Autoreferat (zalacznik nr 3)

1. Imig¢ i nazwisko

Tomasz Jedrzejewski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

e 30.06.2005 — Dyplom licencjata biotechnologii uzyskany na Uniwersytecie Mikotaja
Kopernika w Toruniu, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Nauk
Biologicznych 1 Weterynaryjnych). Praca licencjacka pt. ,,Zastosowanie komorek
macierzystych w chorobach uktadu krazenia” wykonana w Zakladzie Immunologii
(obecnie Katedra Immunologii). Promotor: Prof. dr hab. Wiestaw Kozak.

e 19.06.2007 — Dyplom magistra biotechnologii uzyskany na Uniwersytecie Mikotaja
Kopernika w Toruniu, Wydzial Biologii 1 Nauk o Ziemi (obecnie Wydzial Nauk
Biologicznych i Weterynaryjnych). Praca magisterska pt. ,,Pirogenna indukcja
makrofagébw szczura in vitro” wykonana w Zaktadzie Immunologii (obecnie Katedra
Immunologii). Promotor: Prof. dr hab. Wiestaw Kozak.

e 01.06.2012 — Dyplom doktora nauk biologicznych uzyskany na Uniwersytecie Mikotaja
Kopernika w Toruniu, Wydzial Biologii 1 Nauk o Ziemi (obecnie Wydzial Nauk
Biologicznych i Weterynaryjnych). Praca doktorska pt. ,,Pirogenne wiasciwosci komorek
mononuklearnych szczura” wykonana w Zakladzie Immunologii (obecnie Katedra
Immunologii). Promotor: Prof. dr hab. Wiestaw Kozak. Recenzenci: Prof. dr hab. Krystyna

Skwarto-Sonta i dr hab. Andrzej Borman Prof. Uniwersytetu Gdanskiego.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych
e (01.10.2016 —obecnie — Adiunkt na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu, Katedra
Immunologii.
e 01.10.2011 — 30.09.2016 — Asystent na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu,

Zaktad Immunologii (pdzniejsza Katedra Immunologii).



4. Omowienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).
Osiagnigcie naukowe pt. ,,Immunomodulacyjne i przeciwnowotworowe wtasciwosci ekstraktu
z Coriolus versicolor - badania na poziomie ogélnoustrojowym i komérkowym” bedace
podstawg do ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego stanowi cykl siedmiu
eksperymentalnych publikacji naukowych, ktore zostaty opublikowane w latach 2014-2025 w
czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports. Laczny wskaznik Impact
Factor tych prac (zgodny z rokiem opublikowania) wynosi 23,811, sumaryczna liczba punktow
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW, od 2021 Ministerstwo Edukacji i Nauki
(MEIN)) z roku opublikowania 525, a taczna liczba cytowan: 77 (50 bez autocytowan). We

wszystkich publikacjach jestem pierwszym autorem i jedynym autorem korespondencyjnym.

Lista publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe (Impact Factor (IF) oraz kwartyl
czasopisma (Q) wg bazy Journal Citation Reports dla roku opublikowania, cytowania wg bazy
Web of Science z dnia 25.02.2025, punktacja wg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(MNISW, od 2021 Ministerstwo Edukacji i Nauki (MEIN) z roku opublikowania)).

1. Jedrzejewski T, Piotrowski J, Wrotek S, Kozak W (2014) Polysaccharide peptide induces
a tumor necrosis factor-a-dependent drop of body temperature in rats. Journal of Thermal
Biology 44: 1-4. doi: 10.1016/j.jtherbio.2014.06.003.

IF2014: 1,505; Q2; liczba cytowan: 10 (5 - bez autocytowan), punktacja MNiSW: 30

Moj wktad w powstanie pracy obejmowat: opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie

doswiadczen, uzyskanie zgody Lokalnej Komisji Etycznej, uzyskanie grantu wewnetrznego

UMK (1527-B) na sfinansowanie badan, udzial we wszystkich wykonywanych

doswiadczeniach, 1j.: biotelemetryczny pomiar temperatury ciata, wykonanie iniekcji u

szczurow, pobranie probek krwi oraz wykonanie testow ELISA, analize, w tym statystyczng,

wynikow, napisanie w calosci manuskryptu, przygotowanie Wszystkich rycin, korekte

manuskryptu po recenzjach.

2. Jedrzejewski T, Piotrowski J, Kowalczewska M, Wrotek S, Kozak W (2015)
Polysaccharide peptide from Coriolus versicolor induces interleukin 6-related extension of
endotoxin fever in rats. International Journal of Hyperthermia 31(6): 626-634. doi:
10.3109/02656736.2015.1046953.

IF2015: 3,361; Q1; liczba cytowan: 16 (10 - bez autocytowan), punktacja MNISW: 25



Moj wktad w powstanie pracy obejmowal: opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie
doswiadczen, uzyskanie zgody Lokalnej Komisji Etycznej, uzyskanie dwoch grantow
wewnetrznych UMK (1527-B 1 1925-B) na sfinansowanie badan, udzial we wszystkich
wykonywanych doswiadczeniach, tj.. biotelemetryczny pomiar temperatury ciata, wykonanie
iniekcji u szczuréow, pobranie probek krwi oraz wykonanie testow ELISA, analize, w tym
statystyczng, wynikow, napisanie w calosci manuskryptu, przygotowanie wszystkich rycin,

korekte manuskryptu po recenzjach.

3. Jedrzejewski T, Pawlikowska M, Piotrowski J, Kozak W (2016) Protein-bound
polysaccharides from Coriolus versicolor attenuate LPS-induced synthesis of pro-
inflammatory cytokines and stimulate PBMCs proliferation. Immunology Letters 178: 140-
147. doi: 10.1016/j.imlet.2016.08.013.

IF2016: 2,86; Q3; liczba cytowan: 18 (11 - bez autocytowan), punktacja MNiSW: 20

Moj wktad w powstanie pracy obejmowat: opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie

doswiadczen, uzyskanie grantu wewnetrznego UMK (2244-B) na sfinansowanie badan, udzial

we wszystkich wykonywanych doswiadczeniach, tj.: izolacja i stymulacja komoérek PBMC,
oznaczanie Zywotnosci komorek oraz poziomu cytokin z uZyciem testow ELISA, analize, w tym
statystyczng, wynikow, napisanie w calosci manuskryptu, przygotowanie wszystkich rycin,

korekte manuskryptu po recenzjach.

4. Jedrzejewski T, Piotrowski J, Pawlikowska M, Wrotek S, Kozak W (2019) Extract from
Coriolus versicolor fungus partially prevents endotoxin tolerance development by
maintaining febrile response and increasing I1L-6 generation. Journal of Thermal Biology
83: 69-79. doi: 10.1016/j.jtherbio.2019.05.005.

IF2019: 2,361; Q1; liczba cytowan: 8 (7 - bez autocytowan), punktacja MNiSW: 70

Moj wktad w powstanie pracy obejmowat: opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie

doswiadczen, uzyskanie zgody Lokalnej Komisji Etycznej, uzyskanie grantu wewnetrznego

UMK (1925-B) na sfinansowanie badan, udzial we wszystkich wykonywanych

doswiadczeniach, tj.: biotelemetryczny pomiar temperatury ciata, wykonanie iniekcji u

szczurow, izolacja i stymulacja komorek PBMC, oznaczanie Zywotnosci komorek, oznaczanie

poziomu NF-xb p65, IL-6 i reaktywnych form tlenu, analize, w tym statystyczng, wynikow,
napisanie w catosci manuskryptu, przygotowanie wszystkich rycin, korekte manuskryptu po

recenzjach.



5. Jedrzejewski T, Sobocinska J, Pawlikowska M, Dzialuk A, Wrotek S (2020) Extract from
the Coriolus versicolor fungus as an anti-inflammatory agent with cytotoxic properties
against endothelial cells and breast cancer cells. International Journal of Molecular
Sciences 21(23): 9063. doi: 10.3390/ijms21239063.

IF2020: 5,924; Q1; liczba cytowan: 16 (12 - bez autocytowan), punktacja MNiSW: 140

Moj wktad w powstanie pracy obejmowal: opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie

doswiadczen, udzial we wszystkich wykonywanych doswiadczeniach, tj.: stymulacja komorek,

badania cytotoksycznosci, pomiar poziomu reaktywnych form tlenu, badanie migracji komorek,
wykonanie testow ELISA oraz badan z uZyciem techniki Western Blot, analize, w tym
statystyczng, wynikow, napisanie w calosci manuskryptu, przygotowanie wigkszosci rycin,

korekte manuskryptu po recenzjach.

6. Jedrzejewski T, Sobocinska J, Pawlikowska M, Dzialuk A, Wrotek S (2022) Dual effect
of the extract from the fungus Coriolus Versicolor on lipopolysaccharide-induced cytokine
production in RAW 264.7 macrophages depending on the lipopolysaccharide
concentration.  Journal of Inflammation Research 15: 3599-3611. doi:
10.2147/JIR.S364945.

IF2022: 4,5; Q2; liczba cytowan: 9 (5 - bez autocytowan), punktacja MEIN: 140

Moj wktad w powstanie pracy obejmowat: opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie

doswiadczen, udziat we wszystkich wykonywanych doswiadczeniach, tj.: stymulacja komorek i

okreslenie ich Zywotnosci, oznaczenia wykonane z uzyciem technik ELISA i Western Blot,

analize, w tym statystyczng, wynikow, napisanie w calosci manuskryptu, przygotowanie

wigkszosci rycin, korekte manuskryptu po recenzjach.

7. Jedrzejewski T, Sobocinska J, Maciejewski B, Spisz P, Walczak-Skierska J, Pomastowski
P, Wrotek S (2025) In vitro treatment of triple-negative breast cancer cells with an extract
from the Coriolus versicolor mushroom changes macrophage properties related to
tumorigenesis. Immunologic Research 73 14. doi: 10.1007/s12026-024-09574-6.

IF2023: 3,3; Q3; liczba cytowan: 0 (0 - bez autocytowan), punktacja MEIN: 100

Moj wktad w powstawanie pracy obejmowat: opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie

doswiadczen, udzial we wszystkich wykonywanych doswiadczeniach, tj. analiza chemiczna

ekstraktu, stymulacja komorek i okreslenie ich Zywotnosci, pomiar poziomu reaktywnych form
tlenu i aktywnosci enzymow, badanie migracji komorek, oznaczenia wykonane z uZyciem

techniki ELISA i cytometrii przeplywowej, analize, w tym statystyczng, wynikow, napisanie w
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calosci manuskryptu, przygotowanie wiekszosci rycin, korekte manuskryptu po recenzjach,
uzyskanie finansowania z NCN w ramach konkursu MINIATURA 3 (grant nr
2019/03/X/NZ6/00107).

Wstep

Produkty naturalne, w tym leki pochodzace z ro$lin i grzybow, od wiekow petnia
kluczowa role w opiece zdrowotnej. W ciagu ostatnich trzech dekad naukowcy wyjasnili
mechanizmy dziatania wielu terapii opartych na naturalnych produktach, w tym
chemioterapeutykow, takich jak topotekan [Pommier i wsp., 2010], etopozyd, tenipozyd
[Bjorkholm, 1990], docetaksel czy paklitaksel [Alken i Kelly, 2013], co stanowi istotny krok w
zrozumieniu ich potencjalu terapeutycznego. Potwierdzeniem wzrastajacego znaczenia
produktéw naturalnych we wspotczesnej medycynie jest przyznanie Nagrody Nobla w 2015
roku za odkrycie artemizyniny, zwigzku przeciwmalarycznego pochodzacego z tradycyjnych
chinskich zi6t [Su 1 Miller, 2015].

Wisrdd naturalnych produktoéw, zyskujacych na znaczeniu, wyrdzniajg si¢ grzyby, ktore
poczatkowo znane byty gltownie ze swoich waloréw kulinarnych i odzywczych. Obecnie sa
coraz czesciej doceniane ze wzgledu na liczne wilasciwosci lecznicze. Ich zastosowanie
obejmuje m.in. dzialanie przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwzapalne,
przeciwgrzybiczne, przeciwpasozytnicze, immunomodulujgce oraz przeciwnowotworowe.
Dzigki tym wlasciwosciom zainteresowanie mykoterapia rosnie, a w ciaggu ostatnich 20-30 lat
intensywnie badany jest ich potencjat terapeutyczny [Lysakowska i wsp., 2023; Venturella i
wsp., 2021].

Do najcze¢sciej badanych grzybow o potencjale leczniczym nalezg Agaricus sylvaticus,
Coriolus versicolor, Ganoderma lucidum, Grifola frondosa, Lentinus edodes oraz
Ophiocordyceps sinensis [Bhambri i wsp., 2022; Jeitler i wsp., 2020]. Sposrod ponad 270
gatunkow grzybow o uznanych wiasciwosciach terapeutycznych, Coriolus versicolor (L.)
Quél. (1886) (CV; wrosniak roznobarwny) stanowi jeden z najczesciej badanych pod katem
jego zastosowania w medycynie. Jest to obligatoryjny aerob dziko rosngcym przez caty rok,
najczesciej na martwych pniach i1 gateziach drzew lisciastych. W naturze wystgpuje w postaci
charakterystycznej grzybni, czemu zawdzigcza swoja potoczng nazwe Yun Zhi (,,grzyb
chmura” w jezyku chinskim), Kawaratake (w jezyku japonskim) lub Turkey tail (,,indyczy
ogon” w jezyku angielskim). W literaturze opisywany jest rowniez m.in. jako Trametes
versicolor (L.) Lloyd (1920), Polyporus versicolor (L.) Fries (1821) czy Agaricus versicolor.

Starozytna formuta CV jest stosowana w tradycyjnej chinskiej medycynie ziotowej od ponad
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2000 lat, gdzie uwazana jest za preparat przydatny do usuwania toksyn, poprawy
funkcjonowania watroby 1 $ledziony oraz wzmacniania odpowiedzi immunologicznej,
zwlaszcza, gdy jest podawany suszony i zmielony w formie naparu do picia [Jing i wsp., 2022;
Farmakopea Chinskiej Republiki Ludowej].

Ekstrakt z CV wykazuje szereg wiasciwosci leczniczych, w tym dziatanie
przeciwutleniajace, przeciwwirusowe i przeciwbakteryjne, oraz ma zastosowanie w leczeniu
chorob watroby, cukrzycy, miazdzycy, chordob sercowo-naczyniowych, choroby
zwyrodnieniowej stawOw, choroby zapalnej jelit i wielu innych [Bains i wsp., 2021;
Habtemariam, 2020; Jedrzejewski i wsp., 2023].

Jednym z najbardziej obiecujacych obszaréw badan nad Coriolus versicolor sg jego
wlasciwosci przeciwnowotworowe. Liczne badania in vitro 1 in vivo wykazaty, ze zwiazki
aktywne w ekstrakcie CV wykazuja cytotoksyczne dziatanie przeciwko wielu liniom komorek
nowotworowych oraz hamujg wzrost i tworzenie przerzutow nowotworoéw, CO zostato szeroko
opisane w kilku pracach przegladowych [Habtemariam, 2020; He i wsp., 2022; Saleh i wsp.,
2017], w tym réwniez mojego autorstwa [Jedrzejewski i wsp., 2023]. Dodatkowo, CV
wykazuje dzialanie immunostymulujace, ktére jest podstawa jego stosowania jako terapii
wspomagajacej w leczeniu nowotwordéw. Z tego powodu, w Chinach i Japonii ekstrakt z CV
uzywany jest jako suplement diety o dziataniu immunomodulujagcym, w szczegélnosci w celu
wzmocnienia uktadu odporno$ciowego oraz ochrony watroby. Substancje aktywne w CV
znajduja takze zastosowanie w leczeniu nowotworow, zardwno w trakcie, jak i po chemioterapii
oraz radioterapii. W badaniach klinicznych wykazano, Ze stosowanie CV moze poprawi¢ jakos¢
zycia pacjentow onkologicznych, przedtuzajagc ich przezycie i przeciwdzialajac skutkom
ubocznym terapii konwencjonalnych [Chang i wsp., 2017; Pilkington i wsp., 2022; Sivanesan
i wsp., 2022].

W kontek$cie moich badan, szczegdlnym obszarem zainteresowan sa wlasciwosci
immunomodulujace oraz przeciwzapalne ekstraktu z CV, ktore sg istotne zar6wno w procesach
zapalnych, jak 1 w mechanizmach zwigzanych z goraczka. Zagadnienia te stanowig centralny
punkt mojej pracy badawczej od poczatku kariery naukowej. Prowadzone przeze mnie badania
nad Coriolus versicolor sg wyjatkowe, poniewaz koncentrujg si¢ na analizie jego wplywu na
stan zapalny, ktory odgrywa kluczowa role zarowno w prewencji, jak i terapii nowotworow.
Elementem wyr6zniajacym te badania jest rola CV w konteks$cie dwoch przeciwstawnych, ale
rownie istotnych aspektow stanu zapalnego w onkologii: ostrego stanu zapalnego, ktory moze
dziata¢ jako mechanizm obronny organizmu i wspiera odpowiedZ immunologiczng, oraz

przewlektego stanu zapalnego, ktory jest uznawany za czynnik przyczyniajacy si¢ do rozwoju

6



nowotworow [Greten i Grivennikov, 2019, Nigam i wsp., 2023]. Takie podej$cie pozwala na
glebsze zrozumienie zlozonego wplywu CV na procesy zapalne w organizmie, a takze na
okreslenie jego potencjatu w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej w kontekscie
zarOwno terapii nowotworowej, jak 1 prewencji nowotworéw zwigzanych z przewleklym

stanem zapalnym.

Cel badan
Celem przeprowadzonych eksperymentéw byto zbadanie wplywu substancji aktywnych
zawartych w ekstrakcie pochodzacym z grzyba Coriolus versicolor na procesy

ogblnoustrojowe zwigzane z termoregulacja oraz na komorki immunokompetentne i

nowotworowe, przede wszystkim w warunkach stanu zapalnego in vitro.

Realizowane badania miaty na celu zweryfikowanie przedstawionych ponizej hipotez
badawczych i odpowiedzi na pytanie, czy zwiazki bioaktywne zawarte w ekstrakcie CV:

1. wykazuja wiasciwosci pirogenne, indukujac wzrost temperatury ciala w modelach
eksperymentalnych poprzez aktywacje mechanizméw termoregulacyjnych? (publikacja
#1),

2. modulujg goraczke infekcyjna, wplywajac na odpowiedz termoregulacyjng organizmu w
konteks$cie stanéw zapalnych, szczegdlnie w odpowiedzi na infekcje? (publikacja #2),

3. majag zdolno$¢ modulowania tolerancji endotoksynowej, wplywajac na odpowiedz
immunologiczng organizmu w reakcji na endotoksyny? (publikacja #4),

4. moduluja aktywno$¢ komorek immunokompetentnych i nowotworowych w warunkach
stanu zapalnego, wptywajac na szlaki transdukcji sygnatu prowadzace do ekspresji genow
kodujacych cytokiny prozapalne? (publikacje #3, #5 i #6),

5. wplywaja na interakcje migdzy makrofagami a komérkami nowotworowymi, ksztattujac
mikrosrodowisko zapalne 1 nowotworowe poprzez modyfikacje ich wzajemnych

oddziatywan? (publikacja #7).

Omowienie uzyskanych wynikow

W celu weryfikacji postawionych hipotez przeprowadzitem eksperymenty na poziomie
integracyjnym (in vivo na szczurach), umozliwiajace oceng reakcji ogélnoustrojowych, jak i in
vitro (na jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej oraz ustalonych, komercyjnie
dostepnych liniach komorkowych), w celu oceny wplywu ekstraktu CV na komorki
immunokompetentne i nowotworowe, a takze zbadania interakcji pomigedzy tymi komorkami

w obecnosci ekstraktu CV. Do pomiaru glebokiej temperatury ciala szczuréw stosowatem
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system biotelemetrii (Data Sciences International, Stany Zjednoczone Ameryki), ktory
umozliwia wielodobowa rejestracje temperatury ciala w przedziatach 5 minutowych u
szczurOw swobodnie poruszajacych si¢ w swoich mieszkalnych klatkach, w pelnej izolacji od
eksperymentatora. W ten sposob wyeliminowany zostat problem zwigzany ze stresowym
wzrostem temperatury ciala zwierzat. Podczas doswiadczen zwierzeta byly poddawane
iniekcjom dootrzewnowym (m.in. LPS, polisacharydopeptydy z ekstraktu CV, neutralizujace
przeciwciala na cytokiny), domigsniowym (anestetyki) oraz procedurom anestezjologicznym i
chirurgicznym. W préobach pobranych od zwierzat przeprowadzitem analizy z wykorzystaniem
techniki immunoenzymatycznej ELISA, w celu oznaczenia osoczowego st¢zenia cytokin. Z
krwi szczurzej izolowatem takze jednojadrzaste komorki krwi obwodowej, ktore byly
wykorzystywane do dalszych doswiadczen in vitro. Ponadto, badania na poziomie
komoérkowym wykonywatem na ustalonych liniach zakupionych z Europejskiej Kolekeji Linii
Komorkowych (ang. European Collection of Authenticated Cell Cultures) i Amerykanskiej
Kolekcji Hodowli Komorkowych (ang. American Type Culture Collection), takich jak mysie
makrofagi RAW 264.7, ludzkie komorki $rodbtonka zyty pepowinowej HUVEC (ang. human
umbilical vein endothelial cells), ludzkie komorki raka piersi MCF-7 oraz mysie komorki raka
piersi 4T1. Podczas eksperymentow na poziomie komorkowym wykorzystywatem nastgpujace
techniki i testy badawcze: testy immunoenzymatyczne (ELISA - do oceny st¢zenia cytokin
wydzielanych przez komorki, a takze Western Blot - do oceny ekspresji biatek wystepujacych
w komorce i zwigzanych ze $ciezkami sygnalizacyjnymi); test MTT (do oceny zywotnos$ci
komorek); test LDH (do oceny cytotoksycznosci zwigzkow); test DFC-DA (do oceny poziomu
wewnatrzkomoérkowych reaktywnych form tlenu), test ,,zarastania rany” (ang. scratch assay do
oceny migracji komorek); testy biochemiczne do oceny stezenia catkowitej ilo$ci biatek,
aktywnos$ci arginazy 1 oraz indukowanej syntazy tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide
synthase; iNOS); cytometria przeptywowa (do oceny fenotypu makrofagow); test migracji i
inwazji komorek (ang. transwell assays).

Do wszystkich przeprowadzanych eksperymentéw uzywatem komercyjnie dostgpnych
kapsutek zawierajacych ekstrakt CV, ktore byty zakupione w firmie MycoMedica (Czechy).
Dzigki temu w badaniach wykorzystywalem materiat, ktory z jednej strony byl dokladnie
scharakteryzowany przez producenta i gwarantowatl powtarzalno§¢ wykonywanych oznaczen.
Z drugiej za$ strony, taki komercyjnie dostepny suplement moze by¢ powszechnie uzywany
przez wszystkie zainteresowane osoby, dzigki czemu potencjalne korzysci wynikajace z jego

stosowania sg dostepne dla szerszego grona odbiorcow.



EKSTRAKT CV JAKO MODULATOR PROCESOW ZWIAZANYCH Z
TERMOREGULACJA

Podstawowym celem eksperymentow przeprowadzonych w ramach publikacji
Jedrzejewski i wsp. (2014) (publikacja #1) byto zbadanie wptywu polisachrydopeptydu
(PSP), stanowigcego gtowny bioaktywny sktadnik w ekstrakcie CV, na przebieg glebokiej
temperatury ciata u szczuréw. Dane literaturowe wskazywaly, iz PSP posiada zdolnos¢
wzmacniania termowrazliwych proceséw przeprowadzanych przez makrofagi, takich jak
fagocytoza czy produkcja cytokin prozapalnych: interleukiny (IL) 1, IL-6 i czynnika martwicy
nowotworow a (ang. tumor necrosis factor a; TNF-a) oraz prostaglandyny E> (PGE2) [Chan i
Yeung, 2006; Sekhon i wsp., 2013], ktora uwazana jest za kluczowy mediator goraczki [Kozak
i wsp., 2000]. Ponadto, wymienione cytokiny sa powszechnie opisywane jako szczegdlnie
zaangazowane w mechanizm gorgczki indukowanej przez rdézne molekularne wzorce
patogenow (ang. pathogen-associated molecular patterns; PAMPS), zwane takze pirogenami
egzogennymi, ktorych najlepiej zbadanym przedstawicielem jest inny polisacharydowy
,modulator odpowiedzi biologicznej”, tj. lipopolisacharyd (LPS) wyekstrahowany z bakterii
Gram-ujemnych [Kozak i wsp., 1998]. Na podstawie wymienionych danych literaturowych
uznatem, ze zbadanie wplywu PSP na temperatur¢ ciala jest istotnym zagadnieniem,
szczegodlnie pod katem rozwazania jego zastosowania jako potencjalnego adiuwantu w leczeniu
pacjentéow onkologicznych, u ktorych najczesciej gorgczka si¢ nie rozwija lub pacjentow z
ciezkim przebiegiem infekcji. Dodatkowo, zidentyfikowany wptyw ekstraktu CV na czynniki
zaangazowane w mechanizm indukcji goragczki endotoksynowej sktonit mnie do postawienia
hipotezy, iz PSP, podobnie jak LPS, bedzie indukowal goraczke, i tym samym bedzie mogt
zosta¢ zaklasyfikowany do rodziny egzogennych pirogenow [Li 1 wsp., 2010].

Wyniki przeprowadzonych do§wiadczen zaskakujaco roznity si¢ od przyjetej przeze
mnie hipotezy. Okazato si¢, iz dootrzewnowa iniekcja PSP powoduje zalezny od dawki spadek
glebokiej temperatury ciata szczurow, ktory utrzymywal si¢ od 45 minut do 2 godzin od
momentu wykonania iniekcji i trwat okolo 5 godzin, zanim temperatura ciala zwierzat
powrdcita do wartosci kontrolnych. Ze wzgledu na fakt, iz dane literaturowe wskazywaty, ze
PSP stymuluje synteze TNF-a przez makrofagi in vitro [Schepetkin i Quinn, 2006], a badania
in vivo, ze cytokina ta moze wywiera¢ dziatanie przeciwgoraczkowe u szczurow [Klir i wsp.,
1995], zdecydowalem si¢ w kolejnym etapie zbadac¢ rolg¢ TNF-a w zaobserwowanym obnizeniu
temperatury ciata. Wyniki oznaczenia st¢zenia TNF-o w osoczu szczuréw 2 godziny od
momentu wykonania iniekcji PSP wykazaty, iz st¢Zzenie tej cytokiny jest wielokrotnie wyzsze

w porownaniu do zwierzat kontrolnych. Aby jednoznacznie potwierdzi¢ role¢ TNF-a w tym
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zjawisku, w kolejnych doswiadczeniach wykonatem dootrzewnowe iniekcje przeciwciat anty-
TNF-a, ktore podawatem jedng godzine przed iniekcjami PSP. Okazato si¢, iz zastosowanie
przeciwcial catkowicie hamuje spadek temperatury ciata zwierzat indukowany PSP, co
jednoznacznie potwierdzato kluczowa role TNF-o w tym zjawisku. TNF-a to cytokina, ktéra
oddziatuje z dwoma odrgbnymi transblonowymi receptorami sygnalizacyjnymi, okreslanymi
jako typ I (p55) 1 typ II (p75), wywotujac odmienne efekty biologiczne. Jej zwigzanie do
receptora p75 indukuje goraczke, podczas gdy potaczenie TNF-a z receptorem p55 powoduje
dziatanie kriogeniczne lub antypiretyczne [Netea i wsp., 2000]. Anapireksja to regulowany
spadek temperatury ciala, okreslany mianem odwréconej gorgczki. W warunkach
niedotlenienia, np. podczas anemii, niedokrwienia, zaburzenia rytmu serca czy niedoci$nienia,
anapireksja ma dzialanie ochronne przed niedoborem tlenu, zmniejszajac jego zuzycie i
spowalniajagc tempo uszkodzen komorek, ktore powstaja w wyniku tworzenia si¢ wolnych
rodnikow czy metabolitow chemicznych [Kozak i wsp., 2006a]. Wyniki moich doswiadczen
wykazaly, iz PSP wywoluje efekt podobny do anapireksji, w ktorym istotng role pelni
TNF-a.

Wyniki przedstawione w publikacji Jedrzejewski i wsp. (2014) (publikacja #1)
wskazaty, iz polisacharyd peptydowy obecny w ekstrakcie CV jest czynnikiem modyfikujacym
odpowiedzi fizjologiczno-immunologiczne. Dodatkowo, PSP, stosowany w Chinach i Japonii
jako adiuwant w terapii przeciwnowotworowej, moze by¢ podawany pacjentom
onkologicznym, u ktorych wystepuje goraczka infekcyjna. Z wymienionych powodow, celem
pracy Jedrzejewski i wsp. (2015) (publikacja #2) byto zbadanie roli PSP jako modulatora
goraczki endotoksynowej wywotanej dootrzewnowym podaniem LPS. Wykazalem, iz
dootrzewnowe podanie PSP dwie godziny przed iniekcja LPS wydluza czas trwania
goraczki endotoksynowej u szczuréw. W celu poznania mechanizmu tego zjawiska
oznaczytem w osoczu, w dwéch punktach czasowych (3 1 14 godzin od momentu iniekcji PSP),
stezenie TNF-a i IL-6. Sg to cytokiny prozapalne powszechnie uznawane za tzw. pirogeny
endogenne, czyli substancje stanowigce pierwszy wewnatrzkomoérkowy etap molekularnego
mechanizmu goraczki [Dinarello, 1999]. Uzyskane wyniki wskazaty, ze wywolane przez PSP
przedluzenie czasu trwania goraczki endotoksynowej jest prawdopodobnie zwigzane z |L-
6, a nie z TNF-a, o czym $wiadczyta nadprodukcja IL-6 u zwierzat, ktorym podano PSP i LPS,
w poréwnaniu do szczuréw, u ktorych wykonano iniekcje tylko LPS. W celu jednoznacznego
potwierdzenia tej tezy, w kolejnych do§wiadczeniach podatem zwierzgtom przeciwciala anty-
IL-6, ktorych zastosowanie spowodowato zablokowanie przedtuzenia goraczki, jednoznacznie

potwierdzajac kluczowa role IL-6 w tym procesie.
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Znaczenie uzyskanych przeze mnie wynikow nie tylko wigze si¢ z opisem
potencjalnego przebiegu goraczki infekcyjnej u pacjentdw, ktorym podaje si¢ PSP podczas
leczenia, ale moze mie¢ takze szersze znaczenie aplikacyjne. Dane literaturowe wskazuja, iz
goraczka bezposrednio aktywuje uklad immunologiczny do walki nie tylko z czynnikami
infekcyjnymi, ale takze z komoérkami nowotworowymi, m.in. z udzialem endogennych
pirogenow. Ponadto, zaobserwowano, iz pacjenci onkologiczni, u ktérych po operacji wystapita
goraczka przezywaja znacznie dtuzej niz pacjenci bez goraczki, a takze odnotowano przypadKi
samoistnej remisji nowotworu przewaznie po wystgpieniu incydentu gorgczkowego [Hobohm,
2001; Hobohm i wsp., 2008; Wrotek i wsp., 2018]. Z drugiej strony, raporty kliniczne sugeruja
zmniejszong czgstotliwo$¢ wystgpowania gorgczki, a nawet niemozno$¢ jej indukcji u
pacjentdow chorych na raka [ Wrotek 1 wsp., 2009]. Biorac pod uwage obserwacje kliniczne oraz
coraz lepsze zrozumienie zagadnienia immunologii nowotworow, zwigksza si¢ przekonanie
naukowcow, iz skuteczno$¢ immunoterapii przeciwnowotworowej moze zosta¢ poprawiona z
udzialem goraczki [Kestner i wsp.,2013]. Na podstawie tych danych mozna rozwazy¢
zastosowanie PSP jako czynnika stymulujacego organizmy pacjentow onkologicznych do
wzbudzenia u nich goraczki, tym bardziej, iz samo PSP wykazuje wlaSciwosci
przeciwnowotworowe.

Na podstawie wynikow eksperymentow zwigzanych z modulujacym wptywem
zwigzkow zawartych w ekstrakcie CV na przebieg temperatury ciala oraz goraczki
endotoksynowej, zdecydowatem si¢ zbada¢ wplyw ekstraktu CV na proces tolerancji
endotoksynowej indukowanej LPS u szczuréw [Jedrzejewski i wsp., 2019] (publikacja #4).
Tolerancja na endotoksyne to adaptacja uktadu immunologicznego pojawiajaca si¢ w wyniku
powtarzajacego narazenia organizmu na endotoksyny bakteryjne, takie jak LPS. Najczesciej
opisywanym klinicznym przyktadem tego zjawiska jest sepsa, poniewaz w obu przypadkach
wystepuje stan immunosupresji. Objawia si¢ on m.in. brakiem rozwoju goraczki, wynikajacym
z dysfunkcji komoérek immunologicznych, tracgcych zdolnosé¢ do produkeji IL-6 | TNF-a, czyli
cytokin, ktorych wydzielanie jest silnie modulowane przez ekstrakt CV w obecnos¢ LPS, co
wykazatem w publikacji Jedrzejewski i wsp. (2015) (publikacja #2). Mechanizm tolerancji
endotoksynowej z jednej strony uwazany jest za ochronny przeciwko szkodliwym skutkom
ostrego zapalenia wywotanego endotoksynami [Seeley i Ghosh, 2017]. Z drugiej zas$ strony,
dane literaturowe wskazujg, iz tolerancja endotoksynowa obserwowana u pacjentéw z sepsg
prowadzi do tak silnego stanu immunosupresji, iz ryzyko wystapienia wtornych infekcji,
posocznicy, a nawet $mierci pacjentéw jest wielokrotnie wyzsze [Pena i wsp., 2014]. Ponadto,

ostatnie badania prowadzone w Katedrze Immunologii UMK, w ktérych uczestniczg¢ wskazuja,
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iz tolerancja endotoksynowa zmienia wilasciwosci makrofagow w kierunku komorek
sprzyjajacych rozwojowi nowotworu [Roy 1 wsp., 2023].

W warunkach laboratoryjnych eksperymentalny model tolerancji endotoksynowej
uzyskuje sie¢ w wyniku trzykrotnej iniekcji LPS w 24-godzinnych odstepach czasowych. W
wyniku tej procedury nastepuje stopniowe hamowanie odpowiedzi goraczkowej na LPS, ktora
w trzeciej dobie iniekcji nie jest praktycznie obserwowana. Wyniki moich badan wykazaty, iz
podanie ekstraktu CV przed indukcja tolerancji endotoksynowej powoduje utrzymujacy
sie¢ wzrost temperatury ciala szczuréw zaréwno w drugiej, jak i trzeciej dobie podawania
LPS. Wyniki metaanaliz wyraznie wykazuja ujemng korelacj¢ miedzy temperaturg ciata a
$miertelnoscig w przebiegu sepsy, ktorej mechanizm podobny jest do tolerancji
endotoksynowej, tzn. goraczka wigze si¢ ze spadkiem, natomiast anapireksja ze zwigkszong
$miertelnoscig wsrod pacjentow z sepsa [Rumbus i wsp., 2017]. Na tej podstawie mozna
wnioskowa¢, iz utrzymywanie si¢ odpowiedzi goraczkowej wywolanej ekstraktem CV
podczas tolerancji na endotoksyne jest zjawiskiem korzystnym, a tym samym
zastosowanie ekstraktu CV moze zwiekszy¢ szanse przezycia chorych na sepse.

Podczas tolerancji endotoksynowej, wystepujacy brak zdolno$ci rozwinigcia goraczki
wynika z hamowania wydzielania przez komorki immunokompetentne cytokin prozapalnych,
takich jak IL-6 i TNF-a, na skutek spadku aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-xB (ang.
nuclear factor kB). Zjawisko to zaobserwowano m.in. u pacjentdw chory na seps¢, u ktérych
wyizolowane monocyty produkuja znacznie mniejsze ilosci cytokin prozapalnych w
odpowiedzi na ponowna stymulacj¢ LPS in vitro niz komorki pochodzace od 0sob zdrowych
[Draisma i wsp., 2009]. Z tego powodu celem kolejnych doswiadczen opisanych w tym samym
artykule [Jedrzejewski i wsp., 2019; publikacja #4)] bylo =zbadanie aktywnoSci
jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells; PBMCs)
stymulowanych in vitro LPS i wyizolowanych od szczurow, ktorym podano wczesniej LPS lub
ekstrakt CV i LPS. Uzyskane przeze mnie wyniki wykazaty, iz podanie ekstraktu CV dwie
godziny przed iniekcjg LPS stymuluje komérki PBMCs do wigkszej proliferacji i produkc;ji IL-
6 oraz reaktywnych form tlenu (RFT) w poréwnaniu do zwierzat, ktorym podano tylko LPS, a
opisanym efektom towarzyszy silniejsza aktywacja czynnika NF-xB p65. Dodatkowo,
zaobserwowalem, ze podanie samego ekstraktu CV szczurom najsilniej pobudza wyizolowane
komorki PBMCs do proliferacji, ekspresji czynnika NF-xB p65 i wydzielania IL-6. Na
podstawie wynikow tych do$wiadczen mozna wnioskowaé, iz ekstrakt CV czesciowo
przelamuje tolerancj¢ endotoksynowa u szczurow, czego efektem jest podtrzymanie

reakcji goraczkowej na skutek zwiekszonej aktywnosci komorek PBMCs. Fenotyp tych
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komorek staje si¢ bardziej ukierunkowany na profil prozapalny z jednoczesnym
pobudzeniem wydzielania RFT, ktorych kluczowa rola w zabijaniu patogendw, np.

podczas sepsy, jest powszechnie znana.

EKSTRAKT CV JAKO MODULATOR FUNKCJONOWANIA KOMOREK W
WARUNKACH STANU ZAPALNEGO IN VITRO

Wyniki do§wiadczen przeprowadzonych in vivo 1 in vitro stanowity dla mnie podstawg
do dalszych badan zwigzanych z wptywem ekstraktu CV na rézne typy komorek. Moje badania
na szczurach dostarczyly istotnych informacji o ogolnoustrojowym wptywie ekstraktu CV na
procesy termoregulacyjne i reakcje immunologiczne. Jednak ograniczenia modelu
zwierzecego, takie jak zlozono$¢ i trudno$¢ w precyzyjnym badaniu molekularnych
mechanizmow dziatania, sktonity mnie do kontynuowania eksperymentéw z wykorzystaniem
uktadow wytacznie w warunkach in vitro. Modele te pozwalajg na izolowane i szczegdtowe
badania mechanizmdéw molekularnych, takich jak wptyw bioaktywnych zwigzkoéw na szlaki
sygnalizacyjne, ekspresje gendw oraz interakcje miedzy réznymi typami komoérek, w tym
immunokompetentnymi i nowotworowymi. Dzigki temu mozliwe stato si¢ lepsze zrozumienie
podstawowych proceséw biologicznych oraz weryfikacja hipotez dotyczacych dziatania
ekstraktu w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych. Ogélnym celem badan in vitro byto
poznanie doktadniejszego mechanizmu oddziatywania ekstraktu CV nie tylko na komorki
immunokompetentne, ale takze nowotworowe w warunkach procesu zapalnego.

Ze wzgledu na fakt, iz w eksperymentach wykonanych na szczurach zaobserwowatem
wplyw ekstraktu CV na poziomy cytokin prozapalnych, takich jak IL-6 i TNF-a, naturalnym
krokiem byto rozszerzenie tych badan na bardziej kontrolowany model in vitro. Z tego powodu
celem Jedrzejewski i wsp. (2016) (publikacja #3) bylo okreslenie wptywu
polisacharydopeptydéw (PBP), stanowigcych najbardziej immunoreaktywny skladnik
ekstraktu CV, na produkcje cytokin prozapalnych, takich jak IL-6 i IL-1p przez komorki
PBMCs stymulowane LPS. Przestankg do przeprowadzenia tych eksperymentow byt fakt, iz
obie wymienione cytokiny sg uwazane za kluczowe mediatory goragczki, petniace funkcje tzw.
pirogenéw endogennych. Ponadto, komorki wchodzace w sktad PBMCs, takie jak monocyty
czy limfocyty powszechnie uznawane sa za komorki zaangazowane w rozwdj goraczki, ze
wzgledu na ich zdolno$¢ do wydzielania cytokin prozapalnych [Netea i wsp., 2000]. Uzyskane
wyniki wykazaty, iz PBMCs stymulowane wyltacznie ekstraktem CV wydzielaja 1L-6 i IL-1P
nie tylko w sposob zalezny od czasu, ale takze dawko-zalezny, w postaci krzywej

niemonotonicznej (ang. ,,U-shape response”). Dodatkowo okazalo sig, iz wstepna 24-godzinna

13



inkubacja PBMCs z uzyciem PBP przed stymulacjg LPS spowodowata zahamowanie produkcji
IL-1B 1 IL-6, w sposéb zalezny od dawki i czasu, co sugerowalo Swoistego rodzaju
mechanistyczng konkurencj¢ obu stymulatorow o receptory wystgpujace na powierzchni
komorek.

Bardziej doglebna analiza mechanizmow tego zjawiska zostala przeze mnie
przeprowadzona w dwoéch kolejnych publikacjach, w ktorych badatem wptyw ekstraktu CV na
komoérki raka piersi MCF-7, komorki $rodblonka naczyn krwionosnych HUVEC
[Jedrzejewski i wsp., 2020; publikacja #5] oraz makrofagi RAW 264.7 [JedrzejewskKi i wsp.,
2022; publikacja #6] stymulowane LPS. W badaniach na PBMCs wykazatem ponadto, iz PBP
stymuluja proliferacj¢ tych komorek ponownie w sposob zalezny od czasu jak i dawko-zalezny,
w postaci krzywej niemonotonicznej. Wyniki tych badan po raz pierwszy pokazaty, iz ekstrakt
CV wykazuje mitogenne dzialanie wzgledem komorek PBMCs, ktore dodatkowo jest
spotegowane w obecnosci LPS. Opisane w tym artykule immunomodulujace wiasciwosci
ekstraktu CV, takze w $srodowisku zapalnym, wzgledem limfocytéw T i1 B oraz monocytow
majg istotne znaczenie pod katem wykorzystania ekstraktu CV jako potencjalnego adiuwanta
w terapii pacjentow onkologicznych, poniewaz pacjenci ci sg szczegolnie narazeni na infekcje
bakteryjne.

Przewlekly stan zapalny jest powszechnie uwazany za jeden z najwazniejszych
czynnikow epigenetycznych i $rodowiskowych, ktoére przyczyniaja si¢ do onkogenezy i
progresji nowotworu. Podczas reakcji zapalnej komorki immunokompetentne infiltrujace
srodowisko guza, wydzielaja bioaktywne czasteczki, takie jak IL-6, IL-8 czy metaloproteinaza
(MMP) 9, ktore indukujg proliferacj¢ komorek rakowych oraz $rodblonka naczyn
krwiono$nych, co przyczynia si¢ do angiogenezy nowotworowej [Hanahan 1 Weinberg, 2011].
Z wymienionych powodéw zastosowanie srodkow przeciwzapalnych w stanie przewlektego
stanu zapalnego jest niezbedne do zapobiegania nowotworom, jak i skutecznego ich leczenia.
Jednakze wciaz poszukuje si¢ nowych srodkow przeciwzapalnych, poniewaz dlugotrwate
stosowanie niesteroidowych lekow przeciwzapalnych i innych lekow przeciwzapalnych, takich
jak kortykosteroidy, moze powodowac powazne skutki uboczne [Wong, 2019].

Odkrycie, iz ekstrakt CV hamuje produkcj¢ cytokin prozapalnych przez komorki
PBMCs stymulowane LPS [Jedrzejewski i wsp., 2016; publikacja #4] oraz szeroko
dyskutowane jego wlasciwosci przeciwnowotworowe [Jedrzejewski 1 wsp., 2023] sprawity, iz
celem pracy Jedrzejewski i wsp. (2020) (publikacja #5) byto zbadanie wptywu ekstraktu CV
na komorki raka piersi MCF-7 oraz §rodblonka naczyn krwiono$nych HUVEC w warunkach

stanu zapalnego in vitro. Do doswiadczen wybratem lini¢ komorkowa, ktora reprezentuje jeden
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z najczesciej wystepujacych rodzajow nowotworu oraz linie¢ komorek bedacych powszechnie
stosowanym modelem wykorzystywanym do badan angiogenezy in vitro. Uzyskane wyniki
wykazaly, iz cytotoksyczne dziatanie ekstraktu CV na obie linie komorkowe, ocenione na
podstawie aktywno$ci metabolicznej komoérek i integralnosci ich blony komodrkowej, jest
spotegowane w obecnosci LPS, a opisywanemu zjawisku towarzyszy wzrost
wewnatrzkomorkowej puli reaktywnych form tlenu. Dos$wiadczenia te po raz pierwszy
pokazaty, iz ekstrakt CV moze dzialaé cytotoksycznie takze w Srodowisku zapalnym, w
procesie, w ktorym istotna role odgrywa indukcja wewnatrzkomoérkowego stresu
oksydacyjnego. Ponadto, wykazalem, iz obecno$é¢ ekstraktu CV podczas stymulacji
komérek LPS zmniejsza poziom migracji obu rodzajéw komorek. Wielu autorow uwaza,
ze efekt ten jest korzystny, poniewaz na skutek ekspozycji na LPS, migracja i inwazja komorek
nowotworowych oraz komorek $rodblonka wzrasta [Yang i wsp., 2014; Sarmiento i wsp.,
2014]. Sugeruje to, ze CV moze dziala¢ jako potencjalny modulator proceséw
patologicznych zwigzanych z zapaleniem, ograniczajac agresywne zachowanie komérek
nowotworowych oraz regulujac funkcje srédblonka. Wynik ten podkresla potencjat
terapeutyczny CV w kontekscie proceséw nowotworowych i zapalnych. Opisywane
badania realizowatem we wspotpracy z dr hab. Arturem Dzialukiem prof. UKW z Katedry
Genetyki Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy.

Ze wzgledu na fakt, iz Srodowisko zapalne stymuluje komorki raka piersi i komorki
srodbtonka naczyn krwiono$nych do produkcji m.in. cytokin prozapalnych i proangiogennych,
Co moze sprzyja¢ rozwojowi nowotworu podczas chronicznego procesu zapalnego, w
kolejnych doswiadczeniach zbadalem wptyw ekstraktu CV na produkcje wybranych
czynnikow, ktorych rola w indukcji angiogenezy, proliferacji komorek rakowych czy
powstawaniu przerzutéw jest dobrze opisana. Wyniki tych badan jednoznacznie wskazaty, iz
w sposob zalezny od dawki, ekstrakt CV hamuje produkcje IL-6, IL-8 i MMP-9 zaréwno
przez komorki MCF-7, jak i HUVEC podczas jednoczesnej stymulacji LPS. Traktowanie
komorek samym ekstraktem CV powodowalo nieznaczny wzrost produkcji tych trzech
czynnikow przez komorki HUVEC oraz IL-6 przez komorki MCF-7. Nalezy jednak wyraznie
podkresli¢, iz byly to stezenia cytokin wielokrotnie nizsze w porownaniu do komorek
stymulowanych LPS i tylko nieznacznie wyzsze od nietraktowanych komoérek kontrolnych. W
celu poznania mechanizmu przeciwzapalnej aktywnosci ekstraktu CV, w obu typach komorek
zbadatem ekspresje dwoch czasteczek, ktore ulegaja aktywacji w wyniku stymulacji LPS:
receptora inicjujacego sygnalizacje zapalng w odpowiedzi na LPS (Toll like receptor 4; TLR4)

oraz bialka inhibitorowego IkB, ktorego degradacja pod wptywem LPS prowadzi do
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uwolnienia czynnika NF-xB p65, czego efektem jest transkrypcja genow kodujgcych cytokiny
prozapalne. Wyniki tych analiz wykazaly, iz ekstrakt CV zmniejsza ekspresje TLR4 w
stymulowanych LPS komorkach HUVEC i MCF-7, a takze ogranicza w nich fosforylacje
IxkB. Ze wzgledu na fakt, iz trwata aktywacja procesu zapalnego z udziatem TLR4 i NF-xB
moze przyczynia¢ sie¢ do kancerogenezy [Awasthi, 2014], proliferacji, migracji i inwazji
komorek nowotworowych oraz angiogenezy [Xia i wsp., 2014], to odkryty przeze mnie
mechanizm przeciwzapalnego dziatania ekstraktu CV wzgledem komorek raka piersi i
srodbtonka naczyn krwiono$nych jest niewatpliwie zjawiskiem korzystnym.

Wyniki moich doswiadczen jednoznacznie wskazaly, iz ekstrakt CV wykazuje
przeciwzapalne dziatanie wzgledem r6znych typéw komorek, takich jak PBMCs, komorki raka
piersi czy komorki srodblonka. Rezultaty te byty jak najbardziej korzystne z punktu widzenia
zastosowania ekstraktu CV u pacjentéw onkologicznych, a takze innych os6b cierpigcych na
przewlekte stany zapalne. Pomimo tego pozytywnego obrazu moich dotychczasowych badan,
caly czas zastanawialem si¢, dlaczego ekstrakt CV, wykazujacy przeciez dziatanie
przeciwzapalne, powodowat jednoczesnie przedtuzenie czasu trwania  gorgczki
endotoksynowej (publikacja #2), a nie prowadzit do ograniczenia jej rozwoju. Z tego powodu,
celem publikacji Jedrzejewski i wsp. (2022) (publikacja #6), realizowanej we wspotpracy z
dr hab. Arturem Dzialukiem prof. UKW w Bydgoszczy, byto zbadanie, czy ekstrakt CV
wykazuje zdolnos¢ do roznicowego modulowania odpowiedzi komorek na proces zapalny, w
zaleznosci od stopnia nasilenia reakcji zapalnej. Badania te wykonatem z wykorzystaniem
makrofagow RAW 264.7 ze wzgledu na fakt, iz wezesniejsze doswiadczenia przeprowadzone
w mojej Katedrze wykazaty, iz u myszy pozbawionych funkcjonalnych limfocytow T 1 B
(myszy scid) dochodzi do rozwoju goraczki endotoksynowej wywotanej iniekcjg LPS. Na tej
podstawie mozna zatem wnioskowaé, ze fagocytarne komorki linii mieloidalnej odgrywaja
istotniejsza role podczas indukcji goraczki niz limfocyty [Kozak i wsp., 2006b]. W
doswiadczeniach zastosowatem modele in vitro, ktore nasladuja tagodny, normalny i cigzki stan
zapalny, stosujac trzy rozne stgzenia LPS.

W pierwszych doswiadczeniach wykazatem, iz sam ekstrakt CV pobudza makrofagi
RAW 264.7 do produkcji IL-6 i TNF-a, podobnie jak w przypadku innych badanych przez mnie
komorek, w sposob dawko-zalezny. Nastepnie zastosowatem specyficzne inhibitory dla TLR4
(TAK-242), NF-xB (JSH-23) oraz kinazy fosfatydylo-3-fosfoinozytolu (PI3K) (LY?294002).
Inhibitory te, powszechnie wykorzystywane w badaniach nad mechanizmami dziatania LPS,
dotad nie byly stosowane w badaniach nad wplywem ekstraktu Coriolus versicolor (CV).

Wykazatem, ze blokowanie wymienionych elementéw szlaku sygnalizacyjnego hamuje
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wydzielanie cytokin prozapalnych przez makrofagi. Przeprowadzone przeze mnie
doswiadczenia byly pierwszymi, w ktorych zastosowano specyficzne maloczasteczkowe
inhibitory do oceny szlakow sygnalizacyjnych prowadzacych do ekspresji cytokin
prozapalnych pod wplywem stymulacji ekstraktem CV. Badania te wykazaly, iz uzyte
inhibitory moga skutecznie hamowa¢ produkcje cytokin indukowang ekstraktem CV, co
sugeruje, iz modulacja szlakow sygnalizacyjnych TLR4, NF-«kB oraz PI3K moze by¢ kluczowa
dla regulacji odpowiedzi zapalnej wywotanej tym ekstraktem. Nalezy podkresli¢, iz takie
inhibitory, w poréwnaniu z inhibitorami wielkoczasteczkowymi (np. przeciwciatami
monoklonalnymi), charakteryzuja si¢ wiekszg zdolno$cig wnikania do komorek i tym samym
bardziej efektywnym blokowaniem wewnatrzkomdrkowych biatek docelowych. Rola TLR4,
NF-kB oraz PI3K w opisanym zjawisku zostala potwierdzona przeze mnie takze poprzez
oznaczenie ekspresji tych czasteczek z uzyciem techniki Western Blot. Dodatkowo,
podwyzszong ekspresje¢ w stymulowanych ekstraktem CV makrofagach zaobserwowatem w
przypadku CD14, czyli antygenu powierzchniowego, ktory petni rolg ko-receptora dla TLR4
podczas rozpoznawania LPS. Zdolno$¢ ekstraktu CV do indukowania ekspresji TLR4 i NF-xkB
w innych typach komorek byta juz wezesniej opisywana przeze mnie i innych autorow. Jednak
przedstawione w tej publikacji wyniki poszerzyly wiedz¢ na temat
immunomodulacyjnych wlasciwosci ekstraktu CV wskazujac po raz pierwszy, iz szlak
sygnalowy PI3K jest takze pobudzany przez badany ekstrakt. Szlak ten wptywa na wiele
réznych proceséw zachodzacych w makrofagach, takich jak odpowiedZz na sygnaty
metaboliczne i zapalne, modulacja polaryzacji tych komorek czy kontrola ich migracji i
proliferacji. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, iz stosujac ekstrakt CV mozemy te
wszystkie procesy modulowa¢ w makrofagach.

Przedstawione w niniejszej publikacji #6 wyniki pokazaty, iz ko-stymulacja
makrofagbw RAW 264.7 ekstraktem CV i LPS w nizszych stezeniach (10 i 100 ng/ml)
zwigksza produkcje IL-6 i TNF-a w poréwnaniu z komorkami traktowanymi tylko LPS. W
przypadku jednoczesnej stymulacji komorek ekstraktem CV i LPS w wysokiej dawce (500
ng/ml) zaobserwowatem z kolei zahamowanie wydzielania cytokin. W celu zbadania
mechanizmu tego zjawiska, w kolejnych do$wiadczeniach oznaczytem poziom biatkowe]
ekspresji TLR4, CD14, fosforylowanego IkB (p-IkB) oraz fosforylowanego PI3K (p-PI3K).
Rola trzech pierwszych czynnikow w indukowanej LPS odpowiedzi zapalnej jest dobrze
udokumentowana. W wykonywanych badaniach zdecydowalem si¢ takze oznaczy¢ poziom p-
PI3K, poniewaz pojawia si¢ coraz wigcej doniesien naukowych wskazujacych, iz szlak z

udzialem tej kinazy w istotny sposob wptywa na aktywacje TLR4 i NF-xB [Hawkins i
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Stephens; 2015]. Wyniki tych oznaczen korelowaty z zaobserwowanymi przeze mnie zmianami
stezen cytokin, tzn. obecno$¢ ekstraktu CV podczas stymulacji komoérek nizsza dawka LPS
(100 ng/ml) miata addytywny wptyw na ekspresj¢ p-IkB i p-PI3K, podczas gdy wyzsza dawka
LPS (500 ng/ml) w obecnosci ekstraktu CV zmniejszata ich ekspresj¢. W przypadku pomiaru
ekspresji TLR4 1 CD14 zaobserwowatem, iz ekstrakt CV zahamowat ekspresje¢ obu czgsteczek
bez wzgledu na zastosowana dawke LPS. Odkryty przeze mnie dualistyczny wplyw
ekstraktu CV na makrofagi stymulowane LPS prawdopodobnie zwigzany jest z jego
zdolnos$cia do aktywacji szlaku sygnalowego PI3K. Wyniki te stanowig kolejny krok w
bardziej doglebnym poznaniu immunomodulujgcych wiasciwosci ekstraktu CV, a tym sam
bardziej efektywnego wykorzystania w klinice, szczegoélnie u pacjentdéw cierpigcych na
choroby, ktérym towarzyszy przewlekty stan zapalny, np. nowotwory, zapalenie watroby czy

przewlekte zapalenie oskrzeli.

EKSTRAKT CV JAKO MODULATOR INTERAKCJI POMIEDZY
MAKROFAGAMI A KOMORKAMI NOWOTWOROWYMI

Wyniki doswiadczen przeprowadzonych na komorkach nowotworowych oraz
makrofagach wykazaty, iz ekstrakt CV jest silnym modulatorem aktywnosci tych komorek,
poprzez swojg zdolno$¢ do wplywania na wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalizacyjne. Z tego
wzgledu, celem artykulu Jedrzejewski i wsp. (2025) (publikacja #7) byto zbadanie, czy
ekstrakt CV jest takze zdolny do modulowania wlasciwosci makrofagéow in vitro, w
srodowisku, w ktérym obecne sg czynniki wydzielane przez komorki potrdjnie ujemnego raka
piersi (ang. triple negative breast cancer cells; TNBCs). Ten rodzaj nowotworu charakteryzuje
sie brakiem receptorow estrogenowych i progesteronowych oraz nadekspresji receptora HER2
(ang. human epidermal growth factor receptor 2), co uniemozliwia zastosowanie
hormonoterapii oraz terapii celowanej na receptor HER2. Z tego powodu leczenie pacjentow z
TNBC jest ograniczone, a terapia opiera si¢ gtownie na chemioterapii, ktora nie zawsze
przynosi zadowalajace efekty [Al-Mahmood i wsp., 2018]. Dlatego w przypadku TNBC
poszukuje si¢ nowych strategii terapeutycznych, a moje badania wskazuja, ze jednym z
obiecujacych kierunkow moze by¢ wykorzystanie ekstraktu CV.

Potrdjnie ujemny rak piersi cechuje si¢ unikalnym mikrosrodowiskiem, odmiennym od
innych podtypow raka piersi, zwigzanym z naciekiem bardzo duzej ilo$ci tzw. makrofagow
towarzyszgcych nowotworowi (ang. tumour-associated macrophages; TAMSs), ktore wykazuja
plastycznos¢ fenotypowa. We wcezesnych stadiach rozwoju raka dominujg makrofagi M1 o

wlasciwos$ciach przeciwnowotworowych, ale gdy czynniki wydzielane przez komorki rakowe
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zaczynaja modulowa¢ mikrosrodowisko guza, w obrgbie niego dominujagcym staje si¢
immunosupresyjny fenotyp M2, ktéry uwazany jest za pronowotworowy [Pei wsp., 2022]. Z
wymienionych powodéw, jednym z podejs¢ do terapii skierowanych na potrdjnie ujemny rak
piersi sg strategie nakierowane na makrofagi, ktorych celem jest zabicie istniejacych TAMs,
hamowanie ich nacieku do guza lub przeprogramowanie ich fenotypu z komoérek M2 na M1
[Duan i Luo, 2021]. Do zbadania wptywu ekstraktu CV na interakcje pomigdzy makrofagami
a komorkami TNBCs wykorzystalem pozywki kondycjonowane uzyskane po stymulacji
komorek rakowych nietoksycznym stezeniem ekstraktu lub po inkubacji nietraktowanych
komorek kontrolnych. Uzyskane wyniki wykazaly, iz ekstrakt CV zmienia fenotyp
makrofagow stymulowanych pozywka kondycjonowana z M2 na M1, co zostato wykazane
z uzyciem kilku rodzajow markerow, takich jak ekspresja molekut powierzchniowych (CD8O0 i
CD163), aktywnos$¢ enzymoéw (iNOS i arginazy 1), a takze poziom produkcji cytokin
prozapalnych (IL-6 i TNF-a) oraz immunosupresyjnych (IL-10 i transformujacy czynnik
wzrostu B (ang. transforming growth factor §; TGF-B)). Ponadto, obecno$¢ ekstraktu CV w
pozywce kondycjonowanej hamowala wydzielanie czynnikow, ktore indukujg
powstawanie przerzutow oraz angiogeneze, takich jak monocytarne biatko chemoatrakcyjne
1 (ang. monocyte chemoattractant protein 1; MCP-1) oraz czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor; VEGF). Badany ekstrakt potegowal
takze cytotoksyczne dzialanie pozywki kondycjonowanej wzgledem makrofagow, obnizal
wewnatrzkomorkowy poziom reaktywnych form tlenu oraz zmniejszat ich zdolnos$¢ do
migracji. Wyniki tych do$wiadczen takze nalezy uznaé za korzystne, ze wzgledu na fakt, iz
intensywny naciek duzej liczby makrofagdw do guza oraz wystepowanie w obrebie niego stresu
oksydacyjnego sa zjawiskami, ktore moge sprzyjac jego rozwojowi.

W niniejszym artykule #7 wykazatem in vitro, iz ekstrakt CV zmienia wlasciwosci
makrofagow z pronowotworowych na przeciwnowotworowe w mikroSrodowisku
potrojnie ujemnych komorek raka piersi. Obecnie, terapie nakierowane na TAMS stanowig
jedng z najszerzej badanych strategii leczenia pacjentow onkologicznych. Potrzebne sg
oczywiscie dalsze badania in vivo, ale wyniki moich dotychczasowych doswiadczen wskazuja,
iz warto rozwazy¢ zastosowanie ekstraktu CV jako potencjalnego czynnika hamujacego
negatywny wplyw TAMs na leczenie pacjentow chorych na potréjnie ujemnego raka

piersi.
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Znaczenie i podsumowanie uzyskanych wynikéw badan

Moje badania, skladajace si¢ na gléwne osiggniecie naukowe, bedace podstawa do
ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego w znacznym stopniu poszerzaja wiedz¢ na temat
immunomodulujgcych wlasciwosci substancji aktywnych zawartych w ekstrakcie z Coriolus
versicolor. Pomimo faktu, iz grzyb ten jest jednym z najszerzej badanych gatunkow pod katem
zastosowan medycznych, w przedstawionych badaniach skupitem si¢ na niszowych, dotad
niebadanych watkach, tj.: wptywie ekstraktu z CV na: 1) procesy zwigzane z termoregulacja,
2) wlasciwosci komoérek immunologicznych i nowotworowych w warunkach stanu zapalnego
oraz 3) interakcje pomiedzy makrofagami a komorkami raka piersi.

Wykazatem, iz substancje aktywne zawarte w ekstrakcie CV powoduja anapirektyczny
spadek temperatury ciala, ktory jest zjawiskiem zaleznym od TNF-a. Kolejne badania in vivo
zwigzane z procesami termoregulacji pokazaly, iz ekstrakt CV przedtuza czas trwania goraczki
endotoksynowej oraz posiada zdolnos$¢ czesciowego przetamywania tolerancji endotoksynowe;j
na skutek zwieckszonej aktywnosci komérek PBMCs. Wyniki tych do$wiadczen wskazuja, iz
ekstrakt CV, dzigki silnej aktywacji komorek ,,goragczkotworczych”, moze by¢ rozpatrywany
jako potencjalny adiuwant u pacjentow, u ktorych wystgpuje Stan immunosupresji, m.in.
przejawiajacy si¢ brakiem wzrostu temperatury ciata podczas infekcji bakteryjnej. Przetamanie
stanu immunosupresji u pacjentdéw onkologicznych czy chorych na seps¢ jest zjawiskiem
korzystnym, a samo pojawienie si¢ u nich goraczki pozytywnie koreluje z lepszymi
rokowaniami dla ich leczenia, jak i dtugosci zycia.

Kolejne doswiadczenie wykonane w warunkach in vitro wykazaty, iz z jednej strony
ekstrakt CV stymuluje proliferacj¢ komorek immunologicznych PBMCs, z drugiej strony zas
dziala cytotoksycznie wzgledem komorek raka piersi 1 srodbtonka naczyn krwionosnych. Co
istotne, w moich do§wiadczeniach wykazatem, iz to selektywne dzialanie jest spotegowane w
warunkach stanu zapalnego, czyli podczas stymulacji LPS. Ponadto, wyniki tych badan
pokazaty, 1z ekstrakt CV dziala przeciwzapalnie, hamujac produkcje cytokin prozapalnych
przez wszystkie trzy wymienione rodzaje komorek, co w przypadku komorek srodbtonka i raka
piersi zwigzane jest z obnizona ekspresja receptora TLR4 oraz fosforylacja biatka
inhibitorowego IkB. Odkryte przeze mnie wlasciwosci przeciwzapalne, cytotoksyczne i anty-
migracyjne ekstraktu CV wzgledem komorek §rodbtonka i raka piersi pozwalaja rozpatrywac
jego zastosowanie jako potencjalnego modulatora stanu zapalnego u pacjentow
onkologicznych, a tym samym minimalizowac¢ ryzyko powstawania srodowiska, ktore sprzyja

progresji nowotworu i angiogenezie.
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Zastosowanie przeze mnie matoczgsteczkowych, specyficznych inhibitoréw w
makrofagach stymulowanych ekstraktem CV wykazato, iz jest on w stanie pobudza¢ produkcje
cytokin prozapalnych z udziatem nie tylko TLR4 i NF-«xB, ale takze szlaku sygnatowego PI3K.
Dodatkowo, uzyskane przeze mnie wyniki wskazaty na dualistyczny wptyw ekstraktu CV na
makrofagi stymulowane LPS, ktoéry w rézny sposob moduluje odpowiedZz komoérek na
zapalenie, w zaleznosci od stopnia nasilenia tego procesu. Wszystkie te wyniki zwigkszaja
wiedze na temat immunomodulujgcych wlasciwosci ekstraktu CV, co moze znalez¢ odniesienie
w jego potencjalnym wykorzystaniu podczas leczenia osob cierpigcych na choroby, ktorym
towarzyszy przewlekty stan zapalny, jak np. reumatoidalne zapalenie stawow, cukrzyca typu 2
czy nadci$nienie t¢tnicze.

Wyniki moich doswiadczen wykazaly, iz ekstrakt CV nie tylko moduluje funkcje
komoérek immunokompetentnych i nowotworowych w warunkach stanu zapalnego, ale takze
wplywa na interakcje pomigdzy makrofagami a komorkami potrdjnie ujemnego raka piersi,
ktoére reprezentuja jeden z najbardziej agresywnych i najtrudniejszych do wyleczenia rodzajow
nowotworu. Ekstrakt CV stanowi czynnik, ktory zaburza komunikacje pomigdzy
wymienionymi typami komorek, tworzac mikrosrodowisko, w ktérym przywrocona jest
zdolno$¢  funkcjonowania makrofagéw jako komorek wykazujacych — aktywnosé
przeciwnowotworowa. Z wymienionych powodow, jego zastosowanie pod katem terapii
nakierowanych na makrofagi towarzyszace nowotworom moze potencjalnie zwickszaé szanse
przezycia pacjentow onkologicznych.

Realizacja tak zroznicowanych badan zardwno na poziomie ogdlnoustrojowym, jak i
komorkowym byta mozliwa dzigki zdobytym przeze mnie umiejetnosciom, ktore rozwijatem
od poczatku mojej kariery naukowej. W kontekscie badan nad grzybem Coriolus versicolor
szczegollnie nowatorskie sa eksperymenty in vivo, dotyczace modulujacego wptywu ekstraktu
CV na goragczke oraz tolerancje endotoksynowa, ktore nie nalezg do powszechnie

wykonywanych w $§wiecie nauki.

Plany przysztych badan

Grzyb Coriolus versicolor jest jednym z najczgsciej badanych gatunkéw pod katem
potencjalnego zastosowania w medycynie, czego potwierdzeniem jest liczba publikacji na jego
temat, ktora w ciggu ostatnich 5 lat wynosi okoto 400 w bazie PubMed. Z tego powodu,
chcialbym nadal kontynuowaé¢ doswiadczenia zwigzane z immunomodulujgcymi 1
przeciwnowotworowymi wlasciwosciami ekstraktu CV. W dalszej perspektywie zamierzam

skupi¢ si¢ na probie identyfikacji i izolacji nowych, jak dotychczas nieopisanych, biatek
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obecnych w ekstrakcie CV oraz zbadaniu ich wlasciwo$ci immunostymulujgcych. Realizacje
tych planow chciatbym oprze¢ na wynikach wstepnych badan przeprowadzonych podczas stazu
na Uniwersytecie w Pardubicach oraz w ramach kontynuowania nawigzanej tam wspotpracy.
Pomimo faktu, iz Coriolus versicolor jest jednym z najlepiej poznanych grzyboéw leczniczych,
to wcigz prowadzone sg badania majace na celu poszukiwanie w jego ekstrakcie nowych bialek
lub polisacharydow, ktére odpowiadaja za jego wiasciwosci immunologiczne. Przyktadowo w
ostatnim czasie scharakteryzowano nowe biatko, musaryng o masie 12 kDa, ktore wykazuje
zdolno$¢ hamowania wzrostu wielu linii komorek ludzkiego raka jelita grubego in vitro i
ogranicza rozwdj nowotworu jelita grubego in vivo [He i wsp., 2021]. Wst¢pne wyniKi
doswiadczen przeprowadzonych na Uniwersytecie w Pardubicach wskazuja, iz w ekstrakcie
CV znajduje si¢ prawdopodobnie kilka niewielkich biatek o masie ponizej 10 kDa, ktorych
identyfikacja oraz zbadaniem wlasciwo$ci immunomodulujacych planuje zaja¢ sie w
najblizszej przysztosci. Dodatkowo, chcialbym rowniez kontynuowaé badania zwigzane z
potencjalnym  wykorzystaniem  ekstraktu CV  jako czynnika  zdolnego do
przeprogramowywania fenotypu makrofagdw towarzyszacych nowotworom w kierunku
komorek o wiasciwos$ciach przeciwnowotworowych. Rozpoczete przeze mnie do$wiadczenia
chcialbym rozszerzy¢ pod katem poznania mechanizméw tego zjawiska, interakcji
makrofagdw z komoérkami reprezentujacymi inne rodzaje nowotwordw i przede wszystkim
wykona¢ analizy w warunkach in vivo.

Do badan opisanych w ramach niniejszego autoreferatu uzywalem ekstraktu z
wrosniaka roznobarwnego zakupionego z czeskiej firmy MycoMedica, natomiast, zgodnie z
danymi producenta, ekstrakt ten zostal pozyskany z wysuszonych owocnikow grzybow
rosnacych na pniach drzew lisciastych w chinskich gorach. Zgodnie z dostgpnymi danymi
literaturowymi, w badaniach podstawowych, jak i klinicznych stosuje si¢ cate ekstrakty, jak i
izolowane z nich pojedyncze zwiazki pochodzace z grzybow rosnacych w Chinach. Niemniej
jednak, wros$niak réznobarwny jest grzybem, ktory powszechnie wystepuje takze w lasach w
innych czesciach Swiata, zarowno w strefie klimatu umiarkowanego, jak 1 tropikalnego. Mozna
go takze spotka¢ na obszarach niemal catej Polski, za wyjatkiem wyzszych partii gor. W
zwigzku z tym, w najblizszym czasie chciatbym rozpoczaé badania zwigzane z ekstraktami
wyizolowanymi z wrosniaka roznobarwnego rosnacego w Polsce, ze szczegdlnym
uwzglednieniem wojewodztwa kujawsko-pomorskiego. Ograniczenie do tego regionu by¢
moze umozliwi mi pozyskanie finansowania w ramach konkursow organizowanych przez
tutejszy Urzad Marszatkowski. W ramach tych badan chcialbym przeprowadzi¢ analiz¢ sktadu

,»polskich” ekstraktow pod katem wystepowania w nich substancji biologicznie aktywnych oraz
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zweryfikowa¢, czy moga one takze posiada¢ wiasciwosci immunomodulujace i

przeciwnowotworowe.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowa albo artystyczng
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegoOlnoSci zagranicznej.
W marcu 2024 roku ztozytem wniosek o sfinansowanie naukowego stazu zagranicznego
w ramach programu ,Inicjatywa Doskonato$ci — Uczelnia Badawcza” w konkursie
,Mobilno$ci dla pracownikéw IX edycja” organizowanym przez UMK. Uzyskanie
finansowania umozliwito mi odbycie trzytygodniowego stazu w dniach 17.06. - 07.07.2024 r.
w Katedrze Nauk Biologicznych i1 Biochemicznych Wydziatu Technologii Chemicznej
Uniwersytetu w Pardubicach (Czechy) oraz realizacj¢ projektu pt: ”Proteomic analysis of the
extract derived from the fungus Coriolus versicolor to better understand its biological
properties”, ktorego opiekunem naukowym byta dr hab. Marcela Slovakova. Glownym celem
projektu byta jakosciowa i ilosciowa analiza sktadu biatkowego ekstraktu CV obejmujaca: 1)
oznaczanie iloSci biatka przy uzyciu réznych parametréw opartych na reakcji z kwasem
bicynchoninowym; 2) badanie masy czasteczkowej bialek z wykorzystaniem wstepnego
zageszczania w prozni odsrodkowej; 3) analize sktadu biatek na podstawie rozdziatu
elektroforetycznego (SDS-PAGE) oraz spektrometrii mas po wczesniejszym rozdziale
elektroforetycznym; 4) analize ekspresji kinazy fosfatydylo-3-inozytolu (ang. phosphoinositide

3-kinase; PI3K) w komorkach nowotworowych stymulowanych ekstraktem CV oraz
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inhibitorem PI3K (LY294002) z uzyciem techniki Western Blot; 5) specyficzng detekcje biatek,
takze w formie ufosforylowanej metoda Western Blot.

Pomiar catkowitej zawartosci biatek w ekstrakcie CV wykazal, ze stanowig one okoto
3,3% catkowitej masy ekstraktu. Nastepnie ocenitem sktad biatkowy ekstraktu za pomocg
elektroforezy SDS-PAGE. Wyniki tych eksperymentéw wykazaly, ze do wykrycia biatek
konieczne jest zastosowanie odpowiedniego, stosunkowo wysokiego poczatkowego stezenia
ekstraktu CV. Ta metoda pozwolita mi wykry¢ mate biatka o masie ponizej 10 kDa (ok. 5-7
kDa), 10-15 kDa, powyzej 25 kDa i duze biatka powyzej 250 kDa, a takze struktury zawierajgce
biatka skompleksowane z innymi zwigzkami o masie nieco ponizej 100 kDa. Na podstawie
danych literaturowych przypuszczatem, iz sg to polisacharydy zwiazane z biatkami, takie jak
PSP i PSK, uwazane za najbardziej aktywne zwigzki wystepujace W ekstrakcie CV. Ich
obecnos¢ udato mi si¢ pdzniej potwierdzic i przedstawi¢ w publikacji #7 (Jedrzejewski i wsp.,
2025). Ponadto, analiza ekspresji ufosforylowanej formy PI3K w komoérkach nowotworowych
wykazata, iz ekstrakt CV hamuje ekspresje¢ tej kinazy w komoérkach nowotworowych. Podczas
stazu rozpoczatem takze eksperymenty z wykorzystaniem koncentratora prozniowego w celu
oczyszczenia i wstepnego zageszczenia bialek obecnych w ekstrakcie CV. Ze wzgledu na
stosunkowo niskg ich zawarto§¢ w ekstrakcie, ten etap byl konieczny, aby uzyskaé
wystarczajace stezenie biatek do dalszej analizy proteomicznej, majacej na celu ocene
fosforylacji bialek, przy uzyciu dodatkowych metod, takich jak dwuwymiarowa elektroforeza
zelowa 1 Western Blot. Badania te zainicjowane podczas stazu beda kontynuowane w ramach
trwajacej wspotpracy.

Ponadto, w trakcie stazu, miatem réwniez mozliwo$¢ wykonania eksperymentow we
wspolpracy z innymi pracownikami Uniwersytetu w Pardubicach. Wraz z dr Lucie Korecka,
wykonatem analize sktadu polisacharydéw obecnych w ekstrakcie CV na podstawie ich masy
Z uzyciem metody elektroforezy w Zelu poliakrylamidowym. Wyniki tych badan wykazaty, iz
ekstrakt zawiera wiele rodzajow polisacharydéw o bardzo zréznicowanych masach: okoto 1,8
MDa, wigkszych niz 800 kDa 1 mniejszych niz 130 kDa.

Wykonatem rowniez do$wiadczeniach z dr Karelem Kralovec, podczas ktorych
oceniliSmy wptyw ekstraktu CV na przezywalnos¢ komorek gruczolakoraka ptuc A549 nie
tylko z uzyciem testu MTT, ale takze systemu xCELLigence. System ten umozliwit ocen¢
cytotoksycznego dziatania ekstraktu na komorki w czasie rzeczywistym, nie tylko na podstawie
oceny liczby zywych komorek (tak, jako ma to miejsce w standardowo wykonywanych testach,
np. MTT), ale takze ich morfologii, adhezji czy tempa proliferacji. Uzyskane wyniki wykazaty,

ze ekstrakt CV ma tagodna, zalezng od stezenia aktywno$¢ hamujaca wzrost komorek
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nowotworowym A549, ktére uwaza si¢ za jedne z najbardziej opornych na leczenie lekami
chemioterapeutycznymi.

We wspoélpracy z doc. dr inz. Lenka Ceslova z Katedry Chemii Analitycznej ocenitem
wilasciwos$ci przeciwutleniajgce ekstraktu CV na podstawie pomiaru catkowitej zawartoSci
fenoli z uzyciem testu TPC (ang. total phenolic content) oraz redukcji rodnika wzorcowego z
uzyciem metody DPPH (ang. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical). Wyniki tych do§wiadczen
wykazaly, iz ekstrakt posiada zdolno$¢ hamowania utleniania lipidéw o okolo 20% w
poréwnaniu z kontrola, a calkowite st¢zenie fenoli w nim wystepujacych wynosi 1,02 mg/ml.

Pierwszym wymiernym efektem odbytego stazu jest artykut opublikowany w
czasopismie International Journal of Molecular Sciences (1F2023: 4,9; Q1, punktacja MEiIN: 140)
pt. ,,Enhanced Anti-Cancer Potential: Investigating the Combined Effects with Coriolus
Versicolor Extract and Phosphatidylinositol 3-Kinase Inhibitor (LY294002) In Vitro”.
Rozpoczeta w trakcie stazu wspotpraca jest kontynuowana, a jej celem jest przede wszystkim
identyfikacja, izolacja i ocena wptywu na komorki immunologiczne i nowotworowe, nowych,

dotad nieopisanych biatek obecnych w ekstrakcie CV.

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

Zajecia dydaktyczne, ktére do tej pory prowadzitem obejmowaly ¢wiczenia
laboratoryjne, wyktady, seminaria oraz pracownie dyplomowe, specjalizacyjne i magisterskie
dla studentow kierunkow Biotechnologia, Biologia, Biologia sadowa, Chemia medyczna,
Weterynaria, Diagnostyka molekularna, Sport i wellness, Ochrona $rodowiska, studentow
Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych UMK, uczniéw Zespotu Szkot
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika Gimnazjum i Liceum Akademickiego w Toruniu oraz

pracownikow UMK.

Wyklady:
e Zastosowanie nanotechnologii w medycynie i diagnostyce medycznej — wyktad
monograficzny (kierunek: Biotechnologia)
e  Mikrobiologiczne wzorce patogendw: reakcje immunologiczne — wyktad obligatoryjny
(kierunek: Biologia)
e Szczepienia i nanotechnologia - wspotczesne narzedzia do walki z chorobami — wyktad

obligatoryjny (Szkota Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych UMK w Toruniu)
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Genetyka 1 modyfikacje genetyczne gatunkow zwierzat przeznaczonych do
wykorzystania lub wykorzystywanych w procedurach na przyktadzie myszy domowej
— wyktad w ramach Szkolenia dla 0s6b uczestniczacych i wykonujacych procedury z
wykorzystaniem zwierzat oraz o0so6b sprawujacych opieke nad zwierzg¢tami
doswiadczalnymi (Pracownicy oraz studenci UMK w Toruniu)

Hodowle komorek in vitro jako alternatywna metoda dla doswiadczen na zwierzgtach -
wyktad w ramach Szkolenia dla 0s6b uczestniczacych i wykonujgcych procedury z
wykorzystaniem zwierzgt oraz osob sprawujacych opieke¢ nad zwierzetami

doswiadczalnymi (Pracownicy oraz studenci UMK w Toruniu)

Cwiczenia laboratoryjne:

Immunologia (kierunki: Biologia, Biotechnologia, Weterynaria)

Immunologia i immunopatologia (kierunek: Chemia medyczna)

Immunologia sagdowa (kierunek: Biologia sadowa)

Immunologia medyczna (kierunek: Biologia)

Metody analizy biatek (kierunek: Diagnostyka molekularna)

Aktywnos¢ fizyczna a odporno$¢ organizmu (kierunek: Sport i wellness)

Hodowla komorek zwierzecych (kierunek: Biotechnologia)

Analiza chemiczna (kierunek: Biologia sgdowa)

Chemia ogolna i analityczna (kierunek: Biotechnologia)

Podstawy chemii w nauczaniu przyrody (kierunek: Biologia spec. nauczanie przyrody)
Podstawy chemii dla biologdéw (kierunek: Biologia)

Chemia ogolna 1 analityczna w ochronie srodowiska (kierunek: Ochrona srodowiska)
Podstawy chemii i fizyki srodowiska (kierunek: Ochrona srodowiska)

Zajecia fakultatywne z immunologii prowadzone dla uczniéw klas o profilu
biologiczno-chemicznym Zespotu Szkot Uniwersytetu Mikotaja Kopernika Gimnazjum
i Liceum Akademickiego w Toruniu (zajecia realizowane w ramach obcigzen

dydaktycznych)

Opieka naukowa nad studentami

W ramach zaj¢¢ Pracownia dyplomowa, po uzyskaniu stopnia doktora, sprawowatem

opieke naukowg nad przygotowaniem 9 prac licencjackich (jedna jest w toku) wykonywanych
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w Zaktadzie Immunologii (p6zniejszej Katedrze Immunologii) UMK przez studentow kierunku
Biotechnologia.

W ramach zaj¢¢ Pracownia specjalizacyjna i Pracownia magisterska bylem opiekunem
naukowym podczas realizacji 14 prac magisterskich (3 przed uzyskaniem tytulu, 10 po
uzyskaniu tytutu doktora, jedna jest w toku) w Zaktadzie Immunologii (p6zniejszej Katedrze
Immunologii) UMK w Toruniu przez studentow kierunkoéw Biotechnologia, Diagnostyka
molekularna i Biologia.

W okresie 05.03.2015 - 31.01.2016 bytem opieckunem naukowym doktorantki Ilony
Sviezhentsevej, ktora w ramach programu Erasmus dla Ukrainy studiowata na UMK. Podczas
pobytu Doktorantki w Zaktadzie Immunologii UMK zapoznawatem Doktorantke z technikami
badawczymi wykorzystywanymi w Zaktadzie.

Projekty edukacyjne

e  Opiekun naukowy trzech zespotowych projektow badawczych pt. ,,Wpltyw biologicznie
aktywnych substancji na komoérki nowotworowe” (okres realizacji: rok akademicki
2018/2019 - 2019/2020), ,,Leczenie chordéb nowotworowych i zakaznych — zastosowanie
bioaktywnych zwigzkoéw pochodzenia naturalnego i profilowania genetycznego” (okres
realizacji: rok akademicki 2019/2020 - 2020/2021) oraz ,,Antyangiogenne wlasciwosci
bioaktywnych zwigzkéw pochodzenia naturalnego” (okres realizacji: rok akademicki
2020/2021 - 2021/2022) realizowanych przez studentéw kierunku Diagnostyka
molekularna w ramach projektu: Universitas Copernicana Thoruniensis In Futuro —
modernizacja Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w ramach Zintegrowanego Programu
Uczelni (projekt nr POWR.03.05.00-00-2302/17-00) realizowanego w ramach Programu
Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozw¢j (program POWER finansowany ze $rodkow
Europejskiego Funduszu Spotecznego).

e Prowadzacy warsztaty pt. ,,Analiza biatek: badania podstawowe, diagnostyczne i
cytotoksyczne” (okres realizacji: 01.10.2018 - 06.2021) dla studentow kierunku
Diagnostyka molekularna w ramach projektu: Universitas Copernicana Thoruniensis In
Futuro.

e Prowadzacy kurs doksztatcajacy (funkcja koordynatora kursu) pt. ,,Analizy molekularne
stosowane w badaniach naukowych i medycynie sportowej” dla studentow dwodch
ostatnich lat wszystkich kierunkow studiow 11 II stopnia na Wydziale Nauk Biologicznych
i Weterynaryjnych UMK (okres realizacji: rok akademicki 2021/2022) w ramach projektu:

Universitas Copernicana Thoruniensis In Futuro.
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Prowadzacy wyktad problemowy pt. ,,Krew jako materiat do badan laboratoryjnych” oraz
zajecia laboratoryjne pt. ,,Oznaczanie grup krwi w ukladzie ABO i Rh”, w ktorych
uczestniczyli uczniowie szkot $rednich z wojewddztwa kujawsko-pomorskiego. Zajgcia
byty realizowane w latach 2019 - 2022 w ramach projektu pt. ,,Biologia na wyciagni¢cie
reki” (POWR.03.01.00-00-T063/18) — konkurs nr POWR.03.01.00-1P.08-00-3MU/18 pt.
»Irzecia Misja Uczelni” Dziatania 3.1 Kompetencje w szkolnictwie wyzszym, O$ III
Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki i rozwoju.

Opiekun naukowy zespolowego projektu badawczego pt. ,Investigating the
immunomodulatory role of amphetamine” realizowanego w latach 2020 - 2021 przez
dwuosobowy zespot studentéw (doktorant z magistrantkag) w ramach konkursu
,,Grants4NCUStudents”. Konkurs finansowany przez Uniwersytet Mikotaja Kopernika w
Toruniu w ramach $rodkéw uzyskanych z programu ,,Inicjatywa doskonatosci — uczelnia
badawcza” (IDUB).

Dzialalno$¢ popularyzatorska

Prowadzenie promocyjnych zaj¢¢ laboratoryjnych w ramach akcji ,,Pigtkowe spotkania z
Biologia” organizowanej na Wydziale Nauk Biologicznych 1 Weterynaryjnych UMK w
Toruniu dla uczniéw klas licealnych (2024).

Prowadzenie warsztatow podczas Nocy Biologow organizowanej na Wydziale Biologii i
Ochrony Srodowiska UMK w Toruniu (pdzniejszym Wydziatlem Nauk Biologicznych i
Weterynaryjnych) w latach 2014 - 2018, 2021, 2023 - 2024 oraz wyktadu w 2013 roku.
Prowadzenie warsztatow podczas Dnia Otwartego Kierunkow Scistych, Przyrodniczych i
Technicznych organizowanego na Wydziale Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych
UMK w Toruniu (2023).

Prowadzenie warsztatow podczas Torunskiego Festiwalu Nauki 1 Sztuki (2014, 2018).
Prowadzenie warsztatow dla ucznidow szkot $rednich podczas Dnia Otwartego
organizowanego na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska UMK w Toruniu
(p6zniejszym Wydzialem Nauk Biologicznych 1 Weterynaryjnych) w latach 2014-2018
oraz 2021 - 2023.

Dzialalno$¢ organizacyjna

W okresie 01.09.2020 - 31.08.2024, cztonek Rady Naukowej w Dyscyplinie Nauk
Biologicznych na Wydziale Nauk Biologicznych oraz Weterynaryjnych UMK jako
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przedstawiciel  nauczycieli  akademickich  nieposiadajacych  stopnia  doktora
habilitowanego.

Czlonek Wydziatlowej Komisji ds. Jakosci Ksztalcenia na kierunku Biotechnologia
powotanej na okres od 1.10.2024 do 30.09.2028 r.

Cztonek Komisji oceniajacej najlepsze prace dyplomowe i magisterskie w konkursach
organizowanych na Wydziale Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK w Toruniu w
latach 2019 - 2023.

Cztonek zespotu przygotowujacego wniosek o zgode na zamknigte uzycie organizmow
genetycznie zmodyfikowanych - zamknigte uzycie GMM (II kategoria zagrozenia) w
ramach funkcjonowania Zaktadu Inzynierii Genetycznej na Wydziale Nauk Biologicznych
I Weterynaryjnych UMK (2021).

Opiekun roku dla kierunkow: Biotechnologia (studia I stopnia; od roku akademickiego
2018/2019), Biologia ogodlna (studia II stopnia; od roku akademickiego 2015/2016),
Biologia ogolna (studia | stopnia; od roku akademickiego 2012/2013), Biologia spec.
nauczycielska (studia | stopnia; od roku akademickiego 2012/2013) oraz Diagnostyka
molekularna (studia Il stopnia; od roku akademickiego 2024/2025).

Sekretarz ds. przygotowania protokolu w trakcie obrony doktoratu mgr. inz. Henryka
Mikotaja Koztowskiego (2023).

Czlonek Komisji Doktorskiej powotanej na Wydziale Nauk Biologicznych i
Weterynaryjnych UMK do przeprowadzenia czynnosci w postepowaniu 0 nadanie stopnia
doktora (2023).

Od 2023 roku cztonek Wydziatlowej Rady Naukowej w Dyscyplinie Nauk Biologicznych
ds. wspotpracy z otoczeniem gospodarczym.

Recenzent czterech projektow ztozonych przez doktorantéw i1 studentéw UMK w ramach
konkursu ,,Grants4NCUstudents” organizowanego przez Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu w ramach programu ,,Inicjatywa doskonatosci — Uczelnia Badawcza” (IDUB)
(2022).

Cztonek Komitetu Naukowego Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska UMK (panel:
Biologia medyczna 1 nowotworzenie) podczas IV Kopernikanskiego Sympozjum
Studentow Nauk Przyrodniczych (28.03. - 30.03.2014).

Przewodniczacy (28-krotnie) oraz recenzent (15-krotnie) podczas egzamindéw

licencjackich i magisterskich.
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e  Wspolorganizator konferencji pt. ,III Sympozjum Biomaterialy w medycynie i
kosmetologii”, ktora odbyta si¢ 30 listopada 2022 r. na Wydziale Chemii UMK w Toruniu
— konferencja organizowana przez Zespot Biomateriatéw i Kosmetykow UMK oraz w
ramach Polskiego Stowarzyszenia Biomateriatow.

e  Wspotorganizator  (funkcja  przewodniczacego  sesji  plakatowej)  konferencji
przeprowadzonej w formie on-line pt. ,,JI Sympozjum Biomaterialy w medycynie i
kosmetologii”, ktora odbyta si¢ 28 stycznia 2021 r. 1 byla zorganizowana przez Zesp6t
Biomaterialow 1 Kosmetykow UMK oraz w ramach Polskiego Stowarzyszenia
Biomaterialow.

e  Wspdlorganizator Turnieju Laboratoryjnego dla studentéw Wydziatu NBiW, ktory zostat
zorganizowany przez Wydzialowg Rade Samorzadu Studenckiego, Koto Naukowe

"Goraczkowo zapaleni" i Katedr¢ Immunologii UMK (08.03.2023).

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé¢ inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Funkcjonowanie uktadu immunologicznego i jego rola w przebiegu réznych chorob
byly w kregu moich zainteresowan juz od momentu rozpoczecia studiow na kierunku
Biotechnologia. Z tego powodu, zdecydowatem si¢ realizowaé najpierw teoretyczng prace
licencjacka, a nastgpnie praktyczng prace magisterska W Zaktadzie Immunologii UMK w
Toruniu. Moja praca magisterska miala na celu zbadanie wplywu iniekcji makrofagow
wyizolowanych od szczura i stymulowanych in vitro LPS na przebieg glebokiej temperatury
ciala szczurow. Wyniki moich badan wykazaty, iz zardbwno dozylna, jak i dootrzewnowa
iniekcja tych makrofagéw indukuje goraczke u zwierzat, co wskazuje, iz makrofagi na skutek
stymulacji LPS in vitro nabieraja wtasciwosci immunogennych. W trakcie realizacji tej pracy,
wspoOtpracujac z doswiadczonymi naukowcami, takimi jak prof. dr hab. Wiestaw Kozak i dr
Sylwia Wrotek, miatem mozliwo$¢ zdobycia wiedzy i umiejetnosci dotyczacych pracy z
komorkami immunologicznymi in vitro, jak i wykonywania eksperymentow na zwierzetach in
vivo, z wykorzystaniem biotelemetrycznego systemu pomiaru temperatury ciata.

Moje zaangazowanie w postawione przede mng zadania zostalo docenione, skutkujac
mozliwos$cig podjecia studiow doktoranckich i1 rozpoczecia badan w Zaktadzie Immunologii
UMK pod kierunkiem prof. dr hab. Wiestawa Kozaka. Celem mojej pracy doktorskiej byto
zbadanie roli komoérek mononuklearnych i cytokin prozapalnych w przebiegu procesow
goragczkowych, ktore sg indukowane czynnikami niepochodzacymi od mikroorganizmow, tj.
goraczki immunologicznej zaleznej od komorek oraz gorgczki wywotanej dootrzewnowa
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iniekcjg supernatantow uzyskanych po inkubacji komoérek mononuklearnych uprzednio
stymulowanych LPS in vitro. Dodatkowo, zbadatem takze wplyw nanoczastek srebra na
przebieg drugiego z wymienianych rodzajow goraczki. Podczas realizacji tych badah miatem
mozliwo$¢ doskonalenia swoich umiejetnosci zwigzanych z wykonywaniem testow
immunochemicznych oraz badan in vitro i in vivo. W latach 2009 i 2010 otrzymatem swoje
pierwsze zewngtrzne finansowania na realizacj¢ doswiadczen zaplanowanych w ramach pracy
doktorskiej, ktorymi byty dwa granty finansowane z Europejskiego Funduszu Spolecznego,
budzetu panstwa i budzetu Wojewddztwa Kujawsko-Pomorskiego w ramach projektow
,,Stypendia dla doktorantow 2008/2009 - ZPORR” oraz ,,Krok w przysztos¢ - stypendia dla
doktorantow III edycja”. Efektem badan prowadzonych podczas studiow doktoranckich byta
jedna praca eksperymentalna opublikowana juz po obronie pracy doktorskiej [Jedrzejewski i
wsp., 2014]. W omawianym okresie bylem wspotautorem jeszcze jednej pracy doswiadczalnej
dotyczacej wptywu leku mukolitycznego jakim jest N-acetylocysteiny (NAC) na przebieg
goraczki infekcyjnej oraz aseptycznej goraczki terpentynowej. Wyniki tych badan wykazaty,
iz NAC wykazuje wlasciwosci antypiretyczne i jest skuteczny w hamowaniu goraczki o rézne;j
etiologii [Wrotek i1 wsp., 2011]. Dodatkowo, podczas studiow doktoranckich bytem
wspotautorem jednej pracy przegladowej, ktorej tematyka poruszala zagadnienie dotyczace
mozliwo$ci tagodzenia kacheksji nowotworowej za pomoca kwaséw omega-3, zwlaszcza
kwasu eikozapentaenowego (EPA) [Kowalczewska i wsp., 2010].

Goraczka, jako jeden z najwazniejszych mechanizmoéw obronnych ze strony
wrodzonego uktadu odpornosciowego, jest tym zagadnieniem, ktore towarzyszy mi od
poczatku mojej kariery naukowej. Bedac cztonkiem zespotu pod kierownictwem Prof. dr hab.
Wiestawa Kozaka mialem okazj¢ uczestniczy¢ w badaniach nad rolg goraczki, nie tylko w
przebiegu ostrych infekcji, ale takze jej znaczeniem dla rozwoju choréb nowotworowych czy
neurodegeneracyjnych. Napisana pod kierownictwem Prof. Kozaka oraz z moim udzialem
praca przegladowa stanowi zbidr najwazniejszych informacji, ktére poruszaja to zagadnienie
[Kozak i wsp., 2018].

Od 2011 roku bylem zatrudniony na stanowisku asystenta w Zaktadzie Immunologii
UMK, a od 2016 roku na stanowisku adiunkta w Katedrze Immunologii UMK. Od poczatku
zatrudnienia angazuje¢ si¢ W liczne projekty realizowane w Katedrze Immunologii oraz we
wspolpracy z badaczami z innych jednostek naukowych.

Oproécz problemu badawczego, sktadajacego si¢ na moje gldwne osiggniecie naukowe,
prowadzone przeze mnie badania skupiaty lub skupiaja si¢ obecnie wokot siedmiu innych

zagadnien Stanowigcych pozostate osiggnigcia naukowe:
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Glutation jako modulator reakcji gorgczkowe;.
Fizjologiczne czynniki modulujace przebieg goraczki infekcyjnej i aseptycznej.

Immunoregulatorowy potencjat hipertermii w zakresie goraczki.

o w >

Przeciwnowotworowe witasciwosci zwigzkow aktywnych zawartych w ekstrakcie z

grzyba Coriolus versicolor.

E. Aktywno$¢ biologiczna innowacyjnych biomaterialéow o potencjalnym zastosowaniu w
nowoczesnej inzynierii biomedycznej 1 implantologii.

F. Aktywno$¢ biologiczna biogennych nanoczastek srebra.

G. Ocena potencjatu biologicznego zwigzkéw koordynacyjnych rutenu i rodu.

A. Glutation jako modulator reakciji goraczkowej.

Od momentu zatrudnienia w Katedrze Immunologii UMK uczestniczytem w badaniach
dr hab. Sylwii Wrotek prof. UMK jako wykonawca w projekcie finansowanym z Narodowego
Centrum Nauki (grant uzyskany w konkursie Opus 4). Celem tych doswiadczen byto okreslenie
roli glutationu jako potencjalnego modulatora reakcji goraczkowej. Uzyskane wyniki
wykazaly, iz zwierz¢ta z farmakologicznie obnizonym stezeniem glutationu uzyskanym z
uzyciem foronu lub sulfoksyminy butioniny reaguja znacznie ostabiong reakcja goraczkowa na
pirogenng dawke LPS w poréwnaniu do poziomu rejestrowanego u osobnikéw z
niemodyfikowanym stezeniem glutationu w organizmie [Wrotek i wsp., 2015; Wrotek i wsp.,
2017]. Przeciwgoraczkowy efekt w stosunku do typéw goraczki o rdznej etiologii (goraczki
infekcyjnej lub aseptycznej) zaobserwowali$§my rowniez po zastosowaniu N-acetylocysteiny,
ktora jest zrodlem cysteiny niezbednej do syntezy glutationu [Wrotek 1 wsp., 2011], a
przeciwgoragczkowy mechanizm jej dzialania jest zwigzany z Wwzmozong syntezg
antypiretycznej cytokiny jaka jest IL-10 [Wrotek i wsp., 2016a]. Dodatkowo, wykazalismy, iz
stare szczury zachowujg zdolno$¢ do goraczkowania, a obserwowana u nich zmiana wzorca
przebiegu goraczki endotoksynowej nie jest spowodowana zmienionym poziomem glutationu
[Wrotek i wsp., 2016b]. Rozwazania na temat roli glutationu w reakcjach immunologicznych,
ktorym towarzyszy goraczka stanowily podstawe do napisania przez nas artykulu

przegladowego [Wrotek i wsp., 2020].

B. Fizjologiczne czynniki modulujace przebieg goraczki infekcyinej 1 aseptyczne;.

Innym aspektem doswiadczen zwigzanych z goraczka, realizowanych przeze mnie w
Katedrze Immunologii UMK, byly badania dotyczace fizjologicznych czynnikow, ktore
moduluja przebieg goraczki infekcyjnej, jak i tej, ktora jest wywolana aseptyczna nekroza
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tkanek. Jednym z takich czynnikdéw okazata si¢ by¢ oksygenaza hemowa 1, bedaca enzymem,
ktoéry moduluje synteze zwigzkow zaangazowanych w rozwoj goraczki infekcyjnej, takich jak
syntaza tlenku azotu, cyklooksygenazy, cytokiny czy prostaglandyny [Piotrowski i wsp., 2014].

Szczegdlnym rodzajem goraczki jest gorgczka aseptyczna (niezakazna), ktorg
obserwuje si¢ u pacjentow po zabiegach chirurgicznych, udarze moézgu, zawale migénia
sercowego, krwotoku z przewodu pokarmowego czy oparzeniach. Badania kliniczne wskazuja,
Ze tacy pacjenci sa szczeg6lnie podatni na pdzniejszg goraczke zakazng. Wyniki naszych
doswiadczen wykonanych na szczurach wykazaty, iz biatko HMGB-1 (ang. high mobility
group box 1) moze by¢ molekulg odpowiedzialng za to zjawisko i powinno by¢ ono
rozpatrywane jako potencjalny marker stanu zapalnego [Piotrowski i wsp., 2019]. Bialko
HMGB-1 jest takze zaangazowane w przygotowanie komoérek odpornosciowych, takich jak
jednojadrzaste komorki krwi obwodowej do pdzniejszego kontaktu z patogenem [Piotrowski 1
wsp., 2024].

Jednym z czynnikow, ktore uczestnicza w regulacji odpowiedzi zapalnej sa kwasy
epoksyeikozatrienowych (EET), ktore wykazuja, m.in. wlasciwosci przeciwzapalne. Ich
powszechne zastosowanie jako alternatywy dla niesteroidowych lekow przeciwzapalnych
(NLPZ), jak do tej pory nie jest mozliwe, poniewaz w warunkach fizjologicznych kwasy EET
Sa szybko metabolizowane przez rozpuszczalng hydrolaze epoksydowa (sEH). W naszych
badaniach prowadzonych we wspolpracy z prof. dr hab. Jackiem Scianowskim z Katedry
Chemii Organicznej Wydziatu Chemii UMK w Toruniu wykazali§my, iz hamowanie
aktywno$ci sEH, a tym samym uzyskanie aktywnosci przeciwzapalnej kwaséw ETT, jest
mozliwe poprzez zastosowanie inhibitora sEH, jakim jest AUDA (ang. 12-(3-adamantan-1-yl-
ureido)-dodecanoic acid), ktory wykazywal aktywnos$¢ przeciwgorgczkowg zardwno u
szczurdw z zaindukowang goraczka infekcyjna, jak i aseptyczna [Piotrowski i wsp., 2017a].
Poniewaz inhibitory sEH dobrze wspotdziataja z NLPZ, terapia skojarzona z ich uzyciem oraz
zastosowaniem inhibitora AUDA potencjalnie moze zmniejsza¢ skutki uboczne wynikajace z
przewlektego przyjmowania NLPZ lub zwigkszy¢ skutecznos¢ leczenia, szczegélnie u
pacjentow po przebytym udarze mézgu, gdzie uzycie NLPZ nie jest skuteczne [Piotrowski i

wsp., 2017b].

C. Immunoregulatorowy potencjal hipertermii w zakresie goraczki.

Od 2018 roku bratem udzial w badaniach prowadzonych przez mgr. inz. Henryka
Koztowskiego, ktorego promotorem pracy doktorskiej byta dr hab. Sylwia Wrotek prof. UMK.

Ze wzgledu na fakt, iz prozdrowotne efekty goraczki byly obserwowane przez lekarzy od
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wiekow, wspodlczesna medycyna opracowata metody sztucznego podnoszenia temperatury
ciata okreslane mianem hipertermii z zakresu goraczki, ktorej mechanizm dziatania wcigz nie
jest do konca poznany. Z tego powodu do$wiadczenia realizowane przez mgr. inz.
Koztowskiego mialy na celu poszerzenie wiedzy na temat immunomodulujgcych wtasciwosci
hipertermii w zakresie gorgczki (ang. fever-range hyperthermia, FRH). Wyniki tych badan
wykazaly, iz w warunkach in vitro FRH jest zdolna indukowa¢ polaryzacje makrofagow w
regulatorowy fenotyp M2b na drodze niezaleznej od szlaku sygnalizacyjnego z udziatlem
receptora TLR4 [Koztowski i wsp., 2023a]. Ponadto, hipertermia w zakresie goraczki chroni
makrofagi przed toksycznym dziataniem ekstraktu z jemioty oraz indukuje odpowiedz
prozapalng ze strony tych komorek poprzez aktywacje jadrowego czynnika NF-«kB. Z drugiej
strony, zastosowanie hipertermii zwigksza wrazliwos¢ komorek raka piersi na toksyczne
dziatania ekstraktu z jemioty in vitro [Koztowski i wsp., 2021]. W warunkach in vivo, w
badaniach wykonanych na szczurach, wykazalismy, ze FRH modyfikuje pule krazacych we
krwi obwodowej limfocytow 1 granulocytdw, zmienia ekspresje czasteczek regulatorowych,
takich jak czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytow (G-CSF) i czynnik hamujacy
makrofagi (MIF) la oraz zmienia ekspresj¢ miRNA-155 w surowicy szczurow poddanych
zabiegowi hipertermii w zakresie goraczki [Koztowski i wsp., 2023b].

Aktualnie, od 2021 roku, jestem zaangazowany w badania realizowane przez mgr
Konkonike Roy, ktora jest doktorantka realizujaca swoja prace takze pod opieka dr hab. Sylwii
Wrotek prof. UMK. Celem projektu finansowanego w ramach grantu NCN PRELUDIUM BIS
2 jest ustalenie, czy tolerancja na endotoksyn¢ bakteryjng sprzyja rozwojowi choroby
nowotworowej. Podobnie jak w przypadku badan realizowanych przez mgr. inz.
Koztowskiego, moja rola w projekcie obejmuje nie tylko wsparcie merytoryczne i dzielenie si¢
wieloletnim do$wiadczeniem w pracy laboratoryjnej z mtodszymi kolegami z Zespotu, ale
takze aktywny udzial w doswiadczeniach. Dotychczasowe wyniki badan in vitro potwierdzaja,
iz tolerancja endotoksynowa, ktora uwazana jest za mechanizm immunosupresyjny, zmienia
wlasciwosci makrofagow w kierunku komorek, ktore tworza mikrosrodowisko sprzyjajace

rozwojowi raka piersi i raka jelita grubego [Roy i wsp., 2023].

D. Przeciwnowotworowe wla$ciwosci zwiazkdéw aktywnych zawartych w ekstrakcie z grzyba

Coriolus versicolor.

Badania nad grzybem Coriolus versicolor sg prowadzone w Katedrze Immunologii

UMK nie tylko pod katem jego immunomodulujacych wiasciwosci, ale takze
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przeciwnowotworowych aktywnosci. W efekcie, nasz Zespot stat si¢ wiodacym osrodkiem w
Europie, ktory zajmuje si¢ tg tematyka badawcza.

Uzyskanie przeze mnie finansowania z NCN w ramach konkursu MINIATURA 3
umozliwito wykonanie badan nad potencjalng rolg ekstraktu CV jako modulatora fenotypu
makrofagdéw, w kontekscie interakcji tych komorek z komérkami raka piersi. Wyniki tych
doswiadczen in vitro wykazaly, iz pod wptywem stymulacji ekstraktem CV makrofagi RAW
264.7 wydzielaja substancje, ktore hamuja proliferacj¢ i migracje komorek raka piersi 4T1 oraz
zmniejszajg wydzielanie czynnikow pro-angiogennych (VEGF, MCP-1) podczas prowadzenia
ko-kultury obu rodzajow komorek. Ponadto, stymulacja komorek ekstraktem CV w
prowadzonej ko-kulturze obniza poziom markerow charakterystycznych dla makrofagow M2
(aktywno$¢ arginazy 1, stezenia IL-10 i TGF-B), ktore uwazane sg za komorki o whasciwosciach
pro-nowotworowych, jednoczes$nie zwigkszajac pule markerow komoérek M1 (aktywnosé
iNOS, stezenie IL-6 i TNF-a), ktore utozsamiane sg z aktywnoscig przeciwnowotworows.
Uzyskane wyniki sugeruja, iz polisacharydopeptydy obecne w ekstrakcie CV moga zaburzaé
mikrosrodowisko nowotworu, w ktérym obecne s3 m.in. makrofagi towarzyszace
nowotworom, a sam ekstrakt CV moze by¢ potencjalnym modulatorem fenotypu makrofagow
M1/M2 [Jedrzejewski i wsp., 2020].

Badania nad przeciwnowotworowymi wtasciwosci substancji aktywnych zawartych w
ekstrakcie CV byly przez mnie prowadzone nie tylko w odniesieniu do stanu zapalnego i
interakcji pomigedzy komorkami rakowymi i makrofagami, ale takze w celu poznania
mechanizméw toksycznego dziatania ekstraktu CV wobec komoérek nowotworowych.
Uzyskane wyniki wykazaly, iz ekstrakt CV powoduje $mier¢ komorek czerniaka, ktore
charakteryzujg si¢ stosunkowo wysoka oporno$¢ na apoptoze¢ indukowang lekami, poprzez
biatko oddziatujace z receptorem typu 1 (RIPK1), indukcje stresu oksydacyjnego oraz
modyfikacj¢ zwartoSci melaniny w komorkach czerniaka [Pawlikowska i wsp., 2020a]. W
innych badaniach udowodnilismy, ze ekstrakt CV wywotuje nekroptoze komorek czerniaka
oraz raka piersi za posrednictwem szlaku sygnalizacyjnego RIPK1/RIPK3/MLKL
[Pawlikowska i wsp, 2021; Pawlikowska i wsp., 2020b] oraz powoduje $mier¢ komoérek raka
piersi poprzez mechanizm zalezny od TNF-o [Kowalczewska i wsp., 2016]. Dodatkowo
wykazaliSmy takze, ze hipertermia z zakresu gorgczki hamuje cytotoksyczne dzialanie
polisacharydopeptydoéw obecnych w ekstrakcie CV wobec komorek raka piersi [Pawlikowska
i wsp., 2016].

Wyniki badan przedstawionych w publikacji 6 (Jedrzejewski i wsp., 2022) wykazaty,

ze ekstrakt CV dziala immunostymulujaco na makrofagi, m.in. poprzez aktywacje szlaku
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sygnatowego z udziatem kinazy PI3K. Odkrycie to stato si¢ punktem wyjscia do dalszych
badan, ktorych celem bylo okreslenie wptywu ekstraktu CV na komoérki nowotworowe w
obecnosci inhibitora PI3K — LY294002. Podjecie tych badan byto uzasadnione réwniez faktem,
ze rola szlaku PI3K w przeciwnowotworowych wiasciwosciach ekstraktu CV jak dotychczas
nie byla analizowana. Szlak ten odgrywa kluczowa rolg w procesach biologicznych zwigzanych
z rozwojem nowotworow ztosliwych, takich jak proliferacja, réznicowanie i inwazja komorek
rakowych. Ponadto, wyniki badan klinicznych wskazujag na ograniczong skutecznosé¢
inhibitorow PI3K stosowanych w monoterapii przeciwnowotworowej, co gtownie wynika z ich
stabych wlasciwosci farmakokinetycznych oraz stosunkowo wysokiej toksycznosci. WyniKi
przeprowadzonych przeze mnie doswiadczen wykazaly, ze LY294002 nasila
przeciwnowotworowe dziatanie ekstraktu CV poprzez zmniejszenie zywotno$ci komorek
rakowych oraz ich zdolnos$ci do tworzenia kolonii. Ponadto, jednoczesna stymulacja komorek
nowotworowych ekstraktem CV 1 LY294002 skuteczniej indukowata zatrzymanie cyklu
komoérkowego w fazie GO/G1, promowata apoptoze, ograniczata inwazj¢ 1 migracje komorek
oraz hamowala ekspresje PI3K w pordwnaniu do dziatania kazdego z tych zwigzkéw osobno.
Uzyskane wyniki wskazuja na obiecujagce mozliwosci opracowania nowych terapii
skojarzonych ukierunkowanych na leczenie nowotworow z wykorzystanie ekstraktu CV i
LY294002 [Jedrzejewski i wsp., 2025].

Na podstawie naszych wynikéw do$wiadczen oraz obserwacji innych autoréw, wraz ze
wspotpracownikami z Katedry Immunologii UMK, napisalismy dwie prace przegladowe.
Dokonalismy w nich przegladu najwazniejszych i najnowszych informacji zwiazanych z
immunomodulujgcymi, przeciwnowotworowymi, antyangiogennymi oraz przeciwwirusowymi
wlasciwosciami substancji biologicznie aktywnych zawartych w ekstrakcie CV, takze w

kontekscie choroby COVID-19 [Jedrzejewski i wsp., 2023; Piotrowski 1 wsp., 2015].

E. Aktywno$¢ biologiczna innowacyjnych biomaterialdw o potencjalnym zastosowaniu w

nowoczesnej inzynierii biomedycznej 1 implantologii.

Niemal natychmiast po uzyskaniu stopnia doktora zostatem zaproszony do wspotpracy
przez dr hab. Aleksandre Radtke prof. UMK oraz dr hab. Piotra Piszczka prof. UMK z Katedry
Chemii Nieorganicznej i Koordynacyjnej UMK w Toruniu. Celem tych badan jest stworzenie
implantéw nowej generacji, ktore moglyby znalez¢ zastosowanie w ortopedii, stomatologii,
chirurgii szczekowo-twarzowej, kardiochirurgii czy urologii. Moj udziat w tym
interdyscyplinarnym projekcie, w ramach, ktorego wspoélpracuje takze z zespolami

mikrobiologdéw pod kierownictwem Prof. Patrycji Golinskiej z Katedry Mikrobiologii UMK
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oraz dr hab. Beaty Sadowskiej prof. UL z Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej
Uniwersytetu L.odzkiego, polega na ocenie biozgodnosci testowanych materialow w warunkach
in vitro oraz ocenie ich potencjalnych wiasciwosci przeciwzapalnych, ktore obok
biokompatybilnosci 1 wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych, sa kluczowe do tego, aby
wprowadzony do organizmu implant nie zostat odrzucony przez biorce.

0d 2015 roku wspotpracuje z firma Nanoimplant Sp. z 0.0. w Toruniu, ktora jest spotka
typu spin-off dziatajaca przy UMK, zatozong przez w/w prof. Radtke i prof. Piszczka. W latach
2017-2018 bytem jednym z gtownych wykonawcéw badan realizowanych dla tej firmy w
ramach grantu pt. ,,Badania nad powlokami nanokompozytowymi oraz ich zastosowaniem w
konstrukcji  prototypu spersonalizowanego implantu medycznego nowej generacji
wytworzonego w technologii 3D”, ktéry byt finansowany z regionalnego Programu
Operacyjnego Wojewodztwa Kujawsko-Pomorskiego na lata 2014-2020.

Naukowym owocem opisywanej wspotpracy jest, jak dotychczas, 17 publikacji, ktore
zostaty opublikowane w latach 2015-2024. Ta dituga i dynamiczna wspoélpraca jest wciaz
kontynuowana, czego wyrazem jest praca nad kolejnymi artykutami naukowymi, jak i
wspolnymi wnioskami o granty.

Na poczatku prowadzonych badan oceniliSmy m.in. wlasciwo$ci przeciwbakteryjne i
biokompatybilne nanorurek dwutlenku tytanu o réznej srednicy, ktore zostaty zsyntetyzowane
na foli tytanowej [Lewandowska i wsp., 2015]. Wyniki tych dos§wiadczen stanowity podstawe
do oceny wilasciwosci innych rodzajow nanoporowatych, nanorurkowych, nanoggbczastych i
nanowtoknistych uktadow, ktore moga znalez¢ zastosowanie w stomatologii czy chirurgii
szczgkowo-twarzowej. W kolejnych latach oceniliSmy wlasciwosci nanomateriatow
utworzonych na modyfikowanych podtozach tytanowych 1 stopu Ti6Al4V metodami
elektrochemicznego utleniania [Radtke et al., 2017a; Radtke et al., 2018; Ehlert i wsp., 2019;
Ehlert i wsp., 2020; Ehlert i wsp., 2021], bezposredniego utleniania powierzchni podtoza
nadtlenkiem wodoru oraz utleniania termicznego [Radtke et al., 2017b]. Ze wzgledu na fakt, iz
hydroksyapatyt jest uwazany za zwigzek wykazujacy duza biozgodnos¢ 1 stymulujgcy rozwoj
kosci w niewielkich ubytkach kostnych, w naszych badania oceniali§my takze wtasciwosci
nanoporowatych i nanorurkowatych powlok wzbogaconych hydroksyapatytem przy uzyciu
techniki osadzania warstw atomowych (ALD) [Radtke i wsp., 2019a; Ehlert i wsp., 2022]. W
kolejnych doswiadczeniach analizowaliSmy wlasciwo$ci nanomaterialow wzbogaconych
nanoczgstkami srebra, ktore uzyskano metoda chemicznego osadzania z fazy gazowej (CVD)
[Piszczek i wsp., 2017] oraz technikg PEALD, tj. procesu ALD wspomaganego plazma [Radtke

I wsp., 2017c], poniewaz powszechnie wiadomo, iz srebro i jego nanoczastki nalezg do
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najstarszych i najlepiej sprawdzonych w praktyce $rodkéw mikrobiobojczych. Celem
wszystkich prowadzonych badan bylo uzyskanie nanomateriatlu zawierajacego minimalne
stezenie nanoczastek srebra, ktore zapewnialoby odpowiednio wysoka skuteczno$é
przeciwbakteryjng, przy jednoczesnym braku cytotoksycznosci 1 zachowaniu wlasciwosci
biointegracyjnych [Radtke i wsp., 2019b]. Z uwagi na mozliwe wykorzystanie badanych
nanopowtok do konstrukcji wyrobéw medycznych, waznym kierunkiem prowadzonych badan
byto takze okreslenie wplywu procesow sterylizacji na ich strukture, morfologi¢ oraz
wlasciwosci biologiczne [Radtke 1 wsp., 2019¢c]. Uwienczeniem wszystkich wymienionych
badan byto opracowanie nanopowtoki oraz implantu stworzonego z wykorzystaniem drukarki
3D, ktérych biozgodnos¢, wiasciwosci przeciwzapalne i przeciwbakteryjne oraz potencjalna
genotoksyczno$¢ zostaty szeroko zbadane przez interdyscyplinarny zespol, ktérego bylo
cztonkiem [Piszczek 1 wsp., 2020].

W ostatnim czasie, w ramach wcigz kontynuowanej wspotpracy, rozpoczeliSmy badania
nad oceng wtasciwosci biodegradowalnych implantow metalicznych, ktore uwazane sa za
przysztos¢ implantologii. Dotychczas wykonane doswiadczenia dotyczyly oceny
cytotoksyczno$ci materiatow uzyskanych na bazie zelaza o ré6znych rozmiarach poroéw, ktore
maja potencjalne zastosowanie w implantologii kardiologicznej [Gasior i wsp., 2023].
Prowadzimy takze do$wiadczenia nad cytotoksycznymi i bakteriobojczymi whasciwosciami
materialdow kompozytowych powstatych w wyniku dyspersji okso-kompleksow tytanu(IV)
(TOC) w matrycy poli(ekaprolaktonu) (PCL) oraz okso-kompleksow tytanu(IV
stabilizowanych ligandami migdatowymi. Wymienione materialty moga by¢ stosowane do
produkcji biodegradowalnych wyrobéw medycznych [Smigiel i wsp., 2023] lub stanowi¢
powtoke antybakteryjng w obiektach uzytecznosci publicznej lub szpitalach, w celu
zmniejszenia ryzyka rozprzestrzeniania si¢ infekcji bakteryjnych [Kubiak i wsp., 2024].

W 2024 roku rozpoczatem wspotprace z Prof. dr hab. Aling Sionkowska z Katedry
Chemii Biomateriatow 1 Kosmetykow UMK w Toruniu, ktérej celem jest opracowanie
biomaterialdw na bazie mieszanin réznych polimerow, majacych potencjalnie aplikacyjne
zastosowanie w inzynierii tkankowej, np. do produkcji materiatow przyspieszajacych proces
regeneracji tkanki podczas gojenia si¢ ran. Pierwsze opublikowane wyniki dotyczace
kompozytow polimerowych na bazie alkoholu poliwinylowego, poliwinylopirolidonu,
chitozanu oraz polydopaminy wykazaty, iz takie kompozyty wykazuja lepsza chropowatos¢
powierzchni oraz hydrofilowos¢ w poréwnaniu do pojedynczych materiatow polimerowych.
Wymienione wtasciwos$ci bardzo korzystnie wplywaty na adhezj¢ i proliferacje fibroblastow

tkanki tacznej, ktore to komorki odgrywaja kluczowa role w roznych fazach gojenia si¢ ran,
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takich jak interakcja z komoérkami uktadu odpornosciowego, produkcja sktadnikow macierzy

pozakomorkowej i nawigzywanie interakcji z komorkami §rodbtonka i keratynocytami [Tahir i
wsp., 2024].

F. Aktywnos¢ biologiczna biogennych nanoczastek srebra.

Rozwoj nanotechnologii w ciggu ostatnich dwoch dekad doprowadzit do wykorzystania
nanoczastek srebra w roznych zastosowaniach biomedycznych, takich jak terapie
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne i przeciwnowotworowe. Ze wzgledu na fakt, iz
chemiczna czy fizyczna synteza nanoczastek powoduje zuzycie duzych ilo$ci energii oraz
generowanie toksycznych substancji chemicznych, obecnie dynamicznie rozwijaja si¢
alternatywne metody tzw. ,,syntezy zielonej” wykorzystujacej bakterie, promieniowce, grzyby,
drozdze czy algi, ktére to metody uwazane sa za tansze i przyjazne dla srodowiska.

W ramach wspotpracy z Prof. Patrycja Golinskg z Katedry Mikrobiologii UMK
Uczestniczylem w doswiadczeniach, ktorych celem byto uzyskanie nanoczastek srebra
wytworzonych metoda ,,zielonej syntezy”. Moja rola w tych interdyscyplinarnych badaniach
polegata na ocenie cytotoksyczno$ci zsyntetyzowanych nanoczastek zarowno wobec komorek
nowotworowych, jak i normalnych. Uzyskane wyniki wykazaly, iz nanoczastki srebra
syntetyzowane ze szczepu aktynobakterii SH11 wykazujg cytotoksyczne dziatanie zar6wno
wobec makrofagow RAW 264.7, jak i komorek raka piersi MCF-7, a obserwowane zjawisko
wynika z indukowania przez biosyntetyzowane nanoczastki duzych ilosci rodnikéw tlenowych
[Wypij i wsp., 2020]. Podobne wyniki uzyskali$my dla nanoczastek srebra syntetyzowanych
ze szczepu aktynobakterii SF23, aczkolwiek warto podkresli¢, iz ten rodzaj nanoczastek
wykazywat silniejsze dziatanie cytotoksyczne wobec komoérek nowotworowych niz

makrofagow [Wypij i wsp., 2021].

G. Ocena potencjatu biologicznego zwiazkoéw koordynacyjnych rutenu i rodu

Moje zaangazowanie naukowe nie ogranicza si¢ wylacznie do wspolpracy z
pracownikami UMK, ale takze do wspotpracy z badaczami z innych o$rodkoéw naukowych.
Najlepszym tego przykladem jest modj udziat w interdyscyplinarnych badaniach
koordynowanych przez dr Marzen¢ Fandzloch z Instytut Niskich Temperatur i Badan
Strukturalnych im. Wtodzimierza Trzebiatowskiego Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu,
ktorych celem jest stworzenie zwigzkow koordynacyjnych metali, takich jak ruten lub rod o
unikalnych wlasciwosciach fizyko-chemicznych 1 duzym potencjale do zastosowan

biomedycznych. Moja rola w prowadzonych badaniach polega na ocenie wlasciwosci
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przeciwnowotworowych zsyntetyzowanych kompleksow metali, toksycznosci wobec komorek
normalnych oraz badaniu mechanizmu ich toksycznego dziatania. Uzyskane wyniki
doswiadczen wykazaly, iz kompleksy rodu(Il) z triazolopirymidynami dziatajg cytotoksycznie
wobec komorek raka piersi poprzez mechanizm zalezny od wolnych rodnikow [Fandzloch i
wsp., 2020a]. Znacznie wyzszg aktywno$¢ przeciwnowotworowa w porownaniu z NAMI-A,
ktory jest kompleksem rutenu(Ill) o wihasciwosciach antymetastatycznych, stosowanym w
badaniach klinicznych, zaobserwowaliSmy w przypadku kompleksow rutenu(Ill) z
triazolopirymidynami [Fandzloch i wsp., 2020b]. Ponadto, badania z uzyciem komplekséw
rutenu(Il) z analogami puryn wykazaty, iz dzialajg one nie tylko cytotoksycznie wobec
komorek nowotworowych, ale takze hamujg ich migracje na poziomie zblizonym do NAMI-A
[Fandzloch i wsp., 2021]. Ostaniem rodzajem zwiazkéw, ktore dotychczas zostaty przez nas
przebadane s3 kompleksy rutenu z ligandami triazolopirymidynowymi o geometrii typu
»Sawhorse”, stanowigce przyktad fotoaktywowanych czasteczek tlenku wegla(Il) (tzw. zwigzki
CORM). Wyniki naszych doswiadczen wykazaty, iz na skutek pobudzenia $wiattem UV
kompleksy te nabywaja cytotoksycznych wiasciwosci wobec komorek nowotworowych
[Fandzloch i wsp., 2022].

Poza wyzej wymienionymi projektami, wspotpracowatem rowniez z dr hab. Joanng
Wyszkowska Prof. UMK z Zaktadu Biofizyki Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska UMK
w Toruniu (obecnie Katedra Fizjologii Zwierzat i Neurobiologii na Wydziale Nauk
Biologicznych i Weterynaryjnych UMK) uczestniczac w badaniach, ktorych celem byta ocena
wpltywu pola magnetycznego o niskiej czestotliwosci na parametry fizjologiczno-
immunologiczne szczurow. Wyniki tych do$wiadczen wykazaty, iz pojedyncza, dlugotrwata
ekspozycja zwierzat na wymieniony rodzaj pola magnetycznego stymuluje aktywnos$¢ uktadu
immunologicznego poprzez wzrost stezenia cytokin prozapalnych w osoczu, zwigkszenie
liczby limfocytow oraz poziomu hemoglobiny i hematokrytu. Z drugiej strony, w warunkach
typowych dla terapeutycznego stosowania tego pola magnetycznego w magnetoterapii (krotka
dzienna i powtarzana ekspozycja) nie zaobserwowali$my potencjalnie szkodliwej odpowiedzi
ze strony uktadu immunologicznego [Wyszkowska i wsp., 2018].

Opisane powyzej dodatkowe osiagnigcia naukowe stanowily podstawe do
opublikowania 50 prac o tacznym wspotczynniku wptywu IF=175,636 (punktacja
MNiSW/MEIN wynosi: 4352).
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8. Nagrody i wyro6znienia otrzymane za dzialalno$¢ naukowq i dydaktyczna

e Dwa indywidualne wyrdznienia Rektora UMK za osiagnigcia w dziedzinie badan
naukowych (2020, 2021)

e Dwie indywidualne nagrody trzeciego stopnia Rektora UMK za osiagnigcia w dziedzinie
badan naukowych (2016, 2018)

o C(Cztery zespotowe wyroznienia Rektora UMK za osiggnigcia w dziedzinie badan
naukowych (2019, 2020, 2021, 2022)

e Jedno zespolowe wyrdznienie Rektora UMK za osiagnigcia w dziedzinie dydaktycznej
(2022)

e Pietnascie stypendiow Rektora UMK za wysoko punktowane publikacje (2024, 2022, 2021
- czterokrotnie, 2020 — szeéciokrotnie, 2019 — dwukrotnie, 2018)
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e Dwa stypendia Dziekana Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK za
wysoko punktowane publikacje (2020, 2019)
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