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I. Informacje o wyksztalceniu i przebiegu zatrudnienia

a)  doktor nauk biologicznych w zakresie biologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski,
data uzyskania 04.10.2004
tytul rozprawy: Udziat melatoniny w regulacji stanu zapalnego otrzewnej samcow Gallus
domesticus L.
promotor: Prof. dr hab. Krystyna Skwarlo-Sonta, Zaklad Fizjologii Zwierzat Kregowych,
Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski
recenzent: Prof. dr hab. Barbara Plytycz, Zaklad Immunologii Ewolucyjnej, Wydziat Biologii
i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Prof. Grazyna Korczak-Kowalska,

Zaktad Immunologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski

b)  magister biologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, data uzyskania 02.07.1999
tytul pracy: Wplyw morfiny na indukowany tioglikolatem stan zapalny otrzewnej kury
domowej (Gallus domesticus L.)
promotor: Prof. dr hab. Krystyna Skwarlo-Sonta, Zaktad Fizjologii Zwierzat, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski
recenzenci: Prof. dr hab. Bronistaw Cymborowski, Zaklad Fizjologii Bezkregowcow,

Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski
c) Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.2006 — obecnie  adiunkt Zaklad Fizjologii Zwierzat, Wydzial Biologii, Uniwersytet
Warszawski, (Zaktad Fizjologii Zwierzat powstat w 2005
roku w wyniku polaczenia Zaktadu Fizjologii Bezkregowcow
i Zaktadu Fizjologii Zwierzat Kregowych)

12.2007 — 11.2009 staz Department of Pediatrics, Steele Children’s Research Center,

podoktorski University of Arizona Health Sciences Center, Tucson,

Arizona, USA

11.2004 —12.2005  adiunkt  Zaklad Fizjologii Zwierzat Kregowych, Wydziat Biologii,

Uniwersytet Warszawski,

10.2004 asystent  Zaktad Fizjologii Zwierzat Krggowych, Wydziat Biologii,

Uniwersytet Warszawski,

Strona 2 z 24



dr Pawel Marek Majewski Zalacznik nr 3
do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

II. Wskazanie osiagniecia'* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca

2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm. pdzn.)

a) tytul osiggniecia naukowego

Okreslenie udzialu ukladu odpornosciowego w regulacji aktywnosci osteoblastow gryzoni

laboratoryjnych oraz pinealocytow kury domowej

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacii, rok

wydania, nazwa wydawnictwa)

1. Majewski PM, Thurston RD, Ramalingam R, Kiela PR, Ghishan FK. Cooperative role
of NF-{kappa}B and Poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-1) in the TNF-induced inhibition
of Phex expression in osteoblasts. (2010) Journal of Biological Chemistry 285(45):34828-34538

2. Piesiewicz A, Kedzierska U, Podobas E, Adamska I, Zuzewicz K, Majewski PM. Season-
dependent Postembryonic Maturation of the Diurnal Rhythm of Melatonin Biosynthesis in the
Chicken Pineal Gland. (2012) Chronobiology International 29(9): 1227-1238

3. Piesiewicz A, Kedzierska U, Adamska I, Usarek M, Zeman M, Skwarto-Sonta K, Majewski PM.
Pineal arylalkylamine N-acetyl-transferase (Aanat) gene expression as a target of inflammatory

mediators in the chicken. (2012) General and Comparative Endocrinology 179(2):143-151

4. Piesiewicz A, Kedzierska U, Turkowska E, Adamska I, Majewski PM. Seasonal postembryonic
maturation of the diurnal rhythm of serotonin in the chicken pineal gland. (2015) Chronobiology
International 32(1):59-70

Omowienie indywidualnego wktadu wnioskodawcy oraz oswiadczenia wspotautorow okreslajgce
ich indywidualny wktad w powstanie kazdej z powyzszych prac zebrano w osobnym dokumencie
(Zalgcznik 7). Nie przewiduje sie wykorzystania ktorejkolwiek z wymienionych prac jako

osiggniecia w innym postepowaniu awansowym.

¢) Omowienie celu naukowego prac wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego oraz wynikow

wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Badania zaprezentowane w serii publikacji sa kontynuacja mojej pracy nad wzajemnymi

oddzialywaniami pomigedzy ukladam nerwowym, hormonalnym i odporno$ciowym u zwierzat

"* w przypadku, gdy osiggnieciem tym jest praca/prace wspolne, nalezy przedstawi¢ o$wiadczenia wszystkich jej

wspotautoréw, okreslajace indywidualny wklad kazdego z nich w jej powstanie.
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kregowych, ktére rozwijaja si¢ od studiow doktoranckich. Podstawowa rdznica, pomiedzy
wymienionym okresem, a praca po uzyskaniu stopnia doktora jest zmiana podejScia do badan
1 zastosowanie w nich metod biologii molekularnej oraz analiz chronobiologicznych. Do rozwoju
moich badan w znaczacy sposob przyczynita si¢ praca podczas stazu podoktorskiego na University
of Arizona, ktéra zwrocita moja uwage na tkanke kostng, od niedawna uznawang za istotny element
uktadu hormonalnego (Fukumota i Martin, 2009). Zdobyte do$§wiadczenie widoczne jest zar6wno
w publikacjach, jak réwniez w obecnej pracy, ktoérej efekty zostaly szczegdlowo opisane
w podrozdziatach zatytulowanych ,Perspektywy”. Badania przedstawione w publikacjach
wchodzacych w sklad osiggniecia habilitacyjnego byly przeprowadzone gldwnie na gryzoniach
laboratoryjnych oraz kurczetach: zwierzetach modelowych dla gromad ssakow i ptakéw. Czgsé
moich obserwacji naukowych przeprowadzonych w modelu ssaczym jest obecnie porownywana

z wynikami badan, ktoére prowadze na komorkach ludzkich.

Okreslenie udzialu ukladu odpornosciowego w regulacji aktywnosci

osteoblastow gryzoni laboratoryjnych

Majewski PM, Thurston RD, Ramalingam R, Kiela PR, Ghishan FK (2010) Cooperative role of
NF-{kappa}B and Poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-1) in the TNF-induced inhibition of
Phex expression in osteoblasts. Journal of Biological Chemistry 285(45): 34828-34538

Wprowadzenie: Zmniejszenie gestosci mineralnej kosci (bone mineral density, BMD) jest czgstym
zjawiskiem towarzyszacym przewleklym stanom zapalnym, w tym nieswoistemu zapaleniu jelit
(inflammatory bowel desease, IBD). Choroba ta czg¢sto prowadzi do zaleznej od chronicznego stanu
zapalnego osteoporozy. Dane literaturowe wskazuja, ze zaréwno osteoporoza spowodowana
obnizeniem poziomu hormondéw plciowych, estrogendw, jak i ta wywotana przez nadaktywnos¢
uktadu odpornosciowego, ma zrodto we wzroscie aktywnosci czynnikéw z rodziny NF-«B (nuclear
factor kappa-lightchain-enhancer of activated B cells, NF-kB). Czynniki te sg elementem bardzo
wazne] wewnatrzkomorkowej $ciezki sygnalowej, aktywowanej nie tylko w osteoklastach,
odpowiedzialnych za resorpcje, czy w osteoblastach odpowiedzialnych za budowe kosci,
ale rowniez w wielu innych komorkach. Ostatnie lata przynosza duzo nowych informacji
dotyczacych znaczenia kosci w homeostazie organizmu, wskazujac iz petnig one m. in. aktywng
funkcje w homeostazie wapnia i fosforu nieorganicznego (Ca*'/Pi). Odkrycie przyczyn
powstawania zwigzanej z chromosomem X krzywicy hipofosfatemicznej (X-linked
hypophosphatemia, XLLH), wywolywanej przez mutacje genu kodujacego biatko PHEX, sprawilo,
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ze wiedza o funkcjonowaniu osi regulacyjnej nerki-kosci-jelito jest lepiej rozumiana. Gen Phex
koduje endopeptydaze regulujaca poziom fosforandw nieorganicznych (Phosphate regulating
endopeptidase homolog, X-linked, PHEX). Badania przeprowadzone przez grup¢ Profesora Feyeza
Ghishana zard6wno w warunkach in vivo, jak i in vitro wykazaly, ze podczas chronicznego stanu
zapalnego zarowno w modelach zwierzgcych IBD, jak iu ludzi z ta choroba, krazace limfocyty oraz
inne leukocyty uwalniaja cytokiny wplywajace na homeostaze kosci, zaburzajac réwnowage
pomigdzy odkladaniem, a resorpcja sktadnikow mineralnych (Uno i wsp., 2006). Ponadto, obnizona
BMD jest czgsto obserwowana u pacjentow z IBD, 31-59% doroslych cierpigcych na te¢ chorobg ma
osteopenie, podczas gdy 5-41% ma osteoporoze, a u wigkszosci mlodych pacjentéw z IBD
wystepuje znaczny ubytek BMD (Rodriguez-Bores i wsp., 2007). Wczesne badania (Uno i wsp.,
2006), wykonane na myszach z chemicznie wywolanym zapaleniem okr¢znicy (model TNBS) lub
otrzymujacych dootrzewnowo cytokine prozapalng TNF (tumour necrosis factor, TNF) wykazaly,
ze w ich tkance kostnej poziom mRNA genu Phex jest obnizony, a regulacja ekspresji tego genu
zachodzi na poziomie transkrypcyjnym. Co wigcej, ci sami autorzy zidentyfikowali region
promotora mysiego genu Phex usytuowany bardzo blisko miejsca startu transkrypcji, pomiedzy 116
a 110 nukleotydem (-116/-110 nt) od miejsca startu transkrypcji (okre§lany zwyczajowo jako +1 nt)
warunkujacego wywolywane przez TNF hamowanie ekspresji Phex. Obnizona przez t¢ cytoking
ekspresja Phex, skutkuje zahamowaniem mineralizacji, co stwierdzono w badaniach prowadzonych
na szczurzej osteoblastycznej linii komorkowej UMR-106. Wyniki te wskazuja, ze zahamowanie
aktywnos$ci osteoblastow moze przyczynia¢ si¢ do spadku BMD obserwowanej podczas

przewlektych stanow zapalnych (Ryc. 1).
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Ryc. 1 Wplyw chronicznego stanu zapalnego na struktur¢ kosci, obserwowany na poziomie
aktywnos$ci osteoklastow i osteoblastow, zmienionej przez gtdéwna cytoking prozapalng TNF.
Efektem dziatania TNF jest obnizenie gestos$ci mineralnej kosci (BMD).
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Cel badan: okreslenie molekularnego mechanizmu, zaangazowanego w zalezne od TNF hamownie
ekspresji genu Phex w osteoblastach.

Metody: Doswiadczenia zostaly wykonane na szczurzej osteoblastycznej linii komorkowej UMR-
106. Analizowany byt poziom mRNA genu Phex metoda RT-qPCR. Ponadto, sklonowano mysi
promotor genu Phex 1 stworzono system reporterowy (pPGal, Clontech) zawierajacy rozne
fragmenty promotora tego genu, ktorym transferowano komoérki UMR-106. Interakcje DNA-biatka
jadrowe wykonywano technika EMSA (electrophoretic mobility shift assay), DAPA (DNA affinity
precipitation assay) oraz ChIP (chromatin immunoprecipitation assay). W celu potwierdzenia

wynikéw uzyskanych w badaniach in vitro przeprowadzono szereg dos§wiadczen na:

e myszach dzikich (wild type, WT),

e szczepie myszy z inaktywowanym genem kodujacych biatko PARP-1 (KO PARP-I’/'),

¢ mysim modelu choroby IBD, szczepie myszy z inaktywowanym genem kodujacych
Interleuking-10 (KO IL-107),

¢ mysim modelu choroby IBD, indukowanej dootrzewnowym podaniem limfocytow
CD4"CD45RB"€" myszom z inaktywowanym genem Rag2 (KO Rag2™).

Wyniki: Wykonane doswiadczenia potwierdzily hamujacy wplyw TNF na ekspresj¢ genu Phex
w komorkach UMR-106. Podanie cykloheksamidu, inhibitora translacji, nie odwracalo efektu
wywieranego przez TNF, co sugeruje, ze we wplywie tej cytokiny nie posrednicza czynniki
transkrypcyjne, powstajace w komoérkach de novo. Transfekcja komérek UMR-106 plazmidami
zawierajagcymi coraz krétsze odcinki mysiego promotora genu Phex pozwolita na zidentyfikowanie
w nim kilku miejsc zlokalizowanych blisko miejsca startu transkrypcji, potencjalnie wigzacych
czynniki transkrypcyjne NF-kB 1 AP-1 (activator protein I). Doswiadczenia wykonane technikg
EMSA wykazaly, ze sposréd tych dwoch rodzajéow czynnikow transkrypcyjnych, wigzanie do
promotora Phex pod wplywem TNF byto zwickszone dla biatek szlaku NF-«xB. Metoda DAPA
potwierdzono, Ze rejon promotora Phex -133/+1 nt wigze czynniki NF-kB. Co wigcej wykazano, ze
region promotora Phex -116/-110 nt, zawierajacy liczne nukleotydy adeninowe (polyA) uczestniczy
w wywotywanym przez TNF hamowaniu ekspresji tego genu, przez laczace si¢ z nim biatko PARP-
1 i stymulacje jego aktywnosci enzymatycznej wyrazajacej si¢ poli ADP-rybozylacja (PARyl)
czynnikow NF-kB (posttranslacyjna modyfikacja biatek) faczacych si¢ z promotorem w regionie
76/-56 nt oraz -35/-16 nt promotora genu Phex. Zarowno PARP-1, jak i czynnik transkrypcyjny NF-
kB (heterodimer RelA/p50), wigza si¢ z promotorem Phex bardzo blisko miejsca startu transkrypcji,
a biatko RelA (synonim: p65) podlega PARyl-acji. Zahamowanie enzymatycznej aktywnosci
PARP-1 odwraca hamujacy ekspresj¢ Phex wptyw TNF. Jednym z koncowych doswiadczen
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potwierdzajacych role czynnikdow Sciezki sygnatowej NF-kB oraz biatka PARP-1 w hamowaniu
ekspresji Phex bylo poddanie myszy dzikich (WT) oraz KO PARP-1"" wptywowi TNF. Iniekcja tej
cytokiny myszom, powodowata znaczne obnizenie poziomu mRNA genu Phex w tkance kostnej,
podczas gdy zwierzegta PARP” poddane wplywowi TNF nie réznity si¢ pod tym wzgledem od
zwierzat kontrolnych PARP™ nastrzyknietych sola fizjologiczng. Badania mechanizmu hamowania
ekspresji Phex u gryzoni laboratoryjnych, potwierdzity represj¢ Phex w kolejnych dwoch modelach
chronicznego =zapalenia jelit u myszy (mysie modele choroby IBD), zapalenia okreznicy
indukowanego przez mikroflore bakteryjna u myszy KO IL-10" oraz indukowanego

high

dootrzewnowym podaniem limfocytow CD4"CD45RB"" myszom KO Rag2™".

Podsumowanie: Przytoczone wyniki wskazuja na istnienie u gryzoni laboratoryjnych mechanizmu
represji genow zachodzacej pod wptywem cytokiny prozapalnej TNF, w ktorej uczestnicza czynniki
transkrypcyjne NF-kB i biatka PARP-1. To zjawisko przypuszczalnie przyczynia si¢ do obnizania
BMD obserwowanego podczas chronicznych stanéw zapalnych, takich jak IBD. Sugerowany
mechanizm zaleznego od TNF hamowania ekspresji Phex u gryzoni laboratoryjnych zostal
podsumowany na Ryc. 2. Biatko PARP-1 uznawane jest na poziomie regulacji transkrypcji gendw
jako ,,cyngiel” rozwoju reakcji zapalnej (Hassa i Hottiger, 2002), zatem jest mozliwe, ze regiony
PoliA zlokalizowane blisko miejsca startu transkrypcji w promotorach innych genow moga by¢
waznym elementem regulacyjnym podczas aktywacji ukladu odpornosciowego, takiego jak

przewlekly stan zapalny.
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Ryc. 2 Wplyw chronicznego stanu zapalnego na strukture kosci, obserwowany na poziomie
aktywnosci osteoklastow i osteoblastow (A) oraz sugerowany mechanizm represji genu Phex pod
wptywem TNF (B).
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Perspektywy: Badania wykonane na modelu zwierzgcym staly si¢ podstawg do stworzenia nowego
projektu badawczego, ktorego celem jest weryfikacja czy podobny mechanizm istnieje w przypadku
regulacji ludzkiego genu Phex. W 2011 roku stworzony przeze mnie projekt pt.: “Udziat
posttranslacyjnej modyfikacji czynnikéw transkrypcyjnych NF-kB w powstawaniu osteoporozy -
badania in vitro z zastosowaniem osteoblastow ludzkich” otrzymat finansowanie z funduszy

Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (Grant: N 401 629140).

W wyniku przeprowadzonych w ramach tego projektu badan stwierdzono:

e istotny udziat genu Phex w regulacji funkcji osteoblastow ludzkich przez TNF, zalezny od
aktywnosci $ciezki sygnatowej NF-«xB,

e brak modulujacego znaczenia biatka PARP-1 na funkcje osteoblastow ludzkich po podaniu TNF,

¢ istnienie molekularnego mechanizmu regulacji ekspresji genéw, w ktdrym uczestniczg regiony

poliA w proksymalnej cz¢$ci promotorow genow.

Badania te bgda kontynuowane w celu dalszego scharakteryzowania opisanego mechanizmu
angazujacego rejony polyA gendéw, ktorych ekspresja jest zmieniana podczas aktywacji ukladu

odpornosciowego.

Okreslenie udzialu ukladu odpornosciowego w regulacji

aktywnosci pinealocytow kury domowej

Szyszynka jest narzadem neuroendokrynnym wystepujacym jedynie u zwierzat kregowych.
Zaangazowana jest ona w kontrolg i synchronizacj¢ funkcji rozrodczych i sezonowosci wielu
procesow, wlaczajac w to metabolizm i procesy odpornosciowe, a u ptakéw kontroluje ona rowniez
migracj¢ oraz $piew. Szyszynka oddziatuje na organizm poprzez syntez¢ glownego hormonu,
melatoniny (Falcon, 2007). Melatonina (MEL) syntetyzowana nocg jest z szyszynki niezwlocznie
uwalniana do ptynu moézgowo-rdzeniowego i trafia do krwi, z ktéra krazy w organizmie bedac dla
niego chemicznym sygnatem o zapadnigciu ciemnos$ci, zaleznie od profilu dobowej aktywnosci
zwierzecia, wskazujac pore jego aktywnosci lub spoczynku. Istnieje wiele dowodow wskazujacych
na wystgpowanie wzajemnego oddziatywania pomiedzy uktadem odpornosciowym, a syntetyzujaca
MEL szyszynka (Skwarto-Sonta i wsp., 2003, 2007, 2011, Majewski i wsp. 2005a, Nowak i1 wsp.,
2006, Piesiewicz i wsp., 2012), ale szczegélowy mechanizm tej relacji nadal jest nie w pehi
rozumiany. Zgodnie z otrzymanymi wynikami badan wilasnych, wskazujacymi na wystepowanie
sezonowych zmian w aktywno$ci biosyntetycznej szyszynki oraz rdéznic we wplywie

aktywowanego doswiadczalnie uktadu odpornosciowego na aktywno$¢ tego narzadu, u ptakéw
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przetrzymywanych od dnia wyklucia w takich samych kontrolowanych warunkach laboratoryjnych,

zostaty przeprowadzone badania w celu:

e okres$lenia, co jest przyczyna otrzymywania niejednoznacznych i czgsto sprzecznych wynikow
badan przez naukowcoéw z roznych laboratoriow,
¢ zdefiniowania, ktory sezon oraz wiek ptakow jest najodpowiedniejszy do badania interakcji

pomigdzy szyszynka, a uktadem odpornosciowym.

Osiagniecie tych celéw bylo niezbedne do wykonania ostatniego etapu badan bedacych moim

osiggnigciem naukowym.

Piesiewicz A, Kedzierska U, Podobas E, Adamska I, Zuzewicz K, Majewski PM (2012) Season-
dependent postembryonic maturation of the diurnal rhythm of melatonin biosynthesis in the chicken

pineal gland. Chronobiology International 29(9): 1227-1238

Piesiewicz A, Kedzierska U, Turkowska E, Adamska I, Majewski PM (2015) Seasonal
postembryonic maturation of the diurnal rhythm of serotonin in the chicken pineal gland.

Chronobiology International 32(1): 59-70

Wprowadzenie do dwéch publikacji: Rytmy biologiczne, to znaczy dobowe zmiany parametrow
biologicznych, wystepuja u niemal wszystkich przebadanych dotychczas zywych organizmow
(Dunlap 1 wsp., 1999, Golden & Canales, 2003, Schibler, 2005). Prawie wszystkie zmiany
okolodobowe, nazywane rowniez rytmami dobowymi, s3 generowane przez endogenne oscylatory
ktére wykazuja okoto 24 h oscylacje, nawet gdy organizm przebywa w statych warunkach
$wietlnych, zazwyczaj w stalej ciemnosci (D:D). Te endogenne oscylacje s3 zwrotnie
synchronizowane lub dostosowywane do czasu rzeczywistego bedacego dawca czasu (ZT,
Zeitgeber time), tak wiec ich endogenna faza rytmu stabilnie odpowiada fazie rytmu otoczenia.
Dominujacym dawca czasu (ZT) dla wigkszosci gatunkow jest cykl §wiatta i ciemnosci (L:D),
a wyspecjalizowane fotorecepcyjne oraz fototransdukcyjne mechanizmy wyewoluowaty w system
zegara biologicznego. Dostosowany do czasu rzeczywistego oscylator lub grupa oscylatoréw
reguluja rézne podlegle im procesy, nadajac rytmiczne wlasciwosci calemu organizmowi.
Na poziomie komoérek rytm dobowy regulowany jest przez geny zegarowe i zwrotne petle
transkrypcyjno - traslacyjne (Dunlap i wsp., 1999). U ptakéw nadrzedne centra regulacyjne
zlokalizowane sg w trzech wyspecjalizowanych strukturach: szyszynce, siatkowce oka i jadrach
nadskrzyzowaniowych podwzgorza (SCN) (Cassone, 1998). Szyszynka syntetyzuje MEL
rytmicznie podczas cyklu L:D, ze szczytem w ciaggu nocy i z relatywnie niskim podstawowym

poziomem obserwowanym w ciggu dnia. Hormon ten nie jest przechowywany w szyszynce, ale
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niezwlocznie uwalniany do krazenia obwodowego i dlatego zmiany jego st¢zenia w organizmie
koresponduja ze wzrostem jego syntezy w szyszynce. Konsekwentnie, MEL przekazuje informacje
o zewnetrznych warunkach §wietlnych oraz aktywnosci oscylatora centralnego (Barclay i wsp.,
2012). Stwierdzono, ze u kury domowej szyszynka bezposrednio otrzymuje informacje
o warunkach $wietlnych otoczenia i odpowiada na ten sygnal. Co wigcej, wyniki kilku prac
badawczych wskazuja, ze szyszynkowy molekularny mechanizm zegarowy wystepujacy u ptakoéw
jest identyczny z tym wystgpujacym w SCN ssakéw (Okano & Fukada, 2003, Yoshimura i wsp.,
2000). Wilasciwosci te czynig szyszynke kurczat bardzo dogodnym modelem do badan
biologicznego systemu zegarowego.

Biosynteza MEL jest dobrze poznanym, czteroetapowym szlakiem enzymatycznym. Na pierwszym
etapie tryptofan (TRP) jest przeksztalcany do 5-hydroksytryptofanu (5-HTP) przez hydroksylazg
tryptofanu (TPH), enzym kodowany przez gen 7phl. Nastgpnym enzymem szlaku jest
dekarboksylaza L-aminokwasow aromatycznych (AADC), kodowana przez gen Ddc,
przeksztatcajaca 5S-HTP do 5-hydroksytryptaminy (serotonina, 5-HT). Serotonina jest substratem
dla arylo-alkilo-amino-N-acetylotransferazy serotoninowej (AANAT) kodowanej przez gen Aanat,
a produktem aktywnosci tego enzymu jest N-acetyloserotonina (NAS). Ostatnim etapem jest
przeksztatcenie NAS do MEL przez transferaze hydroksyindolo-O-metylowa (HIOMT), kodowana
u kury domowej przez gen Asmt (Klein 1 wsp., 2010). Szlak biosyntezy MEL ze wskazaniem

substratow, enzyméw i kodujacych je gendow u kury domowej zostat przedstawiony na Ryc. 3.

tryptofan 5-hydroksytryptofan serotonina N-acetyloserotonina melatonina
(TRP) (5-HTP) (5-HT) (NAS) (MEL)
E U |I-1\Il: R --oﬁ DEH—IZH" p HO H,— CH, — HH u--u.]:jju- = —nh—i—c.:-‘ —_— :--.Ol:j:-l r----««-fﬁ-u
b " dekarboksylaza . "
hydroksylaza L-aminokwasow arylo-alkilo-amino- hydroksyindolo-
enzymy: tryptofanu aromatycznych N-acetylo transferaza O-metylo-transferaza
(TPH) (AADC) (AANAT) (HIOMT)
geny: Tphl Ddc Aanat Asmt

Ryc. 3 Szlak biosyntezy melatoniny ze wskazaniem substratow, nazw enzyméw i kodujacych je
genoéw u kury domowe;j.

Molekularne szczegdly regulacji biosyntezy MEL rdznig si¢ pomiedzy roznymi gatunkami zwierzat
(Cassone, 1998, Zeman & Herichova, 2011). Historycznie, uwaga badaczy skupiona byta gtéwnie
na aktywnosci enzymu AANAT, ktory w latach 70-tych XX wieku zostal zaproponowany jako
kluczowy enzym na szlaku biosyntezy MEL, co sprawilo, ze jego wlasciwos$ci byly bardzo szeroko
opisywane. Ponadto, wczesne badania wskazywaty btednie, ze u ssakow HIOMT jest kluczowym
enzymem na szlaku biosyntezy MEL i m. in. z tego powodu dwa pierwsze enzymy na szlaku
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biosyntezy tego hormonu, TPH i AADC, nie doczekaly si¢ wzmozonego zainteresowania badaczy,
cho¢ pierwszy z nich zostat uznany za kluczowy na szlaku biosyntezy serotoniny (Huang i wsp.,
2008). Dlatego nie dziwi to, ze dotychczas nie przeprowadzono dokfadnej analizy profilu
transkrypcyjnego, wystegpowania biatek, substratow oraz produktéw dla wszystkich enzymow
biorgcych udziat w szyszynkowej biosyntezie MEL. Zostalo jednak odkryte, ze u kury domowej
przynajmniej trzy z czterech genéw kodujacych enzymy tego szlaku (7Tphl, Aanat i Asmt) sa
posrednio regulowane przez molekularny zegar biologiczny zlokalizowany w szyszynce oraz
bezposrednio przez $wiatlo, zarowno na poziomie transkrypcyjnym, translacyjnym jak
1 posttranslacyjnym (Cassone, 2014). Dlatego tez uznaje si¢, ze biosynteza MEL jest dynamicznym,

rytmicznym procesem, podczas gdy jedynie ekspresja genu Ddc jest nierytmiczna.

Wczesdniejsze doswiadczeniach przeprowadzone przez nasz zespdt na 3-tygodniowych kurczgtach,
trzymanych od dnia wyklucia w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych (L:D 12:12),
udowodnity Ze szczyt nocnej aktywnosci enzymu AANAT w szyszynkach jest przesunigty zaleznie
od sezonu wyklucia zwierzat (Majewski 1 wsp., 2005a). Nast¢pnie stwierdzilismy zalezny od
rozwoju postembrionalnego wzrost aktywnos$ci tego enzymu u kurczat wyklutych w sezonie letnim
(Skwarlo-Sonta 1 wsp., 2011). Odkrycia te sklonily nas do postawienia hipotezy, ze o ile rytmiczna
synteza MEL zostaje ustalona podczas rozwoju embrionalnego ptakéw, to profil rytmu jej
biosyntezy jest modyfikowany przez sezon wyklucia oraz dojrzewa na wczesnym etapie
postembrionalnym.

Cel badan: okreslenie wptywu sezonu wyklucia kurczat na okolodobowe szyszynkowe zmiany
biosyntezy MEL.

Metody: Doswiadczenia przeprowadzono na kurczetach rasy Hy-Line wyklutych w lecie i w zimie,
przetrzymywanych od dnia wyklucia w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych (L:D 12:12).
2-, 9- 1 16-dniowe kurczeta byly dekapitowane co 2 lub 4 h w ciggu doby 1 izolowano z nich

szyszynki w celu okreslenia:

e dobowych zmian poziomu mRNA gendéw kodujacych enzymy zaangazowane w szlak biosyntezy
MEL (Tphl, Ddc, Aanat 1 Asmft), metoda RT-qPCR,

e dobowych zmian aktywnosci enzymow zaangazowanych w szlak biosyntezy MEL (AANAT
1 HIOMT), metodami biochemicznymi i HPLC,

e dobowych zmian poziomu MEL i dostgpnosci substratow szlaku jej biosyntezy (TRP, 5-HTP
and 5-HT), metodami biochemicznymi i HPLC.

Wyniki: Wyniki przedstawione w pierwszej pracy wskazuja, ze rytm dobowy biosyntezy MEL jest
ustalony w 2. dniu po wykluciu kurczat, lecz podlega zaleznemu od sezonu dojrzewaniu
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postembrionalnemu. Stezenie MEL i jej prekursora, serotoniny (5-HT), wzrasta pomiedzy 2. a 16.
dniem zycia kurczat. Stwierdzili$my réwniez, ze poziom mRNA genéw Aanat i Asmt kodujacych
enzymy szlaku biosyntezy MEL z 5-HT, jak roéwniez aktywnos$ci samych enzymow, wzrastaja
podczas rozwoju postembrionalnego. Co wigcej, zmiany byly zalezne od sezonu wyklucia zwierzat,
mimo iz zwierz¢ta te od dnia wyklucia przetrzymywane byly w kontrolowanych warunkach
laboratoryjnych (L:D 12:12). Najbardziej widoczne byly roznice w stezeniu 5-HT i MEL, jak
roéwniez w poziomie mRNA genu Aanat oraz aktywno$ci kodowanego przez ten gen enzymu.
Wykazali$my takze, ze najwigksza zmiennosciag dobowa charakteryzuje si¢ 5-HT. Sugeruje to, iz
dostepnos$¢ tej indoloaminy moze limitowa¢ biosynteze MEL. Oznacza to, Ze na poziom biosyntezy
MEL moze istotnie wpltywa¢ poziom TRP i/lub 5-HTP, jak rowniez aktywno§¢ TPH i1 AADC,
enzymoOw bioracych udziat w przeksztatcaniu TRP do 5-HT.

Wyniki drugiej pracy wykazaly, ze zarowno poziom TRP i 5-HT, jak réwniez poziom mRNA
genoéw Tphl i1 Ddc w szyszynce zmienia si¢ podczas rozwoju postembrionalnego w sposob zalezny
od wieku kurczat i sezonu, natomiast poziom 5-HTP pozostaje na tym samym poziomie niezaleznie
od wieku zwierzat i sezonu prowadzenia badan. Odkrycie to jest kolejnym posrednim dowodem na
to, ze wydajno$¢ zaleznej od sezonu biosyntezy MEL jest limitowana przez dostgpnos¢ 5-HT
1 ograniczenie to moze zaleze¢ zarowno od ekspresji genu 7phl, jak 1 Ddc. Ponadto, wykazali$my,
ze poziom mRNA genu Ddc w szyszynkach 9-dniowych kurczat zmienia si¢ rytmicznie w ciaggu
doby, pomimo, iz gen ten uwazany jest za jedyny nie transkrybowany rytmicznie sposrod
wszystkich genow kodujacych enzymy biorgce udziat w biosyntezie MEL u kury domowe;.
Najistotniejsze wnioski wynikajace z dwoch przedstawionych prac, opisujacych sezonowe i zalezne

od wieku kurczat zmiany w procesie biosyntezy MEL, zostaly podsumowane w Tabeli 1.
Podsumowanie: Przytoczone wyniki wskazujg iz:

e rytmiczna aktywno$¢ biosyntetyczna szyszynki zmienia si¢ podczas rozwoju postembrionalnego
kurczat,

e postembrionalne dojrzewanie rytmu biosyntetycznej aktywnosci szyszynki zalezy od sezonu
wyklucia,

o cfektywnos¢ zaleznej od sezonu biosyntezy MEL wydaje si¢ by¢ limitowana przez dostepnosé
5-HT,

e u kurczat dziala, opisywana wczes$niej u gryzoni (Drickamer, 1990) ,,pami¢¢ fotoperiodyczna”;
zjawisko to definiuje si¢ jako wptyw naturalnego fotoperiodu doswiadczonego przez rodzicow,

e widoczny okotodobowy rytm ekspresji genu Ddc u 9-dniowych kurczat w lecie sugeruje, ze
podobnie do transkrypcji genow Tphl, Aanat 1 Asmt, gen ten moze by¢ kontrolowany przez
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endogenny mechanizm zegara molekularny, a wigc Ddc moze by¢ okreslony jako gen

kontrolowany przez zegar (clock controlled gene, CCG).

Tabela 1. Rytmiczno$¢ biosyntezy MEL 1 jej prekursorow (TRP, 5-HTP, 5-HT), aktywnosci
enzymow (AANAT, HIOMT) oraz zmian poziomu mRNA gendw Tphl, Ddc, Aanat i Asmt
w szyszynkach 2- i 9-dniowych kurczat wyklutych w zimie i1 lecie. Krzyzykami oznaczono
wystepowanie istotnych rytmicznych zmian (p<0.05 +, p<0.025 ++, p<0.01 +++, p<0.001 ++++),
na podstawie Piesiewicz i wsp., 2015.

Mierzone 2-dniowe 9-dniowe
parametry Zima Lato Zima Lato
TRP - - +++ +4++
Tph1 = ++ - g
5-HTP ++ - ++ -
Ddc = " - &
5-HT - ++++ +++ ++++
Aanat +++ + + +4+++
AANAT ++++ +++ +++ +++
Asmt Fod ik 4+ e +++
HIOMT - ” . -
MEL +++ +++ +++ -

Perspektywy: Wyniki opublikowanych do$wiadczen pozwolily na nowo spojrze¢ na interakcje
wystepujace pomigdzy szyszynka, a uktadem odpornosciowym oraz na modyfikacj¢ stosowanego
dotychczas ukladu eksperymentalnego. Co wigcej, wyniki te staty si¢ podstawa nowego projektu
badawczego stworzonego w celu rozpoznania mechanizmu regulujacego ekspresje gendw
kodujacych enzymy szlaku biosyntezy MEL i odpowiedzi na og6lne pytanie dotyczace regulacji
ekspresji genéw CCGs, ktorych ekspresja kontrolowana jest przez elementy molekularnego zegara
biologicznego. Ostatnio rozpoczg¢liSmy badania in vitro na pierwotnych pinealocytach
wyizolowanych z szyszynek kurczat, ktore wykazaty, ze geny kodujace wszystkie enzymy biorace
udziat w biosyntezie MEL mozna definiowa¢ jako CCGs (Marhelava i wsp., 2015 — materiaty
konferencyjne). Dodatkowo we wspoOlpracy z Profesorem Bogdanem Lewczukiem z Zaktadu
Histologii i Embriologi, Wydziatlu Weterynarii Medycznej, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
okreslilismy dobowe zmiany poziomu wszystkich zwigzkow indolowych zwigzanych z biosynteza
MEL, wystepujacych w szyszynkach kurczat. Badania te potwierdzily mozliwo$¢ limitowania

biosyntezy MEL przez dostgpno$¢ 5-HT (Skwarlo-Sonta 1 wsp., 2014 — materiaty konferencyjne).
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Dwa manuskrypty prezentujace przedstawione wyniki zostaly ostatnio zlozone do redakcji

czasopism z listy Journal Citation Reports.

Piesiewicz A, Kedzierska U, Adamska I, Usarek M, Zeman M, Skwarlo-Sonta K, Majewski PM
(2012) Pineal arylalkylamine N-acetyl-transferase (Aanat) gene expression as a target of

inflammatory mediators in the chicken. General and Comparative Endocrinology 179(2): 143-151

Wprowadzenie: Szesnascie lat temu nasza grupa odkryla, Ze immunizacja kurczat erytrocytami
owcy zmienia aktywno$¢ enzymu AANAT w szysznkach w sposob zalezny od sezonu 1 plci
badanych zwierzat (Markowska i wsp., 2000). Stworzylimy wowczas dogodny uktad
doswiadczalny do badan odpowiedzi zapalnej, bazujacy na indukcji odpowiedzi immunologicznej
przez dootrzewnowe podanie roztworu tioglikolatu (TG) (Majewski 1 wsp., 2002, Majewski 1 wsp.,
2005b). U ptakoéw dootrzewnowy naplyw leukocytow po iniekcji TG, gldwnie granulocytow,
obserwowany jest juz 3 - 4 h po iniekcji i konczy si¢ po okolo 24 h, co jest znacznie
dynamiczniejszym procesem, niz u badanych pod tym wzgledem ssakow (Majewski i wsp., 2002).
Ten krotki czas rozwoju reakcji zapalnej otrzewnej pozwolit nam na przeprowadzenie badan
dobowej kontroli przebiegu reakcji zapalnej. Naptyw leukocytéw do otrzewnej kurczat wigze si¢ ze
wzrostem przepuszczalnosci naczyh krezki jelitowej rozpoczynajacym si¢ okoto 4 h od podania TG
(Majewski 1 wsp., 2002). Dootrzewnowe podanie roztworu buforu fosforanowego (PBS)
zwierzgtom kontrolnym réwniez powoduje wzrost liczby leukocytow otrzewnowych (peritoneal
leukocytes, PTLs), ale wzrost ten jest mniejszy i1 trwa krdécej, niz ten obserwowany po
dootrzewnowym zastrzyku TG. Wplyw podania TG jest nie tylko obserwowany lokalnie
w otrzewnej, ale réwniez obwodowo i1 wyraza si¢ wzrostem liczby leukocytow we krwi,
obserwowanym do 12 h od wywolania stanu zapalnego otrzewnej (Majewski 1 wsp., 2002) oraz
w podwyzszeniu, u zwierzat z wywolanym stanem zapalnym, zar6wno spontanicznej jak
i indukowanej podaniem mitogenu, aktywnos$ci proliferacyjnej limfocytéw wyizolowanych ze
$ledzion (splenocytéw) (Majewski i wsp., 2005b, Majewski i wsp., 2005a). Podstawowy oraz
indukowany chemicznie poziom wolnych rodnikow tlenowych (radical oxygen species, ROS) oraz
ich synteza jest wyzsza w PTLs wyizolowanych od zwierzat z grupy TG, niz kontrolnej (Majewski
1 wsp., 2005a). Ksztaltujacym kierunek dalszych badan odkryciem bylo stwierdzenie, ze
wywotujaca stan zapalny otrzewnej iniekcja TG powoduje obnizenie aktywno$ci enzymu AANAT
w szyszynkach kurczat (Skwarto-Sonta i wsp., 2003, Majewski i wsp., 2005a). Na podstawie
przedstawionych wynikow oraz dostepnych danych literaturowych, wysuneliSmy hipoteze istnienia
wzajemne] komunikacji pomiedzy szyszynka a ukladem odpornosciowym u ptakéw (Skwarto-

Sonta i wsp., 2003). Wszystkie opisane powyzej obserwacje znalazly swoje potwierdzenie
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w badaniach przeprowadzonych na ssakach przez grupe¢ Prof. Reginy Markus (Markus i wsp.,

2007).

Mediatory stanu zapalnego u kurczat jak dotychczas nie zostaly dobrze scharakteryzowane.
Ostatnio odkryliSmy jednak, Ze rozwojowi stanu zapalnego otrzewnej u kurczat towarzyszy wzrost
poziomu lizozymu w osoczu oraz zmiana poziomu mRNA prozapalnych cytokin: Interleukiny-6
i Interleukiny-18 w splenocytach. Co wigcej, zmiany te rowniez zaleza od sezonu prowadzenia
badan oraz pory doby, w ktdrej nastapilo pobranie materiatu do oznaczen (Turkowska i wsp., 2016).
Mechanizm szyszynkowej odpowiedzi na rozwoj stanu zapalnego u kurczat, wilaczajac w to
zaangazowanie receptorow oraz wewnatrzkomérkowych szlakoéw posredniczacych, nie zostal
jeszcze okreslony lecz wcigz jest intensywnie badany. Obecnie, mechanizmy te s znacznie lepiej
rozpoznane u ssakow. Nieliczne opublikowane w tym temacie prace doswiadczalne wskazuja na
bezposredni wptyw mediatoréw zapalnych, uwalnianych przez komoérki odpornosciowe na
pinealocyty, ale rowniez na astrocyty, komorki mikrogleju oraz limfocyty obecne w szyszynkach.
Zostalo rowniez wykazane, zarobwno w badaniach in vivo, jak i in vitro, Ze antygeny takie jak
lipopolisacharydy $cian komoérkowych bakterii (LPS) moga penetrowaé $rodowisko szyszynki,
prawdopodobnie bezposrednio aktywujac $ciezke sygnatowa NF-kB w pinealocytach i komérkach
mikrogleju przez receptory TLR4 (toll-like receptor 4). W komoérkach mikrogleju LPS stymuluje
biosyntez¢ i uwalnianie cytokiny TNF, ktéra aktywuje ekspresj¢ wilasnego receptora (TNFRI)
w pinealocytach (da Silveira Cruz-Machado i wsp., 2010).

Mozliwe sa przynajmniej dwa mechanizmy modulacji szyszynkowej biosyntezy MEL przez stan

zapalny otrzewnej, ktore moga wystepowac niezaleznie lub jednoczesnie:

e mediatory stanu zapalnego syntetyzowane podczas rozwoju reakcji zapalnej przedostaja si¢ do
szyszynki i1 bezposrednio wplywaja na aktywno$¢ pinealocytow lub zwigzanej z szyszynka
tkanki limfoidalnej (pineal-associated lymphoid tissue, PALT),

e mediatory stanu zapalnego syntetyzowane podczas rozwoju reakcji zapalnej moduluja

uwalnianie neurotransmiteréw przez komoérki nerwowe unerwiajace szyszynke.

Przed rozpoznaniem czynnika lub czynnikow odpowiedzialnych za modulowanie aktywnosci
szyszynki u kury domowej podczas rozwoju reakcji zapalnej niezwykle istotne bylo rozpoznanie,

ktory element szlaku biosyntezy MEL podlega regulacji in vivo.

Cel badan: okreslenie etapu lub etapow szlaku biosyntezy MEL podlegajacych wptywowi stanu

zapalnego.
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Metody: Doswiadczenia przeprowadzane byty na kurczetach rasy Hy-Line przetrzymywanych od
dnia wyklucia w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych (L:D 12:12). Stan zapalny otrzewne;j
wywotywany byl przez dootrzewnowa iniekcje roztworu thioglikolatu (TG) 2 h po zapaleniu lub
2 h przed wylaczeniem $wiatla; zwierzeta dekapitowano 4 h od indukcji stanu zapalnego, a wpltyw

uktadu odpornosciowego okreslany byt w szyszynkach:

¢ na poziomie mRNA gendéw kodujacych enzymy biorgce udzial w biosyntezie MEL (7phl, Ddc,
Aanat i Asmt), metodg RT-qPCR,

¢ na poziomie stezenia MEL oraz jej prekursorow (TRP, 5-HTP, 5-HT i NAS), metody
biochemiczne i HPLC,

¢ na poziomie aktywnos$ci enzymow (TPH, AADC, AANAT i HIOMT), metody biochemiczne
1HPLC,

¢ na poziomie pomiaru ilosci biatkka AANAT oraz bialka opiekunczego 14-3-3, metoda Western
blot,

¢ na poziomie stezenia MEL we krwi, metoda ELISA.

Wyniki: Wykazali$my, ze rozwijajacy si¢ stan zapalny powoduje wzrost poziomu mRNA genu
Tphl noca 1 wzrost poziomu mRNA genu Asmt w ciggu dnia oraz obnizenie poziomu transkrypcji
genu Aanat nocg. Zardwno poziom MEL we krwi oraz szyszynkach, jak réwniez szyszynkowy
pozim NAS byl obnizony w nocy u zwierzat z wywolanym stanem zapalnym. Poziom biatka
AANAT oraz jego aktywnos$¢ enzymatyczna byly znaczaco zredukowane w szyszynkach kurczat
z grupy TG, podczas gdy aktywnos¢ enzymu HIOMT pozostawata podwyzszona. Wyniki te
wskazuja, ze obnizony poziom MEL obserwowany u zwierzat z wywotanym stanem zapalnym jest
wynikiem regulacji ekspresji genu Aanat na poziomie transkrypcyjnym, poprzedzajacym
zahamowanie syntezy biatka i aktywnosci tego enzymu. Definitywnie, mozna stwierdzi¢ Ze na
poziomie molekularnym celem dziatania nieznanych jeszcze mediatoréw stanu zapalnego
w szyszynkach kurczat jest gen kodujacy enzym AANAT. Najwazniejsze odkrycia z trzech
publikacji prezentujacych wyniki badan przeprowadzonych na kurczetach podsumowane zostaty na

Ryc. 4.

Podsumowanie: Rozwijajacy si¢ stan zapalny u kurczat hamuje szyszynkowa biosynteze¢ MEL
i redukuje poziom tego hormonu we krwi. Szyszynkowa ekspresja genu Aanat jest gldwnym celem
mediatoréw zapalnych, ktére nie zostaly jeszcze zidentyfikowane u ptakow. Obnizenie poziomu
biosyntezy MEL obserwowane podczas aktywacji ukladu odporno$ciowego jest wynikiem

obnizenia ekspresji genu Aanat regulowanym na poziomie transkrypcyjnym.
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Perspektywy: Otrzymane wyniki staly si¢ podstawa przygotowania nowego projektu badan pt:
»Neuroimmunologiczna regulacja syntezy melatoniny w szyszynce kury domowej” oraz uzyskania
w 2013 roku jego finansowania ze $rodkow Narodowego Centrum Naukowego (NCN UMO-

2012/07/B/NZ3/02919). Celem tego projektu jest identyfikacja:

e neuroimmunologicznych czynnikoéw regulujacych okolodobowa aktywno$¢ biosyntetyczng
szyszynki mtodych kurczat,

e neuroimmunologicznych czynnikow modulujacych aktywnos$¢ biosyntetyczng szyszynki podczas
stanu zapalnego in vitro,

e weryfikacja dziatania czynnikow wybranych w dos$wiadczeniach in vivo w ukladzie in vitro

w szyszynkowych hodowlach organotypowych.

Ponadto, model in vitro hodowli kurczecych pinealocytéw pierwotnych, ktéry ostatnio
stworzyliSmy do badania czynnikow transkrypcyjnych regulujacych biosyntez¢ MEL, w przysziosci
moze by¢ przydatny w badaniach wzajemnych interakcji migdzy szyszynka, a ukladem
odporno$ciowym czy nerwowym. W przysztosci moze on by¢é rowniez stosowany
w przedklinicznym testowaniu nowych lekéw 1 terapii. Unie$miertelnienie pinealocytow, ktore
planujemy w najblizszym czasie, umozliwi utworzenie cennej linii komorkowej stuzacej do
rozwoju dalszych badan. Dzigki temu uzyskiwane wyniki badan stang si¢ bardziej powtarzalne.

Pozwoli to rowniez na ograniczenie liczby zwierzat uzywanych w doswiadczeniach.

Rytmicznos¢ szlaku biosyntezy
MEL zalezy od sezonu wyklucia
i wieku kurczat

PINEALOCYT

BMALL

b Bmall

Wszystkie geny, wiaczajac Ddc,
sg transkrybowane rytmicznie

w ciggu doby

!

CLOCK: BMALL

\_/'\
‘

PER 283 CRY 182 —' Qock” BMALI

Wydajnosc zaleinej od sezonu
biosyntezy MEL moie by¢ limitowana
przez dostepnosc 5-HT

Na poziomie molekularnym celem
mediatoréw stanu zapalnego
w szyszynce jest gen Aanat

Ryc. 4 Schemat molekularnego zegara biologicznego regulujagcego biosynteze melatoniny
w pinealocytach ptakow ze wskazaniem najwazniejszych odkry¢é wynikajacych z badan
przeprowadzonych na kurczetach. Na podstawie Cassone, 2014, z modyfikacjami wlasnymi.
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II1. Dorobek naukowy

a) Dorobek naukowy po doktoracie

Jestem wspotautorem 18 oryginalnych prac naukowych oraz 3 prac przegladowych, podsumowanie

wspomnianych prac zostalo przedstawione w sposob tematyczny.

Seria publikacji niewchodzacych w sklad osiagnigcia habilitacyjnego, przedstawiajaca wstgpne
dane dotyczace sezonowych oraz zaleznych od wieku réznic w szyszynkowej biosyntezie MEL

u kurczat.

e Skwarlo-Sonta K, Nowak K, Joachimiak E, Podobas E, Majewski P (2011) Avian pineal gland

as a clock and calendar: Season-related postmebryonic development of the melatonin biosynthesis
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e Turkowska E, Adamska I, Niedziolka S, Majewski PM, Skwarlo-Sonta K (2016) Seasonality of
inflammation in the chicken: clock vs. melatonin control over the pro-inflammatory cytokine gene
transcription. Biological Rhythm Research 47(1):45-58

e Turkowska E, Majewski PM, Rai S, Skwarlo-Sonta K (2014) Pineal oscillator functioning in the
chicken—effect of photoperiod and melatonin. Chronobiology International 31(1):134-143

e Turkowska E, RaiS, Majewski PM, Skwarlo-Sonta K (2013) Diurnal and seasonal changes in
IL-6 and 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(2):79-87
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Seria publikacji przedstawiajaca dane dotyczace sezonowych oraz zaleznych od plci réznic
w aktywnos$ci uktadu odpornosciowego zwierzat z poza gromady ptakow. Glownym wnioskiem
z tych publikacji, poza opisaniem powyzej wspomnianych zaleznosci jest to, ze podanie MEL
wydaje si¢ wywiera¢ raczej immunostymulujace niz przeciwzapalne wilasciwosci u chomikéw
syberyjskich, oraz, ze lokalnie wywotany stan zapalny wplywa na narzady limfoidalne, nie

wywierajgc takiego efektu na narzady immunologicznie uprzywilejowane.
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Center, University of Arizona Health Sciences Center, Tucson, Arizona. Publikacja ta prezentuje
wyniki badan dotyczacych mechanizméw regulacji poziomu wapnia i fosforu nieorganicznego
w mysim modelu nieswoistego zapalenia jelita (inflammatory bowel disease, IBD), prowadzacego
do rozwoju osteopenii i osteoporozy. Gtéwnym wnioskiem tej pracy jest to, ze obnizenie ekspresji
biatka KLOTHO, nowo odkrytego receptora funkcjonujacego w osi regulacyjnej nerki-kosci-jelito,
zachodzi podczas stanu zapalnego, co ma wplyw na pozajelitowe komplikacje, zwigzane

z uposledzeniem homeostazy tkanki kostne;.

e Thurston RD, Larmonier CB, Majewski PM, Ramalingam R, Midura-Kiela M, Laubitz D,
Vandewalle A, Besselsen DG, Muhlbauer M, Jobin C, Kiela PR, Ghishan FK (2010)
Downregulation of aging-related Klotho gene in experimental colitis: the role of TNF and IFN-

gamma. Gastroenterology 138(4):1384-1394

Seria publikacji przegladowych opisujaca funkcje MEL u ssakow i ptakow.

Majewski P, Markowska M, Pawlak J, Piesiewicz A, Turkowska E, Skwarlo-Sonta K (2012)
Pineal Gland and Melatonin: Impact on the Seasonality of Immune Defence in Mammals and Birds.

Advances in Neuroimmune Biology 3:95-108

o Skwarlo-Sonta K, Majewski P (2010) Melatonin, multifunctional signal molecule in mammals:

origin, functions, mechanisms of action. Folia Medica Lodziensia 37(1):15-55
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photoperiodic animals — circadian and seasonal changes in immunity. In: “Melatonin: from
molecules to therapy” Eds. SR Pandi-Perumal & D Cardinali, Nova Science Publishers, Inc. New

York, pp. 247-260

b) Dorobek naukowy przed obrong doktoratu

Jako doktorant bylem wspolautorem 4 oryginalnych prac naukowych, ich podsumowanie

przedstawione zostalo w sposdb tematyczny.

Seria publikacji opisujgca wplyw podania egzogennej MEL na rozwdj stanu zapalnego u kurczat
oraz wplyw pobudzenia uktadu odpornosciowego na aktywnos¢ szyszynki. Prezentowane wyniki
byly pierwszymi doniesieniami opisujacymi wspoizaleznosci pomigdzy szyszynka, a uktadem

odpornosciowym w modelu zwierzgcym.

o 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(4):342-349

o Skwarto-Sonita K, Majewski P, Markowska M, Jakubowska A, Waloch M. (2002). Bimodal
effects of melatonin on the inflammatory reaction in young chickens. In Treatise on pineal gland
and melatonin. Edited by. C. Haldar, M. Singaravel and S.K. Maitra. Science Publishers, Inc,
Enfield (NH), USA Plymouth, UK: pp. 225-238

o Skwarlo-Sonta K, Adamska I, Majewski P, Markowska M. (2002) Pineal gland, melatonin and
experimental peritonitis in chickens. In Neuroendocrine System and Pineal Gland with Special
Reference to Livestock. Edited and Published by C. Haldar, and S. Singh, Pineal Research Lab,
Department of Zoology, Banaras Hindu University, Varanesi — 211 005: pp. 63-73

Publikacja podsumowujaca gtéwne tezy mojej pracy magisterskiej dotyczacej wptywu morfiny,
egzogennego liganda receptoréw opioidowych, na rozwdj stanu zapalnego u kury domowe;.
Glowny wniosek z przedstawionych wynikéw, dotyczy tego, ze opiaty odmiennie wptywajg na
parametry odpornosciowe u zwierzat réznych gromad kregowcéw, podczas gdy ich wpltyw na

aktywnos¢ leukocytow jest taki sam.

Majewski P, Markowska M, Laskowska H, Waloch M, Skwarto-Sonta K. (2002) Effect of morphine on
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thioglycollate-induced peritonitis in chickens. Neuroendocrinology Letter 23(2):161-167
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