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1. Imie i Nazwisko

Magdalena Aleksandra Markowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne

1997 — uzyskanie stopnia magistra na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego na
podstawie rozprawy zatytutowanej ,,Wptyw melatoniny na proliferacje in vitro komoérek
limfoidalnych kurczat”; prace wykonatam pod opieka dr hab. Krystyny Skwarto-Sonta, prof.
UW, w Zaktadzie Fizjologii Zwierzat Kregowych

2003 - uzyskanie stopnia doktora na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego na
podstawie rozprawy zatytutowanej ,,Przekaznictwo sygnatu melatoninowego w limfocytach
samcow Gallus domesticus L.”; promotorem pracy byta dr hab. Krystyny Skwarto-Sonta,
prof. UW.

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

15.02.1998 - 30.09.1998 — asystent naukowo-dydaktycznego w Zaktadzie Fizjologii Zwierzat
Kregowych Wydziatu Biologii UW

1999-2003 - studia doktoranckie na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego i
wykonanie pracy doktorskiej w Zaktadzie Fizjologii Zwierzat Kregowych Instytutu Zoologii
UW, zakoriczone uzyskaniem stopnia doktora

2003 - 2015 - zatrudnienie na stanowisku adiunkta na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego

2015 - do dzis - zatrudnienie na stanowisku asystenta na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego

4. Wskazanie osiggniecia 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.2017 r. poz. 1789):

a) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego,

Wybrane aspekty roli melatoniny i jej receptoréw btonowych w utrzymaniu homeostazy
organizmu zwierzecego — model Gallus gallus domesticus i Daphnia magna
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b) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci
wydawniczy),

1. Dubocovich, M., & Markowska, M. Functional MT1 and MT2 Melatonin Receptors in
Mammals. 2005 ENDOCRINE, 27, 101-110.

2. Wronka, M., Maleszewska, M., Stepinska, U., & Markowska, M. Diurnal differences in
melatonin effect on intracellular Ca?* concentration in chicken spleen leukocytes in vitro.
2008 JOURNAL OF PINEAL RESEARCH, 44, 134-140.

3. Markowska, M., Bentkowski, P., Kloc, M., & Pijanowska, J. Presence of melatonin in
Daphnia magna. 2009 JOURNAL OF PINEAL RESEARCH, 46, 242-244.

4. Bentkowski, P., Markowska, M., & Pijanowska, J. Role of melatonin in the control of depth
distribution of Daphnia magna. 2010 HYDROBIOLOGIA, 643, 43-50.

5. Markowska, M., Majewski, P., & Skwarto-Sonta, K. Avian biological clock — Immune
system relationship. 2017 DEVELOPMENTAL AND COMPARATIVE IMMUNOLOGY, 66, 130—
138.

c) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz
z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie do osiggniecia

Melatonina (5-metoksy-N-acetylotryptamina) to indoloamina, ktéra powstaje w
kilkuetapowej reakcji przeksztatcania tryptofanu (Rys. 1). Na uwage zastuguje fakt, ze
czgsteczka ta ma identyczng budowe u wszystkich organizméw, u ktdrych stwierdzono jej
wystepowanie. Na poczatku XXI wieku wiadomo byto, ze melatonina wystepuje u zwierzat
reprezentujgcych wszystkie gromady kregowcdw oraz u niektorych, przebadanych gatunkéw
bezkregowcow, roslin wyzszych, pierwotniakdw, grzybdw i bakterii. Tak powszechne
wystepowanie melatoniny sugeruje jej wczesne pojawienie sie w historii zycia na Ziemi.
Zrdznicowaniu ulegaty natomiast funkcje, jakie melatonina petni u réznych gatunkdw,
poczgwszy od ochrony przed wolnymi rodnikami a na roli hormonu skoriczywszy (Hardeland i
Poeggeler, 2003, Pandi-PeruMal i wsp., 2006, Bentkowski i Markowska 2007). Do roku 2005
wykazano jej wptyw na procesy zachodzace na réznych poziomach organizacji organizmu
zwierzecego: w komorce dzieki swoim witasciwosciom chemicznym dziata jako zmiatacz
wolnych rodnikéw, w narzadach i na poziomie uktadéw narzaddéw rozpoznano

zaangazowanie tej indoloaminy miedzy innymi w regulacje rozmnazania i dojrzewania
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ptciowego, regulacje masy ciata i metabolizmu energetycznego, regulacje krazenia,
modyfikacje reakcji stresowej oraz immunomodulacje. Najwiekszg jednak uwage zwraca rola
melatoniny w synchronizacji endogennego zegara biologicznego z warunkami swietlnymi,
ktorych doswiadcza zwierze (Krause i wsp., 1999, Malpaux i wsp., 2001, Tan i wsp., 2002,
Kennaway i Wright, 2002, Guerrero i Reiter, 2002, Barrenetxe i wsp., 2004, Claustrat i wsp.,
2005). Dziatanie melatoniny jest réznorodne i gatunkowo specyficzne nie dziwi zatem, ze
doniesienia dotyczgce jej wptywu na dany proces fizjologiczny moga by¢ z pozoru

przeciwstawne (np. Nelson i Drazen,2000, Skwarto-Sonta i wsp., 2007).
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Rys. 2 Szlak biosyntezy melatoniny (Piesiewicz i wsp., 2010)

U kregowcéw melatonina jest syntezowana w szyszynce, narzadzie zdolnym do odbierania
jednej z najwazniejszych informacji sSrodowiskowych czyli zmieniajgcego sie cyklicznie
natezenia Swiatfa i przeksztatcania tej informacji w zrozumiaty dla organizmu sygnat
chemiczny. Szyszynka znajduje sie u sklepienia 3 komory mdzgu, a informacja o swietle
dociera do niej dwiema drogami: posrednio drogg nerwowg z siatkdwki oka (ssaki)

i/lub bezposrednio dzieki fotowrazliwym pinealocytom (ptaki, gady, ptazy, ryby). Z tego tez

powodu u nizszych kregowcdw szyszynka nazywana jest trzecim okiem. Droga posrednia

w



dr Magdalena Aleksandra Markowska Zatacznik 3
do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

u ssakow przebiega nastepujgco: informacja Swietlna przekazywana jest z siatkdwki przez
siatkdwkowo-podwzgdrzowe wtékna nerwowe do podwzgdrzowych jader nadskrzyzowania
(SCN), w ktdrych zlokalizowany jest centralny zegar biologiczny a stad, drogami zstepujacymi,
do posredniobocznych szarych stupdéw piersiowego odcinka rdzenia kregowego. Nastepnie
odsrodkowymi neuronami wspotczulnymi, unerwiajgcymi zwdj szyjny gorny, za
posrednictwem zazwojowych wtdkien wspdtczulnych sygnat dociera do szyszynki.
Wydzielana nocg z tych wtékien noradrenalina stymuluje synteze melatoniny. U ssakéw
synteza melatoniny pozostaje pod scistg kontrolg SCN, ktérych aktywnos¢ jest
synchronizowana z otaczajgcymi warunkami Swietlnymi. Z drugiej strony melatonina
zwrotnie kontroluje aktywnos¢ neurondéw w SCN. U wszystkich kregowcdw szczyt syntezy
melatoniny przypada na faze ciemng doby, a Swiatto jest czynnikiem hamujgcym jej
produkcje. Wysokie stezenie melatoniny we krwi w ciemnosci wydaje sie by¢ uniwersalnym
no$nikiem informacji o wzajemnych relacjach dtugosci dnia i nocy i petni funkcje zegara

i kalendarza dla wszystkich komérek organizmu (Korf i wsp., 1998). Melatonina
synchronizuje z warunkami $wietlnymi otoczenia endogenne rytmy organizmu, do ktérych
nalezy m.in. sen/czuwanie, aktywno$¢ lokomotoryczna, rozrdd, synteza i uwalnianie
hormondw, temperatura ciata, funkcjonowanie uktadu pokarmowego, krwionosnego,
nerwowego i odpornosciowego. Synchronizacja ta odbywa sie posrednio poprzez
oddziatywanie na centralny zegar w SCN lub bezposrednio dziatajgc na zegary peryferyczne
wystepujace w tkankach (np. Claustrat i Leston, 2015).

U bezkregowcow brak jest centralnego miejsca syntezy melatoniny a miejsca w ktdrych
powstaje sg rozproszone, wykryto jg w mézgu, w oku, w przewodzie pokarmowym

i rozrodczym (Bentkowski i Markowska, 2007). Co ciekawe synteza melatoniny u kregowcow
takze moze zachodzié¢ miejscowo, np. w siatkdwce oka (Zawilska i wsp., 2006), przewodzie

pokarmowym (Bubenik 2008) i leukocytach (Conti i wsp., 2000).

W dziataniu melatoniny posredniczg receptory btonowe zwigzane z biatkami G, receptory
jadrowe a takze niektodre biatka cytozolowe (opisane przeze mnie w Majewski i wsp. 2012).
Dotychczas sklonowano trzy podklasy receptoréw btonowych o wysokim powinowactwie,
ktére nazwano Mella, Mellb i Mellc (Kokkola i Laitinen, 1998). Pierwsze dwa receptory
wykryto u wszystkich badanych gromad kregowcow, natomiast receptora Mellc, ktory

wystepuje u Xenopus (Ebisawa i wsp., 1994) i ptakdw (Reppert i wsp. 1995,
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Obtap i Olszanska, 2001, Skwarto-Sonta i wsp., 2003,) nie wykryto u ssakdw. Obecnie,
wedtug terminologii IUPHAR, receptory Mella nazywane s3 MT1 — (Dubocovich i wsp. 2000),

natomiast dla receptora Mellb zarezerwowany jest termin MT2 (Dubocovich i wsp., 1998).

Podczas mojej ponad 20-letniej pracy naukowej skupitam sie na badaniu funkcji, jakg petni
melatonina u wybranych zwierzat ze szczegdlnym uwzglednieniem regulacji odpornosci.
Inspiracjg byty prace prof. Krystyny Skwarto-Sonta, ktéra wprowadzita te tematyke do
Zaktadu Fizjologii Zwierzat Kregowych UW i na éw czas podsumowata w pracy z 1996 roku
(Skwarto-Sonta, 1996). Skupitam sie na mechanizmie dziatania melatoniny na poziomie
komdrkowym, a takze na regulacji jej syntezy w szyszynce podczas aktywacji uktadu
odpornosciowego (do czego wykorzystatam stworzony przeze mnie uktad in vitro).
Zaciekawito mnie takze, czy melatonina wystepuje i jaka role petni u modelowego zwierzecia

w ekologii organizmoéw wodnych — Daphnia sp.

W niniejszym osiggnieciu przedstawiam prace, ktére przedstawiajg wyniki i wysuniete na ich
podstawie wnioski potwierdzajgce réznorodnosc dziatania melatoniny i rozszerzajgce wiedze
na ten temat. Wnioski zawarte w tych pracach pozwalajg na przedstawienie melatoniny jako
czgsteczki biorgcej udziat w mechanizmach utrzymywania i przywracania homeostazy. Prace

wchodzgce w sktad osiggniecia przedstawiam w kolejnosci chronologiczne;.

Opis prac wchodzgcych w sktad osiggniecia

I. UDZIAL RECEPTOROW BLONOWYCH MELATONINY W JEJ ZROZNICOWANYM DZIALANIU

Temat ten jest przedstawiony w dwéch pracach, z ktérych jedna jest przeglgdem literatury a
druga oryginalng pracg doswiadczalng. Opisuje je oddzielnie, a wspdlne wnioski umieszczam

w podsumowaniu osiggniecia.

e Dubocovich, M., & Markowska, M. Functional MT1 and MT2 Melatonin Receptors in
Mammals. 2005 ENDOCRINE, 27, 101-110.

Wprowadzenie: W swojej pracy doktorskiej zajmowatam sie udziatem receptorow
btonowych i postreceptorowym mechanizmem dziatania melatoniny w uktadzie

odpornosciowym ptakow na przyktadzie organizmu modelowego jakim jest kura domowa -
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Gallus gallus domesticus L. (Markowska i wsp., 2004). W badaniach in vitro wykazatam
dualizm dziatania melatoniny zalezny od pobudzenia splenocytéw: melatonina stymuluje
proliferacje spontaniczng, natomiast hamuje namnazanie sie komaérek pobudzonych
mitogenem (Markowska i wsp., 2002). Odmienne dziatanie melatoniny na splenocyty kurczat
zachodzi za posrednictwem dwdch réznych podklas jej receptoréow btonowych: Mellc i MT2
(Markowska i wsp., 2004). Badania nad receptorami melatoniny kontynuowatam we
wspotpracy z prof. Margaritg Dubocovich w Department of Molecular Pharmacology and
Biological Chemistry, Northwestern University w Chicago dzieki stypendium dla mtodych

naukowcéw, ktére przyznata mi Fundacja Nauki Polskiej.

Opis pracy: Jednym z wynikdw mojej wspédtpracy z profesor Dubocovich byta praca
przeglagdowa opisujgca funkcje melatoniny u ssakéw, w ktérych posredniczg jej receptory
btonowe. W szczegdlnosci istotne byto przedstawienie, ktory z receptoréw btonowych, MT1
czy MT2, odpowiada za dang funkcje fizjologiczng, a takze jakie $ciezki
wewnatrzkomadrkowego przekaznictwa sygnatu sg aktywowane. Przez dtuzszy czas miejsca
dziatania melatoniny byty przedstawiane wytacznie w postaci miejsc wigzacych jej
znakowang jodem ['2°I] czgsteczke, bedaca ligandem o wysokim powinowactwie

i specyficznosci, co obrazowato ich rozmieszczenie, ale nie rozrézniato podklas receptora.
Krokami milowymi w badaniu receptoréw melatoniny byto ich sklonowanie (Reppert i wsp.,
1996), stworzenie transgenicznych myszy z delecjg receptoréw MT1 lub MT2, a takze
zsyntezowanie antagonistow poszczegdlnych klas receptoréw (Dubocovich i wsp., 2003). To
umozliwito na szczegétowe zbadanie receptoréw uwzgledniajac ich funkcje w dziataniu
melatoniny. Nowoscig w naszej wspolnej pracy byto zestawienie danych literaturowych
wskazujgcych, ze receptory MT1 i MT2 wystepujg w obwodowych tkankach organizmu,
dotychczasowe bowiem prace przeglgdowe skupiaty sie gtéwnie na wystepowaniu tych
receptoréow w uktadzie nerwowym. Wyjatek stanowity badania uktadu odpornosciowego
(Guerrero i Reiter, 2002). Szersze niz dotychczas sgdzono wystepowanie funkcjonalnych
btonowych receptoréw melatoniny zdecydowanie wskazywato na jej udziat nie tylko w
regulacji endogennego zegara, rytmow dobowych oraz regulacji rozrodu, ale takze w
bezposredniej regulacji metabolizmu poprzez wptyw na wydzielanie leptyny i insuliny, w
regulacji krgzenia poprzez wptyw na miesnie gtadkie naczyn krwionosnych, oraz w regulacji

osi podwzgdrzowo-przysadkowo-nadnerczowej. Niebagatelny jest tez udziat melatoniny w
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regulacji uktadu odpornosciowego i procesu nowotworzenia. Dane literaturowe zostaty
podsumowane w postaci ryciny (Rys. 2). Receptory MT1 i MT2 zwigzane s z réznymi
biatkami G, a Sciezki sygnatowe zaangazowane w przekaznictwo sygnatu obejmuja cyklaze
adenylanowgy, fosfolipaze C, fosfolipaze A2, kanaty potasowe a takze cyklaze guanylowg

i kanaty wapniowe. Wazne byto rdwniez wskazanie, ze dziatanie melatoniny moze by¢
odmienne lub nawet przeciwstawne w danej tkance zaleznie od podklasy receptora tam
wystepujgcego. Potwierdzato to obserwacje poczynione przeze mnie w uktadzie

odpornosciowym ptakow.
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MT, | Intra-ocular pressure
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Rys. 2. Udziat receptorow btonowych melatoniny w jej funkcjach petnionych w osrodkowym ukfadzie

nerwowym i w tkankach obwodowych (Dubocovich i Markowska, 2005).

Whioski: W pracy wskazaty$smy réznorodnos¢ miejsc wystepowania funkcjonalnych
receptoréow melatoniny i jej wptyw na wiele proceséw fizjologicznych. W podsumowaniu tej
pracy pokreslitySmy ze wspoétautorka, ze zmienne dziatanie melatoniny jest zwigzane:

z dobowymi zmianami powinowactwa receptora do melatoniny, liczbg receptoréw
eksprymowanych w danej tkance i/lub podklasg receptora eksprymowanego w btonie

komoérkowe;j.

e Wronka, M., Maleszewska, M., Stepinska, U., & Markowska, M. Diurnal differences in
melatonin effect on intracellular Ca?* concentration in chicken spleen leukocytes in

vitro. 2008 JOURNAL OF PINEAL RESEARCH, 44, 134-140.

Wprowadzenie: Poczgwszy od korica XX wieku wyniki badan wskazywaty na regulacje
ekspresji btonowych receptoréw melatoniny w uktadzie nerwowym. Zgodnie z zasadg
,down-regulation” liczba i powinowactwo receptoréw zmieniaty sie pod wptywem samej

melatoniny. Sugerowato to, ze w zaleznosci od pory doby, w ktérej bada sie dziatanie
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melatoniny jej wptyw moze by¢ rézny (Witt-Enderby i wsp., 2003, Masana i wsp., 2003).
Uzyskane w naszym zespole wyniki wskazywaty, ze u kury domowej przebieg proceséw
odpornosciowych zaréwno in vivo jak in vitro zalezy od pory doby kiedy sg badane oraz
fotoperiodu w jakim trzymane sg zwierzeta. Wskazywato to na udziat endogennej
melatoniny, nieznany byt jednak mechanizm takiej regulacji, ktéra mogta sie odbywaé na
poziomie receptorowym (Skwarfo-Sonta i wsp. 2003, Majewski i wsp. 20053,
Skwarto-Sonta i wsp., 2007). Poddwczas doniesien dotyczacych regulacji receptoréw
melatoniny w uktadzie odpornosciowym byto bardzo mato (Barjavel i wsp., 1998). Nieliczne
dane w pismiennictwie i uzyskane przez nas wczesniej wyniki zrodzity pytanie, czy w ukfadzie
odpornosciowym kury domowej zachodzg dobowe réznice w ekspres;ji i funkcji receptoréow
melatoniny. Odpowiedzi na to pytanie szukatam podczas realizacji grantu Komitetu Badan
Naukowych: ,Regulacja wystepowania receptoréw melatoninowych w uktadzie
odpornosciowym kury domowej (Gallus gallus domesticus), przepidrki japoniskiej (Coturnix
coturnix japonica) i chomika syberyjskiego (Phodopus sungorus sungorus)”, 2004 — 2007,

ktorego bytam kierownikiem.

Celem pracy byto:

- sprawdzenie ekspresji btonowych receptoréw melatoninowych w narzgdach
odpornosciowych kurczat w ciggu dnia i w nocy

- oznaczenie zmian wewnatrzkomdrkowego stezenia jondw wapnia ([Ca%*']i) zachodzacych

pod wptywem melatoniny w ciggu dnia i w nocy

Opis pracy: Metodg pétilosciowej RT-PCR wraz z wspdétautorami zbadaliSmy ekspresje
receptorow Mella, Mellb i Mellc w sledzionie, grasicy i bursie Fabrycjusza izolowanych z
kurczat w potowie dnia i potowie nocy oraz w splenocytach hodowanych in vitro przez 30
godzin. Zastosowane warunki izolacji narzgdéw odpornosciowych miaty odzwierciedla¢ uktad
doswiadczalny w eksperymentach badajgcych procesy odpornosciowe in vivo i in vitro.

W catych narzadach nie zaobserwowalismy réznic w poziomie mRNA zadnego z receptoréw
natomiast wyrazne réznice dobowe zaobserwowalismy w izolowanych splenocytach. Poziom
MRNA wszystkich receptoréw melatoninowych byt wyzszy w hodowanych in vitro
splenocytach izolowanych z kurczgt w nocy niz w splenocytach izolowanych w dzien.
Nastepnie sprawdziliémy, czy melatonina modyfikuje wewnatrzkomoérkowy poziom jonéw

wapnia odmiennie za dnia i w nocy. Wybor tego wewngtrzkomérkowego przekaznika
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wynikat z dwéch faktow: po pierwsze wyniki wskazywaty, ze splenocyty izolowane w nocy
odpowiadajg stabiej na stymulacje mitogenem i ich proliferacja jest nizsza niz splenocytéw
izolowanych w dziern (Majewski i wsp., 2005a), a po drugie jony wapnia sg gtéwnym
wewnatrzkomdérkowym przekaznikiem biorgcym udziat w proliferacji limfocytéw. Ponadto
przystepujac do pracy wiedzieliSmy, ze dziataniu melatoniny in vitro na splenocyty kurczat
towarzyszg zmiany stezenia trifosforanu inozytolu w cytozolu, a ten przekaznik stymuluje
uwolnienie jondw wapnia z retikulum cytoplazmatycznego (Markowska i wsp., 2004).
Sledziony pobieraliémy od kurczat w $rodku dnia i w $rodku nocy, a [Ca?*]; mierzyli$émy
metoda fluorymetrycznga. Zaobserwowali$my wzrost [Ca%*]ipod wptywem dziatania
melatoniny i jodomelatoniny — agonistow receptoréw melatoninowych — a efekt ten byt
wiekszy w splenocytach izolowanych w dzieri niz w nocy. W nocy istotny wzrost [Ca?*];
nastgpit tylko po zadziataniu jodomelatoniny, ktéra ma wieksze powinowactwo do
receptorow melatoninowych niz melatonina. Moze to swiadczy¢ o desensytyzacji
receptorow melatoninowych pod wptywem 6. godzinnej ekspozycji na ciemnosé, a tym
samym o obecnosci przez 6 godzin endogennej melatoniny w krwioobiegu. Preinkubacja

z nieselektywnym antagonistg receptoréw melatoninowych - luzindolem nie odwracata
wptywu melatoniny i tylko czesciowo wptyw jodomelatoniny, co utrudnia jednoznaczne
wskazanie, czy i ktére receptory posredniczg w jej dziataniu. Sadzié¢ mozna, ze melatonina
dziatata przez receptor Mellc (nie zbadano czy luzindol jest takze antagonistg receptoréw
Mellc), za$ jodomelatonina przez receptor MT1/MT2. Obserwowany wzrost [Ca®*]i pod
wpltywem melatoniny jest czesciowo zniesiony w buforze nie zawierajgcym jonéw wapnia, co
sugeruje ze pod wptywem melatoniny jony te naptywajg z przestrzeni zewnatrzkomérkowej.
Natomiast wptyw jodomelatoniny w srodowisku nie zawierajgcym jondw wapnia pozostaje

widoczny co sugeruje, ze czes¢ jondw pochodzi z retikulum endoplazmatycznego.

Whioski: Dobowe réznice w ekspresji receptoréow melatoniny w splenocytach hodowanych
in vitro wskazujg, ze w splenocytach moze istnie¢ endogenny rytm ekspresji receptoréw
melatoninowych, ktéry ujawnia sie po usunieciu kontroli ze strony zegara centralnego.
Wyniki wskazujg tez, ze w interpretacji wynikéw dziatania melatoniny in vitro trzeba
szczegdlnie uwzgledniaé warunki hodowli. Wptyw melatoniny na [Ca?*];, jest rézny w dzien
i nocy, co odpowiada¢ moze za dobowe rdznice w dziataniu melatoniny obserwowane w

uktadzie odpornosciowym kurczat (Skwarto-Sonta i wsp., 2007).
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Il. WYSTEPOWANIE | POTENCJALNA FUNKCJA MELATONINY U Daphnia magna

Temat ten jest przedstawiony w dwdch pracach doswiadczalnych, ktére tu opatrzytam

wspolnym wprowadzeniem.

e Markowska, M., Bentkowski, P., Kloc, M., & Pijanowska, J. Presence of melatonin in

Daphnia magna. 2009 JOURNAL OF PINEAL RESEARCH, 46, 242-244.

e Bentkowski, P., Markowska, M., & Pijanowska, J. Role of melatonin in the control of

depth distribution of Daphnia magna. 2010 HYDROBIOLOGIA, 643, 43-50.

Wprowadzenie: Po powrocie ze stazu podoktorskiego réwnolegle z badaniami nad
mechanizmem dziatania melatoniny w uktadzie odporno$ciowym kury domowej
rozpoczetam wspoétprace z zespotem prof. Joanny Pijanowskiej z Zaktadu Hydrobiologii,
Wydziatu Biologii, w ramach ktérej dotychczas uczestniczytam jako wykonawca i konsultant
w 4 grantach badawczych. Gtéwnym tematem badan jest szeroko pojeta ekofizjologia
wioslarek planktonowych na modelu Daphnia.

Jednym z charakterystycznych zachowan Daphnia stuzgcym unikaniu drapiezcow w postaci
ryb planktonozernychj sg dobowe migracje pionowe. W ciggu dnia Daphnia migrujg w nizsze
partie toni wodnej unikajac gérnej, jasnej warstwy epilimnionu, gdzie zerujg postugujace sie
wzrokiem ryby. Wraz ze zmierzchem, gdy ustaje zer ryb, Daphnia przemieszczajg sie do gory,
gdzie znajduje sie fitoplankton, ktérym sie zywig. Jest to przyktad aktywnosci
lokomotorycznej indukowanej sygnatami chemicznymi (kairomonami) pochodzgcymi od
drapieznika w warunkach zmian natezenia sSwiatta (Dawidowicz i Loose, 1992, Brewer i wsp.,
1999). Znaczenie ekologiczne takiego zachowania jest dobrze poznane natomiast podtoze
fizjologiczne nie. Wptyw melatoniny na rytm aktywnosci lokomotorycznej kregowcow jest
dobrze udokumentowany, lecz liczba gatunkdéw zwierzat bezkregowych przebadanych pod
tym katem weciaz nie jest zbyt duza, a w momencie podjecia przeze mnie tych badan

nieliczna (Bentkowski i Markowska, 2007).

Cele prac: W Swietle wymienionych przestanek postanowitam zbada¢, czy melatonina

wystepuje u Daphnia i czy wptywa na jej dobowe migracje pionowe.
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Opis prac:

W pracy Markowska i wsp., 2009 badalismy obecnos$¢ melatoniny metodg ELISA i
immunohistochemicznie w osobnikach Daphnia magna hodowanych w fotoperiodzie L:D =
16:8. Stezenia melatoniny zostaty zmierzone w ciggu doby, co dwie godziny w fazie jasnej

i co godzine w fazie ciemnej, kazdorazowo u 60 osobnikéw. Wykazaliémy, ze melatonina
wystepuje u D. magna, a szczyt jej syntezy przypada na faze jasng doby, a zatem odwrotnie
niz u kregowcow. Nie jest to jednak sytuacja odosobniona wsrdd bezkregowcédw (Bentkowski
i Markowska, 2007). Brak melatoniny w komadrkach zielenic Scenedesmus obliquus, ktérymi
zywione byty D. magna potwierdzit jej endogenne pochodzenie w rozwielitkach. Wedtug
mojej wiedzy jest to pierwsze doniesienie o wystepowaniu melatoniny u D. magna. Przy
uzyciu poliklonalnych przeciwciat skierowanych przeciwko melatoninie wykrylismy jej
obecnos¢ w catym organizmie D. magna z najwiekszym stezeniem w oku, wtdknach
nerwowych, zwoju nadprzetykowym i zwoju wzrokowym, a takze w odndzach.
Wystepowanie melatoniny w odndzach byto zaskoczeniem, ale mogto wskazywacé na jej
udziat w regulacji aktywnosci lokomotorycznej. Dlatego w kolejnej pracy postanowilismy
sprawdzi¢, czy wzorzec dobowych migracji pionowych D. magna jest modyfikowany w

obecnosci egzogennej melatoniny w wodzie.

W pracy Bentkowski i wsp., 2010, dobowe migracje pionowe zbadali§my u samic i samcéw
Daphnia magna umieszczonych w szklanych rurkach, w ktérych woda stratyfikowana byta
termicznie, a warunki Swietlne odpowiadaty fotoperiodowi L:D = 16:8. Woda w rurkach
doswiadczalnych zawierata kairomon ryby i/lub jedno z trzech stezeri melatoniny (10°M,
10’M, 10°M). Wraz ze wspdtautorami wykazalismy, ze melatonina odwraca indukowang
kairomonem migracje D. magna ku dofowi rurki podczas fazy jasnej. Sama melatonina nie
wptywata na migracje pionowe. Jest wysoce prawdopodobne, ze egzogenna melatonina
dziata jako czynnik przeciwdziatajgcy stresowi, wywotanemu przez kairomon

(Pijanowska i Kloc, 2004) i w ten sposdb wptywa na behawior D. magna.

Whioski: Melatonina wystepuje u D. magna, a szczyt jej syntezy przypada na faze jasng
doby. Taki wzdr rytmu syntezy melatoniny spotykany jest u bezkregowcow i przypisywana
jest mu pierwotna funkcja melatoniny czyli przeciwdziatanie stresowi oksydacyjnemu

wywotanego promieniami UV (Hardeland i Poeggeler, 2003). Melatonina nie indukuje
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dobowych migracji pionowych D. magna, ale modyfikuje wzorzec migracji wywotanych

kairomonem ryby.

ll. OS UKLAD ODPORNOSCIOWY — SZYSZYNKA PTAKOW: MECHANIZM REGULACII
WYDZIELANIA MELATONINY PRZEZ MEDIATORY UKtADU ODPORNOSCIOWEGO W
BADANIACH IN VITRO

e Markowska, M., Majewski, P., & Skwarto-Sonta, K. Avian biological clock — Immune
system relationship. 2017 DEVELOPMENTAL AND COMPARATIVE IMMUNOLOGY, 66,
130-138

Wprowadzenie: Szyszynka ptakéw, wraz z odpowiednikami jgder nadskrzyzowaniowych
podwzgdrza (SCN), gtéwnego oscylatora u ssakéw, i siatkdwka oka jest miejscem lokalizacji
endogennego zegara biologicznego, generujacego okotodobowe rytmy wielu procesow
fizjologicznych. Podobnie jak u ssakéw, szyszynka ptakéw jest pod kontrolg SCN, ale w
odrdznieniu od ssakdw jest jednoczesnie samodzielnym oscylatorem i w hodowlach in vitro
zachowuje cykliczng aktywnos$¢é objawiajacg sie rytmicznym wydzielaniem melatoniny w
warunkach statej ciemnosci. tatwa w hodowli szyszynka ptakéw jest zatem idealnym
modelem do badania in vitro wzajemnych powigzan miedzy zegarem
biologicznym/melatoning a pozostatymi uktadami organizmu (Karaganis i wsp., 2008).

W nielicznych badaniach prowadzonych od korica XX wieku wskazywano, ze poziom
melatoniny w osoczu ssakédw moze ulegaé modyfikacji po podaniu cytokin, a takze podczas
rozwijajgcych sie proceséw chorobowych (Bartsch i wsp., 1994, Zylinska i wsp., 1995,
przeglad m.in. w Markus i wsp., 2007). W roku 2000 (Markowska i wsp., 2000)
opublikowatam wraz ze wspétautorami prace, w ktérej po raz pierwszy jednoznacznie
wykazalismy, ze aktywacja uktadu odpornosciowego kurczat przez immunizacje erytrocytami
owcy (SRBC) zmienia aktywno$é AA-NAT, enzymu, ktdry wyznacza rytmiczny przebieg
syntezy melatoniny. Praca ta nie wchodzi w sktad osiggniecia, gdyz zostata opublikowana
przed osiggnieciem stopnia doktora, ale data podwaliny do badan prowadzonych przez
kolejne lata w naszym zespole. Kolejnym dowodem na przeptyw informacji z aktywnego
uktadu odpornosciowego do szyszynki kurczat byto wskazanie, ze rozwijajgca sie reakcja
zapalna otrzewnej obniza nocny szczyt aktywnosci AA-NAT (Majewski i wsp., 2005a).
Opracowany przez dr. Majewskiego model reakcji zapalnej otrzewnej in vivo, postuzyt do

przebadania na jakim poziomie aktywacja uktadu odpornosciowego obniza synteze
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melatoniny. Wyniki badan wskazaty, ze ,zapalenie” hamuje AA-NAT, zaréwno na poziomie
transkrypcji genu, aktywnosci enzymu i poziomu biatka (Piesiewicz i wsp., 2012). Czynniki
posredniczgce w przekazywaniu informacji z uktadu odpornosciowego do elementéw zegara
biologicznego, w tym szyszynki, byty stabo poznane. Nieliczne badania in vitro
przeprowadzone na szyszynkach szczura wykazaty, ze aktywno$é biosyntetyczna szyszynki
hamowana jest przez TNFalfa, ktéry obniza transkrypcje genu AA-NAT i synteze melatoniny
(Fernandes i wsp., 2006, Pontes i wsp., 2007), a takze przez IL1beta oraz TGFbeta, ktére
obnizajg zawarto$¢ serotoniny w pinealocytach (Tsai i wsp. 2001). Wyjasnieniem
mechanizmu regulacji aktywnosci biosyntetycznej szyszynki kurczat zajetam sie w latach
2010 — 2013 podczas realizacji grantu ,Regulacja aktywnosci biosyntetycznej szyszynki kury
domowej Gallus domesticus L. przez mediatory eksperymentalnego zapalenia otrzewnej -
badania in vitro”, ktérego bytam kierownikiem. W ostatniej pracy wchodzacej w sktad
osiggniecia przedstawiam i podsumowuje wyniki badan uzyskane w trakcie realizacji tego
projektu, a takze proponuje wraz ze wspoétautorami mechanizmy oddziatywania uktadu
odpornosciowego na synteze melatoniny i zegar biologiczny umiejscowiony w szyszynce
kurczat. Koncepcja tych oddziatywan zostata przedstawiona w 2015 roku (Markowska i wsp.,
2015), a czgstkowe wyniki na konferencjach w latach 2011 - 2013. Niniejsza praca zostata
opublikowana w 2017 r., gdyz do petnego obrazu wzajemnych oddziatywan szyszynka-uktad
odpornosciowy kurczat niezbedne byty wyniki uzyskane podczas realizacji grantu
,Neuroimmunologiczna regulacja syntezy melatoniny w szyszynce kury domowej” (2013 —

2016), ktérego bytam wykonawca.

Opis pracy: Praca sktada sie z dwéch czesci opisujgcych: wptyw melatoniny na uktad
odpornosciowy kurczat oraz mechanizm obnizania syntezy melatoniny przez mediatory
uktadu odpornosciowego. Cze$é pierwsza jest podsumowaniem prac wczesniej
opublikowanych. Cze$¢ druga opisuje takze nowe wyniki, ktére przedstawiajg mechanizm
hamowania syntezy melatoniny, dlatego te czes¢ omdwie szczegdétowo. Do badan in vitro
wykorzystaliSmy hodowle organotypowe szyszynki z mojg wtasng modyfikacja, ktdra
polegata na kohodowli szyszynki z leukocytami. Wykazalismy, ze w takim modelu szyszynki
trzymane w hodowli w statej ciemnosci wykazujg rytm syntezy melatoniny, ktéry objawia sie

dobowymi zmianami ekspresji Aanat, za ktérymi podaza zmiana aktywnosci AANAT?, a w

L skréty NAT, AA-NAT i AANAT uzywane s3 wymiennie w naszych publikacjach i dotyczg tego samego enzymu
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koncu wydzielenie melatoniny do podfoza. W pierwszym etapie badan postanowilismy
zbadac czy rozwijajgca sie in vivo reakcja zapalna otrzewnej wptywa na ekspresje Aanat,
aktywnos¢ AANAT i poziom melatoniny w szyszynkach hodowanych in vitro. Otrzymane
wyniki wskazujg, ze rozwijajaca sie reakcja zapalna in vivo wptywa takze na aktywnosc
szyszynki obserwowang in vitro. Podobnie jak w doswiadczeniach in vivo, reakcja zapalna
powoduje obnizenie aktywnosci AANAT co sugeruje, ze mediatory zapalenia wywotuja
trwatg zmiane w tym wystepujacym juz na terenie cytoplazmy enzymie, najprawdopodobnie;j
na poziomie jego ufosforylowania do formy aktywnej. Natomiast ekspresja genu Aanat ulega
zwiekszeniu, co moze by¢ wynikiem uwolnienia sie spod hamujgcego dziatania mediatorow
nie wystepujgcych w warunkach in vitro. Brak réznic obserwowany na poziomie syntezy
melatoniny moze by¢ spowodowany zwiekszong aktywnoscig HIOMT i ekspresjg Asmt
(ostatniego enzymu na szlaku biosyntezy melatoniny i genu go kodujacego), ktéry
zaobserwowano podczas rozwoju zapalenia w doswiadczeniach in vivo (Piesiewicz i wsp.,
2012).

Nastepnie przystgpilismy do identyfikacji cytokin, ktére mogg odpowiadac¢ za hamujacy
wptyw reakcji zapalnej. Kiedy rozpoczynalismy nasze eksperymenty in vitro molekularne
metody do badania uktadu odpornosciowego ptakéw byty bardzo stabo rozwiniete. Genom
Gallus gallus domesticus byt wprawdzie od kilku lat zsekwencjonowany i rozpoczety sie
intensywne badania ekspresji cytokin w réznych stanach pobudzenia ukfadu
odpornosciowego, ale cytokiny jako takie nie byty dostepne komercyjnie. Homologia
pomiedzy cytokinami ptakow a tymi pochodzacymi od innych gatunkow kregowcdw siega
najwyzej 35%, co uniemozliwia stosowanie cytokin np. ssakow w badaniach uktadu
odpornosciowego ptakéw. Dlatego tez dla zbadania wptywu mediatoréw uktadu
odpornosciowego na szyszynke ptakéw zaplanowatam zastosowanie wtasnej metody
posredniej. Jako zrédto cytokin uzytam leukocyty pochodzgce od zwierzat z wywotang
reakcjg zapalng, o ktérych wstepnie wiadomo byto, ze eksprymujg cytokiny prozapalne
(Szczur, 2010). Pierwszy wybér padt na leukocyty otrzewnowe (PTL), ktdre przedostajg sie do
jamy otrzewnej po wywotaniu reakcji zapalnej. Hodowali$my szyszynki z rézng liczbg PTL w
pozywce i po 24 godzinach zostata zmierzona aktywnos¢ AANAT. W obecnosci PTL,
aktywnos¢ AANAT wzrosta proporcjonalnie do ich liczby w hodowli. W kolejnych
eksperymentach zaobserwowalismy takze wzrost ekspresji genu Aanat oraz obnizenie ilosci

melatoniny w podtozu w obecnosci PTL. Jako drugie zrédto cytokin wykorzystaliSmy
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leukocyty obwodowe krwi (PBL) izolowane od zwierzat z zapaleniem otrzewnej. W ich
obecnosci zaobserwowatam spadek ekspresji mRNA Aanat, aktywnosci AANAT i zawartosci

melatoniny w medium.

Pomiar ekspresji cytokin w leukocytach wskazuje na potencjalng przyczyne réznic. Zaréwno
w PTL i PBL wykazano jedynie ekspresje trzech cytokin prozapalnych: IL 1beta, IL6 i IL18.
Poziom ekspresji tych cytokin jest rézny w badanych populacjach leukocytéw, ekspresja IL18

jest wyzsza w PTL niz w PBL za$ IL6 odwrotnie.

Na podstawie tych wynikdw zaproponowatam nastepujgcy mechanizm hamowania syntezy
melatoniny podczas rozwijajgcego sie zapalenia: 1) wywotane zapalenie otrzewnej indukuje
synteze IL 6 w leukocytach obwodowych krwi, 2) cytokina ta przenika przez bariere
krew-mdzg, dociera do szyszynki i hamuje synteze melatoniny, 3) réwnolegle, IL 18
syntetyzowana w leukocytach otrzewnowych dziata lokalnie w miejscu zapalenia. Dalsze
badania w ramach grantu ,,Neuroimmunologiczna regulacja syntezy melatoniny w szyszynce
kury domowej” wykazaty ekspresje receptoréw dla IL6 i IL 18 w szyszynkach kurczat, co
potwierdza wyniki otrzymane in vitro i uwiarygadnia postulowany mechanizm hamowania
aktywnosci biosyntetycznej szyszynki podczas reakcji zapalnej otrzewnej (Adamska i wsp.,

2019 manuskrypt przygotowywany do wystania).

Dodatkowo w pracy opisane zostaty wyniki uzyskane przez Turkowskg i wsp., w 2013 i w
2015 roku, ktére wskazujg na wptyw IL6 i IL18 na ekspresje gendw zegara Per3 i Bmall w
szyszynce kurczat. Geny te sg regulatorami ekspresji Aanat, dlatego mozliwe jest, ze IL6

dziata posrednio na synteze melatoniny poprzez regulacje ekspresji gendw zegara.

Whioski: Na podstawie 20 lat badani catego zespotu, w tym moich badan in vitro,
zaproponowalismy nastepujgcy schemat oddziatywania reakcji zapalnej na szyszynke kurczat
przedstawiony na Rys. 3. Biatka BMAL i CLOCK (pozytywne elementy petli zegara
biologicznego) stymuluja transkrypcje genu Aanat, co powoduje rytmiczng synteze
melatoniny w nocy (A). Podczas rozwoju reakcji zapalnej interleukiny syntetyzowane na
obwodzie docierajg do szyszynki, zwiekszajg ekspresje PER3, co z kolei hamuje wigzanie
heterodimeru BMAL/CLOCK do sekwencji E-box w promotorze genu Aanat i rytm syntezy
melatoniny zostaje zniesiony. Réwnolegle interleukina 6 moze bezposrednio zmniejszac

ekspresje i/lub aktywnos¢ Aanat, co wywotuje obnizenie syntezy melatoniny (B).
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Podsumowanie osiggniecia i perspektywy dalszych badan

Réznorodnosé funkcji melatoniny przedstawiam w swoim osiggnieciu na przyktadzie jej
dziatania w uktadzie odpornosciowym Gallus gallus domesticus i na przyktadzie modyfikacji
behawioru Daphnia magna. Analizujgc dane literaturowe i wyniki wtasne zauwazam, ze
réznorodnos¢ ta zalezy przede wszystkim od dwdch czynnikéw: pory doby i stanu

fizjologicznego organizmu a ja zajetam sie zbadaniem mozliwego podtoza tej réznorodnosci.

Najpierw swojg uwage skupitam na funkcjonowaniu btonowych receptoréw melatoniny.
Zaréwno analiza literatury jak i wtasne wyniki wskazuja, ze receptory te ulegajag dobowym
zmianom ekspresji i funkcjonowania, a co za tym idzie dziatanie melatoniny jest zmienne w
ciggu doby. Zaobserwowano to w réznych tkankach ssakéw laboratoryjnych, a ja wykazatam
to w uktadzie odpornosciowym kury domowej. Jest to w mojej ocenie wazna informacja
choéby ze wzgledu na fakt, ze w ostatnich dwdch dekadach rozpowszechnita sie idea
stosowania melatoniny jako suplementu diety. W ogélnie dostepnych zrédtach melatoninie
przypisuje sie np. funkcje zapobiegajace starzeniu (dzieki wtasciwosciom antyoksydacyjnym)
oraz tagodzgce objawy menopauzy (poprzez regulacje snu). W badaniach przedklinicznych
podkresla sie role melatoniny oraz nowych agonistow/antagonistow receptoréw melatoniny
w leczeniu zaburzen snu i rytmow dobowych (np. jet lag), zaburzen metabolicznych

i endokrynologicznych, a takze w powstrzymywaniu wzrostu komdrek nowotworowych
(Peschke i wsp., 2015, Hill i wsp., 2015, Ng i wsp., 2017, Cardinali i Harderland, 2017,

Xie i wsp., 2017, Reiter i wsp., 2017). Badania wskazujg takze na udziat melatoniny w

chorobach neurodegeneracyjnych (Sarlak i wsp., 2013, Wongprayoon i Govitrapong, 2017).
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Prace Dubocovich i Markowska (2005) i Wronka i wsp. (2008) cho¢ przeprowadzone na
przedstawicielach réznych gromad kregowcow wskazujg i podkreslajg role dogtebnego
zbadania wystepowania i funkcjonowania receptoréw melatoniny. Obecny stan wiedzy o
receptorach MT1 i MT2 weryfikuje to przypuszczenie. Duzg role w funkcjonowaniu
receptorow przypisuje sie tworzeniu sie dimeréow receptoréw MT1 i MT2 u ssakow (Qishi i
wsp., 2018). Poznanie budowy tych receptoréw umozliwito rozpoznanie miejsc, w ktérych sg
one funkcjonalnie modyfikowane i znaczgco zwiekszyto liczbe zsyntetyzowanych agonistow

i antagonistow receptorow. Wykazano takze, ze mutacje w tych receptorach znajdujg sie u
0s6b z zaburzeniami metabolicznymi, w tym u oséb z cukrzyca typu 2 (Jockers i wsp., 2016,

Karamitrii Jockers, 2019). To na pewno wazna Sciezka badan.

Nastepnym elementem mojego osiggniecia byto sprawdzenie, jakg funkcje petni melatonina
u wioslarek Daphnia magna. Wioslarki zajmujg centralne miejsce w pelagicznych tancuchach
troficznych, zapewniajg wazne zrédto energii dla drapieznikdw i sg gtéwnym ogniwem
miedzy fitoplanktonem a wyzszymi poziomami troficznymi. Jednym ze znanych zachowan
wioslarek sg dobowe migracje pionowe, ktére stuzg unikaniu presji drapiezcow. Melatonina
syntetyzowana rytmicznie i regulujgca aktywnos¢ lokomotoryczng u bezkregowcow

i kregowcow wydawata sie idealnym kandydatem do wyjasnienia fizjologicznego podtfoza
dobowych migracji pionowych. Badania rozpoczetam od sprawdzenia, czy u D. magna
wystepuje melatonina, co opisuje w pracy Markowska i wsp. (2009). Wykazatam wraz ze
wspoétautorami, ze melatonina jest syntezowana u D. magna, a najwyzsze jej stezenie
wystepuje w dzien. Byto to pierwsze doniesienie w literaturze fachowej o syntezie
melatoniny u D. magna. W kolejnych badaniach (Bentkowski i wsp., 2010) wykazali$my, ze
melatonina sama nie indukuje dobowych migracji pionowych, ale w obecnosci kairomonu
ryb odwraca kierunek migracji D. magna. Wraz ze wspdtautorami wysunelismy hipoteze, ze
takie dziatanie melatoniny moze swiadczy¢ o jej dziataniu przeciwdziatajgcym negatywnym
skutkom stresu jaki wigze sie z przebywaniem w srodowisku, w ktérym jest drapieznik.
Taki wynik dobitnie wskazuje, ze dziatanie melatoniny zalezy od stanu fizjologicznego
organizmu. Do czasu ukazania sie pracy 4 nie wykazano innej funkcji melatoniny u Daphnia.
Przed naszg pracg opublikowano tylko jedng prace toksykologiczng, w ktérej sprawdzano
wptyw egzogennych hormondw kregowcdw na determinacje pfci, rozrodczosé, rozwdj,

przezywalnos¢ i produkcje efipiow u Daphnia i nie wykazano w niej wptywu melatoniny na
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zaden z badanych wskaznikéw (Kashian i Dodson, 2004). W 2014 r. Schwarzenberger i wsp.,
wykazali, ze melatonina znaczgco ostabiata reakcje D. pulex na stres wywotany przez
kairomon larw bezkregowcow Chaoborus (badano zmiany morfologiczne) oraz
przegeszczenie (badano historie zycia — life history). Potwierdza to nasze wczeéniejsze
przypuszczenie z 2010 roku, ze funkcjg melatoniny u Daphnia jest przeciwdziatanie stresowi.
Ponadto w 2011 r. Tilden i wsp. zidentyfikowali geny zegara u Daphnia pulex, a w 2016 r.
Bernatowicz i wsp., oraz Rund i wsp. wykazali rytm dobowy ekspresji tych gendéw w tkankach
D.pulex. Ostatnio Hawker i wsp. 2017 wykazali zwigzek miedzy dobowymi migracjami
pionowymi a ekspresjg gendw zegara u widtonogdw morskich. Niewykluczone zatem, ze
melatonina moze modyfikowaé rytmy biologiczne, w tym dobowe migracje pionowe
Daphnia, poprzez regulacje ekspresji tych gendow. Zjawisko takie zaobserwowano u

kregowcow. Otwiera to nowe perspektywy badan.

Szyszynkowa melatonina wptywa na wiele procesdw fizjologicznych, ale sama szyszynka tez
jest odbiorcg informacji o stanie organizmu. Od dawna wiadomo, ze rozwijajacy sie proces
chorobowy wptywa na funkcjonowanie uktadu nerwowego - ,Mens sana in corpore sano”
powiadali juz starozytni Rzymianie. Jednym z objawéw sg zaburzenia rytmdw biologicznych,
ktdre zwigzane mogg by¢ z zaburzeniami syntezy melatoniny. U ssakdw i ptakdéw rozwijajgcy
sie stan zapalny obniza poziom melatoniny w osoczu i hamuje aktywnos$¢ biosyntetyczng
szyszynki (Markowska i wsp., 2000, Piesiewicz i wsp., 2012, Markus i wsp., 2018). Wraz ze
wspoétautorami sprawdzitam zatem, jaki jest potencjalny mechanizm tego procesu. W
stworzonym przez siebie uktadzie in vitro wykazatam, ze za hamowanie aktywnosci

i ekspresji AA-NAT odpowiada z duzym prawdopodobienstwem IL 6 powstajgca w
leukocytach obwodowych krwi podczas rozwoju reakcji zapalnej otrzewnej, co opisatam w
pracy Markowska i wsp. (2017). Tym samym dodatam kolejny dowéd na to, ze wzajemne
powigzania miedzy uktadem odpornosciowym a szyszynkga u kurczat sg elementem
mechanizmu utrzymujgcego homeostaze organizmu. Melatonina jest czynnikiem
przeciwzapalnym (Carrillo-Vico i wsp., 2013; Majewski i wsp.,2005b) i hamuje rozwdj stanu
zapalnego, co z kolei powoduje, ze mediatory reakcji zapalnej hamujg jej synteze. Uzyskane
wyniki staty sie inspiracjg do kolejnych badan. Skupiliémy sie na sprawdzeniu w szyszynce
ekspresji receptordw cytokin jak i samych cytokin, a takze receptordw TLR odpowiadajgcych

za bezposrednia percepcje czynnikdw patogennych. Badany jest takze udziat czynnika
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transkrypcyjnego NF kappa B na Sciezce hamowania syntezy melatoniny przez mediatory

reakcji zapalnej. Wyniki sg w trakcie publikacji.

Podsumowujac, funkcje homeostatyczng melatonina moze petni¢ na réznych poziomach. Od
poziomu komérkowego, gdzie przeciwdziata stresowi oksydacyjnemu lub innym
mechanizmom indukowanym przez czynniki stresowe az po poziom organizmu, w ktérym
petni role synchronizatora zegara biologicznego i procesdw fizjologicznych (w tym
odpornosciowych) z panujgcymi warunkami swietlnymi. W jej dziataniu posrednicza
receptory btonowe MT1, MT2 i Mellc, ktdrych funkcjonowanie rézni sie w ciggu doby, co
determinuje dziatanie melatoniny. W 2013 r Carillo-Vico i wsp. zaproponowali termin ,bufor
immunologiczny”, prébujgc zdefiniowac plejotropowy, zréznicowany i ztozony wptyw
melatoniny na uktad odpornosciowy. Ja dodatabym, ze rozpowszechniona w $wiecie zwierzat
melatonina petni role ,str6za” homeostazy. Odzwierciedleniem tego jest ewolucja jej funkcji,
od dziatania doraznego, lokalnego przeciwdziatania skutkom zaburzeh homeostazy (np. stres
komdrkowy, wyciszanie rozwinietej reakcji odpornosciowej) gdy niejednokrotnie jest
syntezowana w miejscu dziatania, az po dziatanie ogélnoustrojowe, synchronizujace, jako
melatonina syntetyzowana w specjalnym narzadzie, szyszynce, bedacg sktadnikiem zegara
biologicznego, ktéry ma nadrzedng pozycje w hierarchii mechanizmdw utrzymujgcych

homeostaze.

W 1996 roku, kiedy przystepowatam do pracy naukowej, po wpisaniu stowa ,,melatonina” w
wyszukiwarce baz bibliograficznych pojawiato sie ok. 500 prac rocznie, dzi$ liczba ta ulegta
podwojeniu i wynosi ok. 1200. Melatonina pojawia sie w kazdym chyba kontekscie - od
bakterii przez rosliny po zdrowie cztowieka. Jednym z ciekawszych odkry¢ ostatnich lat jest
fakt, ze melatonina jest syntezowana w mitochondriach neurondw, a organella te posiadaja
w swojej btonie receptory MT1 poprzez ktére melatonina hamuje w nich wydzielenie
cytochromu c pod wptywem stresu (Suofu i wsp., 2017). Pokazuje to, ze melatonina moze
miec dziatanie homeostatyczne nawet wewnatrz organellum a Autorzy nazwali to dziatanie
,automitocrine” per analogiam do ,,autocrine”. Widaé zatem, ze wyniki kolejnych badan nie
tylko generujg nowe pytania, ale tez otwierajg nowe obszary poszukiwan. Sadze, ze

przysztos¢ badan nad melatoning jest zapewnional
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62.Szczur, A., (2010 ). Zmiany poziomu ekspresji cytokin prozapalnych (IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-18 i TGF-B4) w
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UW pod opieka dr Magdaleny Markowskie;j.
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PHYSIOLOGY PART D: GENOMICS AND PROTEOMICS, 6(3), 282-309.

65.Tsai, S., Y., O'Brien, T., E., & McNulty, J., A. (2001). Microglia play a role in mediating the effects of cytokines
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transcription. BIOLOGICAL RHYTHM RESEARCH, 47, 45-58.
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IL-18 gene expression in blood leukocytes of male chickens with experimental peritonitis: the impact of lighting
conditions and melatonin. JOURNAL OF ANIMAL AND FEED SCIENCES, 22, 79-87.
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70.Xie, Z., Chen, F., Li, W., A., Geng, X, Li, C., Meng, X., Feng, Y., Liu, W., & Yu, F. (2017). A review of sleep
disorders and melatonin. NEUROLOGICAL RESEARCH, 39(6), 559-565.

71.Zawilska, J., B., Lorenc, A., Bereziniska, M., Vivien-Roels, B., Pévet, P., & Skene, D., J. (2006). Diurnal and
circadian rhythms in melatonin synthesis in the turkey pineal gland and retina. GENERAL AND COMPARATIVE
ENDOCRINOLOGY, 145(2), 162-168.

72.Zylinska, K., Komorowski, J., Robak, T., Mucha, S., & Stepien, H. (1995). Effect of granulocyte-macrophage
colony stimulating factor and granulocyte colony stimulating factor on melatonin secretion in rats in vivo and in
vitro studies. JOURNAL OF NEUROIMMUNOLOGY, 56, 187-190.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnieé¢ naukowo - badawczych
Prace podzielitam na grupy tematyczne.
I. Badania biosyntetycznej aktywnosci szyszynki

1. Adamska, I., Matz, M., Lewczuk, B., Bliigental, N., Markowska, M., Meronka, R., &
Majewski, P. (2019). Daily Profiles of Neuropeptides, Catecholamines, and Neurotransmitter
Receptors in the Chicken Pineal Gland. FRONTIERS IN PHYSIOLOGY, 9, 1-10.
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2. Adamska, I., Marhelava, K., Walkiewicz, D., Kedzierska, U., Markowska, M., & Majewski, P.
(2016). All Genes Encoding Enzymes Participating in Melatonin Biosynthesis in the Chicken
Pineal Gland are Transcribed Rhythmically. JOURNAL OF PHYSIOLOGY AND PHARMACOLOGY,
67(4), 521-530.

3. Adamska, I., Lewczuk, B., Markowska, M., & Majewski, P. (2016). Daily profiles of
melatonin synthesis-related indoles in the pineal glands of young chickens (Gallus gallus
domesticus L.). JOURNAL OF PHOTOCHEMISTRY AND PHOTOBIOLOGY B-BIOLOGY, 164, 335—
343.

4. Piesiewicz, A., Podobas, E., Kedzierska, U., Joachimiak, E., Markowska, M., Majewski, P., &
Skwarto-Sonta, K. (2010). Season-related differences in the biosynthetic activity of the
neonatal chicken pineal gland. OPEN ORNITHOLOGY JOURNAL, 3, 134-140.

Czestg przyczyng uzyskiwania sprzecznych wynikéw w badaniach rytmu proceséw
biologicznych jest rozna czestotliwos¢ ich pomiaréw w ciggu doby. W trzech pracach
aktywnos¢ biosyntetyczna szyszynki byta badana co 2 godziny, co dato mozliwos¢ uzyskania
bardzo szczegétowych wynikdéw. W badaniach tych wykazalismy rytm znakomitej wiekszosci
badanych proceséw (prace 2, 3), ktére niekiedy byty uwazane za niecykliczne. Wyniki
przedstawione w pracy 1 po raz pierwszy ukazujg rytm katecholamin, neuropeptydéw iich
receptorow w szyszynce kurczat. Wyniki przedstawione w 4 pracy wskazuja, ze sezon, w
ktorym wykluty sie kurczeta wptywa na aktywnos¢ biosyntetyczng szyszynki niezaleznie od
tego, ze po wykluciu zwierzeta hodowane byty w fotoperiodzie L:D = 12:12. Praca ta
tematycznie nawigzuje do drugiego badanego tematu, przedstawionego ponize;j.

Il. Badania wptywu sezonu, fotoperiodu i melatoniny na uktad odpornosciowy ssakéw
i ptakow

5. Majewski, P., Markowska, M., Pawlak, J., Piesiewicz, A., Turkowska, E., & Skwarto-Sonta,
K. (2012). Pineal gland and melatonin: Impact on the seasonality of immune defence in
mammals and birds. ADVANCES IN NEUROIMMUNE BIOLOGY, 3(1), 95-108.

6. Pawlak, J., Gotgb, M., Markowska, M., Majewski, P., & Skwarto-Sonta, K. (2009).
Photoperiod-related changes in hormonal and immune status of male Siberian hamsters,
Phodopus sungorus. COMPARATIVE BIOCHEMISTRY AND PHYSIOLOGY A-MOLECULAR &
INTEGRATIVE PHYSIOLOGY, 152(3), 299-303

7. Skwarto-Sonta, K., Majewski, P., Pawlak, J., & Markowska, M. (2007). Photoperiodic vs.
non-photoperiodic animals — circadian and seasonal changes in immunity. Melatonin: From
Molecules to Therapy. Londyn: Nova Science Publishers 247 - 260.

8. Pawlak, J., Majewski, P., Markowska, M., & Skwarfo-Sonita, K. (2005). Season- and gender-
dependent changes in the immune function of Siberian hamsters (Phodopus sungorus).
NEUROENDOCRINOLOGY LETTERS, 26, 1-3.
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Wieloletnie badania prowadzone przez zespoty badajgce wptyw melatoniny na uktad
odpornosciowy ssakéw i ptakdw wskazywaty na réznice wynikéw uzyskiwanych w
laboratorium i terenie. Jedng z przyczyn moze byé zastosowany podczas doswiadczen
fotoperiod. W laboratorium zazwyczaj stosuje sie fotoperiod 12L:12D,, ktéry w naszej strefie
geograficznej wystepuje tylko dwa razy w roku. Prace z tego cyklu wskazuja, ze dziatanie
uktadu odpornosciowego zgodne jest z warunkami swietlnymi panujgcymi w srodowisku
zycia zwierzat, niezaleznie od utrzymywanego w laboratorium rezimu swietlnego. Oznacza
to, ze endogenny zegar biologiczny w uktadzie rocznym jest nadrzedny w stosunku do
doraznie zastosowanych warunkdéw swietlnych.

lll. Badanie wptywu melatoniny na uktad odpornosciowy ptakow

9. Markowska, M., Mrozkowiak, A., Pawlak, J., & Skwarto-Sonita, K. (2004). Intracellular
second messengers involved in melatonin signal transduction in chicken splenocytes in vitro.
JOURNAL OF PINEAL RESEARCH, 37, 207-212.

10. Markowska, M., Mrozkowiak, A., & Skwarto-Sonta, K. (2002). Influence of melatonin on
chicken lymphocytes in vitro: involvement of membrane receptors. NEUROENDOCRINOLOGY
LETTERS, 23, 67-72.

11. Skwarto-Sonita, K., Majewski, P., Markowska, M., Jakubowska, A., & Waloch, M. (2002).
Bi-modal effect of melatonin on inflammatory reaction in young chicken. Treatise on pineal
gland and melatonin. Enfield, NH, USA: Science Publishers, 225-238.

12. Markowska, M., Waloch, M., & Skwarto-Sonta, K. (2001). Melatonin inhibits PHA-
stimulated chicken lymphocyte proliferation in vitro. JOURNAL OF PINEAL RESEARCH, 30,
220-226.

W pracach tych podsumowane sg wyniki otrzymane podczas wykonywaniu pracy
magisterskiej i doktorskiej. W badaniach in vitro wykazatam dualizm dziatania melatoniny
zalezny od pobudzenia splenocytéw: melatonina stymuluje proliferacje spontaniczng,
natomiast hamuje namnazanie sie komodrek pobudzonych mitogenem. Odmienne dziatanie
melatoniny na splenocyty kurczat zachodzi za posrednictwem dwdch réznych podklas jej
receptoréow btonowych: Mellc i MT2. Inne sg tez wewngtrzkomérkowe Sciezki sygnatowe
inicjowane przez melatonine podczas pobudzenia i bez mitogenem. Mechanizm
stymulujgcego dziatania melatoniny zwigzany jest ze wzrostem poziomu IP3 i Ca%*,
przekaznikdw niezbednych do aktywac;ji limfocytow, oraz obnizaniem
wewngtrzkomaérkowego poziomu cAMP. Natomiast w aktywowanych mitogenem
splenocytach Mel powoduje wzrost stezenia cAMP oraz obnizanie poziomu IP3 i Ca?*. W
pracy 11 przedstawione sg wyniki wskazujace, ze takze in vivo melatonina wptywa na uktad
odpornosciowy ptakdw odmiennie w zaleznosci od stopnia jego aktywacji.
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IV. Badania wzajemnego oddziatywania szyszynka-uktad odpornosciowy

13. Skwarto-Sonta, K., Majewski, P., Markowska, M., Obtap, R., & Olszanska, B. (2003). Bi-
directional communication between pineal gland and immune system. CANADIAN JOURNAL
OF PHYSIOLOGY AND PHARMACOLOGY, 81, 342-349.

14. Markowska, M., Biatecka, B., Ciechanowska, M., Koter, Z., Laskowska, H., Karkuciriska-
Wieckowska, A., & Skwarto-Sonta, K. (2000). Effect of immunization on nocturnal NAT
activity in chicken pineal gland. NEUROENDOCRINOLOGY LETTERS, 21, 367-373.

W pracach tych zawarte zostaty pierwsze przestanki o istnieniu komunikacji miedzy uktadem
odpornosciowym a aktywnoscig biosyntetyczng szyszynki ptakéw.

V. Pozostate prace

15. Kiernozek, E., Kowalik, A., Markowska, M., Koztowska, E., & Drela, N. (2014). Day/night
changes of thymus-deriving natural regulatory T cell development and function. JOURNAL OF
NEUROIMMUNOLOGY, 274(1-2), 102-110.

Praca przedstawia dobowe réznice w funkcjonowaniu regulatorowych limfocytéow T z
uwzglednieniem wptywu kortykosteronu na te procesy. Moim zadaniem byto oznaczenie
kortykosteronu.

16. Pietrzak, B., Bednarska, A., Markowska, M., Rojek, M., Szymariska, E., & Slusarczyk, M.
(2013). Behavioural and physiological mechanisms behind extreme longevity in Daphnia.
HYDROBIOLOGIA, 715(1), 125-134.

Praca przedstawia potencjalne mechanizmy stojgce za dtugowiecznoscig Daphnia w Morskim
Oku. Moja rolg byto zmierzenie i wykorzystanie wskaznika RNA/DNA do wyttumaczenia tego
zjawiska.

17. Sinska, B., Sotowska-Brochocka, J., Rosotowska-Huszcz, D., Markowska, M., Bozentowicz,
M., Skwarto-Sonta, K., & Gromadzka-Ostrowska, J. (2007). Diet supplementation with
cholesterol and vitamin E influences rat hormonal and immune status. JOURNAL OF ANIMAL
AND FEED SCIENCES, 16, 109-120.

Praca przedstawia wptyw diety wysokocholesterolowej na wybrane wskazniki dziatania
uktadu hormonalnego i odpornosciowego szczuréw. Madj udziat polegat na uczestniczeniu w
doswiadczeniach i interpretacji wynikéw.

18. Majewski, P., Markowska, M., Laskowska, H., Waloch, M., & Skwarto-Sonita, K. (2002).
Effect of morphine on thioglycollate-induced peritonitis in chickens.
NEUROENDOCRINOLOGY LETTERS, 23, 87-93.

Praca przedstawia udziat endogennych opioidéw na reakcje zapalng otrzewnej. Méj udziat
polegat na uczestniczeniu w doswiadczeniach i interpretacji wynikow.
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19. Buttowicz, M., Buraczewska, M., Markowska, M., & Skwarto-Sonta, K. (2001).
Immunotoxicity of airborne dust particles in young chickens of both sexes. ACTA BIOLOGICA
CRACOVIENSIA SERIES ZOOLOGIA, 43, 77-87.

Praca przedstawia wptyw zanieczyszczenia srodowiska na uktad odpornosciowy kurczat. Mdj
udziat polegat na uczestniczeniu w doswiadczeniach i interpretacji wynikow.

20. Conti, A., Conconi, S., Hertens, E., Skwarto-Sonta, K., Markowska, M., & Maestroni, G.
(2000). Evidence for melatonin synthesis in mouse and human bone marrow cells. JOURNAL
OF PINEAL RESEARCH, 28, 193-202.

Wyniki tej pracy wskazujg na synteze melatoniny w komérkach odpornosciowych ssakow.
Méj udziat polegat na oznaczeniu aktywnosci AA-NAT w komérkach odpornosciowych.
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