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1. Imie¢ i Nazwisko.
Joanna Sylwia Wessely-Szponder

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i

roku ich uzyskania.

- stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych, specjalnos¢ — patofizjologia
weterynaryjna, nadany uchwalg Rady Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Akademii
Rolniczej w Lublinie w dniu 26 stycznia 2006 roku; tytul rozprawy doktorskiej: ,,Udziat

cytokin w destrukcyjnej odpowiedzi neutrofili w przebiegu zespotu oddechowego u jatowek.

(promotor prof. dr hab. Ryszard Bobowiec, recenzenci: prof. dr hab. Stanistaw Graczyk, prof.
dr hab. Andrzej Wernicki)

- tytut: lekarz weterynarii (dyplom lekarza weterynarii nr 22805 z dnia 21 kwietnia 1993 roku
wydany przez Akademi¢ Rolniczg w Lublinie)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych.

Od 2006 roku do dnia dzisiejszego: Zaktad Patofizjologii Katedra Przedklinicznych Nauk
Weterynaryjnych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
(do 2008 roku Akademia Rolnicza w Lublinie); adiunkt

Od 2003 Zaktad Patofizjologii Katedra Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych, Wydziat
Medycyny Weterynaryjnej, Akademia Rolnicza w Lublinie; asystent

Od 1994 Katedra Patofizjologii Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Akademia Rolnicza w
Lublinie; asystent



4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) osiggnieciem naukowym jest tematyczny cykl publikacji objety tytulem: Neutrofilowe
peptydy przeciwdrobnoustrojowe (NPP), wlasciwosci, interakcje z neutrofilami 1
makrofagami, potencjalne zastosowania ekstraktu neutrofilowego we wspomaganiu proceséw

gojenia.

b) publikacje stanowiace osiagniecie naukowe:

1. Wessely-Szponder J., Majer-Dziedzic B., Smolira A. 2010. Analysis of antimicrobial

peptides from porcine neutrophils. Journal of Microbiological Methods 83, 8-12.
IF(2010):2,018, punkty MNiSW(2010):27.
Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
pozyskaniu materiatu, wyizolowaniu peptydow i przygotowaniu ich do dalszych
oznaczen oraz analizie otrzymanych wynikow, opracowaniu wynikow i ich
interpretacji, a takze przygotowaniu tekstu manuskryptu (autor korespondencyjny).
Moj udzial szacuje na 80%.

2. Wessely-Szponder J., Bobowiec R., Szponder T. 2012. The influence of porcine

prophenin on neutrophils isolated from rabbit blood during implantation of calcium
sulphate graft material into bone tissue. World Rabbit Science 20, No 3, 163-172,
IF(2012):0,62, punkty MNiSW(2012):25.
Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
wyizolowaniu peptydow, przeprowadzeniu badan na hodowlach neutrofilowych oraz
analizie otrzymanych wynikow, opracowaniu wynikow i ich interpretacji, a takze
przygotowaniu tekstu manuskryptu (autor korespondencyjny). Moj udzial szacuje na
90%.

3. Wessely-Szponder J., Szponder T., Bobowiec R., Smolira A. 2013.The influence of
porcine cathelicidins on neutrophils isolated from rabbits in the course of bone graft
implantation. World Rabbit Science 21, 175-183, 1F(2013):0,86, punkty
MNiISW(2013):25.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,

wyizolowaniu peptydow, przeprowadzeniu badan na hodowlach neutrofilowych oraz
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analizie otrzymanych wynikow, opracowaniu wynikow i ich interpretacji, a takze
przygotowaniu tekstu manuskryptu (autor korespondencyjny). Moj udziat szacuje na
85%.

. Smolira A., Wessely-Szponder J. 2015. Importance of the matrix and the
matrix/sample ratio in MALDI-TOF-MS analysis of cathelicidins obtained from
porcine neutrophils. Applied Biochemistry and Biotechnology Part A: Enzyme
Engineering and  Biotechnology 175, 2050-65. IF(2015):1,606, punkty
MNiSW(2015):20.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w opracowaniu koncepcji badan,
pozyskaniu  materiatu  biologicznego, 7  ktorego  wyizolowatam  peptydy
I przygotowatam je do badan technikg MALDI TOF oraz analizie i interpretacji
otrzymanych wynikow w czesci dotyczgcej peptydow pozyskanych z  probek
biologicznych. Moj udziat szacuje na 10%.

. Wessely-Szponder J., Smolira A. 2015. Response of antimicrobial peptides from
porcine neutrophils to pentoxifylline and antigens from Gram negative and Gram
positive bacteria. Research in Veterinary Science 104, 160-165, IF(2015): 1,298
punkty MNiSW(2016):35.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
pozyskaniu materiatu, przeprowadzeniu badan na hodowlach neutrofilowych oraz
analizie otrzymanych wynikow, opracowaniu wynikow i ich interpretacji, a takze
przygotowaniu tekstu manuskryptu (autor korespondencyjny). Moj udzial szacuje na
90%.

. Wessely-Szponder J., Szponder T., Bobowiec R. 2017. Different activation of
monocyte-derived macrophages by antimicrobial peptides at a titanium tibial
implantation in rabbits. Research in Veterinary Science 115, 201-210, IF(2015): 1,298
punkty MNiSW(2015):35.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, izolacji
ekstraktu neutrofilowego, przeprowadzeniu badan na hodowlach makrofagow oraz
analizie otrzymanych wynikow, opracowaniu wynikow i ich interpretacji, a takze
przygotowaniu tekstu manuskryptu (autor korespondencyjny). Moj udzial szacuje na

90%.



L.aczna punktacja prac wchodzacych w sktad jednotematycznego cyklu publikacji:
- wedtug listy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: 167 pkt.
- faczny impact factor wedtug listy JCR: 7,7

C) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Moim  glownym  obszarem  zainteresowan sg  neutrofilowe  peptydy
przeciwdrobnoustrojowe (NPP) u réznych gatunkéw zwierzat. Znajdujg one zastosowanie
jako komponent krwiopochodnych preparatow, w szczeg6lnosci ekstraktu neutrofilowego,
uzytecznego w zwalczaniu drobnoustrojow 1 kontrolowaniu intensywnosci procesu zapalnego
z uwzglednieniem wspomagania zrostu kostnego.

Neutrofilowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe sg waznym i efektywnym sktadnikiem
wrodzonej odpornosci i réownocze$nie alternatywa dla konwencjonalnych antybiotykow
(Hancock i Sahl, 2006). Wickszos¢ antybakteryjnych peptydow cechuja mate rozmiary (12-50
aminokwasow), tadunek kationowy (za ktory odpowiadajg reszty argininowe i lizynowe),
umozliwiajacy interakcje z btonami drobnoustrojow oraz amfipatyczna natura (Agieri wsp.
2015, Bowdish i wsp., 2005, Zanetti 2004). U ssakéw na podstawie rdéznic w budowie,
wlasciwosci  antybakteryjnych 1 oddziatywah na komorki organizmu gospodarza
wyodrebniono trzy gtowne grupy NPP: defensyny, katelicydyny i histatyny.

Defensyny sa kationowymi peptydami przeciwdrobnoustrojowymi wykazujacymi
réwniez dzialanie immunomodulujace. Oprécz neutrofilowych sg tez one wytwarzane przez
monocyty 1 makrofagi, keratynocyty lub komoérki nabtonka uktadu oddechowego,
pokarmowego, moczowego i reprodukcyjnego, w komoérkach Panetha, skoérze i blonach
$luzowych (Brandenburg i wsp., 2012).

Druga grupe stanowia katelicydyny, ktore w formie prekursorowej sktadaja si¢ z N-
koncowego peptydu, domeny katelinowej o stalej powtarzalnej sekwencji oraz zroznicowanej
C-koncowej sekwencji, odpowiedzialnej za jej wiasciwosci i unikalnej dla danego peptydu.
Katelicydyny wykryto u ludzi i wielu gatunkow zwierzat: bydta, matp, myszy, szczurow,

krolikow, $winek morskich, §win, owiec, koz, koni i psow. Konie, bydto, $winie, owce, kozy,



kroliki nalezg do gatunkow ,,polikatelicydynowych”, posiadajacych rézne geny kodujace
rézne katelicydyny. Z kolei ludzie, malpy, psy, myszy, szczury posiadaja pojedynczy gen
katelicydyny.

Katelicydyny jako peptydy przeciwdrobnoustrojowe petnig role ochronng w
zakazeniach wywolanych przez bakterie Gram-ujemne i Gram-dodatnie, grzyby i wirusy
ostonkowe 0raz przez inwazje pasozytnicze. Ze wzgledu na strukture katelicydyny podzielono
na cztery rodzaje: peptydy linearne o budowie alfa-helikalnej, peptydy bogate w niektore
aminokwasy (argining, glicyne, histydyne, proling, tryptofan), peptydy o strukturze petli
i peptydy beta-ptaszczyznowe (McPhee i wsp., 2005, Ramanathan i wsp., 2002).
Katelicydyny w formie aktywnej s3 niskoczasteczkowymi kationowymi peptydami,
zbudowanymi z 20 do 60 aminokwaséw w zaleznosci od gatunku I magazynowanymi w
neutrofilowych ziarnistosciach wtornych (Ramanathan i wsp., 2002). Syntetyzowane sa w
formie pre-pro-peptydow, gdzie sekwencja sygnatowa jest zbudowana z 29-30 reszt
aminokwasowych, sekwencja katelinowa, powtarzalna u wszystkich gatunkow, jest
fragmentem peptydowym o masie czagsteczkowej ok. 11 kDa (98-114 reszt
aminokwasowych), natomiast zmienna jest sekwencja C-koncowa zbudowana z 12-100 reszt
aminokwasowych, stanowiaca aktywny peptyd wyodrgbniony w wyniku dziatania proteaz.
Katelicydyny s3 magazynowane w ziarnistosciach wtornych neutrofili w postaci
nieaktywnych propeptydow. Ekspresja dojrzatych (biologiczne aktywnych) postaci
katelicydyn moze by¢ konstytutywna lub indukowana i zalezy od gatunku, rodzaju tkanki i
rodzaju egzogennych stymulatoréw, takich jak: produkty bakteryjne, urazy, czynniki zapalne
(Brown i Hancock, 2001, Agier i wsp., 2015). Aktywacji ulegajg one w wyniku odszczepienia
najpierw N-koncowego peptydu sygnatowego, a nastgpnie fragmentu katelinowego od C-
koncowego fragmentu zmiennego, stanowigcego dojrzaty aktywny peptyd. Odszczepienie to
odbywa si¢ z udzialem endogennych proteaz serynowych; u ludzi proteinazy 3, u $win
elastazy, magazynowanej w ziarnistosciach pierwotnych. Powstajace jako koncowy produkt
aktywne katelicydyny, jako peptydy antybakteryjne majg istotne znaczenie nie tylko w
zwalczaniu drobnoustrojow, ale rowniez W regulowaniu obronnych reakcji organizmu
(Ramanathan i wsp. 2002, Sang i Blecha, 2009).

Trzecia grupa NPP to niewielkie kationowe peptydy- histatyny, wystepujace

u naczelnych, wytwarzane i wydzielane przez S§linianki, uczestniczagce w utrzymaniu



odpornos$ci jamy ustnej oraz wykazujgce silne dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze
(Brandenburg i wsp., 2012).

Wobec nasilajgcego si¢ zjawiska opornosci drobnoustrojow na konwencjonalne
antybiotyki, na podstawie dyrektywy unijnej, zalecane jest ograniczenie antybiotykoterapii
jako postepowania leczniczego (Anon.). Stad wynika rosngce zainteresowanie alternatywnym
sposobem  zwalczania  infekcji, w tym rowniez  peptydami 0  dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym (Anderson i wsp., 2004). Oparte na nich leki zostaty wprowadzone
do lecznictwa w zwalczaniu trudno gojacych si¢ zakazen np. syntetyczny analog protegryn
Iseganan (IB 367) w zapobieganiu i zwalczaniu zakazeh jamy ustne] u pacjentOw
z niedoborami odpornosci spowodowanymi transplantacja lub wysokimi dawkami
chemioterapii, Pexiganan w postgpowaniu przy stopie cukrzycowej, Omiganan jako $rodek do
zwalczania miejscowych zakazen (Eland i wsp., 2012). Szersze wprowadzenie ich do terapii
okazato si¢ trudne, ze wzglgdu na skomplikowany proces produkcji i cytotoksycznosé, stad
gtownie znajduja miejscowe zastosowanie. Okazato si¢ jednak, ze oprocz doskonale znanej
aktywnosci antybakteryjnej, NPP wykazujg rowniez dziatanie immunomodulujace, regulujac
przebieg i stopien nasilenia reakcji zapalnej. Pomimo istotnosci tego odkrycia odpowiedzialne
mechanizmy nie zostaty dotychczas szczegdtowo wyjasnione i opisane. Wiadomo, ze NPP
modyfikujg ekspresje cytokin pro- i przeciwzapalnych modulujagc w ten sposob odpowiedz
immunologiczng organizmu. Reguluja one réwnowagg pomigdzy indukcjg zapalenia
1 wygaszaniem reakcji zapalnej zapobiegajac w ten sposob uszkadzajacym dziataniom
nadmiernie nasilonej odpowiedzi zapalnej lezacej u podloza wielu choréb 1 stanow
patologicznych, m in. w postaci wstrzgsu septycznego. Sa to wiec dziatania zar6wno
prozapalne i przeciwzapalne, w zaleznosci od stanu klinicznego i aktualnych potrzeb
organizmu (Brown i Hancock, 2006). Immunomodulacja polega migdzy innymi na
modyfikowaniu ekspresji genéw w monocytach i komoérkach nabtonkowych, dziataniu
chemotaktycznym, indukowaniu odpowiedzi w postaci uwalniania chemoatraktantow oraz
wzmaganiu angiogenezy 1 gojenia si¢ ran. Poszerzajac aspekt udzialu katelicydyn w
procesach naprawczych Kittaka i wsp. podjeli probg zastosowania ludzkiej katelicydyny LL-
37 we wspomaganiu zrostu kostnego, na bazie potwierdzonego dziatania proangiogenniego
i osteoindukcyjnego. Katelicydyna ta wspomagajac angiogeneze¢ w miejscach ubytku

kostnego indukuje regeneracje kosci, co moze znalez¢ zastosowanie w leczeniu chorob



zwyrodnieniowych kosci w polaczeniu ze znanym juz oddzialtywaniem bojczym na szerokie
spektrum drobnoustrojow (Kittaka i wsp. 2013).

Pomimo powyzszych uwarunkowan, stanowiacych o potencjale dla wspomagania
zrostu kostnego, dotychczas wptyw Kkatelicydyn na aktywnos$¢ wydzielniczg neutrofili, jako
kluczowych komérek w poczatkowej fazie reakcji zapalnej, a takze monocytéw i makrofagow
0 istotnym znaczeniu w procesach naprawczych i z mozliwoscig sterowania ich funkcjg (Leor
I wsp., 2006) nie zostat szczegblowo wyjasniony. Podstawe takich badan stanowig naturalnie
pozyskiwane peptydy, a nie ich syntetyczne analogi. Dla szczegotowej analizy sktadu
peptydowego otrzymanych probek u gatunkow polikatelicydynowych konieczne wiec byto
opracowanie szybkiej, powtarzalnej, niedrogiej metody izolacji duzej ilo$ci naturalnie
pozyskiwanych peptydow z krwi (§win), a takze wysokowydajnej metody izolacji u gatunkéw
gdzie do dyspozycji mamy niewielka jej ilos¢ (krolikow). Z kolei do identyfikacji i oceny
struktury wyizolowanych peptydéw najbardziej przydatna okazata si¢ metoda MALDI TOF,
szybka, wiarygodna i zapewniajagca powtarzalno$¢ wynikdw, umozliwia ona detekcje
zarowno aktywnych dojrzatych peptydow, jak i ich prekursoréw oraz fragmentéw o zmiennej
aktywnosci (Hortin, 2006).

Kolejnym krokiem bylo maksymalne poprawienie wydajnos$ci i czulosci metody
detekcji peptydow z uzyciem spektrometrii masowej, poprzez odpowiedni dobor wsrod
dostepnych matryc i proporcji matryca/probka. Stad pojawita si¢ konieczno$é takiego
udoskonalenia tej metody, aby byta ona przydatna nie tylko dla oceny peptydow
antybakteryjnych, ale wszelkich niskoczasteczkowych peptydow pozyskiwanych z krwi
i innego materialu pochodzenia biologicznego, Ktore w medycynie, w tym weterynaryjnej
petnig funkcje markeréw (Hortin, 2006).

Dysponujac metoda izolacji 1 detekcji naturalnych NPP przystapitam do badania ich
wlasciwosci ze szczegdlnym uwzglednieniem interakcji zachodzacych pomigdzy NPP
a neutrofilami i makrofagami. Szczeg6lnie skupitam si¢ na odpowiedzi neutrofilowej na
stymulacje pro- i przeciwzapalne, a takze na odpowiedzi monocytow i makrofagow na NPP w
przebiegu implantacji biomateriatéw do tkanki kostnej. W tym celu na poczatkowym etapie
projektu badawczego zatozylam i ocenitam hodowle neutrofili, co pozwolilo mi poznac
odpowiedzi sekrecyjne na zastosowane stymulatory, a takze oznaczy¢ cytotoksyczno$é
i wplyw na apoptoze oraz oceni¢ ekspresje katelicydyn uwalnianych z neutrofili pod

dziataniem bodzcoéw pro 1 przeciwzapalnych. Kolejnym etapem byto rozszerzenie badan na



makrofagi 1 ocena aktywnos$ci tych komorek uktadu bialokrwinkowego i ich odpowiedzi na

stymulacj¢ katelicydynami w warunkach implantacji biomateriatu.

Celem badan przeprowadzonych w ramach osiggni¢cia naukowego byto:

Opracowanie dla gatunkow polikatelicydynowych metody izolacji aktywnych postaci
katelicydyn z ekstraktu neutrofilowego i hodowli komérkowych, opracowanie metody ich
identyfikacji 1 oceny ich wiasciwosci bakteriobdjczych i cytotoksycznych na przyktadzie
neutrofili $win, a nastgpnie dostosowanie metody pozyskiwania ekstraktow neutrofilowych od

réznych gatunkéw zwierzat.

Wdrozenie i optymalizacja metody identyfikacji peptydow w probkach biologicznych za

pomoca spektrometrii mas MALDI TOF.

Zbadanie wptywu poszczegolnych katelicydyn i ekstraktu neutrofilowego na wybrane

komorki zapalne w procesie implantacji biomateriatu do ubytku kostnego.

Analiza ekspresji katelicydyn in vitro w wyniku stymulacji pro — i przeciwzapalnej hodowli

komorkowej neutrofili §win.

Opracowanie metody izolacji katelicydyn z neutrofili $win i ich identyfikacji oraz

ocena ich wlasciwosci antybakteryjnych

Swinie sa Ssakami o najbardziej roznorodnym zestawie Katelicydyn, réownoczesnie u
tego gatunku nie wystepuja defensyny neutrofilowe, katelicydyny sa wiec jedynymi NPP
obecnymi w neutrofilach. U $win wykryto nastgpujace neutrofilowe peptydy
przeciwdrobnoustrojowe: bogate w proling i fenylenoalaning profeniny PF 1 i 2; peptyd PR-
39 i protegryny 1 do 5 (PG1-5) oraz peptydy mieloidalne (PMAP-23, PMAP-36, PMAP-37).
(Sang i Blecha). Gatunek ten jest uzywany w modelach do$wiadczalnych wielu chorob,
a NPP od $win i ich syntetyczne analogi byty juz wczesniej badane w kierunku potencjalnych
zastosowan terapeutycznych, koncentrowano si¢ jednak glownie na aspekcie

przeciwdrobnoustrojowym w ich wilasciwosciach (Hancock i Sahl). W tym znaczeniu
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syntetyczne analogi peptydow $win nie znalazly szerszego zastosowania, nhatomiast
szczegolowa wiedza o naturalnie otrzymywanych dojrzatych peptydach i aktywnosci ich
fragmentow stanowi¢ bedzie podstawe zastosowan terapeutycznych, gdyz wszystkie sktadniki
wystepujace w ekstrakcie mogg mie¢ wigksze znaczenie w reakcjach immunologicznych niz
bakteriobojczych.

Celem pracy bylo opracowanie SpPoSObu izolacji poszczegdlnych neutrofilowych
katelicydyn z krwi $win, a nastgpnie metody ich identyfikacji i ocena ich wlasciwosci
bojczych oraz cytotoksyczno$ci dla komorek ssakow. Powyzsze peptydy wyizolowatam z
neutrofili z krwi $win, a pierwszym etapem bylo otrzymanie surowego ekstraktu
neutrofilowego, ktéry nastepnie rozdzielitam na poszczegolne frakcje za pomoca
chromatografii zelowej ze wzgledu na ich mas¢ czasteczkowa, metoda umozliwiajaca
réwnoczesne izolowanie peptydow PF, PR-39 i1 PG zarowno do celow badawczych, jak
i zastosowania terapeutycznego.

Potwierdzeniem skutecznosci metody byta analiza otrzymanych probek za pomoca
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Otrzymane frakcje zbadano nastepnie
pod wzgledem bakteriobdjczosci na szczepach E. coli (ATCC 25922). Po przeprowadzeniu
analizy aktywno$ci antybakteryjnej frakcji rozdzielonych z ekstraktu, frakcje aktywne
poddano analizie spektrometrem masowym MALDI-TOF. Umozliwita ona identyfikacje w
poszczegolnych badanych frakcjach nastepujgcych katelicydyn: Profeniny 1 1 2 o masach
czasteczkowych 8683 Da i 8807 Da, wykazujacych aktywnos$¢ przeciwko E. coli w stezeniu
20 pg/ml, katelicydyny PR-39 o masie czasteczkowej 4716 Da 1 aktywnosci
przeciwbakteryjnej w stezeniu 20 pg/ml oraz protegryn 1-3 o masach odpowiednio 2154,5
Da, 1955,6 Da 1 2055,5 Da 1 stwierdzonej aktywno$ci przeciwbakteryjnej na poziomie
stezenia 10 pg/ml. Metoda izolacji peptydow z ekstraktu neutrofilowego potaczona z detekcja
otrzymanych produktow metoda MALDI TOF pozwolita na wykrycie wszystkich obecnych w
ekstrakcie postaci peptydow, ktore nastepnie za pomocg bazy danych UniProt database

(www.uniprot.org), rozpoznatam jako katelicydyny $win i opisatam. W dodatkowo

przeprowadzonych badaniach w kierunku cytotoksycznosci dla komorek ssakow nie
zaobserwowano zmian morfologicznych ani procesow wskazujacych na degeneracje¢ kultur
tkankowych FLF-3 ani hepatocytow szczurzych podczas dziesigciodniowej obserwacji w

stezeniach do 20 pg/ml dla profenin 1 PR-39 1 10 pg/ml dla protegryn.
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Uzyskane wyniki potwierdzity skutecznos¢ wprowadzonej metody izolacji peptydow,
bedacej modyfikacja metody Anderson i wsp. dla izolacji i identyfikacji katelicydyn u innego
polikatelicydynowego gatunku- owcy domowej i metody zastosowanej przez Treffers i wsp.
do izolacji i identyfikacji katelicydyn sarny. Wskazalam rowniez na przydatno$¢ metody
MALDI TOF do identyfikacji peptydow za pomocg masy czasteczkowej w mieszaninie
pochodzacej z ekstraktu neutrofilowego, wstgpnie rozdzielonej za pomoca chromatografii
zelowe;.

Ze wzgledu na szerokg dostepnos¢ krwi $win, ktora jest odpadem rzeznianym, izolacja
i otrzymywanie peptydow antybakteryjnych z tego produktu stanowi pole do rozwoju
zastosowan terapeutycznych (Yu i wsp., 2010). Dzigki opracowanej przeze mnie metodzie
izolacji ekstraktu peptydow antybakteryjnych mozliwe byly wszelkie dalsze badania ich
sktadu, wtasciwosci i potencjatu dla zastosowan terapeutycznych. Uzyskane wyniki stanowity
takze podstawe kolejnych badan m. in. nad udoskonaleniem techniki MALDI TOF dla oceny
peptydow 1 jej zastosowan do iloSciowych oznaczen peptydow w probce biologicznej
(Smolira i wsp., 2015). Chodzito réwniez 0 rozszerzenie jej uzycia na inne gatunki
polikatelicydynowe, a takze na inne probki biologiczne tj. hodowle komorkowe, osocze krwi,
koncentraty ptytek krwi.

Osiaggnicte wyniki zostaly opublikowane w pracy: Wessely-Szponder J., Majer-
Dziedzic B., Smolira A. 2010. Analysis of antimicrobial peptides from porcine neutrophils.
Journal of Microbiological Methods 83, 8-12.

Powyzsza praca i jej wyniki stanowity baze wyjsciowa do dalszych badan.

Opracowanie udoskonalonej metody identyfikacji niskoczasteczkowych peptydow

antybakteryjnych z uzyciem spektrometrii mas MALDI TOF

Detekcja niskoczasteczkowych kationowych peptydow w probkach biologicznych
poddawanych tylko wstgpnemu oczyszczeniu napotyka szereg trudno$ci. Peptydy o masie
mniejszej niz 7000 Da trudno uwidoczni¢ za pomocg innych technik, np. znajdujg si¢ poza
zakresem rozdziatu dwukierunkowej elektroforezy. Dlatego tez metoda MALDI TOF wydaje
si¢ by¢ obiecujaca w identyfikacji peptydéw niskoczasteczkowych (w zakresie masowym
1000-7000 Da) w probkach biologicznych szczegolnie w izolatach z krwi, tkanek i hodowli

komorkowych (Hortin, 2006). Opracowana metoda pozwala na identyfikacje poszczegdlnych
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peptydow w mieszaninie biologicznej po wstepnym rozdziale bez szczegotowej separacji, jak
to jest konieczne przy innych metodach, stwarza szerokie mozliwosci jej praktycznego
zastosowania, szczegdlnie przy ocenie zawarto$ci  pozyskiwanych — preparatow
krwiopochodnych u réznych gatunkéw, w sytuacji gdy analizy serologiczne wymagaja
stosowania specyficznych monoklonalnych przeciwciat. Ponadto metoda ta jest bardzo czuta,
a w wielu przypadkach pozyskiwania materialu od zwierzat laboratoryjnych mamy do
czynienia z niewielkg iloécig otrzymanego materiatu (Gruszecka i wsp., 2008).

Jednakze pomimo oczywistych zalet metoda ta ma szereg ograniczen. Limity detekcji
sa uzaleznione od szeregu czynnikoéw, dla matych peptydow w optymalnych warunkach limit
detekcji wynosi 1 nmol/l w 1ul. Wtasnie z powodu niewielkich stezen i matych objetosciowo
probek pozyskiwanych np. od zwierzat laboratoryjnych wyzwaniem bylo maksymalne
zwigkszenie detekcji, aby t¢ bardzo czula metod¢ mozna bylo wykorzysta¢ réwniez w
zastosowaniach weterynaryjnych i medycznych. Stad, jako osobie zainteresowanej poznaniem
szczegdtowego skladu pozyskiwanych probek ekstraktu neutrofilowego, nasungt mi sie
pomyst optymalizacji warunkow preparatyki probki oraz jej detekcji.

Do dalszych badan zainspirowal mnie zwlaszcza fakt, ze przy uzyciu metody MALDI
do detekcji kluczowe znaczenie ma wiasciwe poczatkowe przygotowanie probki biologiczne;j
do dalszej analizy. Podczas wstepnego etapu badan okazato sie, ze szczegdlnie wazny jest
wlasciwy dobdér matrycy, a takze proporcji pomigdzy iloscig matrycy 1 wielko$cig probki,
rozumianej jako zawarte w niej stg¢Zenie peptydow. Ze wzgledu na to, ze w tym
wieloetapowym procesie na kazdym etapie potrzebna jest optymalizacja, wymagana jest
Scista wspolpraca i komunikacja patofizjologa z fizykiem. Praca wykonana zostala we
wspOlpracy z Zakladem Spektrometrii Mas Instytutu Fizyki Uniwersytetu Marii Curie
Sklodowskiej. Dotyczy ona badan nad optymalizacja preparatyki probki liofilizatu ekstraktu
neutrofilowego, z zawartymi w niej NPP z neutrofili §win (PR-39, PG1, PG2, PG3, PF2), do
pomiaru metodg MALDI. M6j udzial w pracy obejmowat wyodrgbnienie gatunku zwierzecia,
na ktorym przeprowadzimy badania, pozyskanie materiatu, wyizolowanie katelicydyn i
przygotowanie zliofilizowanych probek, zawierajacych odpowiednie porcje peptydow do
analizy, identyfikacj¢ peptydow na podstawie otrzymanych mas czasteczkowych,
interpretacje i ocen¢ wynikow w celu dobrania optymalnych metod pomiaru. Do badan
uzytam liofilizatu z ekstraktu neutrofilowego, przygotowanego przeze mnie na bazie

opracowanej wczesniej metody, jako reprezentatywnej wielosktadnikowej aktywnej probki

12



biologicznej, w ktorej analiza sktadnikow oprocz waloréw poznawczych, réwnocze$nie
odzwierciedla wszelkie napotkane problemy, ktore nalezy rozwigza¢ dla celow
metodycznych.

Analizie poddano przydatno$¢ kilku matryc z kwaséw aromatycznych pod katem
uzyskania maksymalnej czutosci detekcji badanych katelicydyn. Okre§lono rowniez wptyw
ilo$ci matrycy uzytej do pomiaru na wynik eksperymentu. Wyznacznikiem optymalnej ilosci
matrycy byla maksymalna intensywno$¢ wierzchotka masowego pochodzacego od danej
katelicydyny. W wykonywanych oznaczeniach wstepne badania na syntetycznym peptydzie
potwierdzity, ze optymalng matryca jest kwas a-cyjano 4-hydroksycynamonowy (CCA),
kolejne analizy byly juz przeprowadzane z uzyciem przygotowanych przeze mnie probek
biologicznych z ekstraktu neutrofilowego, zawierajacych peptydy antybakteryjne naturalnego
pochodzenia. Badania wykazatly, ze proporcja probka/matryca jest kluczowa dla sprawnej
detekcji. Nieprawidlowa ilos¢ matrycy skutkuje niemoznoscig detekcji  wszystkich
spodziewanych peptydow w badanym preparaciec albo przeciwnie zarejestrowaniem
nieprawidlowego odczytu, powigkszonego o zbyt wielka ilos¢ dodatkowych wierzchotkow.

Jest to nowatorska praca, ktora miata na celu opracowanie przydatnej metodyki do
wykorzystania w jako$ciowej ocenie probek biologicznych (np. osocza) pod katem zawarto$ci
w nich réznych rodzajow katelicydyn. Umozliwia ona szybkie 1 doktadne zanalizowanie
badanej probki biologicznej w kierunku zawartosci roznych katelicydyn z uzyciem
nowoczesnego sprzgtu i opracowanej przez nas specjalnie na te potrzeby procedury. Znajduje
ona zastosowanie we wszystkich tych przypadkach, kiedy nie mozna korzystaé ze
standardowych komercyjnych plytek do gotowych analiz. Pomimo faktu, ze male masy
czasteczkowe analizowanych peptydow stanowig przeszkode dla innych metod detekcji,
dotychczasowa bibliografia dotyczaca oceny probek biologicznych w kierunku zawartosci w
nich peptydow antybakteryjnych z zastosowaniem metody MALDI TOF MS jest bardzo
uboga. Dostepna literatura omawia glownie komercyjnie przygotowane probki o optymalne;j
dla pomiaréw zawartosci sktadnikoéw, tak wigc zaprezentowana przez nas praca stanowi
znaczace osiagniecie w tej dziedzinie, a uzyskane wyniki zostaty opisane w artykule: Smolira
A., Wessely-Szponder J. 2015. Importance of the matrix and the matrix/sample ratio in
MALDI-TOF-MS analysis of cathelicidins obtained from porcine neutrophils. Applied
Biochemistry and Biotechnology, 175 (4), 2050-65.
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Wplyw ekstraktu neutrofilowego i katelicydyn izolowanych z neutrofili na komérki
zapalne-neutrofile i makrofagi z krwi krélikow podczas implantacji biomaterialu do

ubytku kostnego

W ciggu kilku godzin od wystgpienia urazu krazace leukocyty osiagaja miejsce
uszkodzenia 1 zaczynaja wspdluczestniczy¢é w reakcji obronnej organizmu. Szczegdlne
Znaczenie w procesach gojenia majg neutrofile i makrofagi, ktore w poczatkowej fazie reakcji
zapalnej wystawione sg na rozne oddziatywania stymulatorow ze strony Srodowiska (Agier i
wsp., 2015, Franz i wsp., 2011).

W pracy b. 3. wykonano badania nad siarczanem wapnia, jako biomaterialem
kosciozastepczym. Jest on uwazany za materiat biozgodny, znany od ponad stu lat, jednakze
nawet dopuszczone do obrotu implanty gipsowe moga wywotywac niepozadane dziatania
uboczne. Aby te dziatania wyeliminowa¢, pomocne jest analizowanie interakcji z uktadem
odporno$ciowym organizmu wykraczajgce poza standardowe 0znaczenie biozgodnosci. Moje
badania obejmowaty ocene efektu jaki wywiera implant z siarczanu wapnia na neutrofile
pobrane w réznych odstepach czasu po implantacji tego biomateriatu. Poszerzaja wieC one
wiedz¢ o mechanizmach interakcji tego materialu z komorkami zapalnymi, ktéra mozna
pozyskac oprocz tej po standardowej ocenie biozgodnosci implantu. Ze wzgledu na fakt, ze
badanie wymaga niewielkiej ilosci tatwo dostepnego materiatu, ktorego otrzymanie nie
stanowi ryzyka dla pacjenta i ze wzgledu na duze walory poznawcze, powyzsze analizy moga
by¢ uzyte jako wzbogacenie metod oceny bezpieczenstwa stosowania implantu, stanowigc
istotny czynnik w badaniach porownawczych dla implantow.

O ile odpowiedz makrofagowa na implanty in vitro zostata zbadana, o tyle neutrofile,
jako komorki efektorowe nie byty dotychczas szczegdétowo analizowane. Ich pierwotna
funkcja jest zwalczenie zagrozenia przez degranulacj¢, wybuch tlenowy oraz fagocytoze
zagrazajacych drobnoustrojow. Wiadomo jednak, ze implantacja biomaterialu generuje
wczesng odpowiedz zapalng z udzialem neutrofili, ktora jest najbardziej nasilona po 24 h
rozwija si¢ w ciggu 2-3 dni i ulega wygaszeniu do konca pierwszego tygodnia od zabiegu
(Franz i wsp., 2011). Skutki interakcji z implantem w tym okresie okolooperacyjnym
wymagajg szczegdtowej analizy.

Profenina 11 2 (Pf 1 i 2) sa katelicydynami izolowanymi z neutrofili i tkanki ptucnej
Swin. Naleza do peptydow o wysokiej zawartosci proliny (53%) i fenylenoalaniny (19%).
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Majg dziatanie przeciwdrobnoustrojowe i immunomodulujgce, praktycznie nie generujg one
lekoopornosci, co jest szczegdlne wazne z powodu nasilajacego si¢ zarbwno w weterynarii
jak 1 w medycynie zjawiska antybiotykooporno$ci (Sang i Blecha, 2009). Z powyzszych
wzgledow te katelicydyny majg istotne znaczenie w opracowywaniu nowych strategii
terapeutycznych, a kolejnym celem naszych badan byta analiza znaczenia izolowanych
katelicydyn w komorkowej odpowiedzi zapalnej u krolikbw w przebiegu implantacji
biomateriatu do ubytku kostnego w kosci piszczelowe;.

Krolik jako sprawdzony model zwierzgcy doswiadczen ortopedycznych, infekcji
ortopedycznych 1 wstrzasu septycznego zostal wybrany przeze mnie do badan wplywu
profenin na aktywnos¢ obcogatunkowych neutrofili. Badanie wykonano in vitro na
neutrofilach izolowanych w przebiegu implantacji siarczanu wapnia. Okreslitam aktywnosc¢
sekrecyjna, przezywalno$¢ i apoptoze neutrofili kroliczych stymulowanych réznymi
stezeniami profenin neutrofili §win, wedtug opracowanej wczesniej przeze mnie modyfikacji
metody pozyskiwania tych peptydow. W tym celu ocenitam uwalnianie elastazy i
mieloperoksydazy (MPO), a takze testem MTT (3-(4,5-dimethylo-2-tiazolyl)-2,5-difenyl-2H-
tetrazolium) oszacowatam przezywalnos¢ neutrofili i ocenitam apoptoz¢ pod wpltywem
roznych stezen profenin pozyskanych z ekstraktu neutrofilowego.

Przeprowadzone badania dowiodly, ze profeniny uzyskiwane z neutrofili $win oprocz
dziatania bakteriobojczego opisanego we wczesniejszej pracy b. 1., oddzialujg na neutrofile
krolicze w przebiegu implantacji biomaterialu do ubytku kostnego. Wykazuja efekty
immunomodulujace, ktérych dynamika zmienia si¢ w czasie. W neutrofilach izolowanych 30
minut po implantacji biomaterialu uwalnianie elastazy zwigkszylo si¢ z 51,5+0,23 do
57,014£0,49% maksymalnego uwalniania w hodowlach stymulowanych przez profeniny w
stezeniu 10 pg/ml po 30 minutach inkubacji, podczas gdy po 24 h od implantacji najwigksza
odpowiedz byta widoczna pod dziataniem 20 pg/ml po 30 minutach inkubacji. Po 24 h
inkubacji neutrofili z r6znymi stezeniami profenin maksymalne uwalnianie elastazy widoczne
bylo przy stezeniu profenin 20 pg/ml czyli dwukrotnie wyzszym niz po 30 minutach
inkubacji, zarowno w neutrofilach izolowanych po 30 minutach, jak i po 24 h od implantacji
biomateriatu. Oznacza to, ze na aktywnos$¢ neutrofilowa znaczaco wptywa czas kontaktu z
katelicydynami. Sa one w odroznieniu od wolnych rodnikéw mediatorami dlugo

utrzymujacymi si¢ w ognisku zapalnym i w gojacych si¢ ranach.
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Nasilone uwalnianie elastazy ma istotne znaczenie w poczatkowej fazie procesu
implantacji biomaterialu do ubytku kostnego. Elastaza we wczesnym etapie gojenia
poimplantacyjnego dostarcza wielu czynnikow chemotaktycznych w tym widkien
kolagenowych i fragmentéw wtoknika powstalych w wyniku rozszczepienia przez ten enzym
wiekszych struktur, jest wigc w tym aspekcie naprawy tkanek niezbedna, stad brak
hamowania, a nawet wzrost jej poczatkowego uwalniania po implantacji biomaterialu
w odpowiedzi na stymulacje profeninami stanowi pozytywny przejaw ich oddzialywan
na badane komorki zapalne (Kaveh i wsp. 2010).

Uwalnianie MPO przez neutrofile zmniejszato si¢ przy stezeniu profenin 10 pg/ml
stosowanym przez 30 minut i przez 24 godziny inkubacji w hodowlach komorek zaréwno
izolowanych po 30 minutach, jak i 24 h od implantacji biomateriatu. Ten hamujacy efekt
malat przy wyzszych stezeniach profenin (20 i 50 pug/ml), wskazujac, ze optymalna dawka nie
przekracza w tym przypadku dawki terapeutycznej przeciwbakteryjnej (20 upg/ml).
Ograniczenie uwalniania MPO zabezpiecza przed uszkodzeniami tkanek wywotywanymi
przez nadmierng podaz tego enzymu, spowodowanymi migdzy innymi dziataniem
oksydatywnym.

Badania zywotnosci neutrofili poddanych in vitro oddzialywaniu naturalnych profenin
wykazaly, na podstawie aktywnos$ci mitochondrialnej spadek zZywotnosci postepujacy wraz z
czasem inkubacji i wzrastajacymi stezeniami profenin. Najwigkszy spadek zywotnosci
uwidocznit si¢ przy stezeniu 50 pg/ml po 24 godzinach inkubacji, wskazujgc, ze dawka
toksyczna przekracza znaczaco dawke terapeutyczng, potrzebng do wywotania efektu
przeciwdrobnoustrojowego, jak tez immunomodulujacego. W powyzszych stgzeniach
profeniny sa in vitro bezpieczne dla neutrofili.

W przeprowadzonych badaniach wykazatam, ze profenina w hodowlach 24
godzinnych i w wysokich stezeniach dziata na neutrofile proapoptotycznie. Apoptoza jako
proces, w ktorym komorki sg fagocytowane bez uwalniania zawartosci ziarnistosci, jest
rownoczes$nie sposobem regulacji procesu zapalnego, zwiekszenie ilo$ci apoptotycznych
komorek wspotuczestniczy w wygaszaniu reakcji zapalnej i zapobieganiu uszkodzeniom
tkanek (Aarabiou i wsp., 2006, Agier i wsp. 2015).

Wykonane do$wiadczenia dostarczajag wiedzy na temat odpowiedzi neutrofili, jako
komorek zapalnych na stymulacj¢ profeninami (naturalnymi peptydami antybakteryjnymi)

neutrofili krolikow poddanych implantacji biomateriatu do ubytku kostnego i sg pierwszym
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opracowaniem dotyczgcym tgcznego wptywu implantu gipsowego i roznych stezen profenin
na neutrofile krdlicze w dwoch punktach czasowych po implantacji biomateriatu.
Zastosowane peptydy - profeniny moga by¢ rozwazane jako preparat zapobiegajacy
infekcjom i stymulujagcy komorki efektorowe odpowiedzi zapalnej w zabiegach
ortopedycznych. Z powyzszych wzgledow peptydy te mogg by¢ rozwazane jako preparat do

miejscowego wspomagania zrostu kostnego podczas implantacji biomateriatu.

W kolejnych badaniach, bedacych kontynuacjg i rozszerzeniem poprzednich, celem
byta analiza udziatu izolowanych katelicydyn: PR-39 i protegryn oraz niskoczasteczkowego
ekstraktu neutrofilowego, pozyskanego z krwi $win, w komorkowej odpowiedzi zapalnej u
krolikow w przebiegu implantacji biomateriatu do ubytku kostnego.

W tym celu z krwi §win wyizolowatam peptydy antybakteryjne PR-39 i mieszaning
protegryn (1-3), oprocz tego przygotowatam z surowego ekstraktu niskoczasteczkows frakcje
neutrofilows, zawierajacg mieszaning peptydow o masach od 1 do 5 kDa (jak wykazata
przeprowadzona analiza z uzyciem MALDI TOF), a nastgpnie ocenitam wplyw powyzszych
preparatow na neutrofile krolicze po implantacji siarczanu wapnia do ubytku w kos$ci
piszczelowej. Badanie in vitro na izolowanych neutrofilach kroliczych polegato na ocenie
aktywnosci sekrecyjnej neutrofili stymulowanych réznymi katelicydynami pozyskanymi z
neutrofili swin. W tym celu ocenitam uwalnianie elastazy, mieloperoksydazy (MPO)
i zasadowej fosfatazy (ALP), a takze generowanie wolnych rodnikéw (tlenku azotu
i anionorodnika ponadtlenkowego) przez neutrofile in vitro. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze wyodrgbnione katelicydyny $swin (protegryny i PR-39) hamowaty zar6wno
uwalnianie elastazy, MPO, jak i wytwarzanie wolnych rodnikoéw: anionorodnika
ponadtlenkowego i tlenku azotu, podczas gdy egzogenny ekstrakt komérkowy (mieszanina
peptydow) dziatat prozapalne, aktywujac krolicze neutrofile do wzmozonej sekrecji.
Najwyzsza odpowiedz data si¢ zauwazy¢ po 30 minutach od zabiegu implantacji biomateriatu
1 ulegata zmniejszeniu po uptywie 24 godzin.

Osiagnigte wyniki dowodza, Ze katelicydyny pozyskiwane z neutrofili $win oprocz
dziatania bakteriobdjczego wykazuja efekty immunomodulujace, oddziatujac na neutrofile
krolicze w przebiegu implantacji biomateriatu do ubytku kostnego. WYyizolowane peptydy
modulujg i czg¢sciowo wygaszajg reakcje zapalng, podczas gdy niskoczgsteczkowy ekstrakt

stanowigcy, jak potwierdzono badaniem MALDI TOF mieszaning powyzszych dziatajacych
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synergistycznie peptydow, jako czynnik prozapalny nasila odpowiedZz neutrofilows,

zwlaszcza w okresie bezposrednio po implantacji biomateriatu.

Podsumowanie:

Przeprowadzone przeze mnie badania naswietlajg znaczenie immunologicznych
reakcji komorkowych podczas stosowania NPP w procesie wbudowywania implantow
kostnych (siarczanu wapnia). Zaréwno zastosowane izolowane peptydy (profeniny, PR-39
1 protegryny), jak i ekstrakt neutrofilowy moga by¢ rozwazane jako preparaty zapobiegajace
infekcjom i stymulujace komorki efektorowe do odpowiedzi zapalnej w zabiegach
ortopedycznych. Nalezy mie¢ na uwadze, ze o ile wyizolowane peptydy wygaszaja reakcje
zapalna, thumiac jej niepozadane przejawy, o tyle egzogenny ekstrakt neutrofilowy dziata nie
tylko bakteriobojczo, ale tez prozapalnie, zapobiegajac ewentualnym zakazeniom

srédoperacyjnym.

Wyniki opublikowano w pracach:

Wessely-Szponder J., Bobowiec R., Szponder T. 2012. The influence of porcine prophenin
on neutrophils isolated from rabbit blood during implantation of calcium sulphate graft
material into bone tissue World Rabbit Science 20, No 3, 163-172.

Wessely-Szponder J., Szponder T., Bobowiec R., Smolira A. 2013. The influence of porcine
cathelicidins on neutrophils isolated from rabbits in the course of bone graft implantation.
World Rabbit Science 21, 175-183.

W odpowiedzi organizmu na implanty, wzbudzajace ,,reakcje ciata obcego” (FBR),
szczegoblnie istotng role odgrywaja monocyty 1 wywodzace si¢ od nich makrofagi tkankowe,
wazne w procesach regeneracji, naprawy 1 remodelowania licznych tkanek. Jednakze
przedhuzajace si¢ lub zbyt nasilone procesy zapalne, skutkujace nadmierng akumulacja
i aktywno$cig makrofagow, przyczyniaja si¢ do destrukcji tkanek (Agier i wsp. 2015).
Dwutorowe dziatanie makrofagow zwigzane z odpowiedzia na bodzce naplywajace ze
srodowiska, skutkuje przekierowaniem makrofagbw do subpopulacji albo pro albo
przeciwzapalnej (Das i wsp., 2015, Novak i Koh, 2013).

Tytanowe implanty sg szeroko stosowane w implantologii stomatologicznej, trwaja

rowniez badania nad modyfikacja ich powierzchni w celu uzyskania wlasciwosci
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antybakteryjnych i zapobiegania zakazeniom okoloimplantacyjnym. Wcze$niej prowadzone
byly wprawdzie prace nad modyfikacja odpowiedzi makrofagowej w kontakcie
z powierzchnig implantu, ktéra moze przyczynia¢ si¢ do polaryzacji makrofagdéw, byty to
jednak badania in vitro (Ma i wsp., 2014, Moura i wsp. 2014). Ja natomiast zainteresowatam
si¢ problemem mozliwego oddzialtywania implantu tytanowego na krazace we Kkrwi
monocyty, z uwzglednieniem ich przysztej modyfikacji do makrofagéw m. in. w warunkach
stymulacji ekstraktem neutrofilowym.

Celem badan byta ocena wplywu ekstraktu antybakteryjnego pozyskanego z neutrofili
kréliczych na makrofagi podczas implantacji tytanu do ubytku kostnego w kosci piszczelowej
krolika. Makrofagi pochodzace z monocytéw izolowanych z krwi krolikow poddatam
wstepnej stymulacji prozapalnej z uzyciem lipopolisacharydu (LPS w stezeniu 1 pg/ml) dla
uzyskania subpopulacji M1 o wiasciwosciach bojczych 1 prozapalnych albo stymulacji
deksametazonem w ilosci 100 nM aby pozyska¢ populacjc M2c 0 wiasciwosciach
naprawczych i wspomagajacych zrost kostny. Nastepnie do tak stymulowanych subpopulacji
dodatam kroliczy ekstrakt neutrofilowy i ocenitam zmiany morfologiczne oraz aktywno$é
makrofagdbw na podstawie wytwarzania tlenku azotu i anionu ponadtlenkowego, jako
wskaznikow aktywno$ci prozapalnej oraz aktywnos$¢ proteaz i arginazy, jako wskaznikow
fenotypu naprawczego, §wiadczacego o wygaszeniu dziatania prozapalnego.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze ekstrakt neutrofilowy wykazuje zréznicowane
wielokierunkowe dziatanie, ktore moze by¢ rozpatrywane zaréwno jako pro- jak
i przeciwzapalne. W fazie zapalnej procesu naprawczego wzrost wytwarzania tlenku azotu
jest wazny w zwalczaniu zakazenia, podobnie jak pozostate formy dziatania
przeciwdrobnoustrojowego. Natomiast w pozniejszych fazach wygaszenie reakcji zapalnej
wplywa korzystnie na proces gojenia. Rowniez zmniejszenie wytwarzania anionu
ponadtlenkowego 1 uwalniania proteaz ma korzystny wplyw. Poniewaz aktywnos$¢ arginazy
nie ulegta istotnym zmianom podczas stymulacji ekstraktem neutrofilowym, nie zaburza to
znaczaco tego elementu procesu gojenia.

Odpowiedz makrofagdéw mozemy w pewnym zakresie modyfikowaé przez dodanie
ekstraktu neutrofilowego, sterujac procesem gojenia. Inni autorzy (Ma i wsp., 2014) uzyskali
pewna polaryzacje makrofagoéw za pomoca oddziatywania powierzchniowego implantu. Moje
badania polegajace na stymulacji makrofagéw ekstraktem neutrofilowym stanowig oryginalne

wiasne podejscie, dotychczas nie rozpatrywane w odniesieniu do wzmagania procesu gojenia
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w miejscu wprowadzanego implantu. Wykazatam, ze wczeéniejszy kontakt z tytanowym
implantem nie wptywa na odpowiedz makrofagowa w poréwnaniu do makrofagéw krolikow
przed implantacja. Uzyskane wyniki przedstawiono w pracy: Wessely-Szponder J., Szponder
T., Bobowiec R. 2017. Different activation of monocyte-derived macrophages by
antimicrobial peptides at a titanium tibial implantation in rabbits. Research in Veterinary
Science 115, 201-210.

Analiza ekspresji katelicydyn po stymulacji pro — i przeciwzapalnej hodowli neutrofili

izolowanych z krwi §win

Opracowana metoda izolacji katelicydyn z neutrofili z krwi znalazta zastosowanie w
pozyskiwaniu katelicydyn z hodowli komoérkowej neutrofili poddanych stymulacji pro
1 przeciwzapalnej. Opierajac si¢ na wczesniej wypracowanej metodyce dysponowatam
ukladem doswiadczalnym pozwalajacym na izolacje badanych katelicydyn z hodowli
komorkowych. Na tej podstawie ocenitam wptyw pentoksyfiliny (PTX), jako preparatu
ograniczajacego odpowiedz prozapalng neutrofili na uwalnianie przez nie dojrzatych,
aktywnych postaci katelicydyn u §win.

Neutrofile sg jednym z glownych skladnikow obrony organizmu przeciwko
drobnoustrojom. Wytwarzane przez nie peptydy przeciwdrobnoustrojowe - katelicydyny
wykazuja wlasciwos$ci bojcze w stosunku do szerokiego spektrum mikroorganizmoéw, ponadto
odgrywaja istotng role w procesach gojenia si¢ tkanek, a takze oddziatuja na neutrofile,
makrofagi [ komorki podscieliska, co pozwala zwalczaé infekcje
i promowa¢ procesy naprawy. Z drugiej jednak strony neutrofile stanowig istotny czynnik w
przebiegu uszkodzen tkanek w procesach zapalnych. Nadmierna aktywno$¢ tych komorek
zapalnych, skutkujaca uwalnianiem enzymow i wolnych rodnikéw degradujacych macierz
zewnatrzkomoérkowa, lezy u podtoza wielu zaburzen chorobowych (Deree i wsp., 2006).

Katelicydyny sa magazynowane w ziarnisto$§ciach wtdrnych neutrofili w postaci
nieaktywnych propeptydow. Aktywacji ulegaja one w wyniku odszczepienia najpierw N-
koncowego peptydu sygnatowego, a nastgpnie fragmentu katelinowego od C-koncowego
fragmentu zmiennego stanowiacego dojrzaty aktywny peptyd. Odszczepienie to odbywa si¢ z

udziatem endogennych proteaz serynowych, u $win jest to elastaza, magazynowana w
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ziarnistosciach pierwotnych (Cole i wsp., 2001). Tak wiec aktywnos¢ tych katelicydyn, jak
stwierdzono w badaniach Scapielloi wsp. warunkowana jest obecnos$cig elastazy.

Celem pracy byla ocena wykorzystania pentoksyfiliny, jako czynnika, ktéry moze
hamowac¢ niektore funkcje neutrofili, zapobiegajac uszkodzeniom tkanek podczas nadmierne;j
aktywnosci tych komorek w przebiegu reakcji zapalnej. PTX jako pochodna metyloksantyny
jest niespecyficznym inhibitorem fosfodiesterazy, zmniejsza aktywnos¢ TNFa 1 innych
mediatoréw prozapalnych i jako taka ogranicza nadmierng niepozadang aktywno$¢ neutrofili
lezacg u podtoza szeregu chordb i stanéw patologicznych, w tym posocznicy (Deree i wsp.,
2006).

W pracy ocenitam wptyw PTX na degranulacj¢ neutrofili na podstawie uwalniania
enzyméw: elastazy, mieloperoksydazy (MPO) i zasadowej fosfatazy (ALP) oraz na
wytwarzanie tlenku azotu i anionorodnika ponadtlenkowego w hodowlach stymulowanych
wczesniej przez antygeny bakteryjne: peptyd formylowy (fMLP, 1 pg/ml) lub
lipopolisacharyd (LPS, 1 pug/ml) dla uzyskania odpowiedzi prozapalnej. W
przeprowadzonych badaniach stwierdzitam, ze PTX poczynajac od stezenia 1 pg/ml hamuje
szereg neutrofilowych funkcji prozapalnych: w zakresie uwalniania elastazy, MPO, w
neutrofilach uprzednio stymulowanych antygenami bakterii Gram-ujemnych (LPS) lub Gram-
dodatnich (fMLP). Uwalnianie ALP najsilniej bytlo hamowane przez PTX w stezeniu 1 pg/ml
i efekt ten utrzymywat si¢ az do stezenia 100 pg/ml. Nie zaobserwowalam zahamowania
wytwarzania anionu ponadtlenkowego, a obnizenie wytwarzania tlenku azotu wystapito tylko
przy stezeniu 100 pg/ml w hodowlach uprzednio stymulowanych fMLP. Moje badania
wykazaty, ze PTX istotnie ogranicza aktywnos¢ neutrofili §win w zakresie uwalniania
enzymow, a W mniejszym stopniu wptywa na generowanie wolnych rodnikow.

W kolejnym etapie badan, w zwiazku z wykazanym do$wiadczalnie, ograniczeniem
uwalniania elastazy, oceniono jak wptywa to na inne istotne funkcje neutrofilowe, mianowicie
uwalnianie katelicydyn w ich dojrzatej postaci. Majac na wzgledzie, ze elastaza jest enzymem
warunkujgcym powstanie dojrzatych aktywnych form katelicydyn, jedynych NPP obecnych w
neutrofilach u $win, ich zahamowanie stanowito by o powaznych konsekwencjach dla
mechanizméw odpowiedzi komérkowej, dla ktorych konieczne jest powstawanie aktywnych
katelicydyn. Dlatego u $win, jako gatunku modelowego w badaniach farmakologicznych

zalezno$¢ migdzy aktywnoscig elastazy a ekspresjg katelicydyn wymagata wyjasnienia.
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Zastosowana do badan metoda MALDI TOF umozliwita detekcje niewielkich ilo$ci
katelicydyn po uprzednim wyizolowaniu ich przeze mnie z hodowli komoérkowych, jak
I potwierdzenie na podstawie mas czgsteczkowych, ze mamy do czynienia z dojrzatymi
formami tych peptydow (fragmenty C koncowe). W przeprowadzonych z uzyciem metody
MALDI TOF MS badaniach wykazano, iz pomimo ograniczenia uwalniania elastazy po
zastosowaniu PTX w stezeniach w zakresie od 1 pg/ml do 1000 pg/ml, wytwarzanie
katelicydyn nie zostalo zahamowane. Dowodzi to, iz pomimo zahamowania nadmiernej
zapalnej aktywnosci neutrofili wytwarzanie peptydow antybakteryjnych nie zostaje zaktocone
i ten wazny etap wrodzonej reakcji obronnej organizmu nie ulega zaburzeniu. Ten inhibitor
fosfodiesteraz moze wigec by¢ stosowany do hamowania farmakologicznego nadmiernej
aktywnosci neutrofilowej bez zaburzenia funkcji obronnych organizmu warunkowanych
przez te katelicydyny, ktore dla swojej aktywnosci potrzebuja elastazy.

W pracy zastosowano metode izolacji katelicydyn z hodowli komérkowych, wczesniej
wprowadzong do pozyskiwania tych peptydéow z ekstraktu neutrofilowego, a nastgpnie
identyfikacji otrzymanych produktéw na podstawie ich masy czasteczkowej. Jest to
szczegblnie pomocne przy matej iloSci otrzymanego materiatu biologicznego i niskich
stezeniach badanych substancji. Wyniki opublikowano w pracy: Wessely-Szponder J.,
Smolira A. 2016. Response of antimicrobial peptides from porcine neutrophils to
pentoxifylline and antigens from Gram negative and Gram positive bacteria. Research in
Veterinary Science, 104, 160-165.

Whioski na podstawie prac stanowigcych osiggnigcie naukowe:

Opracowana przeze mnie modyfikacja metody separacji peptydéw pozwala na rownoczesng
izolacje wszystkich obecnych w neutrofilach katelicydyn, a takze pozyskiwanie tych

peptydow z hodowli komérkowych.

Wykazatam, ze metoda MALDI TOF jest uzyteczna do identyfikacji otrzymywanych
peptydow antybakteryjnych zar6wno z ekstraktow  neutrofilowych, jak i hodowli
komorkowych, tak wigc pozwala na jakoSciowa ocene sktadu peptydowego frakcji

pochodzacych od réznych gatunkow.
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Ekstrakt komérkowy otrzymany z neutrofili §win stymuluje prozapalnie neutrofile krolicze.
Wzmaga uwalnianie enzyméw (elastazy, MPO, ALP) i wytwarzanie wolnych rodnikow,

wspomagajac antybakteryjne dzialanie w przebiegu implantacji biomateriatu.

Wyizolowane naturalne katelicydyny swin (profeniny, PR-39, jak i protegryny) zmniejszaja
uwalnianie MPO i ALP, ograniczaja tez generowanie wolnych rodnikow z neutrofili
kroliczych w przebiegu implantacji biomateriatu. Natomiast uwalnianie elastazy, niezbednej

na wczesnym etapie rozwoju reakcji zapalnej, nie jest hamowane.

Wplyw ekstraktu neutrofilowego na polaryzacje makrofagéw zaréwno pro- jak
i przeciwzapalng, zapewnia ich optymalne zastosowanie we wspomaganiu zrostu kostnego
i wspétuczestniczy ze znanym juz  dzialaniem przeciwdrobnoustrojowym, majacym

Znaczenie w ograniczeniu stosowania antybiotykow.

Zabieg wszczepienia do ubytku kostnego implantu tytanowego nie aktywuje krazacych
monocytow, w sposob, ktéry zmienial by morfologie 1 funkcje pochodzacych z nich

makrofagdw.

Zastosowanie pentoksyfiliny, jako czynnika hamujacego aktywno$¢ neutrofili, nie ogranicza

ekspresji dojrzatych postaci katelicydyn w hodowlach neutrofilowych.

Podsumowanie:

W wykonanych do$wiadczeniach uzytam preparatow potencjalnie leczniczych, w formie
katelicydyn oraz surowego ekstraktu neutrofilowego, wyizolowanych metoda wlasna.
Pomimo mozliwych zastosowan, modulowanie odpowiedzi zapalnej za posrednictwem
aktywnosci neutrofili oraz przez ukierunkowanie makrofagow do funkcji zapalnej albo
naprawczej za pomoca neutrofilowych peptydow przeciwbakteryjnych (NPP), nie byly
dotychczas ani wykonywane ani rozwazane w aspekcie przydatnosci Kklinicznej.
Przeprowadzone przeze mnie badania dotyczace interakcji z biomaterialami i mozliwosci
sterowania reakcjg zapalng, stanowig podstawe in vitro dla wprowadzenia terapeutycznych

zastosowan katelicydyn do wspomagania zrostu kostnego u badanych gatunkéw modelowych;
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$win i krolikow. Powyzsza wiedza bedzie przydatna w wykorzystaniu NPP dla wspomagania
zrostu kostnego po implantacji biomateriatu, gdyz oprécz dziatania antybakteryjnego, stwarza
mozliwo$¢ oddzialywania na reakcje zapalng za posrednictwem aktywnosci neutrofilowej

i makrofagowe;j.

PiSmiennictwo:

1. Aarbiou J., Tjabringa G.S., Verhoosel R.M., Ninaber D.K., White S.R., Peltenburg
L.T.C., Rabe K.F., Hiemstra P.S. 2006. Mechanism of cell death induced by
neutrophil antimicrobial peptides a-defensins and LL-37. Inflamm. Res. 55, 119-127.

2. Agier J., Efenberger M., Brzezinska-Btaszczyk E. 2015. Cathelicidin impact on
inflammatory cells. Centr. Eur. J. Immunol. 40, 225-235.

3. Anderson R., Yu P-L., 2003. Isolation and characterisation of proline/arginine-rich
cathelicidin peptides from ovine neutrophils. Biochem. Biophys. Res. Comm. 312,
1139-1146

4. Anonymus. Guidelines for the Prudent Use of Antimicrobials in Veterinary Medicine
http://ec.europa.eu/health/antimicrobial _resistance/docs/2015 prudent_use_guidelines
_en.pdf (accessed 14 March 2016). Official Journal of the European Union C299/04,
Brussels, Belgium, 2015.

5. Bowdish D., Davidson D., Scott M., Hancock R. 2005. Immunomodulatory activities
of small host defense peptides. Antimicrob. Agents Chem., 49: 1727-1732.

6. Brandenburg L-O., Merres J., Albrecht L-J., Varoga D., Pufe T. 2012. Antimicrobial
peptides: Multifunctional drugs for different applications. Polymers 4, 539-560.

7. Brown K.L., Hancock R. 2001. Cationic host defense (antimicrobial) peptides. Curr
Opinion Immunol, 18, 24-30.

8. Ceccarelli A, Cole A, Park A, Tank S, Yoshioka, Ganz T. 2001. Therapeutic effect of
a pig-derived peptide antibiotic on porcine wound infections. Comparative Medicine
51, 75-79.

9. Cole A., Shi J., Ceccarelli A., Kim Y-H., Park A., Ganz T. 2001. Inhibition of
neutrophil elastase prevents cathelicidin activation and impairs clearance of bacteria
from wounds. Blood. 97, 297-304.

24


http://ec.europa.eu/health/antimicrobial_resistance/docs/2015_prudent_use_guidelines_en.pdf
http://ec.europa.eu/health/antimicrobial_resistance/docs/2015_prudent_use_guidelines_en.pdf

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Das A., Sinha M., Datta S., Abas M., Chaffeee S., Sen C.K., Roy S. 2015. Monocyte
and macrophage plasticity in tissue repair and regeneration. Am. J. Pathol. 185, 2596-
2606.

Deree J., Lall R., Melbostad H., Grant M., Hoyt D., Coimbra R. 2006. Neutrophil
degranulation and the effects of phosphodiesterase inhibition. J Surg Res. 133,22-28.
Elad S., Epstein J.B., Raber-Durlacher J., Donnelly P., Strahilevitz J. 2012 The
antimicrobial effect of Iseganan HCI oral solution in patients receiving stomatotoxic
chemotherapy: analysis from a multicenter, double-blind, placebo-controlled,
randomized, phase Il clinical trial. J Oral Pathol Med. 41(3),229-34.

Franz S., Rammelt S., Scharnweber D., Simon J. 2011. Immune responses to implants-
A review of the implications for the design of immunomodulatory biomaterials.
Biomaterials, 32: 6692-67009.

Gruszecka A., Szymanska-Chargot M., Smolira A., Michalak L. 2008. Role of the
target materials on a laser desorption/ionization mass spectra. Rapid Comm Mass
Spectrom 22: 925-929.

Hancock REW., Sahl H-G. 2006. Antimicrobial and host-defense peptides as new
anti-infective therapeutic strategies. Nature Biotech. 24, 1551-1557.

Hortin G. 2006. The MALDI-TOF Mass Spectrometric view of the plasma proteome
and peptidome. Clin. Chem. 52, 1223-1237.

Kaveh K., Ibrahim R., Bakar M., Ibrahim T. 2010. Bone grafting and bone graft
substitutes. J Anim. Vet. Adv., 9: 1055-1067.

Kittaka M., Shiba H., Kajiya M., Fujita T., lwata T., Rathvisal K., Ouhara K., Takeda
K., Fujita T., Komatsuzawa H., Kurihara H. 2013. The antimicrobial peptide LL37
promotes bone regeneration in a rat calvarial bone defect. Peptides 46, 136-142.

Leor J., Rozen L., Zuloff-Shani A., Feinberg M.S., Amsalem Y., Barbash 1.M., Kachel
E., Holbova R., Mardor Y., Daniels D., Ocherashvilli A., Orestein A., Danon D. 2006.
Ex vivo activated human macrophages improve healing, remodeling, and function of
the infarcted heart. Circulation. 114, 1-94-1-100.

Ma Q.-Li., Zhao L.-Z., Liu R.-R., Jin B-Q., Song W., Wang Y., Zhang Y.-S., Chen
L.-H., Zhang Y.-M. 2014. Improved implant osseointegration of a nanostructured
titanium surface via mediation of macrophage polarization. Biomaterials 35, 9853-
9867.

25


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elad%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077420
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Epstein%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077420
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raber-Durlacher%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077420
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Donnelly%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077420
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Strahilevitz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077420

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

McPhee J.B., Hancock R.E.W. 2005. Function and therapeutic potential of host
defence peptides J. Pep. Sci.11, 677-687.

Moura C.C.G., Zanetta-Barbosa D., Dechichi P., Carvalho V.F., Soares B.P. 2014.
Effects of titanium surfaces on the developmental profile of monocytes/macrophages.
Bras. Dent. J.25, 96-103.

Novak M., Koh T. 2013. Macrophage phenotypes during tissue repair J. Leuk. Biol.
93, 875-881

Ramanathan B., Davis E., Ross Ch., Blecha F. 2002. Cathelicidins: microbicidal
activity, mechanisms of action, and roles in innate immunity. Microb. Infect.4, 361-
372.

Sang Y., Blecha F. 2009. Porcine host defense peptides: Expanding repertoire and
functions. Develop Comp Immunol. 33, 334-343.

Scapinello S., Brooks A.S., Maclnnes J.I, Hammermueller J., Clark M.E., Caswell J.1I.
2011. Bactericidal activity of porcine neutrophil secrtetions. Veterinary Immunology
and Immunopathology 139, 113-118.

Shi J., and Ganz, T., 1998. The role of protegrins and other elastase-activated
polypeptides in the bactericidal properties of porcine inflammatory fluids. Infect
Immun. 66, 3611-3617.

Smolira A., Hatas S., Wessely-Szponder J. 2015. Quantification of the PR-39
cathelicidin compound in porcine blood by matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of flight mass spectrometry. Rapid Commun. Mass Spectrom. 29, 1811-1816.
Treffers Ch., Chen L., Anderson RC., Yu P-L. 2005. Isolation and characterisation of
antimicrobial peptides from deer neutrophils. Int. J. Antimicrob. Agents 26, 165-1609.
Yu P-L., Linden D.S., Anderson R. 2010. Antimicrobial peptides isolated from the
blood of farm animals. Animal Production Science 50, 660-669.

Zanetti M. 2004. Cathelicidins, multifunctional peptides of innate immunity. J Leukoc
Biol 74: 39-48.

26



5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

A) Aktywnos$¢ naukowa

Moj dorobek naukowy nie wchodzgcy w sktad gtdéwnego osiggniecia naukowego
obejmuje 33 publikacje, w tym 13 oryginalnych prac znajdujacych si¢ w bazie JCR. Jestem
rébwniez wspotautorka 20 doniesien zjazdowych prezentowanych na kongresach
i konferencjach krajowych i zagranicznych. Sposréd powyzszych publikacji 9 prac (1

indeksowana w JCR) i 4 komunikaty zjazdowe powstato przed doktoratem.

A) 1. Aktywno$¢ naukowa przed doktoratem

Na poczatku mojej pracy w Katedrze Patofizjologii rozpocz¢tam badania skaz
krwotocznych u zwierzat ze szczegdlnym uwzglednieniem choroby von Willebranda u pséw.
Z tego zakresu pochodza 4 publikacje (IF=0,188, 7 pkt). Ponadto zajmowalam si¢
aktywnoscig proliferacyjng limfocytow (1 praca, 4 pkt.), wplywem PMSC na wytwarzanie
estrogenu przez komorki warstwy ziarnistej jajnika (1 praca, 4 pkt.) oraz neutrofilowa
aktywnoscig sekrecyjng (3 prace, 12 pkt), a gtowny kierunek moich badan dotyczyt
aktywnosci neutrofili bydlecych w przebiegu zespotu oddechowego (BRD).

Lacznie 9 prac IF=0,188, 27 pkt.

Badania ostatnich lat wykazaly, ze nadzwyczaj waznymi endogennymi czynnikami,
biorgcymi udzial w patogenezie uszkodzen ptuc w przebiegu zespotu oddechowego u bydta
(BRD) sa neutrofile, ktoérych produkty (takie jak: elastaza, mieloperoksydaza, zasadowa
fosfataza, tlenek azotu, anionorodnik ponadtlenkowy), jesli sa wytwarzane w nadmiarze,
powodujg nieodwracalne uszkodzenia ptuc, prowadzac kolejno do spadku przyrostow masy,
obnizenia produkcyjnos$ci i nie rzadko padnie¢ mtodego bydta. Celem prowadzonych badan
bylo stwierdzenie czy istnieje zwigzek pomiedzy aktywno$cig sekrecyjna neutrofili
wyizolowanych z krwi jaldowek zdrowych i chorych na BRD a stopniem nasilenia objawow
chorobowych. Przed rozpoczeciem przeze mnie powyzszych badan, w Polsce nie oceniano

czynnikow aktywujacych neutrofile bydta do wzmozonej czynnosci wydzielnicze;,
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wspotdecydujacej o cigzkim przebiegu infekcji uktadu oddechowego 1 jej mozliwych
konsekwencjach patologicznych.

Aby osiggna¢ wytyczony cel opracowalam modyfikacj¢ metody oceny aktywnos$ci
sekrecyjnej neutrofili (w oparciu o uwalnianie elastazy, MPO, AKP oraz wytwarzanie tlenku
azotu), dostosowujac jg do specyfiki gatunkowej bydta, a nastepnie metoda tg postugiwatam
si¢ we wszelkich dalszych oznaczeniach. Markery aktywnos$ci neutrofilowej zostaty dobrane
tak, aby odzwierciedlaty one stopien nasilenia objawdéw w infekcjach uktadu oddechowego
u bydta, bedac réwnoczesnie markerami uszkodzen ptuc. W toku pracy okreslitam zwigzek
pomiedzy uwalnianiem badanych enzyméw i wolnych rodnikéw a stanem Klinicznym
zwierzat 1 stopniem nasilenia objawow BRD.

Przeprowadzone badania wykazatly istotnie wyzsza odpowiedZz sekrecyjng neutrofili
u jatowek chorych na BRD, skorelowang ze stopniem nasilenia objawow klinicznych.
Ponadto stwierdzitam istnienie ujemnej korelacji pomigdzy wiekiem a wydzielaniem in vitro
elastazy przez neutrofile od chorych jalowek. Metoda ta jest uzyteczna w badaniach nad BRD
u bydta, a uzyskane parametry moga by¢ wykorzystane w ocenie neutrofilowych wtasciwosci
uszkadzajacych, szczegolnie w przypadku uszkodzen phluc. Praca powstata we wspotpracy z
Dipartimento di Anatomia Biochimica e Fisiologia Veterinaria, Universita di Pisa, uzyskane
wyniki opublikowatam w: Wessely-Szponder J., Bobowiec R., Martelli F.,Wojcik M.,
Kosior-Korzecka U. 2004. Assessment of neutrophil components as markers of lung injury in
the course of respiratory tract infections in heifers. Polish Journal of Veterinary Sciences,
7,157-161 i komunikacie konferencyjnym (Zat. 4 B1).

W kolejnym etapie zbadano wptyw antybiotyku jonoforowego, monenzyny, na
aktywnos$¢ neutrofili 1 zywotno$¢ tych komoérek w przebiegu zespotu oddechowego u jatowek.
W doswiadczeniu zastosowano monenzyn¢ w dawkach od 0 do 50 uM w celu okreslenia
odpowiedzi neutrofilowej w hodowlach stymulowanych octanem forbolu (PMA). W
powyzszych analizach oznaczytam uwalnianie elastazy, MPO, ALP oraz wytwarzanie tlenku
azotu w kolejnych punktach czasowych: po 0,5, 5 i 24 godzinach inkubacji w warunkach
37°C i 5% CO,. Nastgpnie oceniono wptyw monenzyny na zywotno$¢ badanych komérek,
postugujac si¢ testem MTT. Powyzsze badania wykazaty, Ze monenzyna juz w dawkach 1uM
podwyzszata aktywno$¢ wydzielnicza neutrofili przyczyniajac si¢ do nasilenia procesu
chorobowego. Natomiast wygaszenie tej odpowiedzi po 24 h zwigzane byto z ograniczeniem

zywotnosci populacji  neutrofili. Uzyskane wyniki wskazuja, ze podawanie monenzyny

28



u bydta w przebiegu BRD moze dodatkowo nasili¢ objawy choroby. Wyniki opublikowano
w pracy: Cybulski W., Wessely-Szponder J., Radko L., Bobowiec R., Wernicki A. 2006.
Wplyw monenzyny na aktywno$¢ i zywotno$¢ neutrofili jatowek z objawami zespolu
oddechowego. Medycyna Wet. 62(8), 951-954 i komunikacie konferencyjnym (Zat. 4 B 2).

W ramach badan nad odpowiedzig neutrofilowg na rdéznego typu stymulacje
prozapalne oceniono wptyw Mannheimia haemolytica na aktywno$¢ neutrofili jalowek w
przebiegu BRD. W powyzszej pracy zbadatam wptyw LPS z E. coli i leukotoksyny z M.
haemolytica (LKT) w stezeniach 25-300 pg/ml na odpowiedz wydzielniczg neutrofili na
podstawie uwalniania elastazy, MPO, ALP, a takze wytwarzania wolnych rodnikow anionu
ponadtlenkowego (O,7) i tlenku azotu (NO). Ponadto okreslitam cytotoksycznos¢ LKT,
wykonujgc test aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Neutrofile eksponowane na
obie toksyny wykazywatly zwigkszong degranulacje, szczegdlnie przy najwyzszych stezeniach
toksyn. Wykazana odpowiedz in vitro stanowi odzwierciedlanie odpowiedzi endogennej na
toksyny bakteryjne podczas BRD. Enzymy wydzielane w nadmiarze przez neutrofile
uszkadzajg tkanke plucng w przebiegu tej choroby. Podwyzszone uwalnianie enzymow
czg¢sciowo wynika ze zwigkszonej aktywnos$ci neutrofili, a cze$ciowo z ich nekrozy i lizy, co
powoduje pozakomoérkowe uwalnianie enzyméw w odpowiedzi na wysokie dawki LKT.
Wyniki opublikowane zostaty w pracy: Wessely-Szponder J., Urban-Chmiel R., Wernicki
A., Bobowiec R. 2005. Effect of leukotoxin of Mannheimia haemolytica and LPS of E. coli
on secretory response of bovine neutrophils in vitro. Pol. J. Vet. Sci. 8, 99-105.

Kolejne podjete zadanie badawcze miato na celu ustalenie czy istnieje zwigzek
pomiedzy aktywnoscig sekrecyjng neutrofili wyizolowanych z krwi jatowek zdrowych
i chorych na ostrg i przewlekla posta¢ BRD a zmiennymi st¢zeniami TNFa i IL-8 w
warunkach in vitro. Ocenitam réowniez znaczenie cytokin w wytwarzaniu kwasu 5-okso-
eikozatetraenowego  (5-0kso-ETE), jako potencjalnego czynnika  decydujacego
0 ukierunkowaniu neutrofili do odpowiedzi sekrecyjnej. W koncowym etapie okreslitam
zwigzek miedzy wydzielaniem badanych enzymoéw i wolnych rodnikow w grupie jatowek z
ostra 1 przewlekla postaciag BRD a stanem klinicznym zwierzat i stopniem nasilenia objawow
wystepujacej choroby.

Badania nad rola neutrofili, jako endogennego czynnika w rozwoju zespotu
oddechowego u bydla wykazaly, ze aktywno$¢ prozapalna, ktéra moze si¢ przyczyni¢ do

nieodwracalnych uszkodzen ptuc, zalezata od postaci choroby i stopnia nasilenia objawow,
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najwieksza byta w ostrej BRD i zmniejszata si¢ podczas zdrowienia. Ponadto stwierdzitam, ze
pod wplywem TNFo nastgpowata wzmozona aktywno$¢ sekrecyjna neutrofili,
odzwierciedlajaca si¢ w zwigkszonym uwalnianiu elastazy, MPO, ALP, jak rowniez w
wytwarzaniu anionorodnika ponadtlenkowego. Z kolei wzrastajgce stezenia IL-8 nasilaty
uwalnianie elastazy i ALP, zarowno w ostrej, jak i przewleklej postaci BRD, ale nie wpltywaty
na uwalnianie MPO ani generowanie O, .Wytwarzanie NO zmieniato si¢ w zaleznosci od
stezenia, czasu trwania inkubacji komorek i grupy jatowek, neutrofile od jalowek chorych na
BRD byty pobudzane przez stezenia TNFa w zakresie 0,05-0,5 ng/ml. TNFa hamowat
wytwarzanie 5-0kso-ETE, szczegdlnie w obu grupach jatéwek chorych. Natomiast
zwickszanie st¢zenia IL-8 stymulowalo wydzielanie 5-0kso-ETE przez neutrofile, najsilniej
w ostrej postaci BRD, a najstabiej w grupie jatdéwek zdrowych. Wyniki stanowity temat pracy
doktorskiej i zostaty opublikowane w:

Wessely-Szponder J. 2008. The influence of TNF and IL-8 on secretory action of
neutrophils isolated from heifers in the course of BRD. Acta Veterinaria Hungarica 56, 187-
196 i komunikatach konferencyjnych (Zat. 4 B 5 i 6).

A) 2. Gloéwne kierunki badan
Glowne kierunki badan realizowanych przeze mnie w Zakladzie Patofizjologii,
obejmujg tematy zwigzane przede wszystkim z aktywnos$cig sekrecyjng neutrofili oraz
reakcjami komorek z polimorficznym jadrem i makrofagdw na stymulacje Srodowiskowe.
Interesowat mnie takze udzial powyzszych komorek w reakcji zapalnej wywolanej
implantacjag biomaterialu albo transformacja nowotworows. Szczegdtowe omowienie
osiggnie¢ z tego zakresu przedstawiam w chronologicznym porzadku od rozpoczecia ich

realizacji.

1. Zaburzenia krzepniecia krwi i reakcji zapalnej w roéznych stanach patologicznych

Procesy krzepnigcia 1 reakcja zapalna sa ze soba S$cis§le powigzane, jako dwa
mechanizmy obrony ustroju przed infekcjg. Celem przeprowadzonego doswiadczenia byta
ocena podwdjnej roli trombiny, jako czynnika zarowno w procesach krzepnigcia jak i w
reakcji zapalnej w odniesieniu do chorob uktadu rozrodczego u bydta mlecznego (mastitis
I metritis) oraz aktywnosci neutrofilowej na podstawie uwalniania elastazy, MPO, a takze

laktoferyny, jednego z biatek 0 kluczowym znaczeniu w odpowiedzi obronnej organizmu.
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Laktoferyna (Lf) nalezy do grupy transferyn, jest biatkiem o masie 80 kDa i potwierdzonej
aktywnos$ci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej i przeciwwirusowej, magazynowanym
w ziarnisto$ciach wtornych neutrofili. Stezenie LF we krwi zdrowych krow byto niewielkie
(ponizej 0,1 mg/ml osocza), wzrastato w przebiegu mastitis i metritis, wykazujagc dynamiczne
zmiany w potaczeniu z objawami chorobowymi. Rowniez stezenie fibrynogenu, biatka ostrej
fazy $cisle powigzanego z procesami krzepnigcia, ulegato istotnemu podwyzszeniu W
pierwszej fazie mastitis 1 metritis, szczegdlniec w przebiegu mastitis, z nastepowym
obnizeniem wraz z procesem zdrowienia. Dodatnia korelacja pomiedzy wytwarzaniem
trombiny a uwalnianiem elastazy i MPO potwierdzita trombinowa aktywacj¢ odpowiedzi
sekrecyjnej neutrofili.

Przeprowadzone badania wykazaly uszkadzajace powigzania ukladu krzepnigcia
1 reakcji zapalnej, ktére u bydla mlecznego prowadzi¢ moga do powaznych zaburzen w
przebiegu mastitis i metritis, az do wystgpienia zespotu rozsianego krzepnigcia
srodnaczyniowego (DIC) i zespotu uszkodzen wielonarzadowych (MODS) wiacznie. Wyniki
opublikowano w pracy: Bobowiec R, Wessely-Szponder J., Hola P. 2009. Crosstalk between
coagulation and inflammation in mastitis and metritis in dairy cows. Acta Veterinaria
Hungarica 57, 2, 283-293 i w komunikacie w Zat. 4 B 7.

Kolejny projekt, dotyczyl badan nad istotnymi w weterynarii zaburzeniami
rozwojowymi u psow: chorobg Legg-Calve-Perthesa (LCD) i osteochondrozag (OC)
z przyczynowym udziatem wybranych czynnikéw krzepnigcia. Sa to jednostki chorobowe,
podczas ktorych dochodzi do patologicznych zmian w stawach i powaznych zaburzen w
poruszaniu si¢ u wielu ras psow. W obu powyzszych chorobach osoczowe st¢zenia biatka C
i fibrynogenu uznane zostaly za potencjalne markery diagnostyczne. Wykonane badania
wykazaty, ze poziom biatka C, jako czynnika przeciwkrzepliwego i fibrynolitycznego, byt
nizszy w obu badanych grupach chorych pséw w pordéwnaniu do osobnikow zdrowych.
Natomiast poziom fibrynogenu by} znaczaco wyzszy u psow z osteochondrozg. W Swietle
przeprowadzonych badan st¢zenia biatka C 1 fibrynogenu, mozna uzna¢ za potencjalne
markery chordb rozwojowych ukladu kostnego u psow. Wyniki zostaty opublikowane w
pracy: Szponder T., Wessely-Szponder J. 2010. Plasma level of Protein C, fibrinogen
concentration and platelet number in dogs with Legg-Calve-Perthes disease and
osteochondrosis. Preliminary studies. J Bull Vet Inst Pulawy 54, 433-436.
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2. Neutrofilowe i makrofagowe odpowiedzi na stymulacje srodowiskowe

2.a) Wplyw znieczulenia na aktywnosé wydzielniczq neutrofili kroliczych

Kolejnym etapem badan bylo dazenie do naswietlenia jak $rodki znieczulajace
wplywajg na aktywno$¢ neutrofilowg w aspekcie powiktan pooperacyjnych wynikajacych z
zaburzenia przebiegu reakcji zapalnej.

Neutrofile jako wiodgce komorki we wczesnej reakcji zapalnej stanowig istotny
element odpowiedzi organizmu po urazie lub zabiegu operacyjnym. Aby ustali¢ w jaki sposob
dwa  zastosowane schematy znieczulen infuzyjnych u  krolikow, to  jest:
ketamina/midazolam/propofol i ketamina/propofol wplywaja na funkcje neutrofili w okresie
do 24 godzin od zabiegu operacyjnego, zbadatam aktywnos¢ neutrofili in vitro pod wzgledem
uwalniania elastazy, MPO, ALP oraz wytwarzania tlenku azotu i anionorodnika
ponadtlenkowego po 30 minutach od poczatku znieczulenia i po 24 godzinach. Okazato sie,
ze oba zastosowane typy znieczulen powodowatly obnizenie uwalniania elastazy, MPO, ALP
po 30 minutach od poczatku znieczulenia, a efekt ten ustgpowal po 24 godzinach od zabiegu
operacyjnego, podobna odpowiedz obserwowana byta dla NO. Praca powstata we wspotpracy
z Katedra i Klinikg Chirurgii Zwierzat. Wyniki opublikowano w: Wessely-Szponder J.
Szponder T. 2010. Comparison of the effects of two anaesthetic combinations in rabbits on
some neutrophil functions in vitro. World Rabbit Science 18:169-177.

2.b.) Aktywnosé wydzielnicza neutrofili w odniesieniu do zaburzen reprodukcyjnych U
roznych gatunkow zwierzgt

Kolejne badania dotyczyty wptywu cyklu rujowego u loch na aktywnos¢ neutrofilowa
in vitro. W przeprowadzonym do$wiadczeniu w celu okre$lenia fazy cyklu rujowego
dokonatam makroskopowej oceny jajnikéw w badanu poubojowym oraz oznaczytam metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) o0soczowe stgzenia hormonow
sterydowych: 17 - estradiolu i progesteronu. Nastepnie ocenitam na podstawie uwalnianych
markeréw (elastazy, MPO, ALP, NO i Oy) odpowiedz in vitro neutrofili z pobranej krwi.
Wykonane przeze mnie badania udowodnity, ze w fazie lutealnej u loch zmniejszata si¢
aktywnos¢ wydzielnicza neutrofili, co przektadato si¢ na obnizenie odpornosci w tej fazie
cyklu rujowego i zwiekszenie podatnosci na patogeny, podczas gdy wzrost stezenia

estrogenéw w fazie pecherzykowej nasilal aktywnos¢ wydzielniczg, obnizajac podatnos¢ na
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zakazenia. Wyniki przedstawiono w publikacji: Wessely-Szponder J., Bobowiec R. 2013.
Elastase, myeloperoxidase, and alkaline phosphatase release and free radical generation in
neutrophils isolated from blood of sows at different stages of oestrous cycle. Bull Vet Inst
Pulawy 57, 65-68 i w komunikacie w Zat. 4 B 8.

W kolejnej pracy wskazatam na interakcje pomigdzy aktywno$cig neutrofilowa in
vitro, stresem oksydatywnym, ocenianym na podstawie peroksydacji lipidow i odpowiedzig
ostrej fazy w przebiegu pierwszej rui po porodzie (tzw. rui zrebigcej) u klaczy
zimnokrwistych. Sposrod powyzszych markeréw, zmienna aktywnos$¢ neutrofilowa okazata
si¢ by¢ czynnikiem warunkujacych podatnos¢ klaczy na zakazenia uktadu rozrodczego
(endometritis) i trudnosci z zazrebieniem w pierwszej rui po porodzie. W przeprowadzonych
badaniach wykazatam, ze u Kklaczy predysponowanych do endometritis poczatkowa
aktywno$¢ neutrofilowa jest mniejsza niz u klaczy opornych i ro$nie dopiero wraz z
rozwijajacym si¢ procesem zapalnym. Nowatorskim aspektem pracy bylo zaréwno
przeprowadzenie etapu in vivo na klaczach zimnokrwistych (obejmujace oceng
ultrasonograficzng zmian macicznych i jajnikowych), jak i wykonane in vitro badania
neutrofilowej aktywnosci sekrecyjnej. Powyzsze badania przyczynity si¢ do poznania
niektorych mechanizméw odpowiedzialnych za podatnos¢ na zakazenia podczas krycia w rui
zrebiecej |1 wyjasnienia przyczyn trudnosci z zazrebieniem u podatnych klaczy. Praca
powstata we wspotpracy z Katedrg i Klinikg Rozrodu Zwierzat, a wyniki opublikowano w:
Wessely-Szponder J., Krakowski L., Bobowiec R., Tusinska E. 2014. Relation among
neutrophil enzyme activity, lipid peroxidation, and acute-phase response in foal heat in mares.
Journal of Equine Veterinary Science 34, 1286-1293 i w komunikatach w Zat. 4 B 12 i 14.

2.c.) Przeciwdrobnoustrojowy peptyd neutrofilowy PR-39, jako produkt aktywnosci
neutrofilowej-analiza ilosciowa

Wstepne analizy jako$ciowe metoda MALDI TOF badanych ekstraktow neutrofilowych
zapoczatkowaty w dalszej kolejnosci ilosciowa ocene zawartych sktadnikéw, podjeta we
wspotpracy z Pracownig Spektrometrii Mas Instytutu Fizyki UMCS. Jako pierwszy wybratam
peptyd PR-39 ze wzgledu na jego szczegdlne wlasciwosci i znaczenie. Peptyd PR-39 oprocz
dziatania bakteriobdjczego, petni szereg waznych funkcji: jest migdzy innymi specyficznym
chemoatraktantem dla neutrofili, indukuje w komorkach mezenchymalnych ekspresje
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proteoglikandw, waznych dla mechanizmow naprawy tkanek, zapobiega rozwini¢ciu si¢
Wwstrzasu septycznego przez wigzanie LPS. Hamuje rowniez aktywnos$¢ oksydazy NADPH w
fagocytach, co wskazuje na wazng biologicznie rolg¢ w regulacji ostrego zapalenia, tak aby nie
stanowito ono zagrozenia dla organizmu. Z powyzszych wzgledow mozliwo$¢ oznaczenia
jego stezenia w probkach biologicznych przyczyni si¢ do znaczacych postepéw w badaniach
nad mechanizmami odpowiedzialnymi za proces zapalny.

Dla osiggnigcia wytyczonego celu zastosowano metod¢ dodawania standardu
zewnetrznego (syntetyku PR-39) do badanej probki. Na podstawie sporzgdzonej krzywej
kalibracyjnej i po matematycznym odtworzeniu przebiegu poszczegdlnych etapow
preparatyki MALDI oszacowano st¢zenie peptydu PR-39 w liofilizacie. Jest to nowatorska
metoda analizy ilosciowej peptydu PR-39 w probkach biologicznych, nie wymagajaca uzycia
trudno dostepnych przeciwciatl. Stanowi ona kontynuacje pracy b.1l., umozliwiajacej wstepna
analize¢ jako$ciowa badanej probki biologicznej pod katem analizy zawarto$ci peptydu PR-39.

W pracach opartych na zastosowaniu ekstraktu neutrofilowego istotna jest nie tylko
jakos$ciowa ocena poszczegdlnych komponentow, ale tez mozliwo$¢ oznaczen ilo§ciowych.
Katelicydyny zwierzgce, jako specyficzne gatunkowo w oznaczeniach immunologicznych
wymagajg przeciwcial monoklonalnych, co stanowi znaczace utrudnienie i podwyzsza koszt,
gdyz w wigkszosci przypadkow musza one by¢ robione na zamoOwienie. Stad metoda
ilosciowe] analizy peptydow z uzyciem MALDI TOF stanowi znaczace osiggniecie w tej
dziedzinie 1 umozliwia dalszy rozwoj zastosowan metod MALDI do oznaczen kolejnych
peptydow. Wyniki opublikowano w pracy: Smolira A., Hatas S., Wessely-Szponder J. 2015.
Quantification of the PR-39 cathelicidin compound in porcine blood by matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of flight mass spectrometry. Rapid Commun. Mass Spectrom., 29,
1811-1816.

2.d). Odpowied; makrofagowa na stymulacje prozapalng w przebiegu procesu
NoOwotworowego

Z uwagi na fakt, ze monocyty i makrofagi tkankowe uwazane sg za wiodace komorki
w odpowiedzi zapalnej, w kolejnym etapie moje badania poszerzytam o odpowiedz
makrofagowg na stymulacje prozapalng. Kiedy monocyty wydostajg si¢ do przestrzeni
pozanaczyniowej, ulegaja aktywacji 1 roznicowaniu do dojrzalych makrofagdéw tkankowych.
Transformacja ta wymaga szeregu zmian w ekspresji genéw i funkcjonowaniu komorek,

a proces ten odbywa si¢ za posrednictwem mediatorow obecnych w mikrosrodowisku.
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Klasyczna aktywacja makrofagobw powoduje powstanie komorek nazywanych M1,
wykazujacych odpowiedz prozapalng, obronna, przeciwnowotworowg. Natomiast sSrodowisko
nowotworowe wytwarza szereg stymulatorow, powodujac ukierunkowanie do makrofagow
zwigzanych z nowotworzeniem (Tumor Associated Macrophages-TAM),
immunosupresyjnych 1 promujacych nowotworzenie.

Doswiadczenie przeprowadzono na makrofagach z krwi pozyskanej od ludzi z
pierwotnym nowotworem watrobowokomorkowym (hepatocellular carcinoma -HCC) oraz
od szczurbw z do$wiadczalnie wywolanym nowotworem (poddanych dziataniu
dietylonitrozoaminy-DEN). Pierwszym celem moich badan bylo poznanie funkcji
makrofagéw w tych stanach patologicznych, zar6wno u ludzi, jak i u szczuréw, jako modelu
doswiadczalnego. Nastepnie, ze wzgledu na szczegdlng dwutorowa role makrofagow w
patogenezie procesu nowotworowego, kolejnym etapem byto ukierunkowanie makrofagéw do
aktywnos$ci prozapalnej i rownoczesnie przeciwnowotworowej przez oddziatywanie na
monocyty beta-glukanem (BCG), w stezeniach 5-20 pg/ml w ramach ,treningu
immunologicznego”. Uzyskana prozapalna polaryzacja makrofagdéw, oceniona na podstawie
ich morfologii i funkcji, stanowi podstaw¢ do dalszych badan nad treningiem
immunologicznym tych komorek, a otrzymane wyniki beda przydatne we wprowadzaniu
przeciwnowotworowych strategii terapeutycznych. Badania wykonano we wspolpracy z
Klinikg Gastroenterologii z Pracownia Endoskopowa SPSK4 w Lublinie. Wyniki
opublikowano w pracy: Wojcik M., Wessely-Szponder J., Cichoz-Lach H., Celinski K.,
Bobowiec R. 2016. In vitro proinflammatory polarization of macrophages isolated from
hepatocarcinogenic stage in humans and rats In vivo 30 (6) 853-862 i w komunikacie w Zat. 4
B 18.

2.e). Odpowied? makrofagowa i neutrofilowa na stymulacje ekstraktem neutrofilowym

W kolejnym doswiadczeniu wraz ze wspotautorami opracowatam standaryzacje
metody otrzymywania zelu bogatoptytkowego (PRP) od krolikow, a takze uzyskatam kroliczy
ekstrakt neutrofilowy, z przeznaczeniem do wykorzystania jako autogenne krwiopochodne
czynniki o potencjale wspomagania proceséw gojenia, szczegélnie w odniesieniu do zrostu
kostnego. Ponadto projekt obejmowal ocen¢ aktywnosci neutrofili I makrofagéw po

stymulacji ekstraktem neutrofilowym.
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W badaniach nad jakoSciowg oceng preparatow: ekstraktu neutrofilowego i PRP uzyto
spektrometrii mas (MALDI TOF). Na podstawie wczesniej opracowanej metody (b.1.)
wyizolowatam kroliczy ekstrakt neutrofilowy i ocenitam zawarto$ci w nim peptydow
antybakteryjnych. Krolik jako gatunek polikatelicydynowy ma w ziarnisto$ciach
neutrofilowych nast¢pujace rodzaje NPP: biatko antybakteryjne 15-kDa i katelicydyne 18
kDa; oprocz tego krolicze neutrofile zawierajg defensyny NP-1,2, 3a, 3b, 4 i 5. Wszystkie
wymienione peptydy uwidoczniono w uzyskanych probkach biologicznych. Z kolei ocena
przygotowanego zelu bogatoplytkowego wykazata obecnos¢ w nim czynnikéw wzrostowych
PDGF, IGF i VEGF. W kolejnym etapie badan stymulacja hodowli makrofagow kroliczych
ekstraktem neutrofilowym ujawnita, ze ma on dziatanie hamujace na wytwarzanie anionu
ponadtlenkowego, a takze w neutrofilach ogranicza wybuch tlenowy i degranulacjg, tak wiec
zmniejsza odpowiedz w obu badanych subpopulacjach uktadu biatokrwinkowego,
zapobiegajac nadmiernej reakcji zapalnej. Praca powstata we wspolpracy z Katedrg i Klinikg
Chirurgii Zwierzat i Pracownig Spektrometrii Mas UMCS. Wyniki opublikowano w artykule:
Szponder T. Wessely-Szponder J., Smolira, A. 2017. Evaluation of platelet-rich plasma and
neutrophil antimicrobial extract as two autologous blood-derived agents. Tissue Eng. Regen.
Med., Vol. 14 No3, 287-296 i w komunikacie w Zat. 4 B16.

Kontynuacja tego kierunku moich badan begdzie ocena zelu bogatoptytkowego
pozyskanego od owiec, gatunku uwazanego za  modelowy zard6wno w badaniach
ortopedycznych, jak i nad wspomaganiem zrostu kostnego. Rozpoczete badania prowadzone
sg dwutorowo: w kierunku oceny sktadu i wiasciwosci pozyskanego PRP oraz w kierunku
mozliwych zastosowan terapeutycznych powyzszego biomateriatu. Czynniki wzrostowe
zawarte w zelu bogatoplytkowym pelnig wazng role w procesach gojenia, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zrostu kostnego oraz postgpowania przy trudno gojacych si¢ ranach. W
aspekcie badawczym analiza jakosciowa sktadnikéw owczego PRP z uzyciem MALDI TOF
utatwi standaryzacj¢ metody jego otrzymywania. Dostepny sprzet pozwala na wykorzystanie
migkkiej metody jonizacji MALDI do badan nad réznego rodzaju preparatami pochodzenia
biologicznego,  obejmujacych  opracowanie  optymalnych ~ warunkéw  procesu
przygotowywania probek do pomiaru oraz identyfikacj¢ na podstawie masy czasteczkowej
wykrytych biatek i peptydow. W aspekcie klinicznym zawarte w PRP czynniki wzrostowe

1 antybakteryjne ulatwig gojenie, rowniez w trudnych przypadkach, rokuja wiec
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wprowadzeniem nowych strategii terapeutycznych, opartych m. in. na tgcznym stosowaniu
PRP i ekstraktu neutrofilowego u ré6znych gatunkow zwierzat.

Ponadto we wspolpracy z Klinikg Anestezjologii i Intensywnej SPSK 4 w Lublinie
prowadz¢ badania na $winiach jako modelu anestezjologicznym. Zamierzam poznad
sekrecyjng odpowiedz neutrofilowg w przebiegu znieczulenia wziewnego, doswiadczalnych
uszkodzen ptuc oraz podczas tzw. manewrdéw rekrutacyjnych zmierzajacych do przywrocenia
zdolno$ci wentylacyjnych zapadnigtych pecherzykow plucnych.

Z kolei we wspotpracy z Katedra Biomateriatdow Akademii Gorniczo-Hutniczej w
Krakowie w ramach kontynuacji badan nad odpowiedziami uktadu biatokrwinkowego na
implantacj¢ roznych testowanych biomateriatow stomatologicznych 1 chirurgicznych

analizuj¢ odpowiedzi neutrofilowe i makrofagowe na nowowprowadzane biomateriaty.

3. Wplyw diety ketogennej na proliferacyjng i oksydatywng odpowied? komdrek
wgtrobowych oraz osoczowe stezenie kwasow tltuszczowych u szczurow

Celem pracy byta ocena wptywu diety ketogennej na proliferacyjng i oksydatywna
odpowiedz komorek watrobowych: hepatocytow (Hep) 1 komorek gwiazdzistych (HSC) w
warunkach in vitro, a takze poréwnanie profilu kwasow thuszczowych oznaczonych metoda
chromatografii gazowej (GC) w 0soczu szczuréow zywionych dietg ketogenng w stosunku do
karmy standardowej. Wykazatam, ze u szczuré6w zywionych karmg standardowg dominowat
kwas palmitynowy, natomiast pod wptywem diety ketogennej wszystkie analizowane kwasy
thuszczowe osiagnety wyzsze stezenia, a dominowaty kwasy linolenowy i palmitynowy.
Akumulacja kwaséw tluszczowych indukowata wzmozong odpowiedz oksydatywng, zarowno
ze strony hepatocytow, jak i komorek gwiazdzistych, wyrazajacg si¢ nasileniem wytwarzania
tlenku azotu i anionu ponadtlenkowego, szczegolnie w ostatnim dwunastym dniu hodowli. Z
kolei odpowiedz proliferacyjna byta zréznicowana; nasilala si¢ w komoérkach gwiazdzistych a
zmniejszata w hepatocytach. Wyniki opisano w pracy: Wojcik M., Wessely-Szponder J.,
Kosior-Korzecka U. 2014. Proliferative and oxidative response of hepatocytes (Hep) and
hepatic stellate cells (HSC) isolated from rats exposed to ketogenic diet. Polish Journal of
Veterinary Sciences 17(4),703-11.
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4. Znaczenie odpowiedzi zapalnej w stresie transportowym u koni

Jak okazato si¢ w najnowszych badaniach, podczas stresu transportowego wiele
narzadow, w tym miesnie szkieletowe podlega nasilonym zmianom prozapalnym, co moze
indukowa¢ uwalnianie miokin (szczegolnie IL-6, IL-8 i adiponektyny). Celem badan byto
wykazanie w jakim stopniu aktywnos$¢ miesni szkieletowych, jako najwiekszego narzadu w
organizmie koni, wptywa na uwalnianie z nich miokin oraz wykazanie zwiazku mig¢dzy
intensywno$cig 1 czasokresem wysitku mieSni a markerami reakcji  zapalnej
i immunologicznej. W badaniach wzieto pod uwage: miokiny IL-6, IL-8 oraz adiponektyne,
poziom osoczowy fibrynogenu, jako biatka ostrej fazy, poziom aldehydu dwumalonowego,
jako wskaznika stresu oksydatywnego oraz fosfokinazy kreatynowej i aminotransferazy
aspartamowej, jako markerow uszkodzen migsni szkieletowych. Badania przeprowadzono na
koniach zimnokrwistych podzielonych na dwie kategorie wiekowe (6-18 miesigcy i 10-12
lat), transportowanych na odlegto$¢ 50 km i 550 km.

Uzyskane wyniki wskazuja na istnienie zaleznosci pomigdzy czasem trwania stresu
transportowego a uwalnianiem z migéni szkieletowych badanych miokin (IL-6, IL-8 i
adiponektyny). Jak si¢ okazato bardziej nasilona odpowiedz zauwazalna jest u zwierzat
starszych. Ponadto wykryto zalezno$¢ pomiedzy poziomem biatek ostrej fazy, stresem
oksydatywnym a uszkodzeniami mig$niowymi u koni podczas stresu transportowego.
Powyzsze parametry dokumentuja uogélniong odpowiedz zapalng w przebiegu stresu
transportowego i okazaty si¢ by¢ rownoczesnie markerami tej odpowiedzi. Projekt
zrealizowano we wspdtpracy z Katedrg Higieny Zywnosci Zwierzecego Pochodzenia, wyniki
opublikowano w pracach:

Wessely-Szponder J., Belkot Z., Bobowiec R., Wojcik M., Kosior Korzecka U. 2014.
Crosstalk between adiponectin and cytokines (IL-6 and IL-8) during transportation stress in
horses Medycyna Weter. (70), 546-549.

Wessely-Szponder J., Betkot Z., Bobowiec R., Kosior-Korzecka U., Wojcik M. 2015.
Transport induced inflammatory responses in horses Polish Journal of Veterinary Sciences
Vol. 18, No. 2, 407-413.
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A) 3. Podsumowanie dorobku badawczego

Rodzaj publikacji Liczba Impact Punkty
factor

Prace oryginalne 33 17,29 497

Prace przegladowe 6 0,188 7

Doniesienia zjazdowe 20 - -

Lacznie 59 17,478 504

(w tym prace wchodzace w sktad osiagnigcia) (6) (7,7) (167)

Publikacje, w ktorych jestem pierwszym lub wytacznym autorem to: 21 prac oryginalnych, 6
artykutow przegladowych, 8 doniesien konferencyjnych.

B) Dzialalno$¢ dydaktyczna

Poczawszy od 1995 roku do chwili obecnej prowadzg¢ zajecia dydaktyczne z przedmiotu
Patofizjologia dla studentow III roku Wydzialu Medycyny Weterynaryjne;j.
Wspotuczestniczylam w przygotowywaniu programu zaje¢c dla tego przedmiotu.

Od 2003 r. do 2014 r. prowadzitam zajecia z przedmiotu ,,Choroby zwierzat laboratoryjnych”
dla studentow Wydzialu Medycyny Weterynaryjne;j.

Od 2011 r. do 2015 r. prowadzitam zajecia z przedmiotu ,,Transformacje nowotworowe
u zwierzat” dla studentow Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej (osoba odpowiedzialna za

przedmiot) i jestem wspottworca programu dla tego przedmiotu.
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Od 2013 r. do chwili obecnej realizuje zajecia z przedmiotu ,,Pathophysiology” i ,,Neoplastic
Transformations” (osoba odpowiedzialna za przedmiot i autor programu dla tego przedmiotu)
dla studentoéw anglojezycznych w ramach programu Erasmus.

Od 2013 r. do chwili obecnej prowadze zaj¢cia z przedmiotu ,,Kliniczny zarys chorob” dla
studentow dziennych i zaocznych na kierunku Dietetyka z Wydziatu Nauk o Zywnosci
I Biotechnologii i jestem wspotautorem programu dla tego przedmiotu.

W roku 2013/14 realizowatam zajecia dla studium doktoranckiego z przedmiotu ,,Metody
badawcze w naukach weterynaryjnych” i prowadzitam czes¢ wyktadow z przedmiotu
,2Hodowle komorek zwierzecych in vitro”.

W roku 2014/15 realizowatam zajecia dla studium doktoranckiego (doktoranci

anglojezyczni): ,,Bioethical Aspects of Research and Diseases”.

Od 2007 do chwili obecnej bytam kierownikiem lub wykonawcg projektow prezentowanych
w trakcie Lubelskiego Festiwalu Nauki (zat. 4 | 1-3).

Od roku 2007 sprawuje opieke nad Kotem Studenckim Patofizjologéw. Studenci wykonujacy
badania pod moim Kkierunkiem wielokrotnie zdobywali nagrody i wyrdznienia na
Migdzynarodowych Konferencjach Studenckich Kot Naukowych, sa rowniez wspotautorami
publikacji naukowych (Zat. 3, poz. D 17 i 18; Zat. 4 Q).

C) Inna dzialalno$¢

W 2009 r. nawigzalam wspotprace z Zaktadem Fizyki Molekularnej (obecnie Pracownia
Spektrometrii Mas) Instytutu Fizyki na Uniwersytecie Marii Curie Sktodowskiej, umozliwito
to stworzenie zespotu badawczego dysponujacego sprzgtem i umiejetnosciami pracownikow
trzech jednostek. Interdyscyplinarny zesp6t badawczy, w sktad ktorego weszli pracownicy
Zaktadu Patofizjologii, Katedry i Kliniki Chirurgii Zwierzat z Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie oraz Pracowni Spektrometrii Mas
Instytutu Fizyki Uniwersytetu Marii Curie Sktodowskiej realizuje projekty badawcze
zwigzane z detekcja 1 analiza peptydow z probek zwierzgcych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem: NPP z neutrofilowego ekstraktu z krwi $§win i krolikow, z neutrofilowych

hodowli komoérkowych, ptytkowych czynnikow wzrostowych z zelu bogatoptytkowego (PRP)
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otrzymanego od owiec i krolikow. Zorganizowany zespdt badawczy rozpoczat dhugoletni
projekt nad mozliwymi zastosowaniami spektrometrii mas do oceny probek peptydowych,
badania tych trzech jednostek pozwolity nie tylko na wprowadzenie nowych metod w detekcji
peptydow niskoczasteczkowych, ale rowniez na poznanie wilasciwosci aktywnych
biologicznie peptydow i ich mozliwej uzytecznoSci klinicznej. Zdobyta wiedza bedzie
popularyzowana na specjalistycznych sympozjach, posiedzeniach towarzystw naukowych, w
tym Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego oraz postuzy do opracowania monografii z
mozliwo$cig wlgczenia do podrecznika akademickiego. Uzyskane wyniki bedg tez podstawa
do opracowywania nowych strategii terapeutycznych.

Badania kierowanego przeze mnie zespotu zaowocowaly szeregiem publikacji w
czasopismach z zakresu nauk weterynaryjnych, biotechnologicznych oraz fizyki. Wyniki tej
wspotpracy to 6 prac (Zal. 31 B 1, 3, 4,5, Il A 12 i 14) opublikowanych w zagranicznych
czasopismach z listy JCR o tacznym 1F=8,971 (142 pkt.) oraz 1 oddana do druku, ponadto 6
komunikatow (Zal. 4 B: 9,10,11,13,15,16) i doniesien referowanych na konferencjach i
spotkaniach naukowych. Opublikowane prace nagrodzono dwiema nagrodami zespotowymi,

otrzymatam tez jedng nagrod¢ indywidualna.

Pelny wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych znajduje si¢ w zalgczniku nr 3 do

wniosku o wszczgcie postepowania habilitacyjnego.

Szczegotowe informacje o dorobku dydaktycznym 1 popularyzatorskim, wspolpracy
naukowej oraz innej dziatalnosci (wg Dz. U. Nr 196, poz. 1165) zebratam i1 przedstawitam w

zalaczniku nr 4 do wniosku o wszczgcie postepowania habilitacyjnego.

Lublin, dnia
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