje obnizenie
stezenia PGE; uwalnianej z komérek PBMCs stymulowanych przez LPS oraz wzrost
produkcji IL-10 w poréwnaniu do stezenia w komdrkach traktowanych tylko
lipopolisacharydem. Wyniki te dowiodty, ze NAC moze oddziatywac¢ na gorgczke poprzez IL-
10. W celu jednoznacznego potwierdzenia, ze IL-10 jest rzeczywiscie cytoking
odpowiadajgcg za antypiretyczne wiasciwosci NAC, przeprowadzitam serie badan in vivo na
szczurach. Okazato sie, ze podanie przeciwciat neutralizujgcych IL-10 szczurom
potraktowanym LPS i NAC znaczgco zahamowato antypiretyczne wtasciwosci NAC. Na tej
podstawie wysnufam wniosek, ze przeciwgoraczkowe dziatanie NAC jest zwigzane ze
wzmozong synteza antypiretycznej IL-10. Odkrycie to wskazuje na nowe mozliwosci

wykorzystania NAC, na przyktad w schorzeniach, w ktérych obok wifasciwosci
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przeciwgoraczkowych tego specyfiku, korzysci przynosi¢ bedzie jego zdolno$é do indukcji
IL-10. Juz teraz wiadomo, ze IL-10 fagodzi eksperymentalne zapalenie jelita grubego
[Barbara i wsp. 2000], modelowe stwardnienie rozsiane [Rott i wsp. 1994], zapalenie
trzustki [Van Laethem i wsp. 1995], cukrzyce [Pennline i wsp. 1994], eksperymentalng
endotoksemie [Gerard i wsp. 1993] i artretyzm [Persson i wsp. 1996]. W przeciwienstwie
do NAC niesteroidowe leki przeciwzapalne, ktdre takze ttumiag goraczke, nie podwyzszajg
stezenia IL-10, a wrecz przeciwnie - mogg je obniza¢ [Page i wsp. 2010; Housby i wsp. 1999].

Wielokrotnie wykazano, ze NAC jest substancjg podwyzszajgcg poziom glutationu
[Ortiz i wsp. 2016; Hamzeh i wsp. 2016], co sama potwierdzitam eksperymentalnie (dane
niepublikowane). Dla petnego zbadania roli glutationu w mechanizmie gorgczki,
kontynuowatam badania z wykorzystaniem zwierzat charakteryzujgcych sie obnizonym

stezeniem glutationu w organizmie.

GORACZKA ENDOTOSYNOWA U SZCZUROW Z FARMAKOLOGICZNIE OBNIZONYM
STEZENIEM GLUTATIONU

Jak wspomniatam we wstepie, dane literaturowe sugeruja, ze glutation wptywa na
czynniki zaangazowane w mechanizm goraczki [Kent i wsp. 1992; Haddadi wsp. 2001; Kudo
i Murakami 2005]. Ponadto moje badania [Wrotek i wsp. 2011a i 2016a] wykazaty, ze
prekursor glutationu jakim jest NAC hamuje gorgczke. Z tego powodu w dalszych
doswiadczeniach badatam jej przebieg u szczuréw z eksperymentalnie obnizonym
stezeniem glutationu.

Celem mojej kolejnej pracy [Wrotek i wsp. 2015] byto ustalenie czy indukowany
niedobér glutationu moduluje przebieg gorgczki wywotanej pirogenng dawka
lipopolisacharydu i czy wptywa na stezenie czynnika martwicy nowotworu (TNF-a). W
omawianych badaniach uzytam foronu (2,6-dimethyl-2,5-heptadiene-4-one), zwigzku
wielokrotnie stosowanego przez innych badaczy do zmniejszenia zasobdw glutationu w
organizmie [Traber i wsp. 1992; Jung i wsp. 2008]. Analizujgc poziom glutationu w watrobie
szczuréw potwierdzitam, Zze zastosowana dawka foronu skutecznie go obniza.
Najistotniejszym jednak wynikiem byto wykazanie, ze zwierzeta z obnizonym stezeniem
glutationu reaguja ostabiong goraczka na pirogenng dawke endotoksyny. Ponadto

stwierdzatam, ze zwierzeta te charakteryzowaty sie nizszym stezeniem TNF-a w osoczu krwi
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w porédwnaniu do poziomu rejestrowanego u osobnikdw z niemodyfikowanym stezeniem
glutationu w organizmie. Postanowitam ostatecznie zweryfikowaé¢ doswiadczalnie role
TNF-a w omawianym zjawisku, podwyzszajac jego stezenie poprzez podanie szczurom
traktowanym foronem, rekombinowanego TNF-a. Ta procedura pozwolita czesciowo
przywroci¢ im gorgczke. Praca ta dowiodfa, ze niskie stezenie glutationu w organizmie
moduluje gorgczke endotoksynowg w sposdb zalezny od TNF-a. Jest to zgodne z wynikami
innych autoréw, ktérzy wykazali, ze synteza TNF-a wymaga szlaku sygnatowego, w ktory
zaangazowany jest glutation [Haddad i Land 2002)]. Ponadto moje badania sugeruja, ze
obnizony poziom glutationu w organizmie hamuje takze dziatanie innych czynnikéw
zaangazowanych w indukcje goraczki. W pracy tej zbadatam takze pirogenne wtasciwosci
samego TNF-a. Publikowane dotad wyniki dotyczgce wptywu tej cytokiny na gorgczke byty
niejednoznaczne. Niektére badania wskazywaty, ze TNF-a ma wifasciwosci pirogenne
[Dinarello i wsp. 1986] inne natomiast sugerowaty dziatanie antypiretyczne tej cytokiny
[Long i wsp. 1992; Kozak i wsp. 1995]. Autorzy tych trzech prac stosowali rekombinowany
TNF-a pochodzacy z innego gatunku niz organizm badany. Ja natomiast przeprowadzitam
te badania stosujgc u szczuréw rekombinowany TNF-a pochodzgcy z tego samego gatunku.
Uzyskane wyniki potwierdzity pirogennos$¢ TNF-a.

Wyniki moich badan nad zwierzetami traktowanymi foronem potwierdzity, ze
glutation jest modulatorem goragczki endotoksynowej. Jednak nie mozna byto wykluczyé,
ze obserwowane obnizenie gorgczki mogto by¢ ubocznym skutkiem dziatania foronu,
niezaleznym od glutationu. W kolejnym etapie badan nad rolg glutationu w gorgczce
[Wrotek i wsp. 2017] przyjetam zatozenie, ze jezeli glutation rzeczywiscie jest istotny dla
jej przebiegu, to niezaleznie od tego w jaki sposdb dojdzie do obnizenia stezenia tego
tripeptydu, obserwowane efekty powinny by¢ podobne. W pracy tej do uszczuplenia
zasobdw glutationu zastosowatam sulfoksymine butioniny (buthionine sulfoximine; BSO),
ktérej mechanizm dziatania catkowicie rézni sie od mechanizmu dziatania foronu. Foron
podlega w organizmie ssakdw sprzeganiu z glutationem przy udziale S-transferazy
glutationowej, po czym nastepuje wydalenie tych koniugatow z zéfcig. Natomiast BSO jest
inhibitorem syntetazy gamma-glutamylocysteinowej (gamma-GCS) — kluczowego enzymu
zaangazowanego w synteze glutationu [Plummer i wsp. 1981; Griffith 1982; Sunahara i

Chiesa 1992]. Ponadto BSO jest substancjg, ktdrg probuje sie stosowaé w leczeniu
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onkologicznym. Wiele lat temu zaobserwowano, ze komdrki nowotworowe charakteryzujg
sie podwyzszonym poziomem glutationu [Deml i Oesterle 1980]. Ta ich wfasciwosé
powoduje, ze stajg sie one oporne na dziatanie zaréwno chemioterapii, jak i radioterapii.
Wykazano, ze doswiadczalne obnizenie poziomu glutationu w komérkach nowotworowych
uwrazliwia je na dziatanie obu powyzszych terapii [Miura i Saski 1991; Awasthi i wsp. 2007;
Traverso i wsp. 2013]. Z tego powodu rozpoczeto badania biomedyczne, w ktérych
zastosowano BSO w celu obnizenia stezenia glutationu i w konsekwencji uwrazliwienia
nowotworu na stosowane zabiegi terapeutyczne. Efekty dziatania tej substancji
obserwowane byty nie tylko w badaniach przedklinicznych, ale takze w klinicznych [Griffith
1982; O'Dwyer i wsp. 1996]. Biorgc pod uwage fakt, ze wystgpienie gorgczki infekcyjnej od
dawna jest traktowane jako czynnik sprzyjajacy powrotowi do zdrowia oséb z chorobg
onkologiczng [Kleef i Hager 2006], uznatam za niezbedne ustalenie czy stezenie glutationu
obnizone za pomocy BSO réwniez zahamuje reakcje goragczkowg. We wspomnianej pracy
[Wrotek i wsp. 2017] badatam czy zwigzek ten wptywa na poziom pirogennych cytokin IL-
1B oraz IL-6. Na wstepie tych badan potwierdzitam, ze stosowana dawka BSO obniza
stezenie glutationu. Jednoczesnie ustalitam, ze dawka ta nie zaburza przebiegu normalne;j
temperatury ciata szczurdw. Przede wszystkim jednak wykazatam, ze iniekcje BSO obnizajg
putap i skracajg czas trwania goraczki indukowanej pirogenng dawkga LPS. Towarzyszy temu
obnizenie ekspresji mRNA IL-1B i IL-6. Hamujacy wptyw BSO na ekspresje genu IL-1B
widoczny jest juz cztery godziny po iniekcji LPS, a po uptywie nastepnych trzech godzin
cytokina ta nie jest wykrywana w osoczu. Natomiast hamowanie za pomocg BSO ekspresji
genu IL-6 u szczuréw traktowanych lipopolisacharydem nastepuje wczesniej. Juz cztery
godziny po podaniu endotoksyny w grupie traktowanej BSO stezenie IL-6 w osoczu byto
obnizone w poréwnaniu do wartosci odnotowanych u zwierzat kontrolnych otrzymujgcych
sol fizjologiczng zamiast BSO. Wyniki przedstawione w omawianej pracy potwierdzity moje
wczesniejsze obserwacje [Wrotek i wsp. 2015], ze zwierzeta z obnizonym stezeniem

glutationu maja znacznie ostabiong reakcje goraczkowa.

GORACZKA ENDOTOSYNOWA U SZCZUROW W WIEKU STARCZYM
Wyniki uzyskane w moich pracach [Wrotek i wsp. 2011a, 2015, 2016a i 2017]

wskazaty, ze preparaty modulujgce poziom glutationu wptywajg na gorgczke. Do dalszych
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badan poszukiwatam modelu, w ktérym stezenie glutationu ulega spontanicznemu
obnizeniu. W literaturze naukowej mozna odnalezé wiele publikacji sugerujgcych, ze
warunek ten jest spetniony u osobnikéw starych [Liu i Choi 2000; Liu i wsp. 2004; Mosoni i
wsp. 2004]. W zwigzku z tym w mojej kolejnej pracy [Wrotek i wsp. 2016b] badatam
stezenie glutationu i zdolnos¢ do gorgczkowania u szczuréw w wieku starczym. W
doswiadczeniach wzietam pod uwage fakt, ze starzejgce sie zwierzeta zapadajg na rézne
schorzenia zwigzane z wiekiem, ktéorym moze towarzyszy¢ obnizenie stezenia glutationu
[Ghezzi 2011]. Sytuacja ta znacznie utrudnitaby analize wynikéw. Z tego powodu, aby
ograniczy¢ wptyw powyzszych schorzen do badan opisanych w tej pracy wybratam
zwierzeta, ktore:

e nie wykazywaty ubytku masy ciafa,

e charakteryzowaty sie prawidlowym rytmem dobowym temperatury ciata i

aktywnosci lokomotorycznej,
e miaty liczbe leukocytédw w zakresie norm przewidzianych dla szczuréw (pomiedzy
2.0 a 8.0 komérek [x 10°/L]).

W omawianej pracy badatam czy istnieje rdinica pomiedzy poziomem glutationu w
watrobie szczuréw miodych (8-tygodniowych) i wyselekcjonowanych starych (24-
miesiecznych). Zasadniczym celem byto jednak porédwnanie goraczki endotoksynowe;j i
zbadanie aktywnosci lokomotorycznej w obu grupach wiekowych. Ponadto chciatam
sprawdzi¢ czy obserwowane rdznice s3 zwigzane z poziomem IL-6 w osoczu, ktora jest
zaangazowana w indukcje gorgczki oraz sickness behaviour [Kozak i wsp. 1997].

Hodowla szczuréw prowadzona w zwierzetarni Zaktadu Immunologii pozwolita mi
wyltonic zwierzeta spetniajgce przyjete powyzej kryteria. Moje badania wykazaty, ze poziom
glutationu u starych szczuréw nie rdéznit sie istotnie od stezenia obserwowanego u mtodych
zwierzat. Wyniki te nie sg zgodne z powszechnie panujgcym przekonaniem o niskim
poziomie glutationu u osobnikéw starych [Liu i Choi 2000, Liu i wsp. 2004, Mosoni i wsp.
2004]. Nasuwa to wiec wniosek, ze niskie stezenie glutationu nie jest zwigzane per se z
zaawansowanym wiekiem, lecz ze stanami chorobowymi jakie towarzyszg osobnikom
starym, ktdre nie byly poddawane selekcji tak jak w przypadku doswiadczen przeze mnie

przeprowadzonych.

19



ZALACZNIK 2. AUTOREFERAT PRZEDSTAWIAJACY OPIS DOROBKU | OSIAGNIEC NAUKOWYCH

W omawianej pracy badane stare szczury mimo selekcji pod kagtem stanu zdrowia,
wykazywaty jednak obnizong podstawowg temperature ciata i aktywnosé lokomotoryczng
w porownaniu do wartosci rejestrowanych u osobnikow mtodych. Wyniki te sg zgodne z
obserwacjami innych autorow [Foster i wsp. 1992]. Na tej podstawie przypuszczam, ze
obnizona aktywnos$¢ lokomotoryczna i temperatura ciata sg charakterystycznymi objawami
starosci, ktére mogg by¢ spowodowane np. obnizeniem masy miesniowej [Delp i wsp.
1998] lub niewydolnosciag mechanizmoéw termoregulacyjnych [Vogelaere i Pereira 2005].
Stwierdzitam réwniez, ze stare szczury reagujg goraczkg na pirogenng dawke LPS, ale
doktadna analiza wzorca tej gorgczki wykazata réznice w jej putapie i przebiegu w
poréwnaniu do gorgczki osobnikdw mtodych. Ponadto stare zwierzeta potrzebowaty wiecej
czasu, aby ich temperatura powrdcita do wartosci poczatkowej. Swiadczy to, ze
mechanizmy zaangazowane w ten proces sg u nich mniej efektywne.

W omawianej pracy potwierdzitam takze wczesniejsze obserwacje Leon i wsp. (1997),
ze iniekcja LPS wyzwala sickness behaviour. Wykazatam istotne obnizenie aktywnosci
lokomotorycznej zardwno u starych, jak i mtodych szczuréw. Dane literaturowe
jednoznacznie wskazujg, ze jedng z gtéwnych cytokin zaangazowanych w indukcje sickness
behaviour jest IL-6 [Kozak i wsp. 1997, Bluthé i wsp. 2000]. Przeprowadzona przeze mnie
analiza IL-6 w osoczu krwi dowiodta, ze podanie pirogennej dawki LPS powoduje wysoki
wzrost jej stezenia w obu grupach wiekowych. Reasumujac w pracy Wrotek i inni (2016b)
wykazatam, ze stare szczury zachowuja zdolnos¢ do gorgczkowania, a obserwowana u
nich zmiana wzorca przebiegu goraczki endotoksynowej nie jest spowodowana

zmienionym poziomem glutationu czy IL-6.

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Moje badania, sktadajgce sie na osiggniecie naukowe bedace podstawg do ubiegania
sie o stopien doktora habilitowanego, zmierzajg do identyfikacji czynnikow
odpowiedzialnych za obserwowany u niektérych pacjentéw brak gorgczki podczas choréb
infekcyjnych. Na podstawie analizy literatury naukowej zatozytam, ze glutation jest istotny
dla indukcji i przebiegu goraczki. Aby zweryfikowac te hipoteze postawitam sobie za cel:

a. ustalenie czy czynniki modulujgce stezenie glutationu wptywajg na przebieg goraczki
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b. sprawdzenie jak przebiega goraczka u osobnikéw starych, ktére zgodnie z danymi
literaturowymi powinny charakteryzowac sie spontanicznie obnizonym poziomem
glutationu.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zaburzenie homeostazy glutationu spowodowane
czynnikami farmakologicznymi powoduje znaczne zahamowanie gorgczki. Zbadatam
mechanizm molekularny lezacy u podstaw tego zjawiska. Stwierdzitam, ze zastosowane
preparaty modulujgce stezenie glutationu wptywajg na poziom cytokin pro- i
przeciwzapalnych.

Ponadto zweryfikowatam powszechnie przyjety poglad dotyczacy spontanicznego
obnizania sie poziomu glutationu z wiekiem. Moje wyniki przeczg tej opinii. Osobniki stare,
ktore nie wykazujg objawow $wiadczgcych o chronicznych stanach zapalnych,
charakteryzujg sie stezeniem glutationu zblizonym to tego, ktéry jest obserwowany u
osobnikdw mtodych. Wskazuje to, ze niskie stezenie glutationu nie jest bezposrednim
skutkiem zaawansowanego wieku, lecz np. niewykrytych, patologicznych procesdw
przebiegajacych w organizmie.

Stare szczury, chociaz nie majg zaburzonej homeostazy glutationu, to podobnie jak
zwierzeta traktowane substancjami uszczuplajgcymi zasoby tego zwigzku reaguja
zmodyfikowang gorgczks. Jednak doktadna analiza przebiegu procesu gorgczkowego
wykazata istotne rdznice pomiedzy nimi. Gorgczka u osobnikédw starych jest wyzsza i
wydfuzona w poréwnaniu do obserwowanej u osobnikéw mtodych z zaburzonym
poziomem glutationu. Zauwazytam takze, ze endogenne mechanizmy ograniczajace jg s
mniej sprawne niz u mtodych zwierzat. Te rdznice wzorca przebiegu goraczki znajdujg
potwierdzenie na poziomie molekularnym. Ostabiona gorgczka endotoksynowa u szczuréow
z obnizonym stezeniem glutationu wigzata sie miedzy innymi z nizszym stezeniem IL-6 w
osoczu krwi. U organizmodw starych nie zaobserwowatam takiej tendencji.

Dostepnosé roznych zwigzkéw farmakologicznych pozwala zaréwno na podwyzszanie
jak i obnizanie stezenia glutationu, co stato sie procedurg czesto stosowang zaréwno w
badaniach eksperymentalnych, jak i klinicznych. Nalezy bra¢ pod uwage, ze stosowanie
tego typu zwigzkdw nie ogranicza sie jedynie do ich wptywu na poziom glutationu.

Wykazatam, Ze zasieg dziatania tych preparatdw jest szerszy, poniewaz dziatajgc
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antypiretycznie w istotny sposdb wptywajg one na reakcje zapalng. Chciatabym podkreslié,
ze te whasciwosci modulatoréw stezenia glutationu dotad nie byty znane.

Moje badania majg potencjalne znaczenie kliniczne. Wskazujg, ze brak gorgczki u
niektérych pacjentéw podczas infekcji moze by¢ zwigzany z zaburzeniem homeostazy
glutationu. Moga je spowodowac leki mukolityczne takie jak NAC lub substancje
obnizajgcej stezenie glutationu. Nie branie tego faktu pod uwage moze utrudni¢ ocene
rzeczywistego stanu zdrowia pacjenta. Co wiecej, w badaniach nad zastosowaniem BSO w
onkologii nalezy pamieta¢, ze preparat ten obnizajgc poziom glutationu bedzie eliminowat
goragczke infekcyjng, ktérej wystgpienie dawniej byto uwazane za dobry prognostyk w

chorobie onkologiczne;.

Za swoje najwazniejsze osiggniecia badawcze uwazam nastepujace wyniki:
1. zaburzenie homeostazy glutationu w organizmie znaczaco ostabia reakcje
goraczkoway, o czym Swiadczg dwa spostrzezenia:
a. N-acetylocyteina, powszechnie stosowany lek mukolityczny i prekursor
glutationu, wykazuje wtasciwosci przeciwgorgczkowe
b. substancje uszczuplajgce zasoby glutationu takie jak foron i BSO, réwniez
wykazujg wiasciwosci antypiretyczne
2. N-acetylocyteina indukujac wzrost stezenia IL-10 stymuluje endogenng antypireze
3. zaburzenie homeostazy glutationu wptywa na stezenie cytokin zaangazowanych w
mechanizm goraczki, takich jak IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-a
4. zaawansowany wiek nie jest wystarczajgcym warunkiem prowadzacym do obnizenia
stezenia glutationu w organizmie
5. goraczka w wieku starczym ma odmienny przebieg niz ta obserwowana u osobnikéw
miodych. Zjawisko to nie jest zwigzane ani z glutationem ani z poziomem

endogennego pirogenu jakim jest IL-6.
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5.  Omodwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Cytowania wtasnych prac wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego zostaty oznaczone
pogrubionqg czcionkq, natomiast cytowania prac wchodzgcych w sktad dorobku
dodatkowego zostaty oznaczone podkresleniem.

Pozostaty dorobek naukowy niewchodzacy w skfad osiggniecia naukowego to 19 prac o
tagcznym wspdtczynniku wptywu IF= 25.492 (punktacja MNiSW wynosi: 293). Jestem takze

autorem 36 doniesien zjazdowych.

PRACA NAUKOWA PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Procesy biochemiczne przebiegajgce w zywych organizmach byty w kregu moich
zainteresowan juz od czaséw studenckich. Z tego powodu zdecydowatam sie realizowac
prace magisterskg w Zaktadzie Biochemii Instytutu Biologii Ogélnej i Molekularnej UMK.
Moje badania miaty na celu dokonanie immunochemicznej charakterystyki enzymu syntazy
indolilo-3-acetylo-1-0-B-D-glukozy (IAGlusyntazy). Enzym ten jest zaangazowany w synteze
hormonu roslinnego nalezgcego do grupy auksyn. W pracy uzyskatam oczyszczong,
rekombinowang |AGlusyntaze, ktérg uzytam do immunizacji zwierzat. Uzyskane
przeciwciata pozwolity miidentyfikowac IAGlusyntaze w réznych tkankach u roslin. Ponadto
dokonatam charakterystyki zidentyfikowanych przeze mnie, silnie immunoreaktywnych
polipeptydéw i poréwnatam uzyskane wyniki z sekwencjami zdeponowanymi w bazie
danych (NCBI).

W maju 2000 roku obronitam prace magisterska i uzyskatam dyplom magistra biologii
z oceng bardzo dobrg. Zaréwno doswiadczenia, ktére zdobytam w trakcie realizacji pracy
magisterskiej, jak i zdany egzamin pozwolity mi w 2000 roku podja¢ studia doktoranckie. W
Zakfadzie Biotechnologii Instytutu Biologii Ogdlnej i Molekularnej UMK rozpoczetam
realizacje badan pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Tretyna. Celem tych badani byta
identyfikacja roslinnego homologu przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANP). Do
realizacji tego projektu niezbedne byto stosowanie technik inzynierii genetycznej. Z tego
powodu w czasie studidw doktoranckich odbytam staz na Uniwersytet Alberta Ludwiga we
Freiburgu (Niemcy), gdzie miatam mozliwos¢ ich opanowania. Ponadto w swojej pracy
doktorskiej stosowatam techniki immunochemiczne, biochemiczne, mikrobiologiczne oraz

prowadzitam hodowle rodlin in vitro. Wykazatam, ze pomimo woéwczas powszechnego

23



ZALACZNIK 2. AUTOREFERAT PRZEDSTAWIAJACY OPIS DOROBKU | OSIAGNIEC NAUKOWYCH

pogladu o istnieniu roslinnego homologu ANP, nie ma danych wskazujgcych na jego
rzeczywiste istnienie. Zaréwno techniki immunochemiczne jak i przeszukiwanie biblioteki
cDNA, nie doprowadzity do wylonienia roslinnej sekwencji odpowiadajgcej
konserwatywnemu fragmentowi ANP.

Efektem moich badan prowadzonych podczas studiow doktoranckich sg trzy prace

badawcze i jedna przegladowa. W artykule Wrotek i wsp. (2002) przedstawitam nowg

procedure regeneracji Pharbitis nil z weztéw liscieniowych. Uzyskane regeneranty zostaty

wykorzystane do dalszych badan [Dgbrowska i wsp. 2002]. W celu zidentyfikowania réznic

na poziomie mMRNA miedzy eksplantatami pochodzgacymi z hypokotyli Pharbitis nil
ulegajacymi regeneracji, a niewykazujgcymi zdolnosci regeneracyjnych zastosowalismy
technike DDPCR (differentia display PCR). UzyskaliSmy trzy produkty réznicowe. Jeden z
tych produktow zostat doktadnie opisany a sekwencja mRNA zostata zdeponowana w
Banku Gendéw NCBI (Ipomoea nil CAB-like protein, numer dostepu AY547298).

W 2004 roku przedterminowo obronitam prace doktorskg zatytutowang
,Poszukiwania genu przedsionkowego peptydu natriuretycznego u Pharbitis nil”. Praca ta
zostata wyrdzniona przez Rade Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UMK. Za przedterminowe
ukonczenie studiow doktoranckich otrzymatam réwniez nagrode od Prorektora UMK ds.
dydaktyki.

Kolejne artykuty opublikowatam po obronie pracy doktorskiej. W pracy [Wrotek i
wsp. 2006] wykorzystujgc metody immunochemiczne, genetyczne jak i przeszukiwanie baz
danych dowiodtam, ze identyfikowane dotgd przez innych autordw biatka okreslane jako
»ANP-like protein” nie sg roslinnymi homologami ANP. W zwigzku z tym napisatam prace

przegladowg [Wrotek i wsp. 2005], stanowigca polemike z éwczesnymi poglagdami

dotyczgcymi istnienia roslinnego homologu ANP.

PRACA NAUKOWA PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

W pazdzierniku 2004 roku wzietam udziat w konkursie na stanowisko asystenta w
nowo utworzonej Pracowni Immunologii. Po jego wygraniu rozpoczetam prace nad
mechanizmem goraczki pod kierunkiem prof. dr hab. Wiestawa Kozaka. Stanowito to dla

mnie niemate wyzwanie, poniewaz dotgd prowadzitam badania na materiale roslinnym.
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Z chwilg objecia etatu w Pracowni Immunologii, musiatam pozna¢ od podstaw specyfike

pracy ze zwierzetami laboratoryjnymi.

Oproécz problemu badawczego, sktadajgcego sie na moje osiggniecie naukowe,

prowadzone przeze mnie badania skupiajg sie wokot czterech zagadnien:

a.

b.

Goraczka i stan zapalny w chorobie nowotworowej
Gorgczka i stan zapalny w chorobach neurologicznych
Gorgaczka behawioralna

Inne badania nad mechanizmem gorgczki

Gorgaczka i stan zapalny w chorobie nowotworowej

Zagadnienia immunologiczne zwigzane z chorobg nowotworowg zajmujg w
moich zainteresowaniach naukowych istotne miejsce. W styczniu 2005 roku
rozpoczetam badania ankietowe dotyczgce tendencji polskich pacjentow
onkologicznych do gorgczkowania. Badania te nadal kontynuuje. Czes¢ uzyskanych

wynikow zostata opublikowana w pracy Wrotek i wsp. (2009). Analiza szesciuset

ankiet wykazata miedzy innymi, ze pacjenci onkologiczni znacznie czesciej deklarowali
catkowity brak chordb gorgczkowych niz osoby, ktére nie majg zdiagnozowane;j takiej
choroby. W ten sposéb potwierdzitam, ze to dawno opisane zjawisko [Laurence 1855]
nadal wystepuje i dotyczy réwniez polskich pacjentéw. Ponadto wykazatam, ze
alergie réwniez s rzadziej obserwowane u pacjentéw onkologicznych w poréwnaniu
do czestosci ich wystepowania u oséb zdrowych. Badaniem tego zagadnienia zajeta
sie doktorantka Zaktadu Immunologii, ktérej bytam promotorem pomocniczym.

Czesc¢ tych badan opublikowalismy w kolejnej pracy [Kowalczewska i wsp. 2014], w

ktdrej opisaliSmy negatywng zaleznos$¢ pomiedzy alergig i rakiem piersi, w ktdrg nie
sg zaangazowane IL-1B, IL-4 i iL-6 i IFN-y.

W pracy przegladowej [Kowalczewska i wsp. 2010] poruszamy zagadnienie
dotyczgce mozliwosci tagodzenia kacheksji za pomocg kwaséw omega-3, zwtaszcza
kwasu eikosapentaenowego (EPA). Wprowadzenie do diety EPA obniza produkcje
cytokin, proces lipolizy i aktywnos$¢ czynnika indukujgcego proteolize (PIF). W

przeciwienstwie do innych lekdéw, ktére tylko poprawiajg apetyt, suplementacja EPA
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wydtuza przezycie pacjentdw onkologicznych z kacheksjg [Kowalczewska i wsp.
2010].

Istotnym czynnikiem przyczyniajgcym sie do rozwoju choroby nowotworowej
jest wystepowanie immunosupresji. Na rynku farmaceutycznym dostepne sg rézne
preparaty, ktére majg witasciwosci immunostymulujace i w zwigzku z tym
potencjalnie mogtyby doprowadzi¢ do przetamania immunosupresji. Mozna
przypuszczaé, ze zastosowanie ich powinno przynie$¢ korzysci pacjentom

onkologicznym. W kolejnej pracy przegladowej [Wrotek i wsp. 2014b]

przeprowadzitam analize badan klinicznych dotyczacych stosowania w onkologii
preparatéw uzyskiwanych z jemioty. Dostepne dane wskazujg, ze przyjmowanie
tych preparatéw nie koliduje z konwencjonalnym leczeniem. Stosowanie ich
przynosi korzysci pacjentom onkologicznym, poprawiajgc znaczgco funkcjonowanie
uktadu immunologicznego.

Innym preparatem, ktdrego zastosowanie w onkologii budzi duze nadzieje jest
polisacharydopeptyd uzyskiwany =z grzyba Coriolus versicolor. W pracy

opublikowanej w Journal of Thermal Biology [Jedrzejewski i wsp. 2014a]

wykazaliSmy jego wiasciwosci immunomodulujgce. Preparat ten podawany
samodzielnie powoduje zalezne od TNF-a obnizenie temperatury ciata. W kolejnej
pracy stwierdziliSmy, ze podawany razem z pirogenng dawka LPS powoduje zalezne

od IL-6 wydtuzenie czasu trwania gorgczki [Jedrzejewski i wsp. 2015].

b. Goraczka i stan zapalny w chorobach neurologicznych
Goraczka towarzyszgca udarom mézgu jest zagadnieniem stosunkowo mato
poznanym. Nie do konca wiadomo jaka jest jej etiologia. Nasze wyniki wskazujg, ze
jednym z czynnikdéw prowadzacych do wystgpienia goraczki towarzyszacej udarowi

moze byé hem uwolniony do tkanek mdézgu podczas krwotoku [Walentynowicz i

wsp. 2006]. Iniekcje hemu powodowaty wzrost stezenia PGE, w ptynie mdzgowo-
rdzeniowym. W celu jednoznacznego stwierdzenia czy gorgczka indukowana
hemem jest zalezna od PGE; zastosowalismy przeciwciata anty-PGE;. Stwierdzilismy,
ze rzeczywiscie hamujg one reakcje gorgczkowg. Nastepnie zastosowalismy

inhibitor cyklooksygenazy, ktéra jest jednym z enzymoéw szlaku syntezy PGE;.
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Inhibitor ten nie wptynat na przebieg goraczki, co swiadczy, ze enzym ten nie jest
zaangazowany w mechanizm indukcji gorgczki indukowanej hemem. Obserwacja ta
ttumaczy, dlaczego wzrost temperatury ciata towarzyszacy udarom krwotocznym
nie daje sie obnizy¢ za pomocg standardowych niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych, ktére sg inhibitorami cyklooksygenaz.

Problem podwyzszonej temperatury ciata podczas udaru mdzgu poruszony

zostat w pracy przegladowej [Wrotek i wsp. 2011b], w ktérej wraz z farmaceuta

klinicznym i neurologiem klinicznym zwréciliSmy uwage na fakt, iz moze ona by¢
zwigzana z dwoma réznymi mechanizmami: gorgczkg lub hipertermig. W pracy
podatam zasadnicze réznice pomiedzy tymi dwoma mechanizmami. Przedstawitam
rowniez mozliwe warianty etiologii gorgczki towarzyszacej udarowi. Wskazatam, ze
gorgczka moze mieé podioze infekcyjne i nieinfekcyjne. Datam wskazowki, co do
mozliwosci odrdznienia tych dwoéch typow gorgczki. Poniewaz gorgczka
towarzyszgca udarom jest trudna do obnizenia srodkami farmakologicznymi w
dalszej czesci powyzszej pracy przeanalizowatam badania kliniczne dotyczace
niefarmakologicznych metod chtodzenia ciata za pomocg kocéw chtodzacych z
cyrkulacjg zimnego powietrza oraz wlewy dozylne schtodzonej soli fizjologiczne;.
Dostepne dane literaturowe wskazujg, ze takie postepowanie moze skutecznie
obnizyé temperature ciata u pacjenta z udarem médzgu.

W latach 2009/10 odbytam szesSciomiesieczny staz naukowy (PostDoc) na
Athens University w Auguscie (USA). Pracowatam w laboratorium badajgcym udary
mozgu. Podczas stazu opanowatam chirurgiczng technike indukcji modelu
niedokrwiennego udaru mézgu (MCAO, ang. Middle cerebral artery occlusion). W
trakcie stazu moim zadaniem miedzy innymi bylo opracowanie procedury
pozwalajgcej na jednoczesng analize wielu cytokin w jednej probce. Za pomoca
systemu Bioplex 2200 (Bio-Rad) badatam poziom rdéinych cytokin w modzgu i
surowicy krwi u szczuréw z udarem moézgu. Efektem tej wspodtpracy jest tez praca
przegladowa dotyczaca zaburzen temperatury podczas udaru mézgu [Wrotek i wsp.
2011b] omdéwiona powyzej.

Po powrocie do kraju jednym z zagadnien, ktérego badania sie podjetam

byto stwardnieje rozsiane. Opanowatam technike indukcji szczurzego modelu
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stwardnienia rozsianego (EAE, ang. Experimental allergic encephalitis). Umiejetnos¢
ta pozwolita mi przeprowadzié¢ badania zaburzen temperatury ciata towarzyszgcych
EAE. Czes¢ uzyskanych wynikow zostata zaprezentowana przeze mnie w formie
wystgpienia ustnego na Miedzynarodowym Kongresie Polskiego Towarzystwa
Fizjologicznego (doniesienie nr 30). Nastepnie wyniki te zostaty opublikowane

[Wrotek i wsp. 2014a]. Miedzy innymi wykazatam, ze 24 godziny przed

wystgpieniem pierwszych symptomdw EAE widoczny jest charakterystyczny wzrost
temperatury ciata, natomiast wystgpieniu objawdw towarzyszy obnizenie
temperatury ciata. Obserwacje te pozwalajg na precyzyjne oszacowanie terminu
pojawienia sie pierwszych objawow EAE.

Moje badania nad EAE prowadzone byty we wspdtpracy z lekarzem

neurologiem. Efektem tej wspodtpracy jest tez praca przegladowa [Rosochowicz i

wsp. 2015]. Jak wiadomo w wielu schorzeniach neurodegeneracyjnych dochodzi do
nieodwracalnego uszkodzenia uktadu nerwowego. W artykule tym opisujemy biatka
Nogo-A, MAG i OMgp, ktdore sg odpowiedzialne za hamowanie regeneracji
osrodkowego uktadu nerwowego. Przeanalizowalismy takze dostepne preparaty o

potencjalnych wtasciwosciach znoszgcych niekorzystne dziatanie tych biatek.

c. Goraczka behawioralna

Reakcja gorgczkowa u zwierzat statocieplnych nastepuje w wyniku
wewnetrznych mechanizmow kumulacji ciepta metabolicznego. U bezkregowcdw,
ktore sg zwierzetami ektotermicznymi, zmiana temperatury ciata nastepuje na
skutek przejscia do cieplejszej lub chtodniejszej strefy ich niszy ekologicznej. Istniejg
prace wskazujgce, ze organizmy te mogg reagowac gorgczkg behawioralng na
czynniki infekcyjne [Kluger 1977; Myhre i wsp. 1977; Lefcort i Eiger 1993], co jest
konsekwencjg zmian ich preferencji termicznych. Do pomiaru temperatury
preferowanej stuzg urzadzenia generujace gradient temperatury. Dysponujgc
takimi urzadzeniami rozpoczeliSmy badania nad goraczkg u pantofelka
(Paramecium caudatum). Zdobyte doswiadczenie umozliwito mi wziecie udziatu w
badaniach bedgcych czescig grantu ,, Termiczne preferencje osobnikéw Planorbarius

corneus jako przejaw adaptacji do inwazji pasozytow”, (Grant NCN# N303 324736;
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3247/B/P01/2009/36). W wyniku wspotpracy z Zaktadem Zoologii Bezkregowcéw

UMK powstafa praca oryginalna [Zbikowska i wsp. 2013]. W pracy tej wykazalismy,

ze iniekcje pirogendw takich jak LPS i zymozan do nogi slimaka Planorbarius corneus
zmieniaja preferencje termiczne zwierzecia. Slimaki wybieraty wyzsza temperature
w komorze z gradientem termicznym, co odpowiada gorgczce u zwierzat
endotermicznych. WykazaliSmy w ten sposéb, ze Planorbarius corneus jest dobrym

modelem do badan goraczki behawioralnej u bezkregowcow.

d. Inne badania nad mechanizmem gorgczki
Do indukcji modelowe] gorgczki infekcyjnej najczesciej wykorzystuje sie LPS,
ktory jest sktadnikiem Sciany bakterii Gram-ujemnych. Badania Nichani i wsp. (2004)
wykazaty, ze wzrost temperatury ciata wywotujg takze oligonukleotydy CpG
pochodzace z DNA bakteryjnego. ZbadaliSmy molekularny mechanizm gorgczki

indukowane] syntetycznymi oligonukleotydami CpG-DNA [Kozak i wsp. 2006a].

Stosujgc myszy z usunietym genem IL-6 lub NF-kB, myszy z mutacjg w genie
receptora Toll-like 4 oraz inhibitory kinazy I-kB i cyklooksygenazy-2 (COX-2)
poréwnalismy molekularny mechanizm obu gorgczek. Stwierdzilismy, ze sg one
zalezne od IL-6, COX-2, PGE; i jadrowego czynnika NF-kB. Zidentyfikowalismy takze
réznice pomiedzy nimi. Tylko gorgczka indukowana oligonukleotydami CpG-DNA
angazowata czynnik |k-B oraz receptor Toll-like 4 (jeden z receptoréow
rozpoznajacych wzorce patogendw). w 2011 roku BioMedLib
(BiomedicalLibary) umiescita ten artykut na liscie dziesieciu najlepszych artykutéw
opublikowanych w danej tematyce od 2000 roku.

W latach 2004-2007 bytam wykonawca w grancie przyznanym przez Komisje
Europejska (kontrakt MIRG-CT-2004-006152). W zwigzku z tym bratam udziat w
badaniach nad hipoksjg u szczuréw laboratoryjnych. Wykazaliémy, ze hipoksja
indukuje anoreksje i kacheksje oraz powoduje obnizenie temperatury ciata i
aktywnosci lokomotorycznej. Zwigzane jest to ze wzrostem stezenia IL-6, co
potwierdzity nasze badania z wykorzystaniem myszy z usunietym genem IL-6.
Zwierzeta te reagowaty stabszym obnizeniem temperatury ciata niz zwierzeta

kontrolne. Ponadto zaobserwowalismy, Zze hipoksja hamuje synteze PGE;
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indukowang lipopolisacharydem, ale stymuluje synteze IL-6. W efekcie badane
zwierzeta zamiast gorgczka reagowaty na iniekcje pirogennej dawki LPS znacznym
obnizeniem temperatury ciata. Uzyskane wyniki opublikowali$my in extenso [Kozak
i wsp. 2006b]. Rowniez ten artykut w 2011 roku zostat umieszczony przez BioMedLib
(BiomedicalLibary) na liscie dziesieciu najlepszych artykutéw opublikowanych w
danej tematyce od 2000 roku.

Znaczna cze$¢ badan dotyczgcych mechanizmu gorgczki koncentruje sie na
roli roznych cytokin [Kozak i wsp. 1998; Long i wsp. 1992; Kozak i wsp. 1995; Leon i
wsp. 1997]. Gtéwnym Zrédtem tych cytokin sg komorki takie jak limfocyty,
monocyty i komorki tuczne [Barret 1996]. Badajgc myszy pozbawione
funkcjonalnych limfocytéw T i B (myszy scid) wykazalismy, ze komérki te nie sg
niezbedne do indukcji zaréwno goraczki endotoksynowej, jak i terpentynowej

[Kozak i wsp. 2006c]. Wyniki te wskazujg, ze fagocytarne komérki linii mieloidalnej

odgrywajg istotniejszg role podczas indukcji gorgczki niz limfocyty. Tym samym
potwierdziliSmy opinie, ze gorgczka jest mechanizmem starym ewolucyjnie.

Obok badan majacych na celu poznanie mechanizmu gorgczki,
uczestniczytam w pracach zwigzanych z charakterystyka pirogennych wtasciwosci
nanoczasteczek srebra. Nanoczasteczki srebra sg nowg generacje czynnikdéw
antybakteryjnych stosowanych w opatrunkach oraz do pokrywania narzedzi
chirurgicznych i protez kosci [Sharma i wsp. 2009; Zhou i wsp. 2009]. W zwigzku z
tym, ze na skutek zranienia jak i zabiegdw chirurgicznych moze rozwing¢ sie stan
zapalny, niezbedne stato sie zbadanie czy same nanoczgasteczki srebra wptywaja na

reakcje gorgczkowa. W pracy Jedrzejewski i wsp. (2014b) wykazaliémy, ze podanie

szczurom medium  pohodowlanego uzyskanego z hodowli komodrek
mononuklearnlych  krwi stymulowanych lipopolisacharydem i dodatkowo
nanoczasteczkami srebra indukuje u nich wyzszg gorgczke niz u zwierzat, ktore
otrzymaty supernatanty uzyskane po stymulacji komoérek tylko LPS. Zjawisko to
zwigzane jest ze zdolnoscig nanoczgsteczek srebra do nasilania sekrecji IL-1B w
komédrkach mononuklearnych krwi, natomiast nie stwierdzilismy istotnego wptywu

nanoczgsteczek srebra na produkcje IL-6 i TNF-a stymulowang lipopolisacharydem.
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Wykaz wszystkich moich publikacji oraz opis dziatan skfadajgcych sie na mojg

aktywnos¢ naukowo-badawczq i dydaktyczng przedstawitam w zatgcznikach nr 6i 7.
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