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1. Imie i nazwisko

Tomasz Wollny

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

1993  Dyplom lekarza, Akademia Medyczna w Biatymstoku, Wydziat Lekarski.

1998  Stopien doktora nauk medycznych, Akademia Medyczna w Biatymstoku,
Wydziat Lekarski.

Temat pracy doktorskiej: ,,Badania na wplywem hemolizy na czas krwawienia

u szczura”
promotor: prof. dr hab. Wlodzimierz Buczko
recenzenci: prof. dr hab. Maria Kopeé

dr hab. Anna Bodzenta-FL.ukaszczyk.

2000  Tytul lekarza choréb wewnetrznych, Akademia Medyczna w Biatymstoku,
Klinika Gastroenterologii i Choréb Wewnetrznych

kierownik specjalizacji: prof. dr hab. Grazyna Rydzewska.

2004  Tytul specjalisty choréb wewnetrznych, Swietokrzyskie Centrum Onkologii
w Kielcach, Dzial Endokrynologii i Jodoterapii

kierownik specjalizacji: dr hab. Aldona Kowalska, prof. UJK.

2009  Tytul specjalisty w dziedzinie gastroenterologii i hepatologii. Wojewodzki
Szpital Brodnowski w Warszawie, Klinika Gastroenterologii i Chorob

Wewnetrznych

kierownik specjalizacji: Prof. dr hab. Mirostaw Jarosz.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych lub artystyeznych

1993 — 1998 Akademia Medyczna w Bialymstoku — asystent w Zakladzie
Farmakodynamiki.
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1993 — 1994 Akademia Medyczna w Bialymstoku, Wydzial Farmacji i Oddziat
Analityki Medycznej — wykladowca.

1994 — 1997 Consorzio Mario Negri Sud, Santa Maria Imbaro, Wilochy -
stypendysta w Laboratorium Farmakologii Zakrzepicy.

1997 — 1998 Akademia Medyczna w Biatymstoku, Wydzial Farmacji i Oddziat
Analityki Medycznej — wykladowca.

1998 — 2000 Akademia Medyczna w Bialymstoku - asystent w Klinice

Gastroenterologii i Choréb Wewnetrznych.
1998 — 2000 Akademia Medyczna w Biatymstoku, Wydziat Lekarski— wyktadowca.

2000 — nadal Swietokrzyskie Centrum Onkologii w Kielcach — kierownik Dziatu

Diagnozy i Terapii Gastroenterologiczne;.

2019 -2022 Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach, Wydziat Lekarski —
wykladowca.

4. Omowienie osiggnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy
z dnia 20 lipea 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2021 r. poz. 478 z pézn. zm.)

Osiagnigcie naukowe stanowi cykl 4 jednotematycznych publikacji w tym 1 praca
pogladowa i 3 prace oryginalne opublikowane w czasopismach o tgcznym impact factor
(IF) wg Journal Citation Reports 13,382 punktéw i punktacji Ministerstwa Edukacji
i Nauki (MEiN) 340 punktow.

Celem badan opisanych w tym rozdziale rozprawy habilitacyjnej byta ocena roli
sfingolipidéw oraz ich wspéldziatania z czasteczkami biorgcymi udzial w rozwdj procesu
zapalnego (tj. peptydu LL-37 i gelsoliny osoczowej) w patogenezie wybranych chordb
zapalnych przewodu pokarmowego (ostrego zapalenia trzustki, nieswoistych zapalnych
choréb jelit) oraz niektorych nowotworéw (raka pecherza, raka jelita grubego i raka
ptuca).

Wkiad autorski w kazda z nizej wymienionych prac zostal okreslony ponizej.
Zgody od wspétautoréw na wykorzystanie prac w przygotowaniu rozprawy habilitacyjnej

wraz z petlnymi tekstami prac stanowig zatgcznik numer 5.
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4.1. Tytul osiggniecia naukowego

Znaczenie bioaktywnych sfingolipidow, katelicydyny LL-37 i gelsoliny osoczowej

w patogenezie wybranych choroéb przewodu pokarmowego oraz nowotworéw

4.2. Wykaz publikacji stanowigcych podstawe osiagniecia naukowego

Elektroniczne petnotekstowe wersje publikacji sg dostgpne w linkach

wyroznionych w teksécie kolorem niebieskim i podkresleniem.

Publikacja 1 [P1]
Woliny T., Watek M., Durna$ B., Niemirowicz K., Piktel E., Zendzian-Piotrowska M.,
Gozdz S., Bucki R. Sphingosine-1-Phosphate Metabolism and Its Role in the
Development of Inflammatory Bowel Disease. Int J Mol Sci 2017;18(4), 741;
doi:
IF= 3,687
MEiN=30
Moj wkiad: opracowanie koncepcji pracy, wybor/poszukiwanie literatury, zredagowanie
pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu, przestanie manuskryptu do redakcji
i odpowied? na uwagi recenzentow.

Moj udzial procentowy szacuje na 70 %.

Publikacja 2 [P2]

Wollny T., Watek M., Wnorowska U., Piktel E., G6zdz S., Kurek K., Wolak P., Krél G.,
Zendzian-Piotrowska M., Bucki R. Hypogelsolinemia and Decrease in Blood Plasma
Sphingosine[110Phosphate in Patients Diagnosed with Severe Acute Pancreatitis. Dig
Dis Sci 2022; 67, 536-545; doi: 10.1007/s10620-021-06865-y

IF=3,1

MEiN =70
Moj wkilad: opracowanie koncepcji i planu pracy, zaplanowanie doswiadczen, zbieranie
materiatu klinicznego, udzial w wykonaniu doswiadczen, interpretacja wynikéw badan,
przygoltowanie pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi na

uwagi recenzentow. Moj udziat procentowy szacuje na 65%.
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Publikacja 3 [P3]

Wollny T., Wnorowska U., Piktel E., Suprewicz L., Krol G., Gluszek K., Go6zdz S.,
Kopczynski J., Bucki R. Sphingosine-1-Phosphate-Triggered Expression of Cathelicidin
LL-37 Promotes the Growth of Human Bladder Cancer Cells. Int. J. Mol. Sci. 2022;
23(13), 7443; doi: 10.3390/ijms23137443

IF=5,6

MEIiN =140
Moj wkiad: udziat w opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowanie doswiadczen, zbieranie
materiatu klinicznego, udziat w wykonaniu doswiadczen, interpretacja wynikéw badan,
napisanie manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

M0 udzial procentowy szacuje na 65%.

Publikacja 4 [P4]

Wollny, T., Suprewicz, L., Smok-Kalwat, J., Antczak, G., Piktel, E., Gozdz, S., Durnas
B., Bucki, R. Monitoring Inflammation in Patients Diagnosed with Non-small Cell Lung
Cancer and Colorectal Cancer using Blood Levels of C-reactive protein, Procalcytonin,
and Plasma Gelsolin. Studia Medyczne. 2023; 39(2), 103-113; doi:
doi.org/10.5114/ms.2023.129100

IF=0,4

MEIiN =100
Moj wkiad: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie dosSwiadczen, zbieranie
materiatu klinicznego, udzial w wykonaniu doswiadczen, interpretacja wynikéw badan,
analiza statystyczna, przygotowanie rycin, przygotowanie pierwszej i ostatecznej wersji
manuskryptu, przestanie manuskryptu do redakcji, przygotowanie odpowiedzi na uwagi

recenzentow. Moj udzial procentowy szacuje na 70%.

Laczna punktacja 4 publikacji zgloszonych w postepowaniu habilitacyjnym:

IF =12,787; MEIN = 340
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4.3. Omowienie celu naukowego i uzyskanych wynikéw wraz
z omowieniem ich potencjalnego wykorzystania.

Grupa bioaktywnych lipidow obejmuje réznorodng grupe czasteczek, do ktorej
zaliczamy miedzy innymi metabolity kwasu arachidonowego, kwasu fosfatydowego,
czynnik aktywujacy ptytki krwi, lizofosfolipidy, oraz sfingolipidy (SL) [1]. Te ostatnie,
przez wiele lat po ich odkryciu w 1884 roku przez niemieckiego biochemika J. L.
Thudichuma [2], traktowano jako strukturalny budulec blon komoérkowych. Jednak
badania ostatnich lat dostarczyly obserwacji pozwalajacych zaliczy¢ je do grupy
istotnych czgsteczek regulatorowych procesy wzrostu, réznicowania, migracji i $mierci
komorek [3, 4]. Sfingolipidy mogg by¢ syntetyzowane drogg de nove lub mogg pochodzi¢
z hydrolizy ztozonych lipidow, gtownie sfingomieliny (SM), ktora jest obecna w btonach
plazmatycznych wszystkich komérek cztowieka [5].

Ceramid (CER), ktory powstaje w wyniku kondensacji seryny i palmitoilo-CoA lub
w trakcie rozpadu glikosfingolipidéw, odgrywa centralng rol¢ w metabolizmie SL.
Wykorzystujgc aktywnosé co najmniej trzech rodzajoéw ceramidaz, ktore majg odmienne
lokalizacje komorkowe, CER jest metabolizowany do sfingozyny, ktéra w wyniku
fosforylacji przez jedng z dwoéch kinaz sfingozyny (SPK1 i SPK2) tworzy wazny
metabolit sfingozyno-1-fosforan (S1P). Poprzez aktywacje jednego z pieciu typdw
receptorow dla S1P sprzezonych z biatkiem G (S1PR1-5) uruchamiane sg miedzy innymi
istotne szlaki sygnalowe regulujace migracje limfocytdw i utrzymanie integralnosci
naczyn, co Ww istotny sposob wplywa na rozwdj proceséw zapalnych [6, 7].
Przeprowadzone badania dostarczyly dowodow, ze w zaleznosci od rodzaju czasteczki
SL mogg stymulowa¢ lub hamowaé proliferacje komoérek [8]. Wykazano, ze ceramid
poprzez indukcje apoptozy i hamowanie cyklu komorkowego ma silny wptyw hamujacy
na rozwdj procesdw nowotworowych, dziatajac jako mediator apoptozy [9]. Z drugiej zas
strony sfingozyno-1-fosforan, ktory jest metabolitem ceramidu istotnie stymuluje procesy
prowadzace do wzrostu wielu nowotwordéw, poprzez pobudzanie namnazania komorek,
rozwoju naczyn krwionosnych i hamowanie apoptozy [8]. Wyjasnienie mechanizmu
w jaki sposob sfingolipidy wptywajg na proliferacj¢ i apoptoze komorek, moze pozwoli¢
na rozwoj nowych metod leczenia opartych na punktach uchwytu biatek szlaku transmisji
sygnatu zachodzacych z udzialem SL.

Dostepne doniesienia naukowe dowodza, ze SL poza ich wpltywem na apoptoze

i proliferacje komorek, oddziatywujg takze z biatkami regulatorowymi w przestrzeni
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zewnatrzkomorkowej [10-12]. Jednym z nich jest gelsolina osoczowa (pGSN), ktora
zostala pierwotnie odkryta jako wewnatrzkomorkowe biatko wigzace aktyne,
zaangazowane w procesie reorganizacji struktury cytoszkieletu komorek, warunkujac
zmiane ich ksztattu, chemotaksje i sekrecje. Gelsolina pelni tez role biatka
czapeczkujgcego szybko rosnace konce filamentow aktynowych [13]. pGSN obecna we
krwi wraz z bialkiem wigzgcym witaming D3 stanowi podstawowy element systemu
buforowania aktyny we krwi, a takze bierze udzial w prezentacji kwasu
lizofostatydowego i innych mediatoréw stanu zapalnego (wlaczajac w to produkty
pochodzace z bakterii: lipopolisacharydy i kwas lipotejchojowy) do receptoréw, co
reguluje ich dostepnos¢ i zdolno§¢ wywotywania efektéw komoérkowych [14, 15].
Opublikowane badania wykazaly, ze stezenie gelsoliny w osoczu zmniejsza sig
w odpowiedzi na ostre urazy i stany zapalne, zwlaszcza w zespole ostrej niewydolnosci
oddechowej, sepsy. przedluzajacej sie hiperoksji, malarii, uszkodzeniu watroby
i reumatoidalnym zapaleniu stawow [15, 16]. pGSN we krwi wigze miedzy innymi S1P,
co jednoczesnie powoduje hamowanie przez SIP zdolnosci gelsoliny do
taczenia/depolimeryzacji F-aktyny i hamowanie odpowiedzi komoérek na dziatanie S1P
[17].

Produkcja mediatoréw stanu zapalnego w mikro$rodowisku guza jest uwazana za
kluczowy element w rozwoju choroby nowotworowej. Jak wykazaly przeprowadzone
badania, choroby zakazne i przewlekte procesy zapalne moga stanowi¢ okoto 25%
czynnikow odpowiedzialnych za karcynogeneze [18]. Wiele mediatorow procesu
zapalnego hamuje wzrost i progresje nowotworu, jednak niektére cytokiny prozapalne
mogg silnie stymulowaé rozw¢j choroby nowotworowej poprzez wplyw na wzrost,
inwazyjnos¢ i przerzutowos¢ raka [19]. Istotnym elementem mogacym decydowac
o rozwoju nowotworéw sg immunomodulujgce peptydy przeciwdrobnoustrojowe.
ktorych ekspresja po czesci regulowana jest z udzialem bioaktywnych stingolipidow, a ta
znacznie wzrasta w odpowiedzi na zakazenia zarowno bakteryjne jak i1 wirusowe.
W ostatnich latach duze zainteresowanie naukowcow wzbudzil ludzki peptyd LL-37,
uwalniany z katelicydyny (hCAP-18) [20]. Jest on uwazany nie tylko za istotny element
wrodzonego systemu odpornosciowego, ale peini liczne funkcje fizjologiczne, zwlaszcza
jako stymulator angiogenezy i proliferacji komorek [21-23]. W zwigzku z tym, ze
katelicydyna LL-37 wplywa na apoptoze [24-26] oraz na wilasciwosci mechaniczne
komérek nabtonka oraz przepuszczalnosé nablonkow [27], jej rola w procesach istotnych

w karcynogenezie jest coraz czesciej podkreslana. Wiele prac eksperymentalnych

9
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przedstawito wyniki wskazujgce na udziat peptydu LL-37 w onkogenezie u ludzi [24].
Dostepne badania wskazaty, ze katelicydyna LL-37 moze dziala¢ zaréwno jako czynnik
pro-nowotworowy, jak i przeciwnowotworowy [20, 28-33]. Opisano takze zmiany
w ekspresji LL-37 w tkankach nowotworowych w pordwnaniu ze zdrowg tkankg tego
samego pochodzenia [24]. Tak wigc, elementy szlakow sygnalizacji komérkowej, ktdre
reguluja powstawanie peptydu LL-37, moga juz wkrotce stanowi¢ nowe cele
terapeutyczne do interwencji farmakologicznej w onkologii. W kontekscie
prezentowanych wynikow szczegdlnie wazne sg odkrycia, ktére pokazuja, ze sfingozyno-
1-fosforan jest w stanie znacznie zwickszy¢ produkcje peptydu LL-37 w komorkach

nabtonka [34-36].
Cel naukowy badania:

Ocena znaczenia bioaktywnych sfingolipidéw, katelicydyny LL-37 i gelsoliny osoczowe;j

w patogenezie wybranych choréb przewodu pokarmowego oraz nowotworow.

Cele szczegolowe:

Publikacja P1 — praca pogladowa, dokonujaca przegladu najnowszego piSmiennictwa na
temat funkeji sfingolipidow w patogenezie powstawania nieswoistych choréb zapalnych
jelit (IBD, Inflammatory Bowel Disease) oraz sfingozyno -1-fosforanu w karcynogenezie

zwigzanej z IBD.

Publikacja P2 — ocena przydatnosci oznaczania stezenia gelsoliny 1 S1P w osoczu
chorych z zagrazajgcym zyciu ostrym procesem zapalnym jako czynnikow
predykcyjnych do rokowania klinicznego oraz okreslenie wspolzaleznosci ich stezenia
z innymi markerami procesu zapalnego we wczesnym etapie choroby u pacjentéw

leczonych z powodu ostrego zapalenia trzustki.

Publikacja P3 — okreSlenie zdolnosci S1P do indukcji wytwarzania i wydzielania
katelicydyny LL-37 oraz zbadanie wplywu tego procesu na proliferacje komorek

nowotworowych pochodzgcych z pecherza moczowego w modelu hodowli komdrkowe.

Publikacja P4 - ocena przydatno$ci oznaczania stezania gelsoliny osoczowej
u pacjentow z niedrobnokomdrkowym rakiem phuca i rakiem jelita grubego do oceny ich

stanu klinicznego.

10
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4.4. Omowienie publikacji wchodzacych w sklad osiggnigcia
naukowego.

Choroby zapalne jelit (IBD), do ktorych zalicza si¢ wrzodziejace zapalenie jelita

grubego i chorobe Le$niowskiego-Crohna, to problem medyczny trwajacy cale zycie
pacjenta, ktérego czesto$¢ wystepowania i rozpowszechnienie ciggle wzrasta w krajach
rozwinietych. Zaburzenia te charakteryzuja si¢ okresami nawrotéw i remisji,
z wyniszczajagcym zapaleniem jelita i innych narzadow, zwigzanym z infekcjami,
uszkodzeniem tkanek oraz zwigkszonym ryzykiem raka okreznicy [37]. IBD generuje
olbrzymie koszty bezposrednie i posrednie w systemie ochrony zdrowia i znaczaco
wplywa na produktywno$¢ miodych ludzi. Przewlekly charakter choroby, trudnosci
diagnostyczno-terapeutyczne napotykane w codziennej pracy lekarza aktywnie
zajmujacego si¢ pacjentami z IBD, byly motywacja do przegladu danych literaturowych.
Opublikowane badania wskazuja, ze wiele mechanizméw regulujacych odpowiedz
immunologiczng, integralnos$¢ nablonka jelit oraz stan zapalny jest uposledzonych w IBD
[38].
Inne obserwacje wskazywaly, ze utrzymujace si¢ przewlekle zapalenie ufatwia
kolonizacje przez patogenne szczepy bakteryjne, prowadzac do rozwoju przetok,
perforacji, infekcji, ropni lub dysplazji w tkance jelit. W zwiazku z tym, ze zmieniona
rekrutacja leukocytéow w jelicie jest cechg charakterystyczna przewleklego procesu
zapalnego obserwowanego w IBD oraz fakt, ze sfingozyno-1-fosforan, moze regulowa¢
migracje bialych krwinek do miejsc zapalenia w przewodzie pokarmowym,
postanowiono wyjasni¢ role sfingolipidéw w procesach zapalnych i proces transmisji
sygnatu zachodzacy z ich udzialem w IBD [37, 39]. Nalezy przy tym pamigtac
0 znaczeniu wystepowania enzymow i produktow szlaku sfingozynowego w nabtonku
zmienionego zapalnie jelita, poniewaz wykazano, ze aktywacja kinazy sfingozyny
1 i wytwarzanie S1P hamuje apoptoze, zwickszajac przezycie komorek nowotworowych,
co zwigzane jest bezposrednio z karcynogenezg 1 tworzeniem przerzutdw
nowotworowych [40].

Analiza danych literaturowych upewnita mnie, ze zrozumienie tych zjawisk moze
by¢ niezbedne do opracowania nowych metod leczenia oraz zapobieganiu
karcynogenezie u chorych z wieloletnim IBD. Przeglad literatury zaowocowat publikacja
pracy pogladowej (Publikacja 1 [P1]) oraz ukierunkowal moje zainteresowania na szlaki

sygnatowe, w ktorych uczestniczg sfingolipidy oraz na ich immunomodulujgce dziatanie
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wynikajace z mozliwosci regulacji ekspresji peptydow przeciwbakteryjnych i ich
interakcje z gelsoling buforu aktynowego krwi.

Dlatego moje badania sg poszukiwaniem odpowiedzi na dwa zasadnicze pytania:
1) w jaki sposob sfingolipidy mogg wptywa¢ na homeostaze funkcji immunologicznych
w przewodzie pokarmowym? i 2) jaki jest mechanizm dziatania sfingolipidow w procesie
onkogenezy oraz czy zmiany w sygnalizacji komorkowej zachodzgcej z udziatem
sfingolipidow moga by¢ istotne w zapobieganiu rozwojowi raka?

Prace badawcze nad jedna z najciezszych chordb zapalnych w gastroenterologii, jakim
jest ostre zapalenie trzustki (OZT), byly prowadzone we wspolpracy z panig Profesor
Malgorzata Zendzian-Piotrowska z Zakladu Higieny Uniwersytetu Medycznego (UM)
w Biatymstoku oraz panem Profesorem Krzysztofem Kurkiem z Kliniki
Gastroenterologii i Chordb Wewngtrznych UM w Biatymstoku.

Wysitki wielu naukowcow od dawna koncentrowaly sie na poszukiwaniu markera
biochemicznego, dzieki ktoremu bytoby mozliwe szybkie i pewne ustalenie ciezkosci
procesu zapalnego, rokowania oraz wybraniu najlepszego sposobu leczenia OZT.
Wykorzystujgc dostepne obecnie metody wiadomo, ze stwierdzenie stopnia cigzkosci
ostrego zapalenia trzustki jest relatywnie proste, jednak rokowanie, co do rozwoju
choroby, wcigz nastrecza licznych probleméw. Poznanie metod wezesnego rokowania
przebiegu OZT, szczegélnie ciezkiej postaci, jest kluczowe w kontekscie wyboru
odpowiedniego sposobu leczenia, ktéry jest w stanie zapobiec powstaniu powiklan
uktadowych, odpowiedzialnych za wysokie ryzyko s$mierci pacjenta. Nadal, mimo
nowych sposobow diagnostyki, monitorowania i terapii ostrego zapalenia trzustki, ciezka
posta¢ OZT rozwija sie¢ u okoto 20% pacjentow i moze doprowadzi¢ do powiktan
uktadowych, charakteryzujgcych sie $§miertelnoscig na poziomie nawet 30% - 50% [41].
Tak wiec, szybka i prawidlowa ocena ciezkosci i przebiegu choroby sg kluczowe dla
dalszych loséw chorego z OZT. Wczesniejsze badania, réwniez te opublikowane przez
moich wspolpracownikéw z UM w Bialymstoku, wykazaty znaczenie sfingolipidéw
w patogenezie OZT [42, 43]. Inne prace udowodnily, ze osoczowe stezenie gelsoliny
zmniejsza si¢, w takich sytuacjach klinicznych, jak zespdt ostrej niewydolnosci
oddechowej, sepsa, powazny uraz, przedtuzajgca sie hiperoksja [14, 44]. Poniewaz
wiadomo, ze gelsolina usuwa z uktadu krgzenia toksyczne filamenty aktyny (aktyne F),
powstale po polimeryzacji w ptynach ustrojowych uwalnianej z rozpadtych komorek
aktyny G 1 jest odpowiedzialna za prezentacje mediatoréw stanu zapalnego ich

receptorom, a takze ma zdolno$¢ wigzania bioaktywnych lipidéw, w tym rdéznych
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stingolipidéw zaangazowanych w odpowiedz zapalng [45], postanowitem zbada¢ zmiany
stezenia gelsoliny i istotnego metabolitu SL (sifingozyno-1-fosforanu) w osoczu krwi
pobranej od pacjentéw w pierwszym okresie rozwoju cigzkiego OZT (Publikacja
2 [P2]). Do badan zakwalifikowano 36 pacjentow, ktérych wyniki oceniano w stosunku
do grupy kontrolnej o tej samej liczebnosci. Zaobserwowano znamienny statystycznie
spadek stezenia zaréwno gelsoliny, jak i S1P u badanych pacjentow z OZT,
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Obserwacja ta pozwolita wskazac, ze istnieje Scisty
zwiazek miedzy istotnym obnizeniem poziomu gelsoliny a zmniej szeniem stezenia S1P
stwierdzonym u chorych z ciezka postacia OZT. Ponadto stwierdzono, ze
hipogelsolinemia pozytywnie korelowata z aktywnoscig amylazy i lipazy we krwi oraz
stezeniem CRP, co w naszej opinii sugerowato, ze obnizenie st¢zenia pGSN moze by¢
istotnym elementem patofizjologicznego ogniwa prowadzajacego do rozwoju ciezkiego
OZT. Nasza hipoteza byla zgodna z wezesniejszymi obserwacjami uznaj gcymi pGSN za
marker predykcyjny krytycznych powiklan i/lub ztego rokowania (w badaniach tych,
niedobor gelsoliny w osoczu poprzedzal rozwdj procesu zapalnego i uszkodzenie tkanek
[14, 46]).

W interpretacji przeprowadzonych badan nalezy takze uwzgledni¢ mozliwos¢, ze spadek
stezenia SIP i gelsoliny oraz wzajemna interakcja tych zwiazkow obserwowana
w plerwszym okresie rozwoju cigzkiego OZT, jako istotne zjawiska dla przebiegu
choroby. moga takze modulowa¢ ten proces poprzez wplyw na Sciezke sygnatowg
S1P - receptory. Proces ten, w konsekwencji, moze powodowa¢ zmiany w dystrybucji
limfocytéw w narzadach limfatycznych i zaburzenie ich migracji do krwi oraz zalezng od
S1P modulacje funkcji bariery komorkowej srodblonka, w szczegélnosci zmiany jego
sztywnosci. Mozna zalozy¢, ze obnizenie stgzenia STP i gelsoliny w przebiegu
poczatkowej fazy ciezkiego OZT u ludzi, moze dziala¢ jako narzedzie przeciwdziatajace
gromadzeniu sie ptynu w tkankach. Obserwowane przez nas zjawisko daje podstawy
teoretyczne do dalszych badan klinicznych nad nowymi kierunkami terapii OZT.
Zaburzona réwnowaga miedzy dwoma istotnymi elementami rozwoju procesu zapalnego
(pGSN/S1P), co zaobserwowaliémy w naszych badaniach, ktora prowadzi¢ moze do
dalszych groznych powikian ukladowych OZT, moglaby zosta¢ potencjalnie
przywrécona po podaniu ludzkiej rekombinowanej gelsoliny osoczowej. Jestem
przekonany, ze uzyskane dane otwieraja droge do praktycznego wykorzystania wynikow

tych badan.
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Ponadto, postulowalismy, ze pomiar SIP i pGSN w osoczu we wezesnych stadiach OZT
moga mie¢ znaczenie predykcyjne, a badanie tych substancji moze sta¢ sie¢ dodatkowym
parametrem (biomarkerem) w stratyfikacji ryzyka pacjenta z cigzkim ostrym zapaleniem
trzustki.

Moja bliska wspotpraca z dr n. med. Januszem Kopczynskim z Zaktadu Patologii
Nowotworéw Swietokrzyskiego Centrum Onkologii w Kielcach zaowocowata
wykonaniem pilotazowych badan immunohistochemicznych  (imunobarwienie
katelicydyny hCAP-18/LL-37 i biatek enzymatycznych uczestniczacych w metabolizmie
SL), ktére zostaly przeprowadzone na utrwalonych bioptatach tkanek, pobranych od
pacjentdw leczonych z powodu raka pecherza moczowego. Wykazaly one silny
pozytywny sygnat [HC blony $luzowej dla katelicydyny LL-37 i kinazy pierwszej
sfingozyno-1-fosforanu (SPK1, enzym tworzacy S1P ze sfingozyny) w badanych
tkankach. Wyniki te zmotywowaly mnie do prowadzenia dalszych eksperymentow,
w ktérych wykorzystujgc modele hodowli komérkowych, chcielismy wyjasni¢ role LL-
37 i S1P w patogenezie raka pecherza.

Przeglad literatury oraz dyskusje z panem profesorem Robertem Buckim
i czlonkami jego zespolu (z Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej i Inzynierii
Nanomedycznej  Uniwersytetu Medycznego w  Bialymstoku) pozwolily na
sformutowanie hipotezy, ze SI1P, bedacy regulatorem kilku proceséw komorkowych
istotnych zaréwno w zapaleniu, jak i rozwoju raka, moze posrednio wywiera¢ niektore
dziatania pronowotworowe poprzez jego zdolnos¢ do regulowania ekspresji ludzkiej
katelicydyny hCAP-18. Peptyd LL-37 uwalniany z biatka hCAP-18 bierze udzial
w rozwoju roznych typow nowotworow u ludzi, zwlaszcza tych zwigzanych z infekcjami.
Rezultaty naszych badan, opublikowano w Publikacji 3 [P3]. W naszym modelu hodowli
komérkowej, wykazaliSmy, ze LL-37 statystycznie znamiennie 1 w sposob zalezny od
dawki zwickszat proliferacje ludzkich komorek pecherza moczowego. Udowodnilismy
takze, ze SIP moze stymulowa¢ ekspresje/uwalnianie hCAP-18/LL-37 ze
stymulowanych ludzkich komoérek pecherza moczowego. Gdy komorki traktowano
wstepnie FTY720P (syntetyczny analog S1P, o dziataniu immunosupresyjnym, ktory
blokuje receptory S1P), wptyw S1P na uwalnianie LL-37 byl hamowany. Nasze badanie
po raz pierwszy wskazato, ze S1P moze zwigksza¢ proliferacje komorek pecherza
moczowego poprzez dwa potencjalne mechanizmy: bezposrednio dziatajac na jego
receptory komdrkowe 1 posrednio — wpltywajac na uwalnianie hCAP-18/LL-37. Wiele

obserwacji jasno wskazuje, ze S1P wywiera bezposrednie dziatanie promujgce rozwoj
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nowotworu; oddziatywanie na wzrost guza, jego przerzutowos¢ oraz proces angiogenezy.
Nasze badania jako jedne z pierwszych, pokazuja mozliwosé redundancji tego zjawiska;
postulujemy, ze sfingozyno-1-fosforan wplywa bezposrednio na wzrost komorek
nowotworowych 1 posrednio poprzez autokrynne / parakrynne uwalnianego pod jego
wpltywem LL-37, co moze dodatkowo stymulowaé wzrost komoérek nowotworowych.
Jestem przekonany, ze nasze obserwacje stang si¢ motywacjg do dalszych badan nad
wplywem S1P i LL-37 na rozwdj innych guzow pochodzenia nablonkowego.

Od dawna wiadomo, ze zapalenie jest krytycznym elementem progresji nowotworu i jest
odpowiedzialne za nadmierng chorobowos¢ i $miertelno$¢ u pacjentdéw z rakiem. Dobrze
udokumentowany jest zwigzek miedzy stanem zapalnym a rakiem [47, 48]. Jak pokazuje
praktyka kliniczna, rozpoznanie stanu zapalnego u chorych cierpigcych na raka ma
kluczowe znaczenie w ich dalszym procesie terapeutycznym, jednak osoby te czesto
wykazujg niewielkie objawy zapalenia, co jest spowodowane obnizong odpornoscia.
Dostepna biochemiczna ocena stanu zapalnego opiera si¢ zwykle na pomiarze stezen
markeréw we krwi, takich jak CRP (biatko-C-reaktywne) i/lub PCT (prokalcytonina).
Jednak doktadna interpretacja ich pozioméw u pacjentow onkologicznych nastrecza
wiele problemow. Wykazano, ze miejscowe i ogolnoustrojowe zapalenie sa integralng
czescig chordb onkologicznych, w tym chloniaka, raka watrobowokomorkowego,
miedzybloniaka oraz raka ptuca i jelita grubego [18, 49]. Co wiecej, jak udowodniono,
stymulacja uktadu odpornosciowego zwigzana ze wzrostem guza prowadzi do trwatego
stanu zapalnego, ktory sprzyja proliferacji 1 rozprzestrzenianiu si¢ komorek
nowotworowych [50]. Ponadto, pacjenci z chorobg nowotworowg czesto wymagaja
leczenia ogodlnoustrojowych i miejscowych infekcji. W tych sytuacjach klinicznych
odpowiedz zapalna jest w duzej mierze nastepstwem infekcji, a jej ryzyko jest
kilkakrotnie wieksze u pacjentow onkologicznych anizeli u pacjentow leczonych
z powodu innych choréb. Sugeruje sig, ze u pacjentow onkologicznych, u ktérych doszto
do przerwania bariery skornej lub/i sluzéwkowej w wyniku progresji choroby lub
w wyniku wykonywanych procedur diagnostycznych, czesciej dochodzi do rozwoju
stanu zapalnego w wyniku translokacji bakterii kolonizujacych zywiciela [51]. Jednak ta
grupa pacjentdéw wykazuje niewielkie objawy, nawet mimo szybkiego rozprzestrzeniania
si¢ zapalenia. Dlatego szybka diagnoza i odpowiednie leczenie maja kluczowe znaczenie
dla przezycia takich pacjentéw. Jak dotad najlepszym postepowaniem jest monitorowanie

markerow stanu zapalnego we krwi, takich jak CRP i PCT.
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Jednak wiasciwa interpretacja wzrostu PCT u pacjentéw onkologicznych jest trudna,
poniewaz wiele czynnikéw, w tym przerzuty i funkcja endokrynna guza, moga znaczaco
wplywac na jej wartosci. Niektorzy autorzy postulowali, ze podwyzszonego stezenia PCT
u pacjentdw onkologicznych z choroba uogoélniona nie mozna przypisa¢ infekcji, ale
mozna je uznac¢ za marker progresji onkologicznej [52].

Biorgc pod uwage moje wczesniejsze badania pokazujace zlozone interakcje
gelsoliny z bioaktywnymi lipidami, ktére mogg zachodzi¢ podczas odpowiedzi zapalnej
(Publikacja 1 [P1] i Publikacja 2 [P2]), postanowiliSmy oceni¢ poziom gelsoliny we
krwi, jako markera odpowiedzi zapalnej u pacjentéw z rozpoznaniem czesto spotykanych
nowotwordw; raka ptuc i raka jelita grubego. Pierwotnie wysuneliSmy hipoteze, ze
poziom pGSN w osoczu moze by¢ szczegdlnie pomocny w monitorowaniu odpowiedzi
zapalnej w powyzszych chorobach, poniewaz rozwdj raka w obrebie $cian oskrzeli lub
$wiatla przewodu pokarmowego (skolonizowanego przez bakterie) moze skutkowac
niespecyficznym wzrostem CRP i PCT jako konsekwencja translokacji naturalnej
mikrobioty. Bierzemy pod uwage mozliwos¢ poprawy identytikacji pacjentow
z wyzszym ryzykiem powiktan za pomocg pomiaru stezenia gelsoliny w osoczu,
poniewaz stwierdzono, ze spadek gelsoliny koreluje z wystepowaniem z;espo%u
dysfunkcji wielonarzadowej (MODS, Multiply Organ Dysfunction Syndrome) [53]. Do
badan zakwalifikowalismy 154 pacjentow w tym: 69 pacjentéw z rakiem jelita grubego
(38 zrakiem okreznicy i 31 z rakiem odbytnicy) 1 85 pacjentdw z niedrobnokomorkowym
rakiem pluca, 23 z nieokreslonym rakiem phluca (NOS, Not-Otherwise Specified), 35
z plaskonabtonkowym rakiem pluca (SCC, Squamous Cell Carcinoma) oraz 27
z gruczolakorakiem (AC, Adenocarcinoma).

Nasze eksperymenty wykazaly istotny spadek stezenia pGSN we krwi pacjentow
z rakiem okreznicy 1 wszystkimi badanymi rakami ptuca (NOS, SCC 1 AC). Wszystkie
badane grupy mialy podwyzszone poziomy PCT i CRP, ktére byly ze sobg dodatnio
skorelowane.

Analizujgc uzyskane wyniki zasugerowalismy, ze spadek stezenia gelsoliny moze
swiadczy¢ nie tylko o rozwoju stanu zapalnego, ale moglby by¢ rozpatrywany jako
parametr okreslajacy ryzyko zagrozenia zgonem u chorych na raka w sytuacji
rozwijajacej si¢ infekcji. Na razie jednak, opracowanie testu diagnostycznego
obejmujgcego ocene pGSN w panelu badan chorego onkologicznego, wymaga dalszych

wieloosrodkowych badan klinicznych.
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Jestem przekonany, ze lepsze zrozumienie roli zapalenia w nowotworach 1 potencjalnych
funkcji pGSN w tych schorzeniach moze doprowadzi¢ do nowych zastosowan tego biatka

w diagnostyce i leczeniu.

4.5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowych

Moj dorobek naukowy odzwierciedlajgcy dotychczasowa aktywnos$é badawcza

mozna podzieli¢ wedtug nastepujacych kategorii tematycznych:

4.5.1. Badania nad rolg serotoniny w rozwoju nadcisnienia tetniczego
u pacjentow z niewydolnoscig nerek.

Na ostatnim roku studiow medycznych, najpierw jako wolontariusz, rozpoczatem
prace w kierowanym przez pana Profesora Wlodzimierza Buczko Zaktadzie
Farmakodynamiki Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku. W pierwszych latach
mojej pracy uczestniczytem w badaniach wyjasniajgcych role serotoniny w powstawaniu
nadcis$nienia tetniczego u pacjentow z niewydolnoscig nerek leczonych erytropoetyna
z powodu niedokrwistosci. Wykorzystujgc zwierzecy model uremii zaobserwowano
istotny wzrost cisnienia tetniczego po podaniu erytropoetyny; ten efekt byt calkowicie
niwelowany przez podanie ketanseryny (antagonisty receptora serotoninowego SHT2).
W trakcie obserwacji odnotowano istotny wzrost stezenia serotoniny w 0soczu
i w plytkach krwi. Te obserwacje upowaznily nasz zespét do sformutowania hipotezy, ze
za trudne do leczenia nadcis$nienie tetnicze u chorych z niewydolnoscig nerek, ktérym
podawano erytropoetyne, odpowiadaja mechanizmy serotoninergiczne. WskazaliSmy
takze na kierunki rozwoju badan nad potencjalnym lekiem, ktéry mogt by¢ zastosowany
w tej sytuacji klinicznej (antagonistg receptoréw SHT2, ketanseryng). To obserwacje oraz
doskonala wspdtpraca z klinicystami z Kliniki Nefrologii Akademii Medycznej
w Bialymstoku, daly podstawy do kolejnych eksperymentéw, ktérych celem byto
okreslenie roli L-karnityny w anemii obserwowanej u pacjentow z niewydolnoscig nerek.
Wezesdniejsze badania wykazaty, ze u pacjentéw dializowanych dochodzi do istotnego
obnizenia stezenia L-karnityny, co powoduje ostabienie sity skurczu miesni
szkieletowych i mies$nia serca, nieprawidlowe skurcze migsniowe, miopatie oraz
zaburzenia w metabolizmie lipiddw. W naszym modelu zwierzecym uremii
udowodniliSmy, Zze podanie erytropoetyny i karnityny byto skuteczniejsze, niz podanie

samej erytropoetyny w leczeniu anemii.
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W nastepne] pracy podjeliSmy probe wyjasnienia mechanizmu uwalniania
1 zwrotnego wychwytu serotoniny w plytkach krwi w modelu zwierzecym. W tym celu
ocenialisSmy wptyw histaminy i specyficznych agonistow receptorow histaminowych
(receptora H1; 2-(2-tiazolilo)etyloaminy, receptora H2; dimapritu i receptora H3; R-(-)-
alfa-metylohistaminy) na metabolizm 5 hydroksytryptaminy we krwi i plytkach krwi
zwierzgt doswiadczalnych. Wykazano, ze histamina i specyficzni agonisci receptoréw
histaminowych nie wplywaja na wychwyt serotoniny. Ponadto, dawko-zalezne dziatanie
hamujace wyzszych stezen 2-(2-tiazolilo)etyloaminy i dimapritu nie zostalo zniesione
przez antagoniste receptora H1, (dimetynden) i antagoniste receptora H2 (ranitydyne).
Powyzsze eksperymenty wykazaly, ze ani histamina, ani agoni$ci receptoréw
histaminowych H1, H2 i H3 nie maja znaczenia w szlaku wychwytu i uwalnianie

serotoniny w ptytkach krwi w zwierzecym modelu badawczym.
Powyzsze badania opublikowano w nastepujgcych pracach:

1. Azzadin A., Mysliwiec J., Wollny T., Mysliwiec M., Buczko W. Serotonin is
involved in the pathogenesis of hypertension developing during erythropoietin
treatment in uremic rats. Thromb. Res. 1995; 77, 217-224; doi: 10.1016/0049-
3848(95)91609-0.

2. Pawlak D., Malikowska B., Wollny T., Godlewski G., Buczko W. Lack of the

specific influence of histamine and histamine H1, H2 and H3 receptor ligands on
the serotonin uptake and release in rat blood platelets. Pol. J. Pharm. 1996; 48,
615-620; PMID: 9112702,

3. Azzadin A., Wollny T., Pawlak R., Malyszko JS., Matyszko J., Mysliwiec M.,

Buczko W. L-carnitine effects on anemia in uremic rats treated with

erythropoietin. Nephron. 1999; 83(4),370-1; doi: 10.1159/000045435.

4.5.2. Wplyw podawania heparyny i aspiryny na powstawania skrzepu
1 powiklania krwotoczne.

Praca w migdzynarodowym zespole badawczym w Instytucie Mario Negri Sud pod
kierunkiem Pani Profesor Marii Benedetty Donati, liderki w dziedzinie badan nad
procesami krzepniecia krwi, skierowata moje zainteresowanie na zagadnienia dotyczace
roli heparyn i aspiryny w mechanizmie powstawania skrzepu i zatrzymania krwawienia
po uszkodzeniu naczynia krwionosnego. Wykorzystujac model zakrzepicy tetniczej

u szczura, zaobserwowano, ze drobnoczasteczkowe heparyny hamujg powstawanie
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zakrzepu, w dawkach niepowodujacych powiktan krwotocznych. Co wiecej, aspiryna
podawana szczurom nie powodowala przedtuzenia czasu krwawienia u zwierzat
otrzymujagcych heparynge drobnoczasteczkowa. Badania te udowodnily, ze
drobnoczgsteczkowe heparyny moga by¢ bezpiecznie stosowane w terapii zakrzepicy
tetniczej] w monoterapii oraz w kombinacji z aspiryng. Drzisiejsze algorytmy
postgpowania w leczeniu zawatu miesnia sercowego (ktdrego przyczyng jest zakrzepica

tetnicza), wydaja sie¢ w pelni potwierdzaé nasze hipotezy.
W ramach powyzszej tematyki badawczej opublikowano nastepujgcg prace:

1. Iacoviello L., D"Adamo M.C., Pawlak K., Polishchuck R., Wollny T., Buczko W.,
Donati M.B. Antithrombotic activity of dermatan sulphates, heparins and their
combination in an animal model of arterial thrombosis. Thromb. Haemost. 1996;

76, 1102-1107; PMID: 8972038.

4.5.3. Rola tlenku azotu w zakrzepicy zylnej i tetniczej oraz
w hemostazie.

Badania Roberta F. Furchgotta, Louisa J. Ignarro i Ferida Murada (pdzniejszych
laureatow Nagrody Nobla w r. 1998) zwigzane z odkryciem tlenku azotu (NO), jako
wszechstronnego regulatora w ukladzie krgzenia zainspirowaty mnie do wyjasniania
znaczenia tego zwiazku w patomechanizmie powstawania zakrzepicy, nadcisnienia
tetniczego i hemolizy.

Poczatkowo wykonane badania ipozwolily oceni¢ zaleznosci miedzy urazem
krwinek czerwonych i nastepujaca hemolizg a krwawieniem obserwowanym
w nicktorych stanach klinicznych. Zauwazono, ze wywolanie hemolizy u szczura
powoduje znaczne wydhuzenie czasu krwawienia. Pordéwnywalne efekty obserwowano
po wstrzyknigeiu izotonicznego lizatu zawiesiny krwinek czerwonych. Jednak, po
podaniu zwierzetom inhibitora syntazy tlenku azotu (L-NAME, metyloester L-nitro
argininy) przed indukcja hemolizy, obserwowano normalizacje czasu krwawienia.
Ponadto, wywotanie hemolizy u zwierzat do$wiadczalnych zmniejszato oceniang ,,ex
vivo™ adhezje ptytek krwi do kolagenu, nie wywierajagc wptywu na agregacje ptytek
i wywolywato przejsciowy spadek cisnienia krwi w ciagu pierwszej minuty po iniekcji.
Podanie L-NAME przed indukcja hemolizy powodowato zwiekszenie adhezji ptytek
krwi ,.ex vivo”, ale nie wplyneto ani na agregacje ptytek krwi, ani na spadek cisnienia

krwi. Wszystkie efekty L-NAME zostaly znaczaco zmniejszone, gdy zwierzeta
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otrzymywaty prekursor tlenku azotu (L-argining). Wykonane eksperymenty wykazaty
tez, ze iniekcja, jednego z gléwnych sktadnikow krwinek czerwonych, ADP (adenozyno
dwufosforanu), w dawkach, ktére nie zwigkszaly poziomu hemoglobiny, wywotalo
efekty podobne do tych obserwowanych po hemolizie (na czas krwawienia 1 adhezje
plytek krwi), Co wiecej podobne efekty zaobserwowano po podaniu L-NAME, a ich
przywrocenie po podaniu L-argininy. W zwigzku z tym, ze ADP jest obficie uwalniany
z rozpadtych krwinek czerwonych iwiadomo, ze stymuluje uwalnianie NO, silnego
srodka rozszerzajgcego naczynia krwionosne i inhibitora adhezji ptytek krwi, wysunieto
hipoteze, iz zalezne od ADP uwalnianie tlenku azotu, moze by¢ odpowiedzialne za
wydtuzenie czasu krwawienia w uzytym modelu zwierzecym. Postulowano, ze
mechanizm powyzszego dzialania jest zwigzany z nieprawidlowg interakcjg miedzy
plytkami krwi a $ciang naczynia krwiono$nego podczas ostrej hemolizy. Brano pod
uwage takze fakt, ze liza krwinek biatych moze rowniez przyczyni¢ si¢ do wydluzenia
czasu krwawienia. W zwiazku z tym, ze w tych komorkach nie wykryto ADP
postulowano, ze inne mechanizmy mogg by¢ rdwniez zaangazowane w wydluzenie czasu
krwawienia po aktywacji komdrek krwi.

Nastepne badania dotyczyly wyjasnienia mechanizméw dziatania czgsto
stosowanego w terapii nadcisnienia tetniczego leku — Losartanu, antagonisty receptora
angiotensyny. Wykorzystujgc eksperymentalny model zakrzepicy zylnej oceniano
potencjalne dzialanie przeciwzakrzepowe Losartanu. Zbadano rdéwniez udzial tlenku
azotu w tym efekcie. Przeprowadzone eksperymenty wykazatly, ze Losartan w dawce 10
mg/kg, doustne, istotnie zmniejszal wzrost skrzepu. Ponadto, dziatanie
przeciwzakrzepowe leku u szczurdw zostato zniesione, gdy zwierzeta otrzymaly inhibitor
syntazy tlenku azotu (L-NAME) i ponownie przywrocone przez podanie L-argininy
(prekursora tlenku azotu). Wykazano takze, ze adhezja ptytek krwi do kolagenu
w badaniu ..ex vivo™ byla znacznie zmniejszona u zwierzat, ktére otrzymaly Losartan, ale
nie obserwowano u nich zmian agregacji ptytek krwi. Oceniane inne parametry uktadu
krzepnigcia, takie jak czas czesSciowej tromboplastyny po aktywacji (aPTT). czas
protrombinowy (PT) i czas lizy euglobuliny, nie ulegly zmianie po podaniu Losartanu
zarowno w krazeniu ogolnoustrojowym, jak 1 w miejscu tworzenia sie skrzepliny.
Postulowano zatem, ze dzialanie przeciwzakrzepowe Losartanu u szczuréw w badanym
modelu zakrzepicy jest zalezne od tlenku azotu.

Liczne badania epidemiologiczne opublikowane w latach 1992-1996 wskazywatly,

ze umiarkowane spozycie alkoholu, a szczegdlnie wina, powoduje zmniejszenie
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powstawania chorob uktadu krgzenia. Sugerowano, ze niealkoholowe skladniki tych
napojéw s odpowiedzialne za zmniejszone ryzyko powstawania choroby
niedokrwiennej serca. gtéwnej przyczyny $mierci w zachodnich populacjach. Ten efekt
byl najbardziej zauwazalny w potudniowej Europie. gdzie wino jest zwyczajowo
spozywane codziennie, w umiarkowanych ilosciach. Inne badania prowadzone
w warunkach .,in vitro” przez Fitzpatricka w roku 1993 oraz Andriambelosona w roku
1997 udowodnity role polifenoli zawartych w winie czerwonym, na zalezny od tlenku
azotu efekt relaksacji naczyh krwiono$nych. Nie udowodniono jednak, czy te
mechanizmy odpowiadaja za efekty wina (alkoholu) w zywych organizmach. Biorgc
powyzsze pod uwage, zaplanowalismy badania, ktére mogtyby wyjasni¢ nastepujace
zagadnienia:
— ustali¢ czy alkohol etylowy i wino (czerwone i biale) wywierajg wplyw na
parametry hemostazy i wptywaja na zakrzepice u szczura,
— oceni¢, czy wino bezalkoholowe réwniez wywiera wplyw na hemostaze
1 zakrzepice,
— okresli¢ czy mediatorem wplywu napojéw alkoholowych na uklad krazenia jest

tlenek azotu.

W naszej pracy dostarczylismy silnych dowodow, ze czerwone wino modulyje liczne
mechanizmy hemostatyczne i istotnie zmniejsza zakrzepice u szezurdéw, niezaleznie od
zawartosci alkoholu, poprzez mechanizm, w ktérym posredniczy tlenek azotu. Uwazamy,
ze przeprowadzone ,,in vivo™ badania, w duzym stopniu wyjasniaty klinicznie istotny
mechanizm ochronnego wplywu umiarkowanego spozycia czerwonego wina na choroby
sercowo-naczyniowe u ludzi. Znaczenie tego odkrycia odzwierciedla fakt odnotowania
g0 w prestizowym czasopismie The Lancet w r. 1999 (Bruno Simini: .Rats drinking
Italian wine answer French paradox”, The Lancet 1999; 353: 1944). W nastepnych
badaniach sprawdzalismy, czy réwniez butgarskie wina czerwone i biale moga wptywaé
na zakrzepice i mechanizmy hemostatyczne u szczuréw. Tlenek azotu i prostacykling
wytypowano jako mozliwe mediatory tych efektdw. Udowodnilismy, ze podawanie wina
czerwonego szczurom przez 10 dni spowodowato istotne wydtuzenie czasu krwawienia,
zmniejszenie adhezji ptytek krwi do kolagenu, zmniejszenie cigzaru skrzepliny zylnej
oraz skrocenie czasu okluzji w modelu zakrzepicy tetniczej u zwierzat doswiadczalnych.
Spadek masy skrzepliny zylnej wywotato rowniez podanie szczurom biatego wina.

Efektom tym zapobiegal inhibitor syntazy tlenku azotu (L-NAME) i inhibitor
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prostacycliny (indometacyna). Przedstawione powyzej badania zaowocowaly

powstaniem czterech prac oryginalnych i jednej pracy pogladowe;j:

1. Wollny T., Iacoviello L., Buczko W., de Gaetano G., Donati M.B. Prolongation
of bleeding time by acute hemolysis in rats: a role for nitric oxide. Am. J. Physiol.
1997; 272:H2875-H2884; doi: 10.1152/ajpheart.1997.272.6.H2875.

2. Wollny T., Aiello L., Di Tommaso D., Bellavia V., Rotilio D., Donati M.B., de

Gaetano G., lacoviello L. Modulation of haemostatic function and prevention of
experimental thrombosis by red wine in rats: a role for increased nitric oxide
production. Br.J. Pharmacol. 1999; 127,747-55; doi: 10.1038/s].bjp.0702586.

3. Chabielska E., Pawlak R., Wollny T., Rélkowski R., Buczko W. Antithrombotic

activity of losartan in two kidney, one clip hypertensive rats. A study on the
mechanism of action. JPhysiol. Pharmacol. 1999; 50(1), 99-109;
PMID: 10210158.

4. Buczko W., Wollny T., Chabielska E. Czy wino jest zdrowe? Pol. Heart Journal.
2002;57,72-76.

5. Wollny T., Chabielska E., Malinowska-Zaprzatka M., Nazarko J., Rozmystowicz-

Szerminska W., Buczko W. Effects of Bulgarian red and white wines on primary
hemostasis and experimental thrombosis in rats. Pol. J. Pharmacol.

2003;55(6),1089-96; PMID: 14730105.

4.5.4. Udzial sfingolipidow i mediatorow zapalenia w karcynogenezie
oraz ich rola jako markerow chorob i punktéw uchwytu lekéw.

Sfingolipidy, uwazane do niedawna jako strukturalne czasteczki blon
biologicznych, biorg udziat w wielu waznych procesach komérkowych jako regulatory
proliferacji, apoptozy, stanéw zapalnych i migracji komoérek. Zmieniony metabolizm tych
bioaktywnych lipidow obserwuje si¢ w wielu stanach patologicznych, w tym w wielu
nowotworach, chorobach hematologicznych oraz chorobach przewodu pokarmowego.
Sfingozyno-1-fosforan (S1P), metabolit sfingolipidu, dziata jako czgsteczka sygnatowa
w procesie zapalnym i jest obecnie postrzegana jako istotny cel terapeutyczny w leczeniu
wielu choro6b, takze jako zwigzek bioracy udzial w rozwoju nowotworéw ztosliwych.
W publikacji pogladowej tego cyklu, dokonano przegladu artykuléw naukowych,
dotyczacych bioaktywnych lipidow; stalo sie to fundamentem pierwszych analiz

doswiadczalnych, planowania przysztych badan i formulowania hipotez. Poza
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przyblizeniem najwazniejszych informacji dotyczacych fizjologii i patofizjologii $ciezek
sygnatowych szlaku sfingolipidow, zaprezentowano dane na temat udzialu tych
zwigzkow w rozwoju nowotwordw uktadu krwiotwdrczego (w tym ostrych biataczek
i szpiczaka plazmocytowego), co wiecej, w pracach zostaly oméwione potencjalne
mozliwosci wykorzystania zaburzen metabolizmu sfingolipidéw w nowoczesnych
metodach terapii, poniewaz bioaktywne lipidy jako czasteczki sygnalizacyjne,
w najblizszej przysztosci mogg znalez¢ zastosowanie w terapii nowotworéw uktadu
krwiotworczego.

Powyzsza publikacja poglagdowa zostata opublikowana pod nastepujacym tytutem:

1. Watek M., Durna$ B., Wollny T., Zendzian-Piotrowska M., Pasiarski M. Rola
i potencjal  terapeutyczny  sfingolipowego  szlaku  sygnalizacyjnego
w nowotworach hematologicznych. Hematologia. 2018; 9(4), 318-329;
doi:

Wiadomo, ze zaburzenie apoptozy wystepujace w komorkach biataczkowych
umozliwiaja im niekontrolowany wzrost i sg uznawane za podstawowy czynnik
lekoopornosci tych komoérek. W celu oceny potencjalnych nieprawidtowosdci, ktore
moglyby wywota¢ zmiany wzrostu komoérek biataczkowych, w naszych badaniach
oznaczano stezenia sfingozyny (SFO), sfinganiny (SFA), sfingozyno-1-fosforanu (S1P)
iceramidu (CER) we krwi od pacjentow z rozpoznaniem ostrej biataczki
mieloblastycznej (AML, Acute Myeloid Leukemia), co poréwnywano z wartosciami
grupy kontrolnej (zdrowi ochotnicy), przy uzyciu wysokocisnieniowej chomatografii
cieczowej (HPLC, High Performance Liquid Chromatography). Ponadto, w grupie AML
oznaczono stezenia SFO, SFA, S1P i CER w osoczu szpiku kostnego oraz stezenie biatka
wigzgcego S1P 1 CER — gelsoliny osocza (GSN). Przeprowadzone oznaczenia wykazaty,
ze u pacjentow z AML $rednie stezenia sfingolipidéw (SFO, SFA i CER) w osoczu krwi
byly istotnie wyzsze w poréwnaniu z grupg kontrolng, gdzie stezenie S1P w osoczu byto
znamiennie nizsze. Co wiecej, $rednie stezenie S1P w osoczu krwi byto istotnie wyzsze
w poréwnaniu do jego stezenia w osoczu pobranym ze szpiku kostnego. Przeprowadzone
badania wykazaly, ze zmiany w profilu st¢zenia sfingolipidéw oraz biatek istotnych
w regulacji proceséw zapalnych, takich jak GSN, we krwi i w szpiku kostnym
u pacjentéw z biataczka, moga stanowi¢ wazng wskazdéwke przy opracowaniu nowych
metod leczenia AML. Dostepne dane pokazujg wiele dowodéw wskazujgcych na

zwigkszone ryzyko rozwoju raka u pacjentéw z wrodzonymi wadami metabolicznymi.

23



Tomasz Wollny  Zatacznik nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyinego

W wyniku genetycznie uwarunkowanego zaklécenia szlaku metabolicznego, dochodzi
do powstawania nieprawidtowej ilosci metabolitu (nadmiaru lub jego niedoboru), co
istotnie wptywa na onkogeneze. Choroba Gauchera (GD, Gaucher Disease) jest rzadka
lizosomalna choroba spichrzeniowa, w ktérej dochodzi do istotnego zaburzenia
metabolizmu sfingolipidéw. Podkreslany jest istotny zwigzek miedzy GD a réznymi
typami nowotworéw, takich jak szpiczak mnogi, biataczka i rak watrobowokomérkowy,
cho¢ podstawy molekularne prowadzace do powiazania GD i nowotwordw nie sa w pelni
wytlumaczone. W ponizszych pracach opisano role ceramidéw w GD oraz wykazano

w jaki spos6b zaburzenia ich metabolizmu we krwi mogg by¢ zwigzane z karcynogeneza:

2. Watek M., Durnas B., Wollny T., Pasiarski M., G6zdz S., Marzec M., Chabowska
A., Wolak P., Zendzian-Piotrowska M., Bucki R. Unexpected profile of
sphingolipid contents in blood and bone marrow plasma collected from patients

diagnosed with acute myeloid leukemia. Lipids Health Dis. 2017; 16, 235; doi:

3. Watek M., Piktel E., Wollny T., Durna$ B., Fedoruk K., Lech-Maranda E., Bucki
R. Defective Sphingolipids Metabolism and Tumor Associated Macrophages as
the Possible Links Between Gaucher Disease and Blood Cancer Development. Int
J Mol Sci. 2019; 20(4), 843; doi: 10.3390/iims20040843.

4.5.5. Znaczenie naturalnych peptydow przeciwbakteryjnych i ich
analogow z grupy ceragenin w karcynogenezie i rozwoju nowych
terapii przeciwnowotworowych i przeciwdrobnoustrojowych.

Od ponad 23 lat pracuje w Swietokrzyskim Centrum Onkologii w Kielcach i stad
moje naturalne zainteresowanie mechanizmami karcynogenezy. Na poczatku inspiracja
do prowadzenia badan w tym zakresie bylo zbieranie danych literaturowych do pracy
o0 ludzkim naturalnym peptydzie przeciwbakteryjnym - katelicydynie LL-37 i jego
zréznicowanym wplywie na rozwéj chordb nowotworowych. Zwigkszona ekspresja LL-
37 promuje rozwdj i progresje raka jajnika, pluc i piersi. Jednak w raku okreznicy
i zotgdka LL-37 dziata odwrotnie - hamuje proces karcynogenezy.

Na podstawie przeprowadzonych badan wiadomo, ze wplyw katelicydyny na
wzrost guza, jest uzalezniony od jej dzialania na tkanke, z ktorej pochodza komorki
nowotworowe. Jak pokazaly wczesniejsze doniesienia naukowe, w réznych typach
nowotworéw zaobserwowano rézna ekspresje peptydu LL-37; wigksza ekspresje

stwierdzono badajac komorki raka jajnika, pluc, sutka i czerniaka ztosliwego [22, 54-56].
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W innych badaniach odnotowano, ze komérki raka okreznicy lub zotadka wytwarzaja
mniejsze ilosci tego peptydu [25, 57], co sugeruje, ze dziatania LL-37 sa tkankowo
specyficzne. Do tej pory wyodrgbniono szeroki wachlarz mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za wptyw LL-37 na karcynogeneze. W raku jajnika LL-37 promuje
nowotworzenie poprzez wptyw na wszczepianie komérek macierzystych do zrebu guza,
co inicjuje jego wzrost i powstawanie przerzutow. Inne obserwacje podkreslaja, ze
pronowotworowy mechanizm LL-37 w raku pluca polega na aktywacji nablonkowego
czynnika wzrostu (EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor) oraz receptora kinazy
tyrozynowej, ktorych rola w onkogenezie jest znana od dekad. Z drugiej strony
w badaniach nad komérkami raka jelita grubego, odnotowano catkowitg utrate ekspresji
hCAP18/LL-37, tak wigc postuluje si¢, ze niski poziom ekspresji LL-37 moze byé
uwazany jako biomarker raka okreznicy [25]. Zagadkowa i nie w petni wyjasniona role
petni LL-37 w rozwoju raka zotgdka. Z jednej strony zaobserwowano, ze jego ekspresja
rosnie w infekcji Helicobacter pylori, ktéra zapoczatkowuje onkogeneze. Z drugiej strony
stwierdzono obnizone st¢zenie katelicydyny w réznych odmianach raka zotadka [58].
Ciekawe obserwacje przyniosly badania ekspresji LL-37 w nowotworach
hematologicznych, stwierdzono obnizone stezenie katelicydyny u chorych z biataczka,
co moze by¢ zwigzane z progresjg choroby nowotworowej oraz byé¢ odpowiedzialne za
obnizong odpornos¢ na infekcje u tych pacjentéw [59]. Materiat zawarty w ponizej
przedstawionej pracy w sposob kompleksowy pokazat, w jaki sposéb LL-37 bierze udzial
w procesach zwigzanych z odpornoécig oraz w sygnalizacji komérkowej — procesach
ktore w istotny sposob sg zaangazowane we rozwdj choroby nowotworowej.
Jednoczesnie moje zainteresowanie naukowe skierowatem w dziedzine badan
biomarkeréw procesu zapalnego, gdyz mimo wielospecjalistycznej opieki nad pacjentem
onkologicznym, olbrzymim wyzwaniem terapeutycznym sa czesto  wystepujace
ogolnoustrojowe i miejscowe infekeji. Sg one odpowiedzialne za liczne powiktania
leczenia oraz sg przyczyna przedwczesnej umieralnosci wéréd chorych na nowotwory.
Praktyka kliniczna pokazuje, ze prawidlowe rozpoznanie infekcji u pacjentéw
podezas leczenia onkologicznego jest trudne, poniewaz odréznienie infekcji od gorgezki
nieinfekcyjnego pochodzenia jest problematyczne. Zwiazane jest to z obserwacja, ze
w grupie pacjentéw onkologicznych, zakazenia mogg przebiegaé z minimalnymi
objawami oraz szybko postepowaé. Tak wiec, wczesne wykrycie i odpowiednie
empiryczne leczenie przeciwdrobnoustrojowe ma kluczowe znaczenie dla przezycia.

Niestety w duzym odsetku przypadk6w, wykonane badania obrazowe, mikrobiologiczne
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sg negatywne lub niespecyficzne.

Dane literaturowe oraz praktyka kliniczne pokazaly, Ze ocena stezenia
prokalcytoniny (PCT) we krwi, moze by¢ bardzo pomocna we wezesnym wykrywaniu
ileczeniu infekcji u pacjentow onkologicznych. W pracy pogladowe] zawarto
szczegolowe dane o mozliwosci wykorzystania PCT w onkologii, szczegdlnie
w sytuacjach klinicznych, gdzie infekcje sg czeste, a takze zagadnienia Zwigzane
z problemami interpretacji wynikow oznaczen i ograniczeniami stosowania oznaczenia
PCT.

Dalsze lata pracy oraz obserwacja, ze cigzkie infekcje u chorych onkologicznych
sg druga przyczyna zgondéw w tej populacji, sktonity mnie do kolejnych badai. Choroba
nowotworowa, klasyczne metody leczenia przeciwnowotworowego, jak tez rosnace
znaczenie przeszczepéw komoérek macierzystych i immunoterapii, czynig chorych
onkologicznych podatnymi na infekcje. Jednym z najtrudniejszych aspektow
postepowania z pacjentem jest leczenie zakazen wywolanych przez wielolekooporne
(MDR, Multi Drug Resistant) Gram-ujemne paleczki jelitowe, np. wytwarzajgce
karbapenemazy i oporne pateczki niefermentujace, z powodu narastajgcej opornosci na
antybiotyki. ~ Powoduje  to  zmniejszenic  skutecznosci antybiotykoterapii,
aw konsekwencji - zwigksza $miertelno$¢ i obniza skutecznosé terapii
przeciwnowotworowej.

Kontynuacjg tego zagadnienia, byly badania nad czynnikami etiologicznymi
zakazefi, mechanizmami antybiotykoopornosci, oraz nad sposobami leczenia i kontroli
zakazen szpitalnych. W naszej pracy skoncentrowaliémy sie na badaniach
oportunistycznej  paleczki ~ Gram-ujemnej -  Stenotrophomonas maltophilia
(S. maltophilia), odpowiadajacej za zakazenia szpitalne, szczegbdlnie u chorych
z obnizona odpornoscig. Badano potencjalne korzysci z tacznego stosowania i dziatania
antybiofilmowego ceragenin: CSA-13, CSA-44 i CSA-131 (syntetyczne analogii
naturalnych peptydow przeciwdrobnoustrojowych) z ceftazydymem, lewofloksacyna,
kotrimoksazolem i kolistyng. Uzyskane dane wykazaly, ze cerageniny nie tylko silne
dziataja bdjczo w stosunku do badanych szczepéw S, maltophilia w hodowli
planktonowej oraz wzrastajgcych jako biofilm stacjonarny, ale dodatkowo w przypadku
niektérych szczepéw zaobserwowano ich synergi¢ dziatania z konwencjonalnymi
antybiotykami. Pozwolito to na wysuniecie wniosku, ze cerageniny sg obiecujgcymi
czynnikami do przyszlego rozwoju nowych metod leczenia zakazen wywolanych przez

S. maltophilia w polaczeniu z konwencjonalnymi antybiotykami. Nalezy zaznaczyé, ze
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wymaga to dalszych badan w modelach in vivo.

Nastepnie, dzieki wspdtpracy z zespolem profesora Roberta Buckiego, swoje
zainteresowania naukowe skierowalem w kierunku nanotechnologii i mozliwosci
zastosowania jej zdobyczy w nowoczesnej terapii choréb nowotworowych.
W przeprowadzonych badaniach, zwr6cono uwage na mozliwosci zastosowania
ceragenin oraz zawierajgcych je nanosysteméw w leczeniu choréb nowotworowych, byty
to jedne z pierwszych takich obserwacji na swiecie. Uwaza sie, ze postep w rozwoju
materialow przeciwnowotworowych opartych na nanotechnologii w niedalekiej
przysztosci  moze  zapewni¢  nowoczesne,  zindywidualizowane  terapie
przeciwnowotworowe zapewniajgce zmniejszenie zachorowalnoéci i $miertelnosci
w grupie pacjentéw onkologicznych. W pracy pogladowej przeanalizowano mozliwosci
wykorzystania nanomaterialéw w rozwoju nowych lekéw przeciwnowotworowych oraz
przedstawiono zalety strategii opartych na nanotechnologii w walce z rakiem, polegajace
na skutecznym celowanym dostarczaniu lekow do masy guza.

Postep nanotechnologii przyczynil sie rowniez do wskazania mozliwosci wykorzystania
przeciwbakteryjnych wlasciwosci nanoczastek srebra, zlota oraz miedzi, ktére jak sie
uwaza nie stymulujg lekoopornosci. W oparciu o nanomaterialy powstaty réwniez liczne
zwiazki, ktore coraz czgdciej wykorzystywane sa w nanodiagnostyce, nanofarmakologii
i nanoonkologii. Nanoczastki majg bardzo mate wymiary (z definicji 1-100 nm w jednym
wymiarze) i duzy stosunek powierzchni do objetosci struktury, co powoduje, ze maja inne
wihasciwoscei fizykochemiczne, a jednoczesnie sa zdolne do pokonywania przeszkod
biologicznych, np. bariery krew-mézg. Wspblczesnie najczesciej stosowane
w medycynie sg nanoczgstki metali: srebra i zlota, nanoczgstki magnetyczne a takze
kropki kwantowe i nanorurki weglowe. Obecnie nanomaterialy sa gléwnie testowane
w obrazowaniu tkanek patologicznych oraz w onkologii. Dzieki specyficznym
wlasciwosciom mogg by¢ wykorzystywane w pokonywaniu ograniczen pojawiajacych
si¢ w tradycyjnych sposobach diagnostyki i leczenia i sg podstawa do rozwoju terapii
opartych na metodach teranostycznych.
Powyzszym zagadnieniom sg po$wiecone nastepujace prace oraz jednego rozdziatu
w monografii naukowe;j:
1. Piktel E., Niemirowicz K., Wnorowska U., Watek M., Wollny T., Gluszek K.,
G6zdz, S., Levental 1. i Bucki, R. The Role of Cathelicidin LL-37 in Cancer
Development. Arch Immunol Ther Exp (Warsz). 2016; 64, 33-46; doi:
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2. Durnas B., Watek M., Wollny T., Niemirowicz K., Marzec M., Bucki R., G6zdz
S. Utility of blood procalcitonin concentration in the management of cancer

patients with infections. Onco Targets Ther 2016; 9, 469-475; doi:

3. Piktel E., Niemirowicz K., Watek M., Wollny T., Deptuta P., Bucki R. Recent
insights in nanotechnology-based drugs and formulations designed for effective

anti-cancer therapy. J Nanobiotechnology 2016; 14(1), 39; doi:

4. Durnas B., Piktel E., Watek M., Wollny T., Gézdz S., Smok-Kalwat J.,
Niemirowicz K., Savage P. B., Bucki R. Anaerobic bacteria growth in the
presence of cathelicidin LL-37 and selected ceragenins delivered as magnetic

nanoparticles cargo. BMC Microbiol 2017; 17(1), 167; doi:

5. Ciesluk M., Piktel E., Watek M., Durna$ B., Wollny T., Krél G., Bucki R.
Neutrophil extracellular traps as the main source of eDNA. Medical Studies 2017;
33(2); doi:

6. Wollny T., Piktel E., Durnas B., Bucki R. Regulation of Cationic Antimicrobial
Peptides Expression in the Digestive Tract. In: Antimicrobial Peptides in
Gastrointestinal Diseases, Cho, C. H., Ed. Academic Press 2018; 1-20; doi:
10.1016/B978-0-12-814319-3.00001-35.

7. Chmielewska S.J., Sktodowski K., Depciuch J., Deptuta P., Piktel E., Fiedoruk
K., Kot P., Paprocka P., Fortunka K., Wollny T., Wolak P., Parlinska-Wojtan M.,

Savage P.B and Bucki R. Bactericidal Properties of Rod-, Peanut-, and Star-
Shaped Gold Nanoparticles Coated with Ceragenin CSA-131 against Multidrug-
Resistant Bacterial ~Strains. Pharmaceutics 2021; 13(3), 425; doi:

8. Piktel E., O$citowska I., Suprewicz L., Depciuch J., Marcificzyk N., Chabielska
E., Wolak P., Wollny T., Janion M., Parlifiska-Wojtan M., Bucki R. ROS-
Mediated Apoptosis and Autophagy in Ovarian Cancer Cells Treated with Peanut-
Shaped Gold Nanoparticles. Int J Nanomedicine 2021; 16, 1993-2011; doi:

9. Paprocka P., Durnas B., Mankowska A., Kr6l G., Wollny T.. Bucki R.
Pseudomonas aeruginosa infections in cancer patients. Pathogens 2022; 11(6),

679; doi: 10.3390/pathogens11060679.
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10. Paprocka P., Mankowska A., Sktodowski K., Krél G., Wollny T., Lesiak A.,
Gluszek K., Savage P.B., Durna$ B., Bucki R. Bactericidal Activity of Ceragenin
in Combination with Ceftazidime, Levofloxacin, Co-Trimoxazole, and Colistin
against the Opportunistic Pathogen Stenotrophomonas maltophilia. Pathogens
2022; 11(6), 621; doi: 10.3390/pathogens]11060621.

1. Sktodowski K., Chmielewska-Deptuta S.J., Piktel E., Wolak P., Wollny T. and

Bucki R. Metallic Nanosystems in the Development of Antimicrobial Strategies
with High Antimicrobial Activity and High Biocompatibility. Int. J. Mol.
Sci. 2023: 24(3), 2104; doi: 10.3390/ijms24032104.

Nastepnie moja uwage zwrocily badania nad znaczeniem peptydu LL-37
w utrzymaniu homeostazy mikrobioty jamy ustnej. Zauwazono, ze odbywa si¢ to poprzez
modulacje zawartosci cytokin zapalnych, co zapewnia odpowiednie mikro$rodowisko
niezbgdne dla wlasciwego ukrwienia, promuje réznicowanie i migracje
mezenchymalnych komoérek macierzystych oraz ogranicza wptyw czynnikow zapalnych
pochodzenia bakteryjnego. Analiza dostepnej literatury pozwolila na stwierdzenie, ze
katelicydyna LL-37 moze znalez¢ zastosowanie w kompozytowym wypelnieniu kanatéw
korzeniowych w stomatologii, co pozwoli skutecznie leczy¢ prochnice i grozne infekcje
miazgi. Powyzsze badania zainspirowaly mnie do zrozumienia znaczenia mikrobiomu
jamy ustnej w rozwoju zmian funkcjonalnych, metabolicznych i molekularnych, ktére
prowadzi¢ mogg do powstawania choréb ogélnoustrojowych. Wezesniejsze badania
sugerowaly takze, ze niektére drobnoustroje zasiedlajace jame ustng moga mieé
znaczenie w inicjacji i progresji raka. W przeprowadzonych badaniach inkubowano
wybrane linie komérkowe z inaktywowanymi termicznie bakteriami i supernatantami
w obecnosci chirurgicznie usunigtych zebéw i ludzkiej $liny. Oprécz zréznicowanego
wplywu produktow bakteryjnych na proliferacje komorek, zaobserwowano istotne
zmiany w sztywnosci komorek raka dziaset i ptuc stymulowanych Enterococcus faecalis,
cO W naszej opinii, moglo by¢ nowym mechanizmem molekularnym zaangazowanym
w patogenezg chorob w jamie ustnej. Co wazne, powyzsze wyniki potwierdzajg istotng
rol¢ higieny jamy ustnej i skutecznego leczenia kanalowego w zapewnieniu zdrowego
stanu mikrobiomu jamy ustnej. Niewatpliwie niezbedne sa dalsze badania celem
wyjasnienia wplywu mikroflory kanatéw korzeniowych na karcynogeneze.

Zagadniena z tego zakresu opublikowano w:
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12. Tokajuk J., Deptula P., Piktel E., Daniluk T., Chmielewska S., Wollny T., Wolak
P., Fiedoruk K., Bucki R. Cathelicidin LL-37 in Health and Diseases of the Oral
Cavity. Biomedicines 2022; 10(5), 1086; doi: 10.3390/biomedicines10051086.

13. Suprewicz L., Tokajuk G., Ciesluk M., Deptuta P., Sierpinska T., Wolak P.,
Wollny T., Tokajuk J., Gtuszek S., Piktel E., Bucki, R. Bacteria Residing at Root
Canals Can Induce Cell Proliferation and Alter the Mechanical Properties of
Gingival and Cancer Cells. Int J Mol Sci 2020; 21(21), 7914; doi:

4.5.6. Rola metabolitow tryptofanu oraz flory jelitowej w powstawaniu
objawow oraz leczeniu zespolu jelita nadwrazliwego (IBS).

Zespot jelita drazliwego (IBS, Irritable Bowel Syndrome) jest wystepujacym
globalnie zaburzeniem czynnosciowym, o olbrzymim wplywie na populacje. Jak dotad
jego patofizjologia nie zostala w pelni wyjasniona. Jego gtéwnym objawem jest bol
brzucha zwigzany ze zmiang postaci lub czgstosci oddawania stolca, wystepujacy przez
co najmniej 6 miesiecy. Objawy te sg odpowiedzialne za znaczne obnizenie jakosci zycia
pacjentow. W naszych badaniach podjeliSmy probe wyjasnienia mechanizmu
powstawania bolu u chorych z IBS, ktora zostata oparta o pomiar stezef niektérych
metabolitow szklaku kinureninowego. Kinurenina powstaje z tryptofanu i jest nastepnie
przeksztalcana dwoma szlakami metabolicznymi, ktére prowadza do powstania
3-hydroksy-kinureniny i kwasu chinolinowego albo kwasu kinureninowego.
3-hydroksykinurenina zwigksza stres oksydacyjny dziatajacy na osrodkowy uklad
nerwowy, zwiekszajac produkcje wolnych rodnikéw tlenowych, przyczyniajac si¢ do
apoptozy neuronow 1 zaburzania funkcji receptoréw  serotoninergicznych
i noradrenergicznych. Kwas chinolinowy jest natomiast silnym agonista receptorow
N-metylo-D-asparaginianu  (NMDA) i wykazuje dzialanie neuroekscytacyjne
1 neurotoksyczne. Kwas kinureninowy natomiast, ze wzgledu na swoj antagonizm do
receptorow NMDA, wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne. W naszej pracy oceniali$my
metabolity kinureniny u 37 pacjentéw z rozpoznanym wg kryteriéw rzymskich zespotem
jelita nadwrazliwego i u osobnikéw zdrowych. Wykazano, ze stezenie kwasu
antranilowego i 3-hydroksy antranilowego (prekursora agonisty receptoréw NMDA)
W surowicy pacjentéw z IBS jest istotnie wyzsze niz u 0séb zdrowych, natomiast stezenie

kwasu kinureninowego (antagonisty receptora NMDA) jest znamiennie WyZsze grupie
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kontrolnej. Nie obserwowano zadnych zmian w stezeniu tryptofanu ani serotoniny
w badanych grupach. Wysunelismy hipotezg, ze zaobserwowane zjawiska moga
przyczyni¢ si¢ do powstania dalszych badan prowadzacych do wyjasnienia powstawania
bélu trzewnego w IBS.

Problematyka IBS zawsze przewija si¢ w moim zyciu aktywnego gastroenterologa
i przez lata aktywnie sledzilem zagadnienia zwigzane z zespolem jelita nadwrazliwego,
aby moi pacjenci mieli dostep do optymalnych metod diagnostyki i terapii. Doniesienia
naukowe ostatnich lat jasno wskazuja, ze to dysregulacja dwukierunkowej komunikacji
miedzy oS$rodkowym uktadem nerwowym (OUN) a jelitami prowadzi do zaburzen
motoryki, nadwrazliwosci trzewnej i zmienionego przetwarzania w OUN, co prowadzi
do rozwoju kiopotliwych dla chorych objawéw, w tym boélu trzewnego. Liczne
opublikowane prace sugeruja, ze zaburzenia mikrobiomu jelitowego moga by¢ kluczowo
istotne dla powstawania objawdéw IBS. To skionitlo mnie do dokonania szerokiego
przegladu literatury na temat terapii IBS, roli mikrobioty jelitowej w patogenezie IBS
oraz skutecznych metod leczenia tej choroby.
Przedstawione ponizej publikacje to wynik mojej pracy nad problematykg IBS:

1. Wollny T., G. Rydzewska G., Pawlak A., Turecka-Kulesza E., Buczko W.,
Laszewicz W. Metabolity szlaku kinureniny w surowicy pacjentéw z zespolem
jelita nadwrazliwego — przypuszczalna rola w mechanizmie bélu trzewnego.
Gastroenterologia Polska 2006; 13(3), 159-162.

2. Wollny T., Daniluk T., Piktel E., Wnorowska U., Buklaha A., Gluszek K. Durnas
B. Bucki R. Targeting the Gut Microbiota to Relieve the Symptoms of Irritable
Bowel Syndrome. Pathogens 2021, 10(12),1545; doi:
10.3390/pathogens10121545.
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S. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscig naukowa albo
artystyczna realizowana w wigcej niz jednej uczelni, instytucji
naukowej lub instytucji kultury, w szczegdéInosSci zagranicznej.

W okresie od 1.09.1994 do 30.08.1997 odbytem stypendium naukowe

w Laboratorium Farmakologii Zakrzepicy w Instytucie Consorzio Mario Negri Sud

w Santa Maria Imbaro, Wtochy, pod kierownictwem Prof. Marii Benedetty Donati.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktyeznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

6.1. Dzialalno$¢ dydaktyczna

I.

W latach 1993-1994 — prowadzenie zaje¢¢ z farmakologii ze studentami Wydziatu
Farmacji i Oddziatu Analityki Medycznej Akademii Medycznej w Biatymstoku
(obecnie Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku).

W latach 1997-1998 - prowadzenie zaje¢¢ z farmakologii ze studentami Wydziatu
Farmacji 1 Oddziatu Analityki Medycznej Akademii Medycznej w Biataymstoku
(obecnie Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku).

W roku 1999: promotor pracy magisterskiej mgr Agnieszki Stepief (temat:
»Ocena przeciwzakrzepowego dziatania wina czerwonego”) oraz Malgorzaty
Anny Ludwiniak (temat: ,,Udziat tlenku azotu w przedtuzaniu czasu krwawienia
wywolanego podawaniem szczurom czerwonego wina”).

W latach 1998-2000 - prowadzenie zaje¢ z chordb wewnetrznych
1 gastroenterologii ze studentami Wydziatu Lekarskiego Akademii Medycznej
w Biatymstoku (obecnie Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku).

W latach 2019-2022 - prowadzenia zaje¢ z gastroenterologii ze studentami

Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu im. Jana Kochanowskiego w Kielcach.

6.2. Dzialalno$¢ organizacyjna

1.

Od roku 2000 organizacja od podstaw Dzialu Terapii i Diagnozy
Gastroenterologicznej w Swietokrzyskim Centrum Onkologii w Kielcach. Moja
rola: zaplanowanie wyposazenia jednostki w nowoczesny sprzet endoskopowy
oraz realizacja zakupu wyposazenia, zbudowanie i wyszkolenie wzajemnie
uzupelniajgcego si¢ zespotu lekarzy oraz pielegniarek endoskopowych.

Od 2007 wspotorganizator oraz wspotprowadzacy coroczng konferencje naukowo
-szkoleniowg pt.: Kielecki Dzien Gastroenterologiczny (tgcznie 13 edycji).
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6.3. Dzialalno$é popularyzujaca nauke

Prezentacje i udziat jako wyktadowca w nastepujacych szkoleniach na terenie Polski:

10.

. Nowoczesne metody leczenia raka zotgdka z uwzglednieniem oznaczania HER2.

Klub Endoskopowy i zebranie naukowo-szkoleniowe Oddzialu Podlaskiego
Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii; Gizycko, 23.05. 2015.

Zasadno$¢ oznaczania HER2 u pacjentéw z rakiem Zotgdka - jesienne zebranie
naukowo-szkoleniowe Oddzialu Swietokrzyskiego Polskiego Towarzystwa
Gastroenterologii; Kielce, 25.09.2015.

Rak jelita grubego. Rola endoskopii. Wspdlne posiedzenie naukowo -—
szkoleniowe Oddziatu Swietokrzyskiego Towarzystwa Chirurgéw Polskich
i Oddziahu Swietokrzyskiego Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii; Kielce,

18.12.2015.

. Diagnostyka chor6b nowotworowych dolnego odcinka uktadu pokarmowego pod

katem karty onkologicznej. Europejski Program Edukacyjny (EPE) — konferencja
szkoleniowa dla lekarzy POZ. Artamow, 09.04.2016.

Diagnostyka choréb nowotworowych uktadu pokarmowego. Karta Diagnostyki
i Leczenia Onkologicznego w praktyce codziennej. Europejski Program
Edukacyjny (EPE) — konferencja szkoleniowa dla lekarzy POZ. 16dz,
05.09.2016.

Nowotwory przewodu pokarmowego z punktu widzenia lekarza POZ. Europejski
Program Edukacyjny (EPE) — konferencja szkoleniowa dla lekarzy POZ.
Bukowina Tatrzanska, 15.04.2016.

Endoskopowa dyssekcja podsluzéwkowa w jelicie grubym. Posiedzenie
naukowo- szkoleniowe Oddziatu Swietokrzyskiego Towarzystwa Chirurgéw
Polskich Kielce, 14.12.2016.

Niewydolnos¢ zewnatrzwydzielniczg trzustki. Cykl wykladow dla lekarzy POZ.
Kielce, jesien 2017.

Aktualne wytyczne w leczeniu schorzen gornego odcinka przewodu
pokarmowego. Analiza przypadkéw. Europejski Program Edukacyjny (EPE) —
konferencja szkoleniowa dla lekarzy POZ. Biatka Tatrzanska, 13.05.2017.
Niewydolnos¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki — konferencja szkoleniowa dla
lekarzy POZ z wojewddztwa lubelskiego. Trojanéw Talaria k/Rykéw,
26.08.2017.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Zespot jelita drazliwego w podstawowe] opiece zdrowotnej. Europejski Program
Edukacyjny (EPE) — konferencja szkoleniowa dla lekarzy POZ. Bialka Tatrzanska
- konferencja szkoleniowa dla lekarzy POZ. Bialka Tatrzanska, 15.10.2017.

IBS a choroba uchytkowa - overlap objawdéw a postepowanie terapeutyczne.
Wiosenne posiedzenie szkoleniowe Podlaskiego Oddzialu Polskiego
Towarzystwa Gastroenterologii. Piaski k/Rucianego Nida, 25.05.2019.
Postepowanie w SIBO/IBS. Szkolenie dla lekarzy POZ, Kielce, 07.06.2019.
Elementy nowych wytycznych diagnostyczno - terapeutycznych w zespole jelita
drazliwego. Szkolenie dla lekarzy POZ. Sobkéw k/Kielc, 28.6.2019.

Kurs dla diagnostow laboratoryjnych odbywajacych specjalizacje w dziedzinie
Mikrobiologii Medycznej pt.: Etiologia, obraz kliniczny i diagnostyka zakazen
przewodu pokarmowego i zatru¢ pokarmowych. Prowadzenie cyklu wykladow
pt.. Terapia zakazen przewodu pokarmowego, Wybrane zakazenia pasozytnicze
przewodu pokarmowego, Zakazenia wywolane przez Campylobacter (i gatunki
pokrewne), Zakazenia wywolane przez przecinkowce, Postepowanie w infekcji
Helicobacter pylori aktualny konsensus. Bialystok, 2-4.2.2022.

GERD, czy jest miejsce dla prokinetykow w gabinecie lekarza POZ? Cykl
wykladow dla lekarzy POZ. Kielce, Tarnéw, Rzeszow, Krosno: wiosna — jesien,
2022.

Maslan sodu - nowe praktyczne zastosowania w gabinecie lekarza POZ.
Europejski Program Edukacyjny (EPE) — konferencja szkoleniowa dla lekarzy
POZ. Biatka Tatrzanska, 1.10.2022.

Wiele pytan —jedna odpowiedz; zaburzenia motoryczne przewodu pokarmowego.
Cykl wykladow dla lekarzy POZ. Jedrzejow, Kielce, Radom, Stalowa Wola,

Ostrowiec Swietokrzyski, maj-czerwiec 2023.

7. Inne wazne informacje dotyczace kariery zawodowej

7.1. Nagrody za dzialalno$¢ naukowa lub artystyczng

Indywidualna Nagroda II° Rektora Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku za

osiggniecia naukowe w roku akademickim 1999/2000.

7.2. Dzialalno$¢ edytorska i recenzencka

Recenzent czasopisma The Lancet Infectious Diseases’s.
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7.3. Inne

1. 30 letnie doswiadczenie w zawodzie lekarza.

2. Przebyte szkolenia i nabycie umiejgtnosci w podstawowych i zaawansowanych
technikach endoskopowych w zakresie przewodu pokarmowego prowadzonych
przez dyplomowanych Mistrzow Endoskopii Polskiego Towarzystwa
Gastroenterologii (dr n. med. Andrzej Baniukiewicz, dr n. med. Jan Pertkiewicz,
dr n. med. Jacek Pachlewski).

3. Od 1998 czionek Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii.

(podpis wnioskodawcy)
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