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Zatacznik 2

1. IMIE 1 NAZWISKO

Hanna Kalamarz-Kubiak

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE Z PODANIEM NAZWY, MIEJSCA I ROKU ICH UZYSKANIA
ORAZ TYTULU ROZPRAWY DOKTORSKIE].

1989 - magister inzynier w zakresie zootechniki, Wydziat Zootechniczny (obecnie
Bioinzynierii), Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie (obecnie Uniwersytet
Warminsko-Mazurski);

Tytut pracy magisterskiej: ,,Zwigzek miedzy aktywnoscig kwasnej fosfatazy leukocytow
krwi a poziomem wybranych wskaznikow diagnostycznych u krow i cielgt rasy czarno-
biatej”.

Promotor : prof. dr hab. Krzysztof Walawski, Instytut Genetyki i Metod Doskonalenia
Zwierzat, Wydzial Zootechniczny (obecnie Bioinzynierii), Akademia Rolniczo-
Techniczna w Olsztynie (obecnie Uniwersytet Warminsko-Mazurski).

1990 - Migdzywydzialowe Studium Pedagogiczne, Akademia Rolniczo-Techniczna w
Olsztynie (obecnie Uniwersytet Warminsko-Mazurski).

1999 - doktor nauk rolniczych w zakresie zootechniki, specjalno$é: biologia rozrodu
zwierzat, Wydzial Bioinzynierii, Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie
(obecnie Uniwersytet Warminsko-Mazurski);

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Wphyw neuropeptydu Y, substancji P, galaniny i p-
endorfiny na uwalnianie LHRH z wyniostosci posrodkowej loszek podczas
indukowanego wyrzutu LH”.

Promotor : prof. dr hab. Stanistaw Okrasa, Instytut Fizjologii Zwierzat, Wydzial
Biologii (obecnie Biologii i Biotechnologii), Akademia Rolniczo-Techniczna w
Olsztynie (obecnie Uniwersytet Warminsko-Mazurski).

3. INFORMACJA O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH I
DOSWIADCZENIU ZAWODOWYM.

1989-1990 Instytut Fizjologii Zwierzat, Wydzial Zootechniczny; Akademia Rolniczo-
Techniczna w Olsztynie, asystent stazysta

1990-1999 Instytut Fizjologii Zwierzat, Wydziat Zootechniczny, Akademia Rolniczo-
Techniczna w Olsztynie, asystent

1999-2000 Katedra Fizjologii Zwierzat, Wydzial Biologii; Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie, asystent

2000-2003 Zaktad Medycyny Nuklearnej, Centralny Szpital Kliniczny Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi, starszy asystent

2003-2013 Zaktad Genetyki i Biotechnologii Morskiej, Instytut Oceanologii Polskiej
Akademii Nauk w Sopocie, adiunkt

2013-obecnie Zaktad Genetyki i Biotechnologii Morskiej, Instytut Oceanologii Polskiej
Akademii Nauk w Sopocie, specjalista biolog
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4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. 0
STOPNIACH NAUKOWYCH I TYTULE NAUKOWYM (Dz. U. NR 65, POZ 595 ZE ZM.):

A) TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO,

Nonapeptydy: wazotocyna argininowa i izotocyna w regulacji
odpowiedzi na stres u ryb

B) (AUTOR/AUTORZY, TYTUL PUBLIKAC]I, ROK WYDANIA, NAZWA WYDAWNICTWA),

1. Kalamarz-Kubiak H., Meiri-Ashkenazi 1., Kleszczynska A., Rosenfeld H. 2014. In vitro
effect of cortisol and urotensin | on arginine vasotocin and isotocin secretion from
pituitary cells of gilthead sea bream Sparus aurata. Journal of Fish Biology 84 (2); 448-
458. doi: 10.1111/jfb.12297.

IF =1,65; 30pkt. MNiSzZW

2. Kalamarz-Kubiak H., Meiri-Ashkenazi |., Kleszczynska A., Rosenfeld H. 2014,
Urotensin 11 inhibits arginine vasotocin and stimulates isotocin release from nerve
endings in the pituitary of gilthead sea bream (Sparus aurata). Journal of Experimental
Zoology: Part A Ecological Genetics and Physiology 321(8):467-471.
doi: 10.1002/jez.1875.

IF =1,44; 30pkt. MNiSzW

3. Kalamarz-Kubiak H., Gozdowska M., Nietrzeba M., Kulczykowska E. 2011. A novel
approach to AVT and IT studies in fish brain and pituitary: In vitro perfusion technique.
Journal of Neuroscience Methods 199 (1): 56-61. doi: 10.1016/j.jneumeth.2011.04.035.

IF =1,98; 25pkt. MNiSzW

4. Kalamarz-Kubiak H., Kleszczynska A., Kulczykowska E. 2015. Cortisol stimulates
arginine vasotocin and isotocin release from the hypothalamo-pituitary complex of round
goby (Neogobius Melanostomus): Probable mechanisms of action. Journal of
Experimental Zoology: Part A Ecological Genetics and Physiology 323 (9): 616-626.
doi: 10.1002/jez.1952.

IF =1,44; 30pkt. MNiSzW

SUMARYCZNY IF ZGODNIE Z ROKIEM OPUBLIKOWANIA = 6,51
RAZEM LICZB PUNKTOW MNISZW ZGODNIE Z WYKAZEM CZASOPISM Z GRUDNIA 2014 =115

(Oswiadczenia wspotautorow publikacji oraz okreslenie indywidualnego wktadu pracy
kazdego z nich znajdujq si¢ w zatgczniku 6)

C) OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW ORAZ OMOWIENIE ICH
EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA.

Celem podjetych badan wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego byto
wyjasnienie udzialu argininy wazotocynowej (AVT) oraz izotocyny (IT) w regulacji

odpowiedzi na stres u ryb.
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Ryby podobnie jak inne kregowce sg narazone na stres, nie tylko w ich naturanym
srodowisku ale réwniez w akwakulturach, laboratoriach etc. Fizjologiczna odpowiedZ na
czynniki stresowe obejmuje aktywacje osi mézg — wspotczulny uktad nerwowy — komorki
chromochtonne (ang. the brain — sympathetic — chromaffin cell axis; BSC-axis) oraz osi
podwzgorze — przysadka méozgowa — komoérki miedzynerkowe (ang. the hypothalamo —
pituitary — interrenal axis; HPl-axis) (Wendelaar-Bonga, 1997)%. Podczas aktywacji osi
podwzgdrze — przysadka mozgowa — komodrki miedzynerkowe, pod wptywem pobudzenia
biegngcego z wspodlczulnych zakonczen nerwowych, komoérki chromochtonne czgsci
glowowej nerki uwalniajg katecholaminy (adrenaling i noradrenaling). Aktywacja 0si mozg —
wspotczulny uktad nerwowy — komorki chromochtonne nastepuje kiedy czynnik uwalniajacy
kortykotroping (CRF) uwalniany z podwzgorza stymuluje komorki kortykotropowe przysadki
do wydzielania hormonu kortykotropowego (ACTH), ktory z kolei aktywuje komorki
miedzynerkowe czg¢ééi gtowowej nerki do syntezy i uwalniania kortyzolu. Pomimo, ze
kortyzol jest powszechnie uznawany jako kluczowy element hormonalnej odpowiedzi na
stres, hormony takie jak wazotocyna argininowa (AVT), izotocyna (IT), urotensyny,
dopamina, serotonina i B-endnorfina sg rowniez zaangazowane w regulacje odpowiedzi na
stres u ryb.

Nonapeptydy: AVT i IT wystepujace u ryb sg homologami ssaczej wazotocyny (AVP)
i oksytocyny (OT). U ryb, AVT i IT sg syntetyzowane w oddzielnych drobno- i
wielkokomorkowych neuronach obszaru przedwzrokowego (POA), magazynowane w
zakonczeniach nerwowych cze$ci nerwowej przysadki mozgowej i uwalniane do krazenia w
wyniku odpowiedniej stymulacji. Oba peptydy produkowane sg w formie nieaktywnych
prohormonéw 1 stajg si¢ biologicznie czynne dopiero po oddysocjowaniu od
niekowalencyjnych kompleksow z biatkami ochronnymi w procesie dojrzewania, ktory
zachodzi w podwzg6rzu 1 nerwowej czesci przysadi mozgowej. Tylko dojrzate nonapeptydy,
dziataja jako hormony obowodowe, nurotransmitery i/lub neuromodulatory w osrodkowym
uktadzie nerwowym (OUN). Fizjologiczna rola AVT zwigzana jest z regulacja aktywnosci
uktadu krazenia oraz utrzymaniem wodno-elektrolitowej réwnowagi organizmu. Oba
neuropeptydy, wspotdziatajac z innymi uktadami wydzielania wewnetrznego, kontrolujg
zachowania socjalne i rozrodcze ryb. A co najwazniejsze, wykazano, ze AVT i IT sa
zaangazowane w fizjologiczng odpowiedz na stres u ryb. Zmiany stezenia AVT i IT w

podwzgodrzu, przysadce i osoczu zaobserwowano u wielu gatunkow ryb poddanych réznym

! Wendelaar Bonga SE. 1997. The stress response in fish. Physiol Rev 77:591-625.
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sytuacjom stresowym takim jak: ograniczenie przestrzeni, zaktocanie spokoju, duze
zageszczenie, pozbawienie pokarmu i stres osmotyczny. Mozna wiec stwierdzié, ze dziatanie
stresu na syntez¢ i uwalnianie nonapeptydéow jest uzaleznione od rodzaju czynnika
stresowego (Publikacje wg Autoreferatu 5.3.2; 5.3.6; 5.3.9; 5.3.19; 5.4.20). Wobec tego,
AVT i IT moga stanowi¢ wazny element osi stresu u ryb (Kulczykowska, 2008)%. U wielu
gatunkow ryb wykazano, ze neurony AVT wspotwystepuja z neuronami CRF w jadrze
przedwzrokowym (NPO) a ekspresja mRNA dla AVT i CRF wzrasta rownoczesnie w
odpowiedzi na roznego rodzaju czynniki stresowe. Badania in vitro wykazaly, ze AVT moze
niezaleznie lub synergistycznie z CRF stymulowa¢ uwalnianie ACTH z komorek przysadki
ryb.

Dziatanie kortyzolu na AVT zbadano jedynie w warunkach in vivo u dorady (Sparus
aurata). Zastosowanie implantow z kortyzolem, najpierw spowodowalo podwyzszenie
ekspresji mMRNA dla AVT a potem zwigkszyto zawarto§¢ AVT w przysadce dorady. Nieliczne
badania dotyczace IT sugeruja, ze ten nonapeptyd wzmaga uwalnianie ACTH z komorek
przysadki ryb. Jak dotad nikt nie podjat badan in vitro dotyczacych dziatania kortyzolu na
wydzielanie AVT i IT u ryb (Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.1). U dorady, w
przeciwienstwie do innych ryb kostnoszkieletowych, CRF nie jest czynnikiem uwalniajacym
dla. ACTH i kortyzolu. Powodem tego jest brak anatomicznych potgczen pomiedzy
perikarionami CRF a komodrkami kortykotropowymi uwalniajagcymi ACTH w gruczotowe;j
czesci przysadki mozgowej (Quesada i wsp., 1988; Mancera & Fernandez-Lebrez, 1995;
Duarte i wsp., 2001)* * °. Istnieje duze prawdopodobiefistwo, ze urotensyna | (Ul) zamiast
CRF moze regulowa¢ uwalnianie AVT 1 IT u dorady. Od dawna wiadomo, ze UI jest
zaangazowana w regulacje neuroendokrynnej, autonomicznej 1 behawioralnej odpowiedzi na
stres u ryb. Ekspresje genu dla UI zaobserwowano nie tylko w urofizie, ale takze w regionie

kresomodzgowia i obszaru przedwzrokowego, pokrywy wzrokowej i wzgorza, podwzgorza i

2 Kulczykowska, E. 2008. Arginine vasotocin and isotocin as multifunctional hormones, neurotransmitters and
neuromodulators in fish. In Avances en Endocrinologia Comparada, Vol. IV (Munoz-Cueto, J.A., Mancera,
J.M., Martinez-Rodriguez, G., eds.), Universidad de Cadiz, Spain: Servicio de Publicaciones, pp. 41-47.

® Quesada, J., Lozano, M.T., Ortega, A. & Agulleiro, B. 1988. Immunocytochemical and ultrastructural
characterization of the cell types in the adenohypophysis of Sparus aurata L. (Teleost). General and
Comparative Endocrinology 72, 209-225.

* Mancera, J.M. & Fernandez-Lebrez, P. 1995. Localization of corticotropin-releasing factor immunoreactivity
in the brain of the teleost Sparus aurata. Cell and Tissue Research 281, 569-572.

® Duarte, G., Segura-Noguera, M.M., Martin del Rio, M.P. & Mancera, J.M. 2001. The hypothalamo-
hypophyseal system of the white seabream Diplodus sargus: immunocytochemical identification of arginine-
vasotocin, isotocin, melanin-concentrating hormone and corticotropin-releasing factor. Histochemical Journal
33, 569-578.
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tylnej czesci mozgu, co wskazuje na dzialanie regulacyjne w obrebie OUN. Z kolei,
strukturalne podobienstwo pomiedzy UI i CRF moze sugerowa¢ podobna role obu tych
hormonéw w osi podwzgorze — przysadka moézgowa — komorki miedzynerkowe u ryb.
Wykazano, ze Ul moduluje wydzielanie kortyzolu, bezposrednio przez dziatanie na komorki
tkanki miedzynerkowej lub posrednio przez o$ podwzgorze — przysadka mozgowa. Ponadto
wykazano, ze Ul-immunoreaktywne (Ul-ir) wtdokna biegnace z jadra bocznego guza (NLT) do
przysadki mozgowej moga oddzialywaé na zakonczenia nerwowe AVT i IT u wielu
gatunkow ryb.

Celem badan podjetych i opisanych w pierwszej publikacji (Publikacje wg Autoreferatu:
4.B.1) bylo okreslenie czy kortyzol i Ul wptywaja na wydzielanie AVT i IT w hodowli
komorek przysadki mozgowej dorady. Badania in vitro przeprowadzono w National Center
for Mariculture, Israel Oceanographic and Limnological Research w Eilacie (Izrael), z ktorym
nawigzalam wspolprace i gdzie przebywatam na stazu naukowym w ramach wymiany
bezdewizowej pomigdzy Polska Akademia Nauk a Izraelska Akademia Nauk Scistych i
Humanistycznych (Wg Wykazu Osiggniec: 111L.K.1; zalgcznik 4). Reszta analiz zostata
przeprowadzona w Pracowni Fizjologii Organizméw Morskich Zakladu Genetyki i
Biotechnologii Morskiej IOPAN w Sopocie. Do badan uzyto 3 letnich dorad obu pici (n=49).
W badaniach in vitro zastosowano hodowl¢ pierwotng komoérek przysadki mozgowej zgodnie
ze zmodyfikowana metoda Levavi-Sivan i wsp. (1995, 2004) ® 7. Komorki przysadki byty
hodowane z dodatkiem kortyzolu (1,4 x 10®* M; 1,4 x 107 M; 0,4 x 10° M) lub UI (10",
107, 107 M). Przy wyborze dawki kortyzolu wzigto pod uwage poziom tego hormonu
mierzony w odpowiedzi na stres u réznych gatunkéw ryb. Dawki Ul stosowane w hodowli
byty okreslone na podstawie literatury, biorgc pod uwage stezenie Ul w réznych tkankach
ryb. Po uptywie 6, 24 i 48 godzin hodowli, media inkubacyjne zbierano i zamrazano w —70°C
do czasu wykonania analiz AVT i IT. Stezenie AVT i IT w mediach inkubacyjnych
oznaczono za pomocyg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja
fluorescencji zgodnie ze zmodyfikowana metoda Kulczykowskiej (1995)%, ktora pozwala na

pomiar obu neuropeptydow w jednej probie. (Szczegdlowe informacje dotyczgce zastosowan

® Levavi-Sivan, B., Safarian, H., Rosenfeld, H., Elizur, A. & Avitan, A. 2004. Regulation of gonadotropin-
releasing hormone (GnRH)-receptor gene expression in tilapia: effect of GnRH and dopamine. Biology of
Reproduction 70, 1545-1555.

" Levavi-Sivan, B., Ofir, M. & Yaron, Z. 1995. Possible sites of dopaminergic inhibition of gonadotropin release
from the pituitary of a teleost fish, tilapia. Molecular and Cellular Endocrinology 109, 87-97.

® Kulczykowska, E. 1995. Solid-phase extraction of arginine vasotocin and isotocin in fish samples and
subsequent gradient reversed-phase high-performance liquid chromatographic separation. Journal of
Chromatography B 673, 289-293.
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metody in vitro oraz analizy HPLC znajdujq sie w pierwszej omawianej publikacji; Publikacje wg
Autoreferatu: 4.B.1; zalgcznik 9)

W wyniku przeprowadzonych badan, jako pierwsza udowodnitam, ze kortyzol i Ul wptywa
na sekrecj¢ AVT i IT z zakonczen nerwowych w przysadce mozgowej dorady (Publikacje wg
Autoreferatu: 4.B.1). Wszystkie zastosowane dawki kortyzolu wykazywaty stymulujgce
dziatanie na sekrecjc AVT w hodowli komorek przysadki. Po 24 godzinach hodowli
zaobserwowalam, ze dziatanie kortyzolu jest zalezne od dawki. U ssakoéw, wpltyw kortyzolu
na sekrecje AVT potwierdzono zarowno w doswiadczeniach in vivo jak in vitro. Stymulujace
dziatanie kortyzolu (in vivo) na poziom AVT w osoczu zanotowano u bydta Zebu (Bos
indicus) podczas ograniczenia dostepu do wody. Z kolei, u owiec domowych (Ovis aries)
podczas stresu audiowizualnego (obraz szczekajacego psa) zaobserwowano wzrost poziomu
kortyzolu i AVT w osoczu. Natomiast, chroniczny stres wywotywal u szczurow wzrost
ekspresji AVT w drobnoczasteczkowych neuronach jadra przykomorowego (PVN) oraz
wzrost sekrecji AVT do krazenia wrotnego przysadki mozgowej. Ponadto u szczuréw
wykazano, ze stres moze regulowa¢ w gore (ang. up-regulation), czyli zwigkszaé ilos¢
receptorow AVT w gruczotowe] cze$ci przysadki. Wyniki moich badan ujawnily, ze
stymulujgce dziatanie kortyzolu na sekrecje AVT zmniejsza si¢ po 48 godzinach hodowli
(Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.1). Prawdopodobnym wytlumaczeniem jest to, ze zapasy
AVT w ziarnisto$ciach wydzielniczych moga si¢ po prostu wyczerpa¢ bez uzupetnienia ich z
zakonczen AVT-ergicznych. Innym wytlumaczeniem moze by¢ zjawisko uniewrazliwienia
receptorow kortykoidowych (CR). Uniewrazliwienie CR w wyniku procesow fizjologicznych,
stresu lub choroby jest znanym zjawiskiem wystepujacym u ssakow. Jednakze z drugiej
strony, spadek wydzielania AVT po 24 godzinnej ekspozycji na kortyzol moze by¢ zwigzany
ze wzrostem aktywnos$ci aminopeptydazy odpowiedzialnej za metabolizm tych nanopeptydow
jak dowiedziono u szczuréw i kurczat. Tak jak w przypadku AVT, dziatanie kortyzolu (in
vitro) na wydzielanie IT nie bylo badane u ryb kostnoszkieletowych. Wyniki moich badan
wskazuja, ze, kortyzol obniza sekrecj¢ IT z zakonczen nerwowych w przysadce méozgowej
dorady. U ssakéw, dziatanie kortyzolu na OT potwierdzono zarowno w badaniach in vivo jak
in vitro. Stwierdzono, ze glikokortykoidy hamujg neurosekrecyjng aktywno$¢
drobnokomorkowych szczurzych neuronéw OT-ergicznych. Z kolei, deksametazon hamuje
wzrost OT w osoczu szczurow po dozylnym podawaniu izotonicznego lub hipertonicznego
roztworu soli fizjologicznej.

Na podstawie przedstawionych powyzej przestanek zatozylam, ze Ul zamiast CRF moze

regulowa¢ uwalnianie AVT i IT u dorady. Wyniki moich badan wykazaty zalezne od dawki
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stymulujgce dziatanie Ul na wydzielanie AVT po 6 godzinach hodowli (Publikacje wg
Autoreferatu: 4.B.1). U szczurow zaobserwowano, ze Ul nieznacznie zwigksza uwalnianie
AVT z podwzgodrza, co prawdopodobnie wskazuje na stymulujace dziatanie tego peptydu na
produkcje AVT. Prezentowane wyniki badan wykazuja, ze po 24 godzinach hodowli tylko
najwyzsza dawka Ul wzmaga sekrecje AVT z zakonczen nerwowych w przysadce.
Stymulujace dziatanie Ul zanika po 48 godzinach hodowli. Zwazywszy na fakt, ze UI jest
naturalnym ligandem receptorow CRF (CRFR), zaistniala sytuacje mozna wyjasni¢
pOzniejszym uniewrazliwieniem tych receptoréw. Uniewrazliwienie CRFR zostato
udokumentowane wieloma badaniami in vitro. W tym miejscu nalezy nadmienié¢, ze Ul
zwigksza sekrecj¢ kortyzolu i moze posrednio wptywaé na wydzielanie AVT takze poprzez
stymulacje uwalniania kortyzolu. Prezentowane wyniki wykazaty, ze Ul nie wptywa na
wydzielanie IT. Dotychczas oddziatywanie Ul na sekrecj¢ IT lub OT nie byto badane.
Przeciwstawna odpowiedz AVT i IT na dziatanie UI i kortyzolu w hodowli komorek
przysadki dorady, potwierdza wyniki wczesniejszych badan wskazujagce na niezalezng
regulacje wydzielania tych nonapeptydow u ryb.
Uzyskane wyniki potwierdzity zatozenia przyjete w pierwszej publikacji (Publikacje wg
Autoreferatu: 4.B.1). Wykazatam, ze:
v Kortyzol wplywa na sekrecjc AVT i IT z zakonczen nerwowych w przysadce
moézgowej dorady,
v" Kortyzol pobudza uwalnianie AVT w sposob zalezny od dawki i hamuje uwalnianie
IT w hodowli komorek przysadki dorady,
v' Ul wywoluje wzrost uwalniania AVT, jednakze nie wplywa na uwalnianie IT z
zakonczen nerwowych w przysadce dorady
v Ul w zastgpstwie CRF bierze udziat w regulacji osi podwzgorze — przysadka
moézgowa — komorki migdzynerkowe u dorady,

v' AVTIT sg waznymi elementami odpowiedzi na stres u ryb.

Jak wspomiatam na poczatku rozdziatu, poza kortyzolem w regulacje¢ odpowiedzi na
stres u ryb zaangazowane sg mi¢dzy innymi urotensyny. Dzialanie U I zostalo juz omdéwione.
O urotensynie Il (Ull) wiadomo, ze jest zaangazowana w kontrolg osmoregulacji, funkcji
metabolicznych a takze kontole aktywnosci uktadu krwiono$nego, pokarmowego i
immunologicznego u ryb. Zawartos¢ UIl w urofizie wzrasta w ciggu 24 godzin po

przeniesieniu storni (Platichthys flesus) z wody stonej do stodkiej, podczas gdy jej zawartos¢
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w osoczu 1 ekspresja receptoréw dla UIl w narzadach docelowych (nerka i skrzela) zmniejsza
si¢, sugerujac tzn. regulacje w dot (ang. down-regulation) systemu UII.

Zaobserwowano, ze synteza i uwalnianie AVT i IT z nerwowej czeSci przysadki moézgowej sa
wrazliwe na zmiany zasolenia. U ryb kostnoszkieletowych, gwattowne zmiany zasolenia
oddziatujg na ekspresj¢ pro AVT i pro IT mRNA w neuronach podwzgoérza oraz zawartos¢
AVT i IT w przysadce. Juz dawno sugerowano, ze istnieje zwigzek pomiedzy AVT oraz
innymi uktadami hormonalnymi takimi jak UIl w osmoregulacji u ryb. Jak wiadomo, AVT i
IT sg sntetyzowane w POA i tansportowane do nerwowej czeSci przysadki mozgowej, gdzie
Sg magazynowane i uwalniane z zakonczen nerwowych do uktadu krgzenia. Natomiast, UlI
zidentyfikowano nie tylko w urofizie ale takze w OUN u ryb. Ekspresj¢ mRNA dla UII i
receptorow UIl wykryto we wszytskich obszarach mozgu ryb wliczajac region
kresomdzgowia 1 obszaru przedwzrokowego, podwzgorza 1 przysadki moézgowe;j.
Przedstawione wyniki wskazuja na POA, podwzgoérze oraz przysadke mozgowa jako
potencjalne miejsca wzajemnego oddziatywania pomiedzy systemem UIl a AVT/IT. U storni
zaobserwowano, ze oba peptydy UIl i AVT sg zangazowane w stres hyper- i hypo-
osmotyczny. Jednakze, wptyw UII na sekrecje AVT i IT nie byt jeszcze badany u ryb.

Celem badan podjetych i opisanych w drugiej publikacji (Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.2)
byto okreslenie czy UIl wplywa na uwalnianie AVT i IT z zakonczen nerwowych w
przysadce mozgowej dorady. Badania in vitro tak jak poprzednio, przeprowadzono w
National Center for Mariculture, Israel Oceanographic and Limnological Research w Eilacie
(Izrael) w ramach wymiany bezdewizowej pomiedzy Polska Akademia Nauk a Izraelska
Akademia Nauk Scistych i Humanistycznych (Wg Wykazu Osiggnieé: IILK.1; zalgcznik 4).
Reszt¢ analiz wykonano w Pracowni Fizjologii Organizméw Morskich Zaktadu Genetyki i
Biotechnologii Morskiej IOPAN w Sopocie. Badania przeprowadzono na 3 letnich doradach
obu ptci. W badaniach in vitro zastosowano hodowle pierwotng komoérek przysadki zgodnie
ze zmodyfikowang metodg Levavi-Sivan i wsp. (1995, 2004). Komorki przysadki hodowano
w medium z dodatkiem Ul (1072, 107'°, 10™® M). Dawki UlI zastosowane w hodowli byty
okreslone na podstawie literatury, biorac pod uwage stezenie tego peptydu w réznych
tkankach ryb. Po uptywie 6, 24 i 48 godzin hodowli, media inkubacyjne zbierano i zamrazano
w —70°C do czasu oznaczenia AVT i IT metodag HPLC. (Szczegétowe informacje dotyczgce
zastosowanej metody in vitro oraz analizy HPLC znajdujg sie w drugiej omawianej publikacji;
Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.2; zalgcznik 9)

W drugiej publikacji, udowodnitam po raz pierwszy, ze Ull wptywa na uwalnianie AVT i IT

z zakonczen nerwowych w przysadce mozgowej dorady (Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.2).
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Przedstawione wyniki wykazuja, ze UIl hamuje sekrecje¢ AVT w hodowli komorek przysadki.
Wiadomo, ze AVT, jako hormon antydiuretyczny zmniejsza produkcje moczu u ryb. A zatem,
Ull moze dziata¢ moczopgdne poprzez hamowanie wydzielania AVT. Poza tym stwierdzono,
ze UII podawana in vivo zwigksza przeptyw krwi przez nerki, szybko$¢ filtracji kigbuszkowej
i w konsekwencji zwigksza diureze i natriureze u szczura. Wyniki moich badan wykazaty, ze,
silne hamujace dziatanie UIIl na uwalnianie AVT jest niezalezne od czasu i zastosowanej
dawki. Po 24 godzinach hodowli, hamowanie AVT bylo nizsze i utrzymywalo si¢ do konca
inkubacji. Takie odhamowanie wydzielania AVT w czasie dtugiej hodowli moze wskazywac
na uniewrazliwienie receptorow UII tak jak to obserwowano w hodowlach ludzkich linii
komoérkowych. W przeciwienstwie do AVT, wydzielanie IT znaczne wzrasta pod wptywem
UII po 24 godzinach hodowli. To stymulujace dziatanie UIl wydaje si¢ by¢ niezalezne od
zastosowanej dawki. U ssakow, UII jest naturalnie wystgpujacym analogiem somatostatyny,
wykazujacym pewne funkcjonalne podobienstwa z tym hormonem. Wyniki uzyskane przeze
mnie sa zgodne z wynikami uzyskanymi u ssakoéw, gdzie dokomorowe podawanie
somatostatyny podnosi poziom osoczowej OT u dziewiczych i cigzarnych samic szczurow.
Przeciwstawne odpowiedzi AVT i IT na dziatanie UIl w hodowli komoérek przysadki dorady,
wskazuja na niezalezng regulacje wydzielania nonapeptydow.
Uzyskane wyniki potwierdzity zatozenia przyjete w drugiej publikacji (Publikacje wg
Autoreferatu: 4.B.2). Wykazatam, ze:

v UIl wptywa na uwalnianie AVT i IT zakonczen nerwowych w przysadce mdzgowej

dorady,
v Ull hamuje uwalnianie AVT i pobudza uwalnianie IT w hodowli komérek przysadki
dorady,

v Ull razem z AVT i IT moze kontrolowa¢ odpowiedz na roézne zasolenia u ryb.
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wzotocyny argininowej i izotocyny u dorady.

Kolejnym etapem w moich doswiadczeniach bylo zbadanie mechanizmu dziatania
kortyzolu na uwalnianie AVT i IT u ryb. Zadanie to wymagato zastosowania metody, ktora
pozwala na monitorowanie dynamicznych zmian w sekrecji hormonow i rejestrowanie nawet
najmniejszych i krotkotrwaltych wahan w ich wydzielaniu. Jedynie metoda hodowli
perfuzyjnej pozwala na szczegblowe badanie zmian w uwalnianiu hormonow przy
jednoczesnym zapewnieniu optymalnych warunkéw hodowli.

Celem badan podjetych i opisanych w trzeciej publikacji (Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.3)
byto opracowanie procedur dla unikalnej techniki in vitro — gradientowej hodowli perfuzyjnej
(3D) eksplantow mozgu, kompleksu podwzgorze — przysadka mozgowa oraz przysadek
moézgowych ciernika (Gasterosteus aculeatus) i babki byczej (Neogobius melanostomus).
Wszystkie eksperymenty i analizy wykonano w Pracowni Fizjologii Organizmoéw Morskich
Zaktadu Genetyki i Biotechnologii Morskiej IOPAN w Sopocie.

Do tej pory metody perfuzji narzagdowej nie byly zbyt czgsto stosowane u ryb, glownie z
powodu braku odpowiedniej techniki. Dopiero innowacyjny system do perfuzji narzagdowe;j
(MINUCELLS and MINUTISSUE) zaproponowany przez Minuth i wsp. w latach 90-tych
stworzyt znacznie wigcej mozliwosci. Technika perfuzji gradientowej spelnia wymagania

stawiane badaniom siatkowki, bariery krew-siatkowka 1 krew-mozg, tkanek nerwowych,
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odnowy skory, regeneracji naczyn krwionosnych, koéci i tkanki mig$niowej U SSakow
(Minuth i wsp., 2010)°. We wszystkich doswiadczeniach uzytam sprzetu firmy MINUCELLS
and MINUTISSUE Vertriebs GmbH (Niemcy). Poszczegolne moduty wchodzace w sktad
zestawow do perfuzji moga by¢ uzyte w rdéznych kombinacjach w zaleznosci od celu badan
oraz rodzaju badanych tkanek. Eksplanty sg umieszczone na membranach w komorze
gradientowej a przeptywajace medium obmywa tkanke ze wszystkich stron. Takie
rozwigzanie zapobiega tworzeniu si¢ przestrzeni martwej wokot eksplantow. W badaniach
uzytam 3 zestawow do testowania metody transportu medium inkubacyjnego do komory
gradientowe;j.

Zestaw 1 — medium bez napowietrzania transportowane od gory do komory gradientowe;.
Zestaw 2 — napowietrzone medium transportowane od gory do komory gradientowe;j.

Zestaw 3 — jedno lub dwa napowietrzone media transportowane jednocze$nie od gory i od
dotu do komory gradientowej.

Przy uzyciu zestawu 1 ustalitam sktadu medium perfuzyjnego dla kazdego gatunku ryb,
rodzaj membrany i okreslitam czas, w ktorym medium perfuzyjne jest transportowane do
poszczegdlnych modutéw systemu. Ponadto, wyznaczytam czas konieczny do osiggnigcia
stabilnego poziomu uwalniania AVT i IT podczas perfuzji eksplantow tkankowych.
Wzglednie stabilny poziom uwalniania AVT i IT stwierdzitam miedzy 60 a 80 minutg
perfuzji i tym samym wyznaczytam optymalny przedzial czasu, w ktorym nalezy zadawac
testowane czynniki w dalszych badaniach. Zestaw 2 zawierajacy modut wymiany gazowej
postuzyl do wyboru rodzaju napowietrzania medium inkubacyjnego, w atmosferze 0,3% CO,
lub mieszaninie 95% O, i 5% CO,. Ponadto, ustalitam roéwnowage kwasowo-zasadowa
medium perfuzyjnego w atmosferze 95% O, i 5% CO, przy zawarto$ci 25mM HEPES i
0,5mM NaHCO; oraz w atmosferze 0,3% CO, przy zawartosci 30mM HEPES i 0,5mM
NaHCO;. Wyniki badan wskazaty, ze tylko mieszanina 95% O, i 5% CO, gwarantuje
odpowiednie warunki perfuzji i reaktywnos¢ tkanek na zastosowanie medium ze zwigkszong
iloscig jonow K* (60 mM KCI). W celu optymalizacji warunkéw perfuzji przetestowatam
rézne warto$ci ci$nienia mieszaniny gazoéw (127,51; 255,02; 315,03 mmHg). Cis$nienie
mieszaniny gazow wynoszace 127,51 mmHg, zapewnia optymalne warunki perfuzji w
zestawie 2 wyposazonym w 1 modul wymiany gazu. W celu utrzymania tych samych
warunkow perfuzji w zestawie 3 zaopatrzonym w 2 moduly wymiany gazu trzeba bylo

zastosowa¢ wyzsze cisnienie — 315,03 mmHg. W zebranych podczas perfuzji frakcjach,

° Minuth WW, Denk L, Glashauser A. 2010. A modular culture system for the generation of multiple specialized
tissues. Biomaterials 31:2945-54.
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poziom AVT 1 IT oznaczano za pomoca HPLC zgodnie z zmodyfikowang metoda
Gozdowskiej (2006)™°. (Szczegstowe informacje dotyczqce zastosowanej metody perfuzji oraz analizy
HPLC znajdujqg sie w trzeciej omawianej publikacji; Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.3; zatgcznik 9)
Uzyskane wyniki potwierdzily zalozenia przyjete w trzeciej publikacji (Publikacje wg
Autoreferatu: 4.B.3). Jako pierwsza zastosowatam technike inzynierii tkankowej (3D) firmy
MINUCELLS and MINUTISSUE Vertriebs GmbH do perfuzji eksplantow mozgu,
kompleksu podwzgorze — przysadka oraz przysadek mozgowych ryb. Opracowatam unikalng
procedure i zdefiniowatam warunki perfuzji. Wprawdzie metoda zostata opracowana do
badan AVT i IT w eksplantach ryb, jednakze po drobnych modyfikacjach moze postuzy¢ do
wielu innych zadan.
Wykazatam, ze:
v’ Zestaw 1 jest przeznaczony tylko do perfuzji krétkoterminowych,
v’ Zestaw 2, gdzie medium jest napowietrzane mieszaning 95% O, i 5% CO, pod
ci$nieniem 127,51 mmHg, jest przeznaczony do badan dtugoterminowych,
v’ Zestaw 3 jest rowniez rekomendowany do badan dlugoterminowych, ale wymaga
napowietrzania mieszaning 95% O, i 5% CO; pod ci$nieniem 315,03 mmHg,
v’ Zestaw 1 i 2 pozwala na transport tylko jednego rodzaju medium do komory
gradientowej, podczas gdy, zestaw 3 umozliwia dostarczanie dwoch roznych mediow

od dotu i od gory komory perfuzyjnej w tym samym czasie.

Moja metoda gradientowej hodowli perfuzyjnej (3D) cieszy si¢ duzym zainteresowaniem. Prof. Minuth'! 2,
tworca tego modutowego systemu perfuzji, w swoich publikacjach zauwazyt, ze wyniki badan, jakie uzyskatam
przy zastosowaniu tej metody u ryb sg bardzo obiecujace. Schaeck i wsp. w publikacji “Fish as Research Tools:
Alternatives to In Vivo Experiments” **z ALTA (2013) wskazala, ze moja metoda perfuzji jest alternatywa dla
badan in vivo oraz bardzo przydatnym narzedziem badawczym dla neurobiologow. ALTA (Alternatives to
Laboratory Animal) jest wydawana przez FRAME (Fund for the Replacement of Animals in Medical
Experiments) w Wielkiej Brytanii. Z kolei, chinska firma KL Bio-Tech (Wuhan) Co., Ltd na swoich stronach
internetowych podaje przyktad mojej metody przy omawianiu napowietrzania w systemach do perfuzji.
(http://www.kangluobio.com/news/html/?430.html) (http://www.kangluobio.com/news2/13/60.html).

1% Gozdowska M, Kleszczyhska A, Sokotowska E, Kulczykowska E. 2006. Arginine vasotocin (AVT) and
isotocin (IT) in fish brain: diurnal and seasonal variations. Comp Biochem Physiol B 143:330-334.

1 Minuth and Dunk. 2012. Supportive development of functional tissues for biomedical research using the
MINUSHEET® perfusion system. Clinical and Translational Medicine 1:22
http://www.clintransmed.com/content/1/1/22

2 Minuth and Dunk. 2015. Bridging the gap between traditional cell cultures and bioreactors applied in
regenerative medicine: practical experiences with the MINUSHEET perfusion culture system. Cytotechnology,
d0i:10.1007/s10616-015-9873-x, http://link.springer.com/article/10.1007/s10616-015-9873-x

13 Schaeck M., Van den Broeck W., Hermans K. and Decostere A. 2013. Fish as Research Tools: Alternatives to
In Vivo Experiments. ALTA Alternatives to Laboratory Animal 41.3; 219-229. http://www.atla.org.uk/fish-as-
research-tools-alternatives-to-in-vivo-experiments/
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Tak jak wspominalam powyzej, W badaniach podjetych i opisanych w czwartej
publikacji (Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.4), postawilam sobie dwa zadania w celu
ustalenia mechanizmu dziatania kortyzolu na uwalnianie AVT i IT u ryb. Po pierwsze,
okresli¢ ktora klasa receptoréw, glikokortykoidowe (GR) czy mineralokortykoidowe (MR)
jest zaangazowana w ten mechanizm. Po drugie, wskaza¢ ktore szlaki, genomowe czy
niegenomowe sg zaangazowane w ten mechanizm. Od dawna wiadomo, ze kortyzol
wydzielany przez czg¢$¢ glowowa nerki U ryb wykazuje zarowno dziatanie kortykotropowe,
jak 1 mineralokortykotropowe (Wendelaar Bonga, 1997). Udzial obydwu klas receptorow
kortykoidowych (CR): mineralokortykoidowych i glikokortykoidowych zaobserwowano w
odpowiedzi na réznego rodzaju sytuacje stresowe u ryb. U ryb wykryto dwa geny kodujace
GR (GR1 i GR2) i jeden gen kodujacy MR. Ekspresje genéow kodujacych GR1, GR2 i MR jak
rowniez GR-immunoreaktywno$¢ (GR-ir) w drobno i olbrzymiokomoérkowych neuronach
NPO czyli miejscu produkcji AVT, IT i CRF, zaobserwowano u wielu gatunkéw ryb.
Natomiast, w przysadce méozgowej, ekspresje mRNA dla GR1, GR2 i MR jak réwniez GR-ir
zlokalizowano w czesci dalszej (pars distalis) i czeSci posredniej (pars intermedia), gdzie
maja swoje projekcje wiokna AVT-ergiczne. Obie klasy receptorow glikokortykoidowe i
mineralokortykoidowe sg zaangazowane w genomowy i niegenomowy mechanizm dziatania
kortyzolu u ryb. Kompleks kortyosteroid-receptor wewnatrzkomérkowy wigze si¢ z
elementem odpowiadajacym na glikortykoidy (ang. glucocorticoid response elements; GRE)
a nastgpnie moduluje proces transkrypcji 1 syntezy biatek (dziatanie genomowe). Dziatanie
niegenomowe odbywa si¢ za posrednictwem nieswoistych oddziatywan z btona komorkowa
(bez udziatu receptordw) (Falkenstein i wsp., 2000)*, nieklasycznych receptoréw btonowych
takich jak receptory zwiazane z biatkami G (Tasker i wsp., 2006)" i klasycznych form GR
znajdujacych sie w blonie komérkowej (btonowe GR; mGR) (Bartholome i wsp., 2004)™.
[Niegenomowe dziatanie sterydow przedstawiono wig klasyfikacji z Mannheim (Falkenstein i wsp.,
2000).]

Badania przedstawione w czwartej publikacji (Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.4),

przeprowadzono na dorostych osobnikach babki byczej obu plci (n=74). Wszystkie

Y Falkenstein E, Tillmann HC, Christ M, Feuring M, Wehling M. 2000. Multiple actions of steroid hormones, a
focus on rapid, nongenomic effects. Pharmacol Rev 52:513-556.

> Tasker JG, Di S, Malcher-Lopes R. 2006. Minireview: rapid glucocorticoid signaling via membrane-
associated receptors. Endocrinology 147:5549-5556.

16 Bartholome B, Spies CM, Gaber T, Schuchmann S, Berki T, Kunkel D, et al. 2004. Membrane glucocorticoid
receptors [NGCR] are expressed in normal human peripheral blood mononuclear cells and up-regulated after
in vitro stimulation and in patients with rheumatoid arthritis. FASEB J 18:70-80.
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doswiadczenia i analizy wykonano w Pracowni Fizjologii Organizméw Morskich Zaktadu
Genetyki i Biotechnologii Morskiej IOPAN w Sopocie. Wybdr gatunku do badan byt
podyktowany jego dostepnoscia oraz odpowiednim wymiarem umozliwiajagcym
przeprowadzenie badan in Vvitro oraz pobdr krwi. W osoczu mierzono stezenie kortyzolu w
celu ustalenia odpowiedniej dawki tego sterydu do badan in vitro. Oznaczenia
przeprowadzono zmodyfikowang przez autorke metoda immunoenzymatyczng (EIA)
uzywajac zestawu firmy Cayman (Ann Arbor, MI, USA) (Publikacje wg Autoreferatu: 5.3.2).
Do badan, uzytam opisanej w trzeciej publikacji (Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.3),
gradientowej metody hodowli perfuzyjnej (3D) przy zastosowaniu zestawu 2. Eksplanty
podwzgorze — przysadka mozgowa (H-P) byly perfundowane buforem Ringera o skladzie
ustalonym w poprzednich badaniach opisanych w trzeciej publikacji (Publikacje wg
Autoreferatu: 4.B.3) z dodatkiem réznych czynnikow (kortyzolu, Mifepristonu (RU486),
Spirolaktonu (CO3DAO01) and Actynomycyny D). Mifepriston jest antagonista GR i wptywa
na szereg procesow fizjologicznych i behawioralnych (metabolizm, rozréd, stres osmotyczny,
wydawanie odglosow i agresje u ryb). Spirolakton jest antagonista MR i blokuje wychwyt
jondéw W procesie osmoregulacji oraz zmniejsza agresje podczas interakcji spotecznych u ryb.
Aktynomycyna D jest inhibitorem transkrypcji, ktory wiagze si¢ specyficznie z 2-niciowym
DNA, uniemozliwiajac jego uzycie jako matrycy w syntezie RNA co w konsekwencji
prowadzi do hamowania syntezy biatka.

Przetestowano 3 dawki kortyzolu (1,4 x 107 M; 2,8 x 10" M; 0,4 x 10°® M). Wybrano je na
podstawie wykonanych analiz, poprzednich eksperymentow (Publikacje wg Autoreferatu:
4.B.3) 1 danych literaturowych. Natomiast, dawki inhibitorow wybrano na podstawie
dostepne;j literatury. Jednakze przed przystapieniem do badan, dawki RU486 (1,04 x 107> M;
0,3 x 10°® M), CO3DAO1 (1,08 x 10°M; 0,36 x 10° M) i Aktynomycyny D (1 x 10 M; 1 x
10" M) byty réwniez testowane. Do eksperymentow wybrano kortyzol w dawce 0,4 x 10°M
w kombinacji z RU486 (0,3 x 10° M) lub CO3DA01 (0,36 x 10° M) lub Aktynomycyny D (1
x 10" M). W zebranych podczas perfuzji frakcjach oznaczano poziom AVT i IT za pomoca
HPLC z detekcja fluorescencji, zgodnie ze zmodyfikowang metoda Gozdowskiej (2006).
(Szczegotowe informacje dotyczgce metody perfuzji oraz analizy HPLC znajdujq si¢ w czwartej
omawianej publikacji; Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.4, zalgcznik 9)

W czwartej publikacji (Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.4), przedstawitam po raz pierwszy
prawdopodobny mechanizm dziatania kortyzolu na uwalnianie AVT 1 IT z kompleksu H-P u
babki byczej. Zaobserwowatam, ze dziatanie kortyzolu na uwalnianie AVT z eksplantow H-P

jest zalezne od dawki, podobnie jak to wykazatam u dorady w pierwszej z omawianych
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publikacji (Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.1). U szczurow zaobserwowano zalezne od dawki
dziatanie kortyzolu na uwalnianie AVT z fragmentéw podwzgoérza.

Wyniki moich badan wskazuja, ze stymulujace dziatanie kortyzolu na AVT odbywa si¢
prawdopodobnie poprzez GR. Wiadomo tez, ze ekspresja mRNA dla GR1 i GR2 oraz GR-ir
wystepuje w NPO, gdzie produkowane sg AVT i1 IT oraz w przysadce, gdzie wtokna AVT-
ergiczne daja swoje projekcje. U ryb sugerowano, ze kortyzol wydzielany w odpowiedzi na
maty lub tagodny stres wigze si¢ z GR2 podczas gdy, w odpowiedzi na ekstremalnie duzy
stres wigze si¢ z GR1 1 GR2. Prawdopodobnie obydwie izoformy GR s3 zaangazowane w
dziatanie kortyzolu na uwalnianie AVT z kompleksu H-P. Jednakze, dwufazowa odpowiedz
ze strony AVT moze odzwierciedla¢ wstgpne uwalnianie dojrzatej formy AVT
magazynowanej w ziarnisto$ciach wydzielniczych i nastgpujace po nim uwalnianie nowo-
dojrzewajacych czasteczek po ich oddysocjowaniu od niekowalencyjnych kompleksow.
Dwufazowy efekt dziatania kortyzolu na uwalnianie czynnikow zapalnych takich jak, czynnik
martwicy nowotworu-alfa, interleukina-6, biatka ostrej fazy i osoczowe inhibitory migracji
makrofagéw zaobserwowano u ryb jak rowniez u innych kregowcow. Wyniki przedstawione
w czwartej publikacji (Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.4) wskazuja, ze kortyzol stymuluje
uwalnianie AVT poprzez GR z wykorzystaniem obu szlakow genomowego i
niegenomowego. Antagonista receptoréw glikortykoidowych RU486 jak roéwniez inhibitor
transkrypcji Aktynomycyna D blokuja dwufazowa odpowiedz AVT na kortyzol. U ryzanki
indyjskiej (Oryzias dancena), RU468 blokuje aktywno$¢ transkrypcyjng obu isoform GR w
odpowiedzi na kortyzol. Genomowe dziatanie poprzez GR sugerowano przy zastosowaniu
kortyzolu w badaniach in vitro w stresie immunologicznym i w badaniach in vivo przy
zaktocaniu spokoju U ryb. Ponadto, wykazano genomowe dziatanie kortyzolu poprzez GR (in
vivo) na glukoneogenzg i aktywno$¢ enzymow metabolicznych u niektorych gatunkow ryb.
RU468 blokuje takze szybkie niegenomowe dziatanie kortyzolu w ktorym posrednicza
receptory btonowe u ryb. Prawdopodobnie, mGR s3 zaangazowane w pierwszg faze
dwufazowej odpowiedzi AVT na kortyzol u babki byczej. Oczywiscie, kortyzol moze
wykazywac¢ niegenomowe dziatanie takze poprzez specyficzne receptory blonowe takie jak,
receptory zwigzane z biatkami G lub bez udzialu receptoréw przez oddziatywanie na
regulacje blonowych kanatow jonowych co udokumentowano u ssakéw i ryb. Postulowano,
ze mechanizm dziatania kortykosteroidow moze integrowac szlaki genomowe 1 niegenomowe
u wyzszych kregowcow i ryb. Przykladowo u gryzoni, wspoéldziatanie mechanizmu
genomowego i niegenomowego zaobserwowano w neuronach ciata migdatowatego,

hipokampu i kory mozgowej w odpowiedzi na stres i podawanie kortykosteronu.
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Wyniki prezentowanych badan wykazuja, ze sekrecja IT wywotana przez kortyzol pojawia si¢
w ciagu 20 minut i trwa przez nastepne 100 minut ale nie wykazuje dwufazowego charakteru.
U tilapii (Oreochromis mossambicus), niegenomowe stymulujace dziatanie kortyzolu in vivo
na aktywnosé skrzelowej Na*™—K™ / Ca** ATPazy pojawialo sie po 30 minutach i trwalo przez
120 minut. Podobne obserwacje dotyczace szybkiego i dlugotrwalego dziatania
kortykosteroidow in vitro na pobudliwo$¢ réznych obszarow mézgu odnotowano u gryzoni. U
babki byczej, kortyzol wptywa na uwalnianie IT poprzez GR, wykorzystujac prawdopodobnie
szlak niegenomowy bez aktywacji transkrypcji. Zaobserwowatam bowiem, ze dziatanie
kortyzolu hamowane jest przez RU468 a nie przez Aktynomycyng D. W przeciwienstwie do
wynikéw uzyskany u babki byczej, badania in vitro na komorkach przysadki dorady
prezentowane w pierwszej publikacji (Publikacje wg Autoreferatu: 4.B.1) wykazaty, ze
kortyzol hamuje uwalnianie IT z zakonczen nerwowych. Babki bycze uzyte w do§wiadczeniu
byly poza sezonem rozrodczym podczas gdy dorady byly tuz przed rozpoczeciem sezonu
rozrodczego. Wynika z tego, ze odpowiedz IT na dziatanie kortyzolu jest uzalezniona od
gatunku lub/i statusu fizjologicznego ryb.
Wiadomo, ze w dziataniu kortyzolu u ryb mogg posredniczy¢ nie tylko GR ale i MR
(Wendelaar Bonga, 1997). Jednakze moje badania sugeruja, ze MR nie posrednicza w
dziataniu kortyzolu na uwalnianie AVT i IT z kompleksu H-P u babki byczej. Omawiane
wyniki ukazuja, ze antagonista MR, CO3DAO01 nie hamuje uwalniania AVT i IT wywotanego
przez kortyzol.
Uzyskane wyniki potwierdzity zalozenia przyjete w czwartej publikacji (Publikacje wg
Autoreferatu: 4.B.4). Jako pierwsza przedstawitam prawdopodobny mechanizm dziatania
kortyzolu na uwalnianie AVT i IT z kompleksu podwzgorze-przysadka u babki byczej.
Wykazatam ze:
v' Kortyzol wptywa na sekrecj¢ AVT i IT z kompleksu podwzgorze — przysadka
mobzgowa U babki byczej,
v Kortyzol pobudza uwalnianie obu nonapeptydow, jednakze pobudzenie uwalniania
AVT jest zalezne od dawki zastosowanego sterydu,
v Odpowiedz AVT na dziatanie kortyzolu jest dwufazowa, podczas gdy odpowiedz IT
jest jednofazowa,
v" W regulacje uwalniania AVT i IT z kompleksu podwzgérze — przysadka mézgowa u
babki byczej sa GR bez udzialu MR,
v Oba szlaki genomowy i niegenomowy posrednicza w dziataniu kortyzolu na AVT,

v W przypadku IT tylko niegenomowy szlak posredniczy w dziataniu kortyzolu.
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Rys 2. Mechanizm dziatania kortyzolu na uwalnianie wazotocyny argininowej u babki byczej.
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Rys 3. Mechanizm dziatania kortyzolu na uwalnianie izotocyny u babki byczej.
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Podsumowanie

Celem przedstawionych badan wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego byto
zdobycie nowej wiedzy na temat udzialu wazotocyny argininowej (AVT) i izotocyny (IT) w
regulacji odpowiedzi na stres u ryb. Podstawg badan bylo zatozenie, ze oba nonapeptydy
moga stanowi¢ wazny element osi stresu u ryb. Jak dotad nikt nie podjat si¢ wyjasnienia
funkcjonalnego zwiazku istniejagcego pomiedzy kortyzolem a wymienionymi nonapeptydami
u ryb na drodze badan eksperymentalnych z uzyciem technik in vitro hodowli komérkowe;j i
tkankowej hodowli perfuzyjnej. W badaniach zastosowano unikalng technike — gradientowej
hodowli perfuzyjnej (3D) opracowang przez autorke na potrzeby tych doswiadczen. Jako
pierwsza zastosowatam technik¢ inzynierii tkankowej firmy MINUCELLS and
MINUTISSUE Vertriebs GmbH do perfuzji eksplantow moézgu, kompleksu podwzgoérze —
przysadka mozgowa oraz przysadek mézgowych ryb. Chociaz metoda zostata opracowana do
badan AVT i IT w eksplantach ryb, moze postuzy¢ do wielu innych zadan. Badania
potwierdzity, ze AVT i IT sg waznymi elementami odpowiedzi na stres u ryb. Uzyskane
wyniki wskazaly na niezalezne mechanizmy regulacji uwalniania obu neuropeptydow.
Kortyzol wptywat na sekrecje AVT i IT zarowno u dorady (Sparus aurata) jak i u babki
byczej (Neogobius melanostomus). Jednakze jego dziatanie byto uzaleznione od gatunku lub/i
statusu fizjologicznego ryb. Dorada jest bardzo interesujacym gatunkiem do tego typu badan.
U dorady w przeciwienstwiec do innych ryb Kkostnoszkieletowych, z powodu braku
anatomicznych potaczen, CRF nie jest czynnikiem uwalniajagcym dla ACTH. Wykazatam, ze
urotensyna | w zastgpstwie CRF bierze udzial w regulacji osi podwzgorze — przysadka
mozgowa — komorki migdzynerkowe u dorady. Z kolei, urotensyna Il razem z AVT i IT moze
kontrolowa¢ odpowiedZz na rézne zasolenia u dorady. Wyniki te potwierdzaja fakt, ze
urotensyny razem z AVT 1 IT sg zaangazowane w regulacje odpowiedzi na stres u ryb. Jako
pierwsza przedstawitam prawdopodobny mechanizm dziatania kortyzolu na uwalnianie AVT
i IT z kompleksu podwzgorze — przysadka mozgowa u babki byczej. Wykazatam ze, w
regulacj¢ uwalniania AVT 1 IT zaangazowane sa receptory glikokortykoidowe bez udziatu
receptorow mineralokortykoidowych. W przypadku AVT oba szlaki genomowy i
niegenomowy posredniczg w dziataniu kortyzolu. Podczas gdy, w przypadku IT tylko
niegenomowy szlak posredniczy w tym dziataniu. Ponadto, AVT i IT wydaja si¢ by¢ dobrymi
kandydatami na nowe wskazniki dobrostanu u ryb. Przedstawione badania s3 w peini

innowacyjne i beda kontynuowane w przysztosci.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH
5.1. GEOWNE KIERUNKI BADAN

Pozostate osiggniecia naukowo-badawcze, ktére nie sa podstawa wniosku o wszczecie
postepowania habilitacyjnego, mozna podzieli¢ na 4 gtowne kierunki badan:
I. Rola argininy wazotocynowej, izotocyny i melatoniny w adaptacji ryb do zmian
srodowiskowych,
Il. Melatonina jako hormon o wielu funkcjach,
I'11. Rola neuropeptydéw w biologii rozrodu ryb 1 wyzszych kregowcow,

IVV. Apoptoza w réznych procesach fizjologicznych i patologicznych u ludzi i zwierzat.

5.2. WAZNIEJSZE OSIAGNIECIA W ZAKRESIE PROWADZONYCH KIERUNKOW BADAN

I.  Rola argininy wazotocynowej, izotocyny i melatoniny w adaptacji ryb do zmian

srodowiskowych

e Przedstawiono pierwsze dowody na udziat melatoniny w osmoregulacji u ryb. Poziom
melatoniny w osoczu u pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss), storni (Platichthys
flesus) 1 dorady (Sparus aurata) wykazywat zmiany dobowe. Podczas gdy poziom
melatoniny w tkankach zwigzanych z osmoregulacjg (skrzela, jelita i nerki) nie
zmieniat si¢ w 24 godzinnym cyklu co sugeruje, ze poziom tego hormonu w tkankach
jest regulowany niezaleznie od jego stezenia w osoczu. Wykazano obecnosé
receptorowych miejsc wiazacych 2-[**1]lodomelatonine we wszystkich badnnych
tkankach. Ponadto, zaobserwowano, ze wigzanie lodomelatoniny nie zmienia si¢ w
ciaggu dnia co sugeruje, ze dzialanie melatoniny w tkankach zwigzanych z
osmoregulacja jest nie zalezne od fotoperiodu. Natomiast, podawanie analogu GTP
znaczaco obnizyto poziom Bmax Wykazujac, ze receptorowe miejsca wigzce 2-
[**1]lodomelatonine w badanych tkankach sa zwiazane z biatkami G. Wykazano, ze
jelito cienkie jest miejscem syntezy melatoniny i/lub jej aktywnej akumulacji z
krazenia. Wyniki wskazuja na mozliwos¢ wchtaniania i wydalania melatoniny w
niezmienionej formie w skrzelach i nerkach u niektérych gatunkow ryb. (Publikacje

wg Autoreferatu: 5.3.10; 5.3.11)

e Odkryto, ze zasolenie wplywa na zawarto$¢ melatoniny w osoczu i tkankach

obwodowych (jelito, skrzela) oraz na geStoS¢ wystepowania receptorow
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melatoninowych w mozgu i siatkowce u okonia morskiego (Dicentrarchus labrax).
Badania te po raz pierwszy wykazaty rdznice w gestosci miejsc wigzacych melatoning
w roznych obszarach moézgu ryb poddanych réoznemu zasoleniu. Poziom osoczowej
melatoniny przy zastosowaniu fazy ciemnej byt zréznicowany w zaleznosci od
zasolenia, najnizsza warto$¢ wystepowala w wodach stonych (36%o0) a najwyzsza w
wodach stodkich (0%o). Natomiast, w skrzelach i jelicie, najwyzszy poziom
melatoniny odnotowano w wodach stonych (36%o). Gestos¢ miejsc wigzacych
melatoning byla réwniez zréznicowana w zaleznoSci od zasolenia. Przy niskim
zasoleniu, najwyzsza gestosci miejsc wigzacych melatoning wyst¢powata w pokrywie
wzrokowej, mozdzku i podwzgorzu. Podobng gestos¢ miejsc wigzacych melatonine
wykazywano w siatkdwce przy czym najwyzsze wartosci obserwowano w wodach
stodkich. Stwierdzono wigc, ze zasolenie moze wptywaé na produkcje melatoniny i
moze modulowaé gestos¢ miejsc wigzacych melatoning. Ponadto wykazano, ze u
okonia morskiego, hormon ten moze odgrywac rol¢ w synchronizacji cyklu rocznego,
wlaczajac migracja pomiedzy wodami o réznym zasoleniu do miejsc rozrodu i tarla.

(Publikacje wg Autoreferatu: 5.3.5; 5.4.2).

e Oceniono, wptyw podawania egzogennego kortyzolu w postaci wolno-uwalniajacych
si¢ implantdow na poziom melatoniny w osoczu niedojrzatych ptciowo dorad (Sparus
aurata). Wyniki sugeruja, ze podawanie kortyzolu nasladuje chroniczny stres (z
typowym wysokim poziomem kortyzolu) podobny do opisanego dla tego gatunku
podczas pierwszych 3 dni w warunkach duzego zaggszczenia. Wykazano, ze
melatonina moze by¢ zaangazowana w przewlekly stres u dorady. Poziom melatoniny
w osoczu byl podwyzszony u ryb ktorym podawano kortyzol. Podobne dziatanie
wykazywat przewlekty socjalny stres ktéoremu poddano pstraga teczowego
(Oncorhynchus mykiss). Podczas gdy ostry stres niepokojenia u tego gatunku
spowodowat obnizenie poziom melatoniny w osoczu. Dotychczasowe wyniki badan
wskazuja, ze odpowiedz melatoniny na czynniki stresowe jest zalezna od rodzaju

stresu i gatunku ryb. (Publikacje wg Autoreferatu: 5.4.1).

e Podjeto pierwsze badania nad rolg wazotocyny argininowej (AVT), izotocyny (IT) i
melatoniny w procesie aklimatyzacji niedojrzatych ptciowo dorad (Sparus aurata) do
réznego zasolenia (woda morska 38%o; woda o niskim zasoleniu 5%o; woda 0

wyskoim zasoleniu 55%o). Zaobserwowano, ze AVT w o0soczu wzrasta wraz ze
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wzrostem zasolenia. Stezenie IT w przysadce u ryb aklimatyzowanych do wysokiego
zasolenia bylo wyzsze niz w grupie o niskim zasoleniu. U dorady, system AVT/IT
wydaje si¢ by¢ zaangazoway w mechanizm dlugoterminowej aklimatyzacji do
réznego zasolenia. Sugerowano odrebng rol¢ i mechnizm kontroli dla obu
nanopeptydow. Stezenie melatoniny w osoczu dorad aklimatyzowanych do niskiego
zasolenia byto wyzsze niz w pozostatych grupach. Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze
poziom obu nanopeptydow i melatoniny zmienial si¢ w odpowiedzi na zmiang
zasolenia co wskazuje na rol¢ tych hormonow w osmoregulacji. (Publikacje wg
Autoreferatu: 5.3.9; 5.4.20).

e Wskazano na role AVT, IT i melatoniny w odpowiedzi na stres zwigzany z duzym
zageszczeniem u dorady. W tym doswiadczeniu zbadano wptyw dwoéch czynnikow
stresowych, duzego zageszczenia i ograniczenia pokarmu. Mimo, Ze ograniczenie
pokarmu nie wptyneto na poziom AVT i IT w osoczu to moglto mie¢ wpltyw na
synteze obu neuropeptydow w podwzgorzu. Réwnoczesna odpowiedz ze strony obu
nonapeptydow na ograniczenie pokarmu i wysokie zaggszczenie byla zwigzana z
wspolnym mechanizmem regulacji. Ponadto, wykazano ze synteza melatoniny w
uktadzie pokarmowym prawdopodobnie zalezy od obecnosci pozywienia w miejscu
syntezy hormonu. Sugerowano, ze AVT, IT i melatoning mozna traktowacé jako
wskazniki kondycji i dobrostanu ryb. (Publikacje wg Autoreferatu: 5.3.6; 5.3.19;
5.3.20).

e Zaobserwowano najwyzsze stezenie AVT i kortyzolu u samcoéw babki byczej
(Neogobius melanostomus) nie wykazujacych agresji, poddanych stresowi
zageszezeniowemu. Z drugiej strony, poziom IT wzrastal wraz zaggszczeniem a samce
wykazywaly agresje co zwykle jest oznaka gotowosci do rozrodu. Zauwazono, ze
poziom AVT i1 IT w mozgu i1 kortyzolu w osoczu wraz z obserwacjami zachowan
mogg by¢ stosowane jako specyficzne gatunkowe wskazniki dobrego samopoczucia
samcow tego gatunku. Dlatego tez AVT i IT wydajg si¢ by¢ dobrymi wskaznikami
dobrostanu ryb. (Publikacje wg Autoreferatu: 5.3.2; 5.3.20).

Il. Melatonina jako hormon o wielu funkcjach

e Zaobserwowano wysoki poziom melatoniny w pierwszych 10 dniach rozwoju

larwalnego dorady (Sparus aurata) co sugeruje ze, melatonina jest jednym z
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czynnikow kontrolujgcych rozwdj osobniczy we wczesnym etapie rozwoju larwalnego
tego gatunku. Podwyzszone st¢zenie tego hormonu W okresie wczesnej ontogenezy,
wydaje si¢ mie¢ zwigzek z dziataniem ochronnym przed wolnymi rodnikami, ktore
powstaja licznie w wyniku intensywnych procesow metabolicznych. Dziatanie
melatoniny jako ,,dawcy czasu” rozwija si¢ dopiero pozniej. Podczas przeobrazenia
larwy w posta¢ mtodociang (pomigdzy 50 a 70 dniem od wylegu) zaobserwowano
wzrost stezenia tyroksyny przy jednoczesnym spadku stezenia melatoniny, co sugeruje
odwrotng zalezno$¢ migdzy tyroksyng a melatoning. Istotnym poza szyszynkowym i
poza siatkbwkowym zroédtem melatoniny w organizmie larw wydaje si¢ by¢ przewod
pokarmowy, ktory produkuje hormon niezaleznie od pory dnia. Zaobserwowano, ze
rytm syntezy melatoniny u dorady do 67 dnia ma charakter egzogenny, podczas gdy u
form mlodocianych (ok. 40 g) posiada juz wszystkie cechy rytmu endogennego, co
prawdopodobnie ma zwigzek z rozwojem osrodkowego uktadu nerwowego.

(Publikacje wg Autoreferatu: 5.3.4)

e Przedstawiono nowe dane dotyczace zwigzku pomig¢dzy produkcjg melatoniny a
metabolizmem wapnia u form mlodocianych dorady podczas posredniego i
bezposredniego ograniczenia wapnia. Wykazano, ze ograniczenie wapnia w wodzie,
spowodowato wzrost produkcji melatoniny. Natomiast posrednie (brak vitaminy D w
diecie) lub bezposrednie wywotane dietg ograniczenie wapnia spowodowato spadek
produkcji melatoniny. Ten przeciwstawny efekt byt zniesiony przez ogranicznie
wapnia zarowno w diecie jak 1 wodzie. Dodatnia korelacja pomiedzy pozimem
melatoniny 1 jondw wapnia w osoczu wskazuje, ze synteza melatoniny odbywa si¢ pod
wplywem jondéw wapnia z osocza. Hiperkalcemiczne czynniki takie jak peptyd PTH-
podobny (PTHTrP) i kalcytriol wydaja si¢ by¢ negatywnie skorelowane z melatoning co
wskazuje na jej zaangazowanie w modulowanie endokrynnej odpowiedzi na

hypokalcemig. (Publikacje wg Autoreferatu: 5.3.7)

e Badania przeprowadzone na dwoch wolno Zyjacych populacjach ciernika
(Gasterosteus aculeatus) z Wisty (zasolenie 5—6%o) i z potoku oliwskiego (woda
stodka) wykazaly, Ze st¢zenie melatoniny w modzgu zmienia si¢ w ciagu roku.
Niezwykle wysoki poziom melatoniny zaobserwowany wczesng wiosng (marzec) i
jesienig (pazdziernik) wydaje si¢ wyznacza¢ ramy czasowe dla tarta u ciernikow.

Sezonowe zmiany w produkcji melatominy w odniesieniu do stadiow rozwoju gonad
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[indeksy: gonadosomatyczny (GSI), nefrosomatyczny (NSI) i hepatosomatyczny
(HSI)] sugeruja potencjalny hamujacy efekt tego hormonu na rozrdd ciernika przy
skracajacym si¢ fotoperiodzie i stymulujacy efekt przy wydluzajacym sig¢
fotoperiodzie. Wyniki wskazuja na melatoning jako element wewngtrznego
kalendarza, ktory prawdopodobnie kontroluje sezonowy rozrod u tego gatunku.
(Publikacje wg Autoreferatu: 5.3.12)

e Whykazano, ze stezenie melatoniny w skorze dorsza atlantyckiego (Gadus morhua) o
unikalnej zlotej pigmentacji (z Svalbard Bank) nie bylo skorelowane z jego
nietypowym ubarwieniem. Wysokie st¢zenie melatoniny w czeSci grzbietowej
,zlotego” dorszem oraz dorsza wybrwionego standardowo, wskazywato na
antyoksydacyjng role melatoniny jako zmiatacza wolnych rodnikow i czynnika
chronigcego skore. Poza tym, ekstremalnie wysokie st¢zenie melatoniny w skorze obu
gatunkéw moze $wiadczy¢ 0 lokalnej syntezie tego hormonu. Brak réznic w stezeniu
melatoniny pomiedzy ,ztotym” dorszem a dorszem wybrwionym standardowo
wskazywal, ze nietypowa pigmetacja moze by¢ spowodowana innymi czynnikami.
Analiza DNA wykluczyta mozliwos¢ hybrydyzacji migdzygatunkowej z plamiakiem
(Melanogrammus aeglefinus). Analiza trzech mitochondrialnych markerow (D-loop,
cytochrom b i dehydrogenaza NADH) nie wykazata roznic pomiedzy badanymi
osobnikami. Prawdopodobnie ,,ztoty” dorsz posiada bardzo rzadki genotyp, co nie
wyklucza jednak hormonalnego uwarunkowania tego ubarwienia. (Publikacje wg
Autoreferatu: 5.3.3)

Zagadnienia zwigzane z rolg melatoniny w skorze ryb sa obecnie realizowane w ramach
grantu Narodowego Centrum Nauki ,, Hormony stresu w skorze ryb”, numer projektu:
2012/07/B/INZ9/02144. Jako wykonawca w tym grancie, opracowuj¢ modele 3D hodowli
eksplantow skory z wytrzgsaniem oraz hodowli perfuzyjnej eksplantow skory (Wg Wykazu
Osiggnie¢: 11.G.2). Ponadto, tematyka zwigzana z rola melatoniny w skorze ryb byta
realizowana w ramach pracy magisterskiej lwony Hilla “ Sezonowe zmiany poziomu
melatoniny w tkance miesniowej i skorze babki byczej”, ktérej bytam opiekunem naukowym.
(Wg Wykazu Osiggnigé: 11.1.1).

e Wybrane markery endokrynne takie jak melatonina i tyroksyna zastosowano w celu
okreslenia kondycji pisklat bociana biatego (Ciconia ciconia) zyjacego w réznych
srodowiskach; matych wioskach w otoczeniu lasow i pol uprawnych, w poblizu miasta
oraz w poblizu huty miedzi. Poziom tyroksyny byt istotnie nizszy w osoczu pisklat
narazonych na zanieczyszczenia pochodzace z huty miedzi. Podczas gdy, melatonina

znana jako ,,zmiatacz” wolnych rodnikow, wzrosta wiasnie w osoczu pisklat z obszaru
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huty miedzi. Badania wykazaty, ze zmiana poziomu tyroksyny i melatoniny moze by¢
uzytecznym markerem ekspozycji pisklat bociana biatlego na roéznego rodzaju
substancje toksyczne w badaniach terenowych. Ponadto, wykazano, ze melatonina jest
czgsteczkg pierwszej linii obrony w procesach ochronnych organizmu. (Publikacje wg
Autoreferatu: 5.3.8; 5.3.21).

Podjeta tematyka byla realizowana réwniez w ramach pracy magisterskiej Michata Kuriaty,
ktorej bylam opiekunem naukowym. (Wg Wykazu Osiggnie¢: 11.1.2). Ponadto tematyka
zwigzana z wyzej wymienionymi endokrynnymi markerami zanieczyszczen jest realizowana
w ramach pracy doktorskiej mgr Tatiany Guellard ktorej jestem promotorem pomocniczym.
(Wg Wykazu Osiggniecé: I1.J.2).

I11. Rola neuropeptydéw w biologii rozrodu ryb i wyzszych kregowcow:
1. Rola neuropeptydéw w biologii rozrodu ryb

o  Wykazano, ze arginina wazotocynowa (AVT) i hormony sterydowe (17p-estradiol i
11-ketotestosteron) sa zaangazowane w proces maskulinizacji u samic molinezji
ostroustej odmiany Black Molly (Poecilia sphenops). Ponadto stwierdzono, ze
zachowanie seksualne wzgledem tej samej pici jakie wykazuja niedo$wiadczone
plciowo osobniki meskie sg zwigzane z poziomem AVT i izotocyny (IT) w mozgu a
nie z poziomem hormonéw sterydowych w gonadach. Wykazano, ze pojawienie si¢
osobnikéw zmaskulinizowanych wykazujacych typowo meskie zachowanie pozwala
samicom na zdobycie seksualnego doswiadczenia w sytuacjach braku naturalnych
partneréw seksualnych w grupie. Zaobserwowano, ze akty kopulacji w obrebie tej
samej plci pojawiajg Si¢ zarowno w grupach niedo§wiadczonych piciowo osobnikow
meskich jak i doswiadczonych samcow, przy czym w tej ostatniej grupie zanotowano
zachowania agresywne. Zauwazono, ze samce majg przejsciowe predyspozycje do tej
samej ptci, po wprowadzeniu ich do grupy mieszanej zarowno do$§wiadczone jaki i
niedoswiadczone seksualnie samce kopuluja wytacznie z samicami. Po raz pierwszy
wykazano, ze u nizszych kregowcow AVT 1 IT sg zaangazowane w regulacje aktow
seksualnych, ktore nie s3a bezposrednio zwigzane z prokreacja 1 sukcesem
reprodukcyjnym. (Publikacje wg Autoreferatu: 5.3.1).

Podjeta tematyka byta realizowana w ramach pracy doktorskiej mgr Marty Nietrzeba ktorej
bytam opiekunem naukowym (Weg Wykazu Osiggnie¢: I1.J.1). Zagadnienia zwigzane z rolg
AVT i IT w rozrodzie ryb sa obecnie realizowane w ramach grantu Narodowego Centrum
Nauki (numer projektu: 2012/07/B/NZ9/02144). Jestem kierownikiem tego grantu (Wg
Wykazu Osiggnieé: 11.G.1).

2. Rola neuropeptydow w biologii rozrodu wyzszych kregowcow
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e Odkryto, ze najwyzsze st¢zenie P-endorfiny (B-END), neuropeptydu Y (NPY),

galaniny (GAL), wazoaktywnego peptydu jelitowego (VIP) oraz GnRH wystepuje w
szypule wyniostosci posrodkowej (SME) w 5, 10, 15 1 20 dniu cyklu piciowego u
swini. Wykazano, ze zmiany w st¢zeniach badanych neuropeptydow w réznych
obszarach podwzgorza §wini [pole przedwzrokowe (POA), przysrodkowo-podstawna
cz¢$¢ podwzgorza (MBH) i SME] sa zwigzane z faza cyklu plciowego i ze GAL moze
by¢ zaangazowana w kontrole przedowulacyjnego wyrzutu LH u $win. Podczas
indukowanego estradiolem wyrzutu LH zaobserwowano obecno$¢ GnRH-, NPY-,
VIP- i B-END-immunoreaktywnych (-ir) neuronéw w rdéznych obszarach
przodomoézgowia $wini. Duzg ilos¢ GnRH-ir neuronow i wtokien odnotowano w POA
1 wyniostosci posrodkowej (ME) a zauwazalne roznice znaleziono w jadrze tukowatyn
(ARC) i jadrze brzuszno-przysrodkowym (NVM) po 24 godzinach od podania
benzoesanu estradiolu. Z kolei, 40 i 72 godziny od momentu podania benzoesanu
estradiolu ilos¢ GnRH-ir neurondéw i wiokien byla wyzsza w ARC i NVM przy
zupelnym braku zmian w POA i ME. Natomiast, koncentracja prawie wszystkich
neuropeptydéw (z wyjatkiem VIP w SME) byta podobna w przodomdzgowiu u §wini.
Wykryto, ze poziom wszystkich badanych neuropeptydéw byt podobny w POA i
MBH a zawartos¢ NPY, Gal i B-END byla bardzo wysoka w SME podczas
indukowanego estradiolem wyrzutu LH u $wini. Dynamiczne zmiany zawartosci
NPY, GAL,VIP i B -END w podwzgorzu swini podczas indukowanego estradiolem
negatywnego 1 pozytywnego sprz¢zenia zwrotnego wskazuje na ich potencjalng rolg w
modulowaniu uwalniania GnRH z wyniosto$ci posrodkowej. (Publikacje wg
Autoreferatu: 5.3.13; 5.3.14).
Badania byty realizowane w ramach polsko-amerykanskiego grantu finansowanego z Fundacji
M. Sktodowskiej-Curie (numer grantu: MR/USDA-96-237) (bytam wykonawcg w tym
grancie) oraz ramach badan wilasnych finansowanych z Komitetu Badan Naukowych (humer
tematu: 2030 205) (Wg Wykazu Osiggniec: 11.G.9; 11.G.10).

e Wykazano, ze nalokson (NAL; antagoista p receptorOw opiodowych) stymulowat
uwalnianie GnRH z eksplantow szypuly wyniostosci posrodkowej (SME) in vitro u
loszek w fazie pecherzykowej (10-11 dzien) i lutealnej (19 dzien) cyklu piciowego
oraz u loszek owariektomizowanych (OVX) otrzymujgcych hormony steroidowe
[benzoesan estradiolu (EB) i progesteron (P4)]. Odpowiedz GnRH na podawanie in
vitro naloksonu byta najwyzsza u OVX loszek przyjmujacych EB. Zaobserwowano, ze

morfina podawana w niskiej dawce (2 x 10°M) znacznie podwyzszata spontaniczne

AUTOREFERAT 26



Zatacznik 2

uwalnianie GnRH u OVX loszek otrzymujacych P4 lub vehiculum, podczas gdy
podawanie morfiny w wysokiej dawce (10°M) hamowato uwalnianie GnRH u OVX
loszek otrzymujacych P4 . Stwierdzono, ze u §win, zakonczenia nerwowe uwalniajace
GnRH w obrebie SME sg do pewnego stopnia wrazliwe na sygnaly pochodzace z
systemu opioidowego w sposob zalezny lub niezalezny od hormonéw steroidowych
(moga wzmocni¢ lub modulowaé¢ dziatanie opioidow na uwalnianie GnRH).
Potaczenie uktadu opioidowego z GnRH-ergicznym w obrebie SME jest bardzo
podatne (od hamowania do stymulacji) na modulujace dziatanie hormonéw
steroidowych. Zaobserwowano, ze interakcje w obrebie SME wydaja si¢ by¢ jedynie
czgscig ztozonego mechanizmu za pomoca ktorego uktad opioidowy wpltywa na

produkcje i uwalnianie GnRH. (Publikacje wg Autoreferatu: 5.3.16).

e Zaobserwowano, ze stopien zaangazowania endogennych opioidéw (EOP) w regulacje
sekrecji LH u loszek zmienia si¢ w zaleznosci od okresu aktywnos$ci rozrodczej.
Wydaje sig, ze jest to rowniez uzaleznione od dojrzatosci moézgu. I tak, system
opioidowy nie bierze udzialu w hamowaniu sekrecji LH u niedojrzatych piciowo
loszek. Wykazano, ze u dojrzalych loszek EOP ewidentnie wplywa na uklad
wydzielniczy GnRH/LH w fazie lutealnej podczas gdy rola EOP w fazie folikularnej
pozostaje niejasna. Podawanie naloksonu i analogu met-enkefaliny (FK 33-824) w
pojedynczej dawce nie wplyngto na sekrecje LH we wczesnej fazie pgcherzykowej.
Jednakze ciagte podawanie FK 33-824 obnizylo sekrecj¢ LH w czasie infuzji 19 dnia
cyklu. Wykryto, ze EOP moga redukowac sekrecje LH podczas po6znej fazy
folikularnej 1 wptywaja na indukowany estrogenem wyrzut LH u
owariektomizowanych loszek. Ponadto, znaczne zaangazowaniec EOP w regulacje
wydzielania LH w pierwszej polowie cigzy, zmniejsza si¢ lub ulega zmniejszeniu
podczas pdzniejszych etapow cigzy. Wykazano rdwniez, ze hamowanie LH przez EOP
obserwowane we wczesnym okresie po porodzie powoli stabnie wraz z rozwojem
laktacji i zanika po odstawieniu prosiat. Ponadto, badania in vitro wskazaty, ze wptyw
EOP na wydzielanie LH odbywa si¢ takze na poziomie szypuly wyniostosci
posrodkowej (SME). (Publikacje wg Autoreferatu: 5.3.15; 5.3.18).

IVV.  Apoptoza w roznych procesach fizjologicznych i patologicznych u ludzi i zwierzat.

1. Apoptoza w procesach fizjologicznych u zwierzat.
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e Wykazano, Zze $mier¢ komodrek warstwy ziarnistej podczas atrezji pegcherzyka
jajnikowego nastepuje w wyniku apoptozy. Analiza DNA pochodzacego z warstw
granulozy 1 ostonki $winskiego pecherzyka jajnikowego wykazata, ze wewnatrz
jadrowa fragmentacja DNA pojawila si¢ tylko w atretycznych komoérkach granulozy.
Ponadto zdrowe komorki ostonki i granulozy we wszystkich stadiach rozwoju
pecherzykoéw nie wykazaty apoptozy. Wydaje sie, ze mechanizm apoptozy moze by¢
zwigzany z atrezja pgcherzykow $winskiego jajnika i jej endokrynna, para- i/lub
autokrynng regulacjg. Te same czynniki, ktoére sg odpowiedzialne za stymulacjg
apoptozy w komoérkach warStwy ziarnistej pecherzyka moga réwniez wywotywaé
atrezje. Wykazano, ze $mier¢ Sciany $swinskiego pecherzyka jajnikowego moze by¢
spowodowana réznymi procesami i w przeciwienstwie do apoptozy komorek
granulozy moze nie dotyczy¢ lub tylko cze$ciowo dotyczyé warstwy ostonki

wewnetrznej. (Publikacje wg Autoreferatu: 5.3.17).
2. Apoptoza w roznych procesach fizjologicznych i patologicznych u ludzi.

e Oceniono korelacje pomigdzy wychwytem Tertafosminy a markerami opornosci na
leki takimi jak glikoproteina P (Ppg), p53, apoptoza, topoizomeraza Il alfa (Topo 1l
alfa) i czynnikami prognostycznymi takimi jak wiek, wielko$¢ guza, stopien rozwoju
guza, receptory estradiolowe (ER) oraz receptory progesteronowe (PR).
Scyntymammografi¢ z uzyciem Tc-99m Tetrofosminy przeprowadzono u pacjentek w
wieku 38-69 lat z rozpoznanymi ztosliwymi i nieztosliwymi zmianami piersi. W
grupie pacjentek ze ztosliwymi zmianami wykazano istotng korelacje pomigdzy
stosunkiem zliczeh guz/tlo (TBR) a Pgp. Ponadto, ekspresja Topo II alfa byla
skorelowana z niskim poziomem Pgp. Wysoki indeks apoptotyczny przy niskim TBR
odnotowano w probach PR-pozytywnych, wykazujacych stabe barwienie w kierunku
Pgp. Korelacje te nie byly statystycznie istotne co wskazuje na uzycie wigkszej liczby
pacjentek w celu weryfikacji wynikow. Wszystkie przypadki zmian tagodnych
charakteryzowaty si¢ brakiem wybarwienia w kierunku p53, apoptozy, Topo Il alfa
oraz powierzchniowym barwieniem dla Pgp w komorkach nabtonka. Sugerowano, ze
korelacje pomigdzy badanymi czynnikami mogg by¢ zwigzane z wychwytem Tc-99m
Tetrofosminy tylko w przypadku ztosliwych zmian nowotworowych sutka. Wstepne
wyniki badan sugerowaty, ze wychwyt Tc-99m Tetrofosminy w przeciwienstwie do

sestaMIBI nie byt zredukowany w guzach Pgp-immunopozytywnych. Wykazano, ze
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transport Tc-99m Tetrofosminy w ktoérym posredniczy Pgp byt zakonczony 30 minut
od wstrzyknigcia znacznika i czg$ciowo badz catkowicie nieaktywny w tym czasie.
Prawdopodobnie, wykrycie opornosci wielolekowej za pomoca Tetrafosminy moze
zapobiec podawaniu niepotrzebnej bo nieefektywnej chemioterapii. Jednakze dalsze
badania na duzej liczby pacjentow sg wymagane w celu weryfikacji ktora technika
obrazowania moze by¢ uzyteczna w wyznaczaniu pacjentow do chemioterapii. (\Wg
Wykazu Osiggnigé: 111.B.24; I111.B.25).

Badania byty prowadzone w ramach stazy naukowych w Imperial Cancer Research
Fund, Department of Nuclear Medicine, St. Bartholomew’s & the Royal London
School of Medicine & Dentistry w Londynie (Wielka Brytania). (Wg Wykazu
Osiggnieé: IILK.3; IIL.K.4).

e Zsyntetyzowano dwa peptydy bazujac na sekwencji aminokwasé6w wokot miejsca
autofosforylacji (EGFR-1) oraz B-petli tworzacej strukture B-kartki (ang. f-sheet) w
regionie hTGFa (EGFR-2). Oba peptydy wyznakowano jodem 125 za pomoca
zmodyfikowanej metody wg Fraker i Speck (1978)*’. Metode wiazania radioligandow
25| EGFR-1 i EGFR-2 przeprowadzono na linii komérek nowotworowych MDA-468
oraz tkankach ludzkiego nowotworu piersi 1 zanalizowano metoda Scatcharda i SSD.
W komorkach MDA-468, wykazano dwie klasy miejsc wiazacych '*IEGFR-2 0
wysokim i niskim powinowactwie. Podczas gdy w tkankach ludzkiego nowotworu
piersi wykazano obecno$¢ jednej klasy miejsc wigzacych o wysokim powinowactwie
dla EGFR-2 i niskim powinowactwie dla EGFR-1. Wnioskowano, ze EGFR-2 moze
by¢ uzyty w diagnostyce pacjentow z rakiem piersi konwencjonalnymi metodami
medycyny nuklearnej. Opracowanie czynnika przeciwnowotworowego nalezacego do
rodziny ligandow receptorow epidermalnego czynnika wzrostu moze byé
wykorzystane przy podejmowaniu decyzji o bardziej radykalnej chemioterapii lub
operacji we wczesniejszym etapie zanim choroba rozprzestrzeni si¢ w znacznym
stopniu. Ponadto zbadano rolg¢ EGFR-2 w wigzaniu komorek MDA-468 oraz
okreslano jego zdolno$¢ do wywotania apoptozy. Sugerowano, ze indukcja apoptozy
w komoérkach MDA-468 raka piersi jest zalezna od dawki i czasu ekspozycji na
EGFR-2. Stezenia 4x10° M i 4x107 M EGFR-2 w znacznym stopniu indukowaty
apoptoze. Po 1 godzinie ekspozycji na EGFR-2 ~ 30% komorek podlegato apoptozie,

a po 2 godzinach inkubacji ~ 90% komorek. Badania in vitro wykazaly, ze ten

17 Fraker P.J., Speck J.C., 1978. Protein and cell membrane iodinations with a sparingly soluble chloroamide,
1,3,4,6-tetrachloro-3a,6a-diphrenylglycoluril. Biochemical and Biophysical Research Communications, 80 (4):
849-857
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chimeryczny peptyd moze spowodowac uszkodzenie DNA komodrek nowotworowych
I moze stanowi¢ podstawe do badan nowej postaci leku przeciwnowotworowego. (\Wg
Wykazu Osiggnigé: 111.B.23; 111.B.26).

Badania byly prowadzone w ramach stazy naukowych w Imperial Cancer Research Fund,
Department of Nuclear Medicine, St. Bartholomew’s & the Royal London School of Medicine
& Dentistry oraz w Medical Physics Department, Royal Free Hospital School of Medicine w
Londynie (Wielka Brytania). (We Wykazu Osiggnie¢: II1.K.4, II1.K.5).

5.3. PUBLIKACJE NAUKOWE WG WEB OF SCIENCE W CZASOPISMACH ZNAJDUJACYCH SIE W BAZIE
JOURNAL CITATION REPORTS (JRC)

(IF podano z roku publikacji a liczbe punktéow MNiSzW zgodnie z komunikatem Ministerstwa
nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie wykazu czasopism naukowych z grudnia 2014)

1. Kulczykowska E., Kalamarz-Kubiak H., Nietrzeba M., Gozdowska M. 2015. Brain
nonapeptide and gonadal steroid responses to deprivation of heterosexual contact in the
black molly. Biology Open, 4 (1), 69-78.

IF =2,416; 0 pkt. MNiSzW

2. Sokotowska E., Kleszczynska A., Kalamarz-Kubiak H., Arciszewski B.,
Kulczykowska E. 2013. Changes in brain arginine vasotocin, isotocin, plasma 11-
ketotestosterone and cortisol in round goby, Neogobius melanostomus, males subjected
to overcrowding stress during the breeding season. Comparative Biochemistry and
Physiology - Part A: Molecular & Integrative Physiology 165 (2): 237-242.

IF =2,371; 30 pkt. MNiSzW

3. Kijewska A., Wiecaszek B., Kalamarz-Kubiak H., Szulc J., Sobecka E.. 2012. Skin
structure studies and molecular identification of the Atlantic cod Gadus morhua L. of
unique golden pigmentation from the Svalbard Bank. Journal of Applied Ichthyology
28 (1): 60-65.

IF =0,902; 20 pkt. MNiSzW

4. Kalamarz H., Nietrzeba M., Fuentes J., Martinez-Rodriguez G., Mancera J.M.,
Kulczykowska E. 2009. Melatonin concentrations during larval and postlarval
development of gilthead sea bream Sparus auratus: more than a time-keeping
molecule? Journal of Fish Biology 75 (1): 142-155.

IF =1,226; 30 pkt. MNiSzW

5. Lopez-Olmeda J.F., Oliveira C., Kalamarz H., Martinez-Rodriguez G., Mancera J. M.,
Kulczykowska E. 2009. Effects of water salinity on melatonin levels in plasma and
peripheral tissues and on melatonin binding sites in European sea bass (Dicentrarchus
labrax). Comparative Biochemistry and Physiology - Part A: Molecular & Integrative
Physiology 152 (4): 486-490.

IF =1,196; 30 pkt. MNiSzW

6. Mancera JM, Vargas-Chacoff L, Garcia-Lopez A, Kleszczynska A., Kalamarz H.,

Martinez-Rodriguez G., Kulczykowska E. 2008. High density and food deprivation
affect arginine vasotocin, isotocin and melatonin in gilthead sea bream (Sparus
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auratus). Comparative Biochemistry and Physiology - Part A: Molecular & Integrative
Physiology 149 (1): 92-97.
IF =1,709; 30 pkt. MNiSzW

7. Abbink W., Kulczykowska E., Kalamarz H., Guerreiro P., Flik G. 2008. Melatonin
synthesis under calcium constraint in gilthead sea bream (Sparus auratus L.) General
Comparative Endocrinology 155 (1): 94-100.

IF = 2,654; 25 pkt. MNiSzW

8. Kulczykowska E., Kasprzak M., Kalamarz H., Nietrzeba M., Jerzak L. and Kaminski
P. 2007. Melatonin and thyroxine response to pollution in white stork nestlings
(Ciconia ciconia): Aspects of rhythmicity and age. Comparative Biochemistry and
Physiology - Part C: Toxicology & Pharmacology146 (3): 392-397.

IF = 2,345; 30 pkt. MNiSzW

9. Kleszczynska A., Vargas-Chacoff L., Gozdowska M., Kalamarz H., Martinez-
Rodriguez G., Mancera J.M., Kulczykowska E. 2006._Arginine vasotocin, isotocin and
melatonin responses following acclimation of gilthead sea bream (Sparus aurata) to
different environmental salinities. Comparative Biochemistry and Physiology - Part A:
Molecular & Integrative Physiolology145 (2): 268-273.

IF = 1,553; 30 pkt. MNiSzW

10. Kulczykowska E., Kalamarz H., Warne J., Balment R.J. 2006. Day-night specific
binding of 2-[I-125] iodomelatonin and melatonin content in gill, small intestine and
kidney of three fish species. Journal of Comparative Physiology B 176 (4): 277-285.

IF =1,74; 35 pkt. MNiSzW

11. Kulczykowska E., Kalamarz H., Warne J.M., Balment R.J. 2006. Role of melatonin in
fish osmoregulation: Towards a new action of the hormone. Journal of Experimental
Zoology: Part A Ecological Genetics and Physiology 305 (2): 145.

IF = 1,354; 30 pkt. MNiSzW

12. Sokolowska E., Kalamarz H., Kulczykowska E. 2004. Seasonal changes in brain
melatonin concentration in the three-spined stickleback (Gasterosteus aculeatus):
towards an endocrine calendar. Comparative Biochemistry and Physiology - Part A:
Molecular & Integrative Physiolology139 (3): 365-369.

IF = 1,635; 30 pkt. MNiSzW

13. Zigcik A.J., Sienkiewicz W., Okrasa S., Kalamarz H., Lakomy M, Kraeling R. R.
1999. Concentration and distribution of neuropeptide Y, galanin, beta-endorphin,
vasoactive intestinal peptide and gonadotrophin-releasing hormone in the
hypothalamus of gilts during oestrogen-induced surge secretion of luteinizing hormone.
Reproduction in Domestic Animals 34 (6): 477-487.

IF =0,287; 25 pkt. MNiSzW

14. Zigcik AJ., Okrasa S., Kalamarz H., Lakomy M., Krealing R.R. 1999. Concentration
of neuropeptide Y, galanin, pB-endorphin, vasoactive intestinal peptide and
gonadotropin-releasing hormone in the hypothalamus of gilts during the estrous cycle.
Neuroendocrinology Letters 20: 397-403.

IF =1,278; 15 pkt. MNiSzW
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15. Okrasa S., Kalamarz H. 1996. Involvement of the opioid system in the control of LH
secretion in sows. Reproduction in Domestic Animals 31 (3): 575-583.
IF =0,441; 25 pkt. MNiSzW

16. Okrasa S., Kalamarz H., Ziecik A.J. 1995. Gonadotropin-releasing-hormone release
in-vitro from the stalk median-eminence of cyclic and ovariectomized gilts in response
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1. Okrasa S., Kalamarz H. 1998. Rozdzial “Krew” w skrypcie “Fizjologia zwierzat
gospodarskich z elementami anatomii“ pod redakcja L. Duszy (str.70-98),
Wydawnictwo: ART. ISBN 83-87443-68-9.

SUMARYCZNY IF ZGODNIE Z ROKIEM OPUBLIKOWANIA; (POZYCJE 1 - 18): 25,114
(pozygJE1-21): 30,162

RAZEM LICZB PUNKTOW MNISZW ZGODNIE Z WYKAZEM CZASOPISM Z GRUDNIA; (POZYCJE 1-18) = 465
(pozY(CJE 1-21) =555

LICZBA CYTOWAN PUBLIKAC]I WEDLUG BAZY WEB OF SCIENCE; (POZYCJE 1-18) =175
(pozYCJE1-21) =178
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