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Zatgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postegpowania habilitacyjnego

1. Imig i nazwisko: Joanna Mataczewska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej
2.1. lekarz weterynarii, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Akademia Rolniczo-
Techniczna w Olsztynie, rok 1999
2.2. doktor nauk weterynaryjnych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie, rok 2003, tytut rozprawy doktorskiej: ,,Wplyw
dimeru lizozymu (KLP-602) i methisoprinolu na namnazanie si¢ wybranych wirusow

w hodowlach komorek i w zarodkach kurzych”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

3.1. 01.04.1999 — 18.06.2003 — Katedra Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej, Wydziat
Medycyny Weterynaryjnej, Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie (od
1.09.1999 Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie), doktorant

3.2. 15.10.2003 — 19.12.2008 — Katedra Mikrobiologii 1 Immunologii Klinicznej, Wydziat
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, starszy
technik

3.3. 20.12.2003 — 29.12.2004 — Katedra Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej, Wydziat
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, asystent

3.4. 30.12.2004 — do chwili obecnej — Katedra Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej,
Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
adiunkt

4. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

4.1. Tytut osiaggnigcia naukowego
Jednotematyczny cykl publikacji, pod wspdlnym tytutem:

WPLYW KOMERCYJNYCH NANOKOLOIDOW SREBRA I ZLOTA NA
WYBRANE PARAMETRY UKLADU IMMUNOLOGICZNEGO MYSZY
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4.2. Lista publikacji sktadajacych si¢ na cykl

Punkty
Lp. Artykul IF N
Malaczewska J: Effect of silver nanoparticles on splenocyte
1. | activity and selected cytokine levels in the mouse serum. Bull Vet | 0,414 20
Inst Pulawy, 2011, 55 (2), 317-322.

Wkiad wlasny: opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu i metodyki badan, wykonanie
wszystkich badan laboratoryjnych, analiza statystyczna uzyskanych wynikéw i ich

interpretacja, przygotowanie tabel, napisanie publikacji i jej korekta po recenzji — 100%

Malaczewska J: The effect of silver nanoparticles on splenocyte
, activity and selected cytokine levels in the mouse serum at early 5 T
" | stage of experimental endotoxemia. Pol J Vet Sci, 2011, 14 (4), |

597-604.

Wkiad wlasny: opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu i metodyki badan, wykonanie
wszystkich badan laboratoryjnych, analiza statystyczna uzyskanych wynikoéw i ich

interpretacja, przygotowanie tabel, napisanie publikacji i jej korekta po recenzji — 100%

Malaczewska J: The splenocyte proliferative response and
3. | cytokine secretion in mice after 28-day oral administration of silver | 0,712 20
nanocolloid. Pol J Vet Sci, 2014, 17 (1), 27-35.

Wktad wlasny: opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu i metodyki badan, wykonanie
wszystkich badan laboratoryjnych, analiza statystyczna uzyskanych wynikow 1 ich

interpretacja, przygotowanie rycin, napisanie publikacji i jej korekta po recenzji — 100%

Malaczewska J: The in vitro effect of commercially available
4 noble metal nanocolloids on the splenocyte proliferative response 0712 20
~ | and cytokine production in mice. Pol J Vet Sci, 2014, 17 (1), 37- '

45.

Wktad wlasny: opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu i metodyki badan, wykonanie
wszystkich badan laboratoryjnych, analiza statystyczna uzyskanych wynikow 1 ich
interpretacja, przygotowanie rycin i tabel, napisanie publikacji i jej korekta po recenzji —
100%

Malaczewska J: Effect of 28-day oral administration of silver
5. | nanocolloid on the peripheral blood leukocytes in mice. Pol J Vet | 0,712 20
Sci, 2014, 17 (2), 263-273.
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Wkiad wlasny: opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu i metodyki badan, wykonanie
wszystkich badan laboratoryjnych, analiza statystyczna uzyskanych wynikow i ich
interpretacja, przygotowanie rycin i tabel, napisanie publikacji i jej korekta po recenzji —
100%

. Malaczewska J: Wptyw nanoczastek metali szlachetnych na uktad 405 0z
" | immunologiczny zwierzat. Med Weter, 2014, 70 (4), 204-208. ’

Wktad wlasny: przeglad dostepne;j literatury, dotyczacej tematu, napisanie publikacji — 100%

Malaczewska J: The splenocyte proliferative response and
7. | cytokine secretion in mice after oral administration of commercial | 0,712 20
gold nanocolloid. Pol J Vet Sci, 2015, 18 (1), 181-189.

Wkiad wlasny: opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu i metodyki badan, wykonanie
wszystkich badan laboratoryjnych, analiza statystyczna uzyskanych wynikow 1 ich
interpretacja, przygotowanie rycin i tabel, napisanie publikacji i jej korekta po recenzji —
100%

Malaczewska J: Effect of oral administration of gold nanocolloid
8. | onthe peripheral blood leukocytes in mice. Pol J Vet Sci, 2015, 18 | 0,712 20
(2), DOI 10.1515/pjvs-2015-0036.

Wktad wlasny: opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu i metodyki badan, wykonanie
wszystkich badan laboratoryjnych, analiza statystyczna uzyskanych wynikéw 1 ich
interpretacja, przygotowanie rycin i tabel, napisanie publikacji i jej korekta po recenzji —
100%

Razem | 4,735 155

4.3. Omoéwienie celu naukowego ww. prac 1 osiggnigtych wynikow wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania
Wprowadzenie

Nanotechnologia to preznie rozwijajacy si¢ dziat nauki o materiatach, zajmujacy sie¢
tworzeniem i praktycznym wykorzystaniem struktur nie przekraczajacych wielkoscig 100 nm.
Dzigki matym rozmiarom, zwigkszajacym stosunek ich powierzchni do objetosci, nanoczastki
(NPs) zyskuja wyzsza, w poroéwnaniu z materiatami masowymi, reaktywnoS$¢ i nowe,
unikatowe cechy fizyko-chemiczne, przyczyniajace si¢ do poszerzenia palety ich zastosowan
(Nel i wsp. 2006). Nanoczastki srebra, w zwigzku z ich wlasciwo$ciami dezynfekujgcymi,

uzywane s3 do ochrony réznego rodzaju powierzchni przed kolonizacja bakteryjng, tak w
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medycynie, jak i zyciu codziennym. Natomiast nanoczastki zlota, przez wzglad na swoje
wlasciwoséci chemiczne, optyczne i elektromagnetyczne, znajduja liczne zastosowania
biomedyczne, m.in. jako biosensory w obrazowaniu komorek nowotworowych, terapii
fototermiczne;j i systemach nacelowanego dostarczania lekéw (Frohlich i Roblegg 2012, Kim i
wsp. 2008, Pelkonen i wsp. 2003, Zhang i wsp. 2010). Popularyzacja nanomaterialow zwigksza
ryzyko niezamierzonej ekspozycji organizmu na ich dziatanie. Co wigcej, powszechnie od
pewnego czasu dostepne, koloidalne roztwory nanoczgstek srebra i zlota, zalecane sg w
medycynie niekonwencjonalnej, nie tylko do zewnetrznej aplikacji, ale takze jako suplementy
diety, majace korzystnie wptywaé m.in. na uktad immunologiczny. Entuzjazm tych destynacji
bierze zrodlo z do$¢ powszechnego przekonania o niskiej reaktywnosci i wysokiej zgodnos$ci
biologicznej metali szlachetnych, opartego na obserwacjach poczynionych w stosunku do
tradycyjnych, masowych form tych pierwiastkow. Tymczasem niewielkie rozmiary ulatwiajg
nanoczastkom penetracj¢ barier biologicznych, a nasilone wiasciwosci oksydatywne i
katalityczne wptywaja na ich interakcje z systemami biologicznymi. Wszystko to sktada si¢ na,
niezbyt gruntownie do tej pory przebadang, potencjalng toksyczno$¢ nanomateriatow.

Ryzyko zdrowotne, po ekspozycji organizmu na nanoczastki, w duzej mierze zalezy od
stopnia ich absorpcji, na ktory wplywaja dawka, droga wniknigcia i wlasciwosci czastek, a
takze ich metabolizmu, wydalania i odpowiedzi immunologicznej organizmu. Wyniki badan
przeprowadzonych na gryzoniach dowodzs, ze niezaleznie od drogi wprowadzenia,
nanoczastki srebra i ztota szybko dostajg si¢ do krwiobiegu i ulegaja systemowej dystrybucji,
a ich eliminacja z organizmu jest wolna. GIéwnymi miejscami akumulacji NPs sg narzady z
rozbudowanym uktadem siateczkowo-$rodbtonkowym, takie jak watroba i1 §ledziona, co
zwigzane jest z ich funkcja ,,czyscicieli” krwi obwodowej z obcych czastek. Zar6wno w
narzadach limfoidalnych, jak i w innych tkankach, nanoczastki srebra i zlota gromadza si¢
glownie we wnetrzu komorek fagocytujacych. Unieruchomione w fagolizosomach, nie moga
zosta¢ zniszczone przez komorki, chronicznie je stymulujac. Mediatory zapalne, uwalniane
przez aktywowane makrofagi narzagdowe, moga z kolei wptywa¢ na inne populacje komorek i
wywotywac systemowa odpowiedz immunologiczng (Balasubramanian i wsp. 2010, Chen i
wsp. 2009, Hillyer i Albrecht 2001, Jovanovi¢ i Pali¢ 2012, Kim i wsp. 2008, Lankveld i wsp.
2010, Park i wsp. 2010, Pelkonen i wsp. 2003, Sonavane i wsp. 2008, Stebounova i wsp. 2011,
Takenaka i wsp. 2000, 2001). Jednak nie tylko fagocyty narzadowe mogg stanowi¢ potencjalny
cel oddziatywania nanoczastek. Poniewaz ich transport do narzadéw docelowych odbywa si¢
droga krwi, mozliwe sa rowniez interakcje NPs z krwinkami i/lub ich wptyw na hematopoeze.

Zmiany parametréow hematologicznych i obecno$¢ nanoczastek we wngtrzu leukocytow i
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komorek szpiku gryzoni otrzymujacych Ag i AuNPs zdaja si¢ potwierdzaé te przypuszczenia
(De Jong i wsp. 2013, Ji i wsp. 2007, Kim i wsp. 2008, Zhang i wsp. 2010).

Tymczasem badan, dotyczacych wplywu nanoczastek metali szlachetnych na uktad
immunologiczny lub jego sktadowe, wykonano do tej pory stosunkowo niewiele. Wigkszos¢ z
nich przeprowadzono w warunkach in vitro, z wykorzystaniem tej samej, ustabilizowanej linii
mysich makrofagow (RAW 264.7), a pomimo tego ich autorzy uzyskiwali cz¢sto odmienne lub
wrecz sprzeczne wyniki. Jedynym faktem, co do ktérego badacze sg zgodni, jest zdolnos¢
makrofagow do szybkiego pochtaniania nanoczastek srebra i ztota. Brak jednak zgodnosci, co
do efektu, jaki wywiera na fagocyty pochtonigcie nanoczastek. Czg¢$¢ prac wskazuje na
nieimmunogenno$¢ nanoczastek srebra i ztota, inne dowodzg ich dzialania przeciwzapalnego,
manifestujagcego si¢ hamowaniem produkcji reaktywnych form tlenu i azotu oraz cytokin
prozapalnych przez pobudzone makrofagi (Pissuwan i wsp. 2013, Shin i wsp. 2007, Shukla i
wsp. 2005, Sumbayev i wsp. 2013, Tsai i wsp. 2012, Yen i wsp. 2009, Zhang i wsp. 2011). Sg
wreszcie 1 doniesienia o aktywacji komorek i1 dzialaniu prozapalnym nanoczastek, przy czym
czeSciej dzialanie takie wykazywato nanosrebro, niz nanoztoto (Greulich i wsp. 2011, Lee i
wsp. 2012, Leroy i wsp. 2011, Martinez-Gutierrez i wsp. 2012, Park i wsp. 2010, Takenaka i
wsp. 2000, Yang i wsp. 2012, Yen i wsp. 2009). Modelem rzadko wykorzystywanym w
badaniach nanoczastek, cho¢ lepiej oddajacym realng reaktywnos¢ komorek uktadu
immunologicznego od ustabilizowanych linii komoérkowych, sg pierwotne hodowle komorek,
pozyskanych bezposrednio z organizmu. Nawet jednak w ich przypadku, wyniki badan
immunotoksykologicznych in vitro nie muszg przektadac si¢ na realny wplyw substancji na
bardziej skomplikowany uktad biologiczny, jakim jest zywy organizm. Szerzej zagadnienia te
zostaly omoéwione w artykule przegladowym, dotyczacym wpltywu nanoczastek metali
szlachetnych na uktad immunologiczny zwierzat (publikacja nr 6 cyklu habilitacyjnego).

Badania dedykowane ewaluacji wlasciwosci immunotropowych nanoczastek metali
szlachetnych na modelu zwierzecym nalezg wprawdzie do rzadkosci, wyraznie jednak
wskazuja, ze nie pozostajg one obojetne dla uktadu odpornosciowego. Wplyw nanoziota na
odpowiedz immunologiczng zwierzat opisuja tylko dwie prace. W badaniach Dykman i wsp.
(2004) nanoczastki ztota, podawane krélikom, szczurom i myszom w iniekcji razem z
haptenami lub kompletnymi antygenami, wywieraty lepszy efekt adiuwacyjny, niz kompletny
adiuwant Freunda, pozwalajac na uzyskanie wyzszych mian bardziej aktywnych przeciwciat,
przy mniejszej ilosci antygenu, niezbgdnej do uodpornienia. Ponadto u zwierzat otrzymujacych
nanoztoto obserwowano takze wzrost aktywnosci fagocytarnej i bodjczej fagocytow krwi

obwodowej. Natomiast w badaniach Joseph i wsp. (2013) nanoczastki ztota pokryte roslinnym
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polisacharydem PST, po 14 dniach iniekcji dootrzewnowych, zwigkszaly aktywnosc¢
proliferacyjng limfocytow krwi obwodowej i odsetki komdrek CD3+, CD4+ i CD8+, oraz ilo$¢
komorek szpiku w kosci udowej myszy. Wyniki te wskazujag na wlasciwoSci
immunostumulujgce AuNPs, cho¢ w przypadku drugiej z cytowanych prac nie wiadomo w
jakim stopniu uzyskany efekt wywotany zostal przez same nanoczastki, a w jakim przez
polisacharyd o potwierdzonych wtasciwosciach immunotropowych. Z kolei trzy dostgpne
pozycje literatury, opisujgce wplyw nanoczgstek srebra, podawanego gryzoniom droga
alimentarng lub w iniekcji, dowodza raczej ryzyka indukcji nieprawidtowej odpowiedzi
immunologicznej przez nanosrebro. Park i wsp. (2010), u myszy otrzymujacych czastki droga
alimentarng przez okres 2-4 tygodni, zanotowali wzrost odsetka komorek B, NK i NKT oraz
spadek stosunku limfocytoéw T CD4+/CD8+ we krwi, a zmianom tym towarzyszyl zwigkszony
poziom IgE i cytokin w surowicy, z dominacja odpowiedzi typu Th2. Uzyskane wyniki
wskazuja, zdaniem autoréw, na potencjalne ryzyko wywotania odpowiedzi alergicznej przez
nanosrebro. Do podobnych wnioskow doszli Xu i wsp. (2013) badajac dziatanie adiuwacyjne
nanoczastek srebra u myszy immunizowanych dootrzewnowo lub podskornie owoalbuming lub
bydlegca albuming. Nanosrebro podawane w czasie immunizacji razem z biatkami wywierato
efekt porownywalny do dziatania klasycznych adiuwantow (CFA 1 Alum), gtdwnie w zakresie
odpowiedzi typu Th2, a obserwowany zwiekszony stosunek IgG1/IgG2a 1 wzrost poziomu IgE
mogty wigza¢ si¢ z indukcja nadwrazliwosci. Z kolei De Jong i wsp. (2013), u szczuréw po
dozylnej administracji nanosrebra, zanotowali niemal catkowitg supresj¢ aktywnosci komoérek
NK w $ledzionie, co moze wskazywa¢ na dysregulacj¢ immunologiczng, zwigkszajaca
predyspozycje organizmu do schorzen wirusowych i nowotworzenia.

Korzystne, przeciwzapalne dzialanie nanoczastek srebra i zlota wykazano jedynie w
badaniach przeprowadzonych na zwierzecych modelach ran, oparzen i schorzen zapalnych.
Lokalna aplikacja nanoczastek obnizala poziom mediatorow =zapalenia i markerow
oksydatywnego uszkodzenia tkanek w miejscu objetym procesem zapalnym, dzigki czemu
uzyskiwano dobre efekty kliniczne (Bhol i Schechter 2005, Dohnert i wsp. 2012, Nadworny i
wsp. 2008, Pedersen i wsp. 2009, Pereira i wsp. 2012, Sumbayev i wsp. 2013, Tian i wsp. 2007,
Tsai i wsp. 2007, Victor i wsp. 2012, Wright i wsp. 2002). Jednak w przypadku zdrowych
osobnikéw, w miejscu SWojego wprowadzenia, nanoczastki srebra wywieratly efekt prozapalny,
objawiajacy si¢ naciekiem makrofagow 1 neutrofili oraz wzmozong syntezg cytokin
prozapalnych (Liu i wsp. 2013, Stebounova i wsp. 2011, Xu i wsp. 2013).

Komercyjne nanokoloidy srebra i zlota, cieszace si¢ rosnaca popularnoscig na rynku

parafarmaceutykow, a nie objete zadng forma reglamentacji, nie byty do tej pory badane pod
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katem swojego oddziatywania na uktad immunologiczny, mimo iz, paradoksalnie, zalecane sa
jako suplementy diety stymulujace (nanosrebro) lub wyciszajace (nanoztoto) odpowiedz
immunologiczng. Jako ksenobiotyki, mogg one wplywaé na uktad odpornosciowy zdrowego
organizmu, obnizajac jego funkcje albo prowadzac do nadmiernego pobudzenia, czego efektem
moze by¢ wigksza zapadalno$¢ i cigzszy przebieg schorzen zakaznych lub dysregulacja
immunologiczna, skutkujaca rozwojem alergii i chor6éb autoimmunologicznych (De Jong i Van
Loveren 2007). Skape, czesto czgstkowe dane literaturowe, dotyczace wiasciwosci
immunotropowych nanoczgstek metali szlachetnych, podobnie jak przeciwstawnos¢ wynikow

badan uzyskanych przez roznych autoréw stanowig dodatkowsg zachete do ich przebadania.

Cele badawcze

Celem badan bylo okreslenie wptywu komercyjnych nanokoloidéw srebra i ztota na
uktad immunologiczny myszy. Dla osiggniecia gtownego celu badan, zrealizowano nastgpujace
cele posrednie:

e okresSlenie wplywu szerokiego zakresu stezen nanokoloidow srebra i ztota na
zywotno$¢, aktywnos¢ proliferacyjng i synteze cytokin przez splenocyty mysie w
warunkach in vitro

e zbadanie wptywu 7 1 14 dni oralnej administracji roznych stezen nanokoloidu srebra na
aktywno$¢ splenocytow 1 poziom cytokin w surowicy myszy nie poddanych, badz
poddanych eksperymentalnej endotoksemii

e okreslenie wptywu 28-dniowej oralnej administracji réznych st¢zen nanokoloidu srebra
na aktywnos$¢ splenocytow 1 leukocytow krwi obwodowej oraz ksztattowanie sig¢
odsetka poszczegodlnych populacji limfocytow we krwi zwierzat

e zbadanie wptywu roznych stezen nanokoloidu ztota, podawanego droga alimentarng
przez okres 7, 14 lub 28 dni, na aktywnos$¢ splenocytow 1 leukocytow krwi obwodowe;j

myszy oraz ksztaltowanie si¢ odsetka poszczegdlnych populacji limfocytow we krwi

Materialy i metody

Badania przeprowadzono tgcznie na 298 myszach, z czego 48 zwierzat wykorzystano
do pozyskania pierwotnych hodowli splenocytow do badan in vitro, a na pozostatych 250
przeprowadzono doswiadczenia in vivo. Badania z uzyciem nanokoloidu srebra prowadzono na
10-12 tygodniowych myszach szczepu NMRI, o $redniej masie ciata okoto 30 g, natomiast

pozniejsze doswiadczenie z uzyciem nanozlota, na 8-10 tygodniowych myszach szczepu
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Balb/c, o $redniej masie ciata okoto 24 g. Zmiana ta spowodowana byla reorganizacja
zwierzetarni Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej UW-M w Olsztynie, z ktorej pochodzity
zwierzeta. Badanymi preparatami byty komercyjne, niejonowe nanokoloidy srebra i ztota firmy
Nano-Tech Polska o stezeniu 50 ppm, stanowigce roztwor metalicznych nanoczastek wielkosci
do 5 nm (ztoto) lub 10-20 nm (srebro) w wodzie demineralizowane;.

Poniewaz $ledziona stanowi jeden z gldownych celow oddziatywania nanoczastek po ich
wprowadzeniu do organizmu drogg alimentarng, jako model doswiadczalny w badaniach in
vitro wykorzystano pierwotne hodowle splenocytéw mysich, lepiej oddajace reaktywnosé
komoérek organizmu od ustabilizowanych linii komérkowych. Splenocyty, pozyskane od
zwierzat metoda wirowania w gradiencie, hodowano w obecno$ci wzrastajacych stezen
nanokoloidow (0,15 — 10 ppm). Doboér stezen podyktowany byl danymi literaturowymi
dotyczacymi tego =zagadnienia, jak réwniez wynikami wlasnych badan wstepnych,
przeprowadzonych z uzyciem nanokoloidu srebra tego samego producenta (Mataczewska
2010). Komérki kontrolne hodowano w medium bez dodatku nanoczastek. Po 48 godzinach
okreslano wpltyw nanoczastek na zywotno$¢ komorek w kolorymetrycznym tescie redukcji
MTT. Ten sam test zostat uzyty do oceny proliferacji limfocytow sledzionowych pod wpltywem
mitogendw (ConA w przypadku limfocytow T, LPS — limfocytow B) po 72 godzinach hodowli.
W supernatancie znad 72-godzinnej hodowli splenocytdéw niestymulowanych Iub
stymulowanych mitogenami oznaczono réwniez poziomy wybranych cytokin (IL-13 1 TNF-a
— jako wczesne cytokiny prozapalne, IL-2 — jako gtéwna cytokina limfocytow T, IL-6 — jako
centralna cytokina plejotropowa, oraz I1L-10 — jako najwazniejsza cytokina przeciwzapalna),
przy uzyciu komercyjnych immunoenzymatycznych zestawow ELISA — Quantikinie (R&D
Systems). Odczytu wszystkich testow dokonano na czytniku absorbancji Sunrise (Tecan).

W badaniach in vivo zwierzgta podzielono na rowne grupy, otrzymujace nanokoloidy w
trzech roznych stezeniach (0,25; 2,5 lub 25 ppm) w wodzie do picia ad libitum, przez okresy 7,
14 lub 28 dni. Ten sposdb administracji wybrano dla uniknigcia wptywu na uktad
immunologiczny dhlugotrwatego stresu, ktorym bytoby codzienne podawanie badanych
preparatow sonda. Uwzgledniajac ilos¢ wody wypijanej przez zwierzgta przez caty okres
doswiadczalny, dzienna dawka nanoczastek przy najwyzszym stezeniu wynosita 4-5 mg/kg
masy ciata, a dawki kolejne byty odpowiednio 10- i 100-krotnie nizsze. W zwigzku z faktem,
iz producent badanych koloidow proponuje ich dawkowanie w tyzeczkach (2 tyzeczki dziennie
koloidu zlota, 1-3 tyzeczek koloidu srebra), nie podajac ograniczen dlugosci czasu
administracji, masy ciala czy wieku os6b zazywajacych, przy jednoczesnym zapewnieniu o ich

catkowitym bezpieczenstwie dla zdrowia zwierzat i cztowieka, przy doborze st¢zen kierowano
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si¢ gtdéwnie danymi literaturowymi, jako najwyzsze obierajac stgzenie mogace niekorzystnie
wplywac¢ na uktad immunologiczny. Tym niemniej najnizsza dawka koloidow (40-50 pg/ kg
mc) odpowiadata dawce 400-500 pg przyjmowanej przez czlowieka o masie ciata 70 kg (z
zastosowaniem wspotczynnika 7, uwzgledniajacego rdznice stosunku powierzchni do masy
ciala), czyli 8-10 ml (okoto 2 tyzeczek) wyjsciowej zawiesiny. W kazdym uktadzie
doswiadczalnym prowadzono takze badania na grupie kontrolnej zwierzat, nie otrzymujacej
nanoczastek w wodzie do picia. W dniach 7, 14 1 28 réwne ilosci zwierzat z kazdej grupy
poddawano narkozie wziewnej z uzyciem preparatu AErrane (izofluran, Baxter), skrwawiano
metoda punkcji serca i w jalowy sposéb pobierano sledziony do dalszych badan.

W pierwszym do§wiadczeniu z uzyciem nanokoloidu srebra, podawanego zwierzetom
przez okres 7 lub 14 dni, w dniu poboru préb potowe zwierzat z kazdej grupy poddawano
eksperymentalnej endotoksemii przez dootrzewnow3 iniekcje niskiej dawki lipopolisacharydu
z E. coli, w celu okreslenia wptywu nanosrebra na odpowiedz cytokinowg organizmu. W
godzing po wywolaniu endotoksemii pobierano material do badan. Po izolacji komorek ze
Sledziony metodg wirowania z uzyciem dwodch réznych gradientow, oznaczano aktywnos$¢
proliferacyjng limfocytow (jak wyzej) oraz aktywno$¢ komoérek fagocytujacych - w
kolorymetrycznych testach RBA (respiratory burst activity, aktywno$¢ wybuchu tlenowego) i
PKA (potential killing activity, aktywno$¢ bdjcza). Poziomy cytokin (II-1p3, TNF-a, IL-6, IL-
10 oraz IL-12 p70) w surowicy zwierzat okreslano w testach ELISA (jak wyzej). Odczyty
wszystkich testow prowadzono na czytniku absorbancji Sunrise (Tecan). Poniewaz jednak w
takim uktadzie do$wiadczenia konieczne byto uzycie wigkszej ilo$ci zwierzat, a oznaczenie
poziomu cytokin w surowicy wykluczalo przeprowadzenie testow na leukocytach krwi
obwodowej, w kolejnych eksperymentach badano odpowiedz cytokinowa splenocytow, a krew
obwodowa zwierzat przeznaczono do oznaczen cytometrycznych. Tradycyjnie w badaniach
immunotoksykologicznych na gryzoniach §ledzi si¢ wprawdzie gtownie wplyw ksenobiotykow
na splenocyty zwierzat, jednak réwnolegle przeprowadzenie badan na komorkach pozyskanych
z krwi i $ledziony daje lepszy wglad w mechanizm ich dziatania, poniewaz leukocyty krwi
bywaja bardziej wrazliwym wskaznikiem wczesnej toksyczno$ci, podczas gdy splenocyty,
stanowigce glowny cel immunotoksykantoéw pokarmowych, reaguja zwykle pdzniej.

U myszy otrzymujacych nanokoloid srebra przez okres 28 dni lub nanokoloid ztota
przez okresy 7, 14 1 28 dni, oznaczano odpowiedz proliferacyjng wyizolowanych limfocytow
krwi obwodowej i splenocytow oraz synteze wybranych cytokin (IL-1p, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-
10 i IFN-y) przez splenocyty (jak wyzej). Pelna krew obwodowa zwierzat postuzyta do

immunofenotypowania i oznaczenia aktywnosci fagocytéw. Odsetki poszczegolnych populacji
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limfocytéw (B, T, NKT i NK) oraz subpopulacji limfocytow T (CD4+ i CD8+) we krwi
obwodowej zwierzat oznaczano metoda cytometrii przeptywowej, przy uzyciu przeciwciat
monoklonalnych znakowanych fluorochromami. Za marker komorek B przyjeto czastk¢ CD19,
komorek T — CD3, komoérek NK i NKT — CD49b. Aktywnos$¢ fagocytarng i nasilenie wybuchu
tlenowego granulocytow i monocytéw krwi obwodowej zwierzat oznaczano metodg cytometrii
przeplywowej, z wykorzystaniem komercyjnych zestawdéw Phagotest i Phagoburst (Orpegen
Pharma). Wszystkie oznaczenia cytometryczne wykonano na cytometrze FACSCanto Il
(Becton Dickinson Biosciences) z uzyciem oprogramowania FACSDiva, wersja 6.1.3. (BD
Biosciences). Analizy danych cytometrycznych dokonano w programie FlowJo (Tree Star Inc.).
Wyniki wszystkich badan przedstawiono jako $rednie + SD. Analizy statystycznej
dokonano za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA, natomiast istotnos$¢ rdznic
migdzy grupami weryfikowano przy pomocy testu Bonferroni, z uzyciem oprogramowania
GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.). Za statystycznie istotne uznano roznice przy p<
0.05, p< 0.01 lub p< 0.001.
Szczegotowy opis metod zostat zawarty w poszczegdlnych pracach sktadajacych si¢ na cykl,

stanowigcy osiggniecie naukowe autorki (publikacje 1-5, 7,8).

Omowienie wynikow
Wplyw komercyjnych nanokoloidow srebra i zlota na aktywnos¢ splenocytow mysich w
warunkach in vitro

Nanokoloid srebra w stgzeniach od 1,25 do 10 ppm znaczaco obnizat Zywotno$¢
komorek oraz ich aktywno$¢ - zdolnos$¢ §ledzionowych limfocytow T 1 B do proliferacji pod
wplywem mitogendw oraz stymulowang mitogenami synteze cytokin przez splenocyty. Zadne
z nietoksycznych stgzen koloidu srebra nie wptywalo na synteze cytokin, zar6wno przez
komorki niestymulowane, jak 1 stymulowane mitogenami. Obserwowano jednak wzmozong
proliferacje limfocytow B, stymulowanych LPS, w obecnosci stezenia 0,3 ppm.

W przypadku nanokoloidu zlota jedynym stgzeniem powodujacym niewielki spadek
zywotno$ci komorek (o 15,8 %) byto stezenie najwyzsze (10 ppm), przy ktorym obserwowano
réwniez spadek syntezy IL-1B 1 TNF-a oraz wzrost produkcji IL-6 przez komorki stymulowane
mitogenami. Natomiast do$¢ szeroki zakres nietoksycznych stezen nanoztota (0,15 — 1,25 ppm)
obnizat synteze IL-2 przez splenocyty stymulowane ConA. Zadne ze stezen koloidu ztota nie
wplywato na syntezg cytokin przez komorki niestymulowane mitogenami, a stezenie 0,3 ppm,

podobnie jak w przypadku nanosrebra, nasilato proliferacj¢ limfocytow B.
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Podsumowujac:

- nanokoloid srebra cechowat si¢ wysoka cytotoksycznoscia w stosunku do splenocytéw
mysich, podczas gdy toksycznos¢ nanokoloidu zlota byta bardzo niska, co potwierdza jego
wyzsza zgodnos¢ biologiczng

- spadek syntezy IL-2 w obecnosci niskich stezen koloidu ztota §wiadczy o jego wplywie na
limfocyty T w warunkach in vitro

- stymulacja proliferacji splenocytow aktywowanych LPS przez niskie stezenie obu koloidow,
przy jednoczesnym braku synergistycznego z LPS dziatania w zakresie syntezy cytokin,

wskazuje na bezposrednie interakcje nanoczastek z limfocytami B w warunkach in vitro

Szczegdtowo zagadnienia te zostaty omowione w publikacji nr 4 omawianego cyklu prac

Whplyw 7 i 14 dni oralnej administracji nanokoloidu srebra na aktywnos¢ splenocytow i
poziom cytokin w surowicy myszy oraz wczesng odpowiedz immunologiczng zwierzat
poddanych eksperymentalnej endotoksemii

Tylko najnizsze st¢zenie nanokoloidu srebra wptywalo na uktad immunologiczny
zdrowych myszy po 7 dniach jego podawania. Wptyw ten przejawiat si¢ stymulacjg wybuchu
tlenowego komorek fagocytujacych oraz wzmozong proliferacjg limfocytow T, izolowanych
ze $ledziony zwierzat. Ponadto w surowicy myszy otrzymujacych to st¢zenie koloidu mierzalny
byt poziom IL-6 (nieznacznie powyzej progu wykrywalnosci), podczas gdy w pozostatych
grupach nie wykryto zadnej z oznaczanych cytokin.

Po kolejnym tygodniu podawania nanokoloidu, jego najnizsza dawka, wcze$niej
stymulujaca fagocyty S$ledzionowe, zaczela wywiera¢ dziatanie przeciwne — hamowac
aktywnos$¢ bojcza 1 zdolnos¢ do wybuchu tlenowego, za$§ aktywnos¢ proliferacyjna limfocytow
tej grupy zwierzat wyréwnata si¢ z aktywnos$ciga komorek grupy kontrolnej. Wzmozona
proliferacje limfocytow B izolowanych ze S§ledziony zanotowano natomiast u zwierzat
otrzymujacych $rodkowa dawke nanosrebra. Ponadto wszystkie stezenia nanokoloidu
stymulowaly synteze¢ IL-6, a dwie nizsze dawki takze IL-12.

U zwierzat poddanych eksperymentalnej endotoksemii, po 7-dniowej administracji
nanosrebra, obserwowano synergistyczne dziatanie nanoczastek z lipopolisacharydem
bakteryjnym, w zakresie wzmagania aktywnosci komorek fagocytujacych i syntezy wczesnych
cytokin prozapalnych (IL-1B, TNF-o) oraz przeciwzapalnej IL-10. Srodkowa dawka

nanosrebra dodatkowo stymulowata proliferacj¢ §ledzionowych komorek T i B.
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Po kolejnym tygodniu podawania preparatu, wszystkie stezenia nanoczastek nadal
wzmagaty synteze cytokin prozapalnych u zwierzat poddanych endotoksemii, ale wzmozong
produkcje przeciwzapalnej IL-10 obserwowano tylko w grupie otrzymujacej najwyzsza dawke
koloidu. Aktywnos$¢ komorek fagocytujacych zwierzat otrzymujgcych nanosrebro, zwlaszcza
w S$rodkowej dawce, spadta ponizej poziomu notowanego w grupie kontrolnej zwierzat,

poddanej endotoksemii.

Reasumujac:

- efekt dziatania nanokoloidu srebra, podawanego droga alimentarng przez okres 1-2 tygodni,
na uktad immunologiczny myszy nie byl proporcjonalny do jego dawki

- krotkoterminowa administracja niskiej dawki nanokoloidu zdrowym zwierzetom wywierata
efekt immunostymulujacy w stosunku do splenocytow mysich, lecz przedluzajace sie
podawanie tej dawki obnizato aktywnos$¢ narzadowych komorek fagocytujacych, co wskazuje
na ich wyczerpanie czynnosciowe, zwigzane z dtugotrwalg stymulacja przez nanoczastki

- dlugoterminowa administracja nanokoloidu srebra zdrowym osobnikom, moze zatem
niekorzystnie wplywac¢ na nieswoista odpowiedZ immunologiczng organizmu, stanowiacg
pierwsza lini¢ obrony w schorzeniach bakteryjnych

- niezaleznie od dawki i czasu, nanokoloid srebra podawany drogg alimentarng, nasilat dziatanie
prozapalne endotoksyn bakteryjnych, co wskazuje na ryzyko zaostrzenia objawow schorzen

zakaznych/zapalnych, zwlaszcza systemowych, u os6b przyjmujacych go jako suplement diety

Powyzsze kwestie zostaly szczegétowo przedstawione w publikacjach nr 1 i 2 cyklu

Woplyw 28-dniowej oralnej administracji nanokoloidu srebra na aktywnos¢ splenocytow
i leukocytéw krwi obwodowej myszy

Wszystkie testowane stezenia nanokoloidu srebra wptywaly w istotny sposob na
aktywnos$¢ splenocytow mysich, po 28 dniach ich podawania drogg alimentarna, przy czym
efekt dziatania poszczegoélnych stgzen znaczaco si¢ réznit. Najnizsze stezenie preparatu
obnizato aktywnos¢ proliferacyjng limfocytéw T, podczas gdy dwa wyzsze silnie stymulowatly
sledzionowe limfocyty B do podzialow. Wszystkie dawki modulowaty takze syntez¢ cytokin
przez splenocyty, zarbwno niestymulowane, jak i stymulowane mitogenem. W tym przypadku
jednak dwie nizsze dawki preparatu dziataly podobnie, a najwyzsza w odmienny sposob.
Nizsze st¢zenia stymulowaty synteze wszystkich oznaczanych cytokin (IL-1p, IL-2, IL-6, IL-
10, TNF-a, IFN-y) przez niestymulowane komorki, a po stymulacji splenocytow LPS
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powodowaty wzrost syntezy wczesnych cytokin prozapalnych (IL-1p 1 TNF-a)), rtownocze$nie
znaczaco obnizajac produkcje przeciwzapalnej IL-10. Tymczasem dawka najwyzsza obnizata
synteze¢ IL-6, nie wywierajac wplywu na poziom pozostatych cytokin w komorkach
niestymulowanych, a po aktywacji splenocytow obnizata synteze cytokin prozapalnych,
jednoczes$nie znaczaco stymulujac produkcje przeciwzapalnej I1L-10.

Caly zakres badanych stezen nanosrebra wywierat rowniez istotny wptyw na leukocyty
krwi obwodowej myszy. Dwie nizsze dawki powodowaly wzrost odsetka podwojnie
pozytywnych limfocytow T CD4+CD8+ oraz spadek odsetka komorek NKT i NK. U zwierzat
otrzymujacych najwyzsza dawke obserwowano za$ wzrost indeksu CD4+/CD8+. Na
odpowiedz proliferacyjng limfocytow wptywata tylko dawka najnizsza, obnizajgc aktywnosé
zaréwno limfocytow T, jak i B. Natomiast wszystkie dawki oddziatywaty na aktywno$¢
fagocytow krwi obwodowej, zwiekszajac nasilenie fagocytozy w granulocytach oraz odsetek

granulocytow i monocytéw ulegajacych wybuchowi tlenowemu po pochtonigciu bakterii.

Rekapitulujac:

- efekt dziatania nanokoloidu srebra na splenocyty i leukocyty krwi obwodowej myszy, po jego
28-dniowej alimentarnej administracji, nie byt proporcjonalny do dawki preparatu

- nizsze dawki nanosrebra dziataty immunostymulujgco na nieaktywowane i silnie prozapalnie
na pobudzone splenocyty, zatem ich administracja moze nasila¢ objawy schorzen zapalnych

- najwyzsza dawka koloidu srebra wywierata dzialanie przeciwzapalnie w stosunku do
splenocytow mysich, wynikajace z pobudzenia limfocytow do produkcji wysokich stezen
przeciwzapalnej IL-10

- silna stymulacja syntezy IL-10, korzystna w ostrych chorobach bakteryjnych, na dtuzsza metg
moze utrudnia¢ eliminacj¢ patogendéw z organizmu, a nawet powodowa¢ dysregulacje
odpowiedzi immunologicznej, z obnizeniem odporno$ci typu komorkowego, wiec dlugotrwate
przyjmowanie wysokich dawek nanokoloidu srebra moze by¢ niekorzystne w przewlektych
schorzeniach zapalnych

- wszystkie st¢zenia nanosrebra pobudzaly aktywnos$¢ fagocytow krwi obwodowej, co jest
zjawiskiem pozadanym we wczesnych etapach zakazen bakteryjnych, jednak chroniczna
stymulacja wybuchu tlenowego moze prowadzi¢ do nadmiernej odpowiedzi, skutkujacej
oksydatywnym uszkodzeniem tkanek, w zwiazku z czym dlugotrwale przyjmowanie
nanokoloidu srebra moze mie¢ negatywne skutki w przewlektych schorzeniach zapalnych

- zmiany fenotypowe populacji limfocytow T, NKT i NK po dlugotrwalym przyjmowaniu

nanokoloidu srebra mogg wigza¢ si¢ z ryzykiem nieprawidlowos$ci w odpowiedzi typu
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komorkowego, szczegdlnie w przypadku niskiego stezenia nanoczastek, hamujacego
dodatkowo aktywnos¢ proliferacyjng limfocytow T.

Doktadne oméwienie powyzszych zagadnien zawarto w publikacjach nr 31 5 cyklu

Whplyw oralnej administracji nanokoloidu zlota na aktywnos¢ splenocytéw i leukocytow
krwi obwodowej myszy

Poczawszy od 14 dnia podawania nanokoloidu ztota, w grupie myszy otrzymujacej jego
srednia dawke zaobserwowano wzmozong odpowiedz proliferacyjng $ledzionowych
limfocytow T i B. Natomiast u myszy otrzymujacych najwyzsza dawke preparatu, po 4
tygodniach, proliferacja splenocytow znaczaco si¢ obnizyta. Jedynie najnizsza dawka koloidu
nie wplywata na proliferacj¢ komorek przez caty okres doswiadczenia. Wszystkie dawki
nanoztota modulowaly natomiast syntez¢ cytokin przez splenocyty niestymulowane
mitogenami. Komorki zwierzat otrzymujacych najwyzsza dawke juz po 7 dniach wydzielaty
znaczaco wyzsze stgzenia cytokin prozapalnych (IL-16, IL-6, TNF-a i IL-2), niz komorki grupy
kontrolnej. Efekt taki utrzymat si¢ do 14 dnia do$wiadczenia, a po 28 dniach, poziom IL-2
znaczaco spadl, przy utrzymujacym si¢ wysokim poziomie pozostatych cytokin. Splenocyty
myszy otrzymujacych najnizszg dawke koloidu, reagowaly w podobny sposéb, jednak dopiero
od 14 dnia doswiadczenia. Natomiast w grupie otrzymujacej Srodkowa dawke AuNPs
obserwowano spadek syntezy wszystkich cytokin, w poréwnaniu z grupg kontrolng. Réwniez
odpowiedZ cytokinowa splenocytéw po stymulacji mitogenami byta modulowana w rézny
sposob przez poszczegdlne dawki koloidu. Komoérki grupy otrzymujacej najnizszg dawke
nanoczastek, po poczatkowym spadku syntezy IL-6 i IL-10 w 7 dniu do$wiadczenia, w 14 dniu
reagowaty nasilong produkcjg IL-1B, TNF-a i IL-6, a od 28 dnia dodatkowo znaczacym
obnizeniem syntezy IL-2. Najwyzsza dawka AuNPs, mimo wzmagania syntezy cytokin
prozapalnych w komorkach niestymulowanych, w poczatkowym okresie nie wplywala na
odpowiedz cytokinowa splenocytéw stymulowanych mitogenami. W dniu 14 powodowata
jedynie istotny wzrost poziomu przeciwzapalnej IL-10. Jednak po kolejnych dwoch
tygodniach, komorki tej grupy reagowaty juz wzmozong produkcja prozapalnych IL-18 i TNF-
a oraz IL-6, jak rowniez spadkiem syntezy IL-2, podobnie jak komorki grupy otrzymujace;j
najnizsza dawke koloidu. Ponownie odpowiedz splenocytow zwierzat otrzymujacych
srodkowg dawke preparatu, roznita si¢ od pozostatych dwoch grup. Dawka ta wzmagata synteze
IL-2, obnizajac poziomy wszystkich pozostatych cytokin.

Wplyw nanokoloidu zlota na leukocyty krwi obwodowej zwierzat byt nieco stabiej

wyrazony. Przez caty okres doswiadczenia nie obserwowano zadnych r6znic migdzy grupami
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w odpowiedzi proliferacyjnej limfocytow, a do 14 dnia doswiadczenia rowniez w odsetkach
poszczegdlnych populacji limfocytéw krwi obwodowej. Dopiero po 28 dniach administracji
srodkowa dawka nanoziota powodowata u zwierzat istotny wzrost odsetka limfocytow B i
podwdjnie pozytywnych limfocytow T CD4+CDS8+. Dwie skrajne dawki preparatu nie
wplywaty na sklad fenotypowy limfocytow krwi obwodowej przez caly okres obserwacji.
Najsilniej zaznaczal si¢ wpltyw nanozlota na aktywnos$¢ fagocytéw krwi obwodowe;j,
szczegolnie po krotkim okresie jego administracji, w grupie otrzymujgcej najnizszg dawke.
Zwigkszala ona odsetek komodrek fagocytujacych i nasilenie fagocytozy w poszczegdlnych
komorkach, jak rowniez odsetek komorek ulegajacych wybuchowi tlenowemu, zar6wno w
obrgbie granulocytow, jak i monocytow. W granulocytach wzrastalo réwniez nasilenie
wybuchu tlenowego w poszczegdlnych komoérkach. Jednak po kolejnym tygodniu
doswiadczenia obserwowano w tej grupie juz tylko zwiekszony odsetek granulocytow
fagocytujach, a po 28 dniach wszystkie badane parametry nie odbiegaty od notowanych w
kontrolnej grupie zwierzat. W przypadku grup otrzymujacych wyzsze dawki nanozlota
zanotowano tylko wzrost odsetka granulocytéw ulegajacych wybuchowi tlenowemu po 7

dniach, a pozostate parametry nie ulegaty istotnym zmianom przez caty okres eksperymentu.

Podsumowujac:

- dzialanie nanokoloidu ztota na uktad immunologiczny myszy nie byto proporcjonalne do jego
stezenia

- nanokoloid zlota, podawany myszom drogg alimentarng, wywieral silniejszy wplyw na
komorki izolowane ze $ledziony zwierzat, niz na leukocyty ich krwi obwodowej, co jest typowe
dla ksenobiotykdéw pokarmowych

- wplyw nanoztota na aktywno$¢ splenocytow ulegat nasileniu i pewnym modyfikacjom wraz
z wydhuzaniem czasu jego administracji

- tradycyjne preparaty na bazie zlota jonowego stosowane sg w terapii reumatoidalnego
zapalenia stawow jako leki przeciwzapalne; w przypadku badanego koloidu jedynie jego
srodkowa dawka wywierata efekt przeciwzapalny w stosunku do pobudzonych splenocytow
mysich, podczas gdy dwie skrajne dzialaly prozapalnie, zatem istotny jest staranny dobor dawki
nanoczastek, przy ich ewentualnym stosowaniu terapeutycznym

- znaczacy wptyw wszystkich stezen koloidu ztota na synteze 1L-2 $swiadczy nie tylko o jego
potencjalnym oddzialywaniu na swoista odpowiedz typu komorkowego, ale takze na

mechanizmy regulacji immunologicznej, stanowiace istotng funkcje biologiczna tej cytokiny
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- poniewaz zmianom w syntezie IL-2 nie towarzyszyl analogiczny wptyw na poziom IFN-y,
nanoztoto nie dziatato na efektorowe limfocyty Thl, lecz na ktéras z niewyspecjalizowanych
populacji komorek T (naiwne, pre-Th1 lub prekursorowe komoérki Thpp)

- przejsciowy wptyw nanokoloidu na aktywno$¢ fagocytow krwi obwodowej zwierzat zdaje si¢
$wiadczy¢ o mozliwosci przystosowania si¢ tych komoérek do przediuzajacej si¢ obecnosci
nanoczastek W organizmie

- jednak zmiany fenotypowe limfocytow, obserwowane dopiero po 28 dniach podawania
koloidu, moga by¢ dowodem wyczerpania mechanizméw kompensacyjnych i dysregulacji

uktadu immunologicznego w wyniku chronicznego kontaktu z nanoczastkami ztota

Szczegotowa analiza powyzszych wynikow zostata zawarta w publikacjach 7 i 8 cyklu

Whioski

e Komercyjny nanokoloid ztota cechuje wyzsza zgodnos$¢ biologiczna od nanokoloidu
srebra. Swiadczy o tym jego niska cytotoksycznos¢ wobec komorek ukladu
immunologicznego w warunkach in vitro, a takze pdzniej wystepujacy, stabiej
wyrazony 1 podlegajacy czeSciowe] rewersji wplyw na uktad immunologiczny zwierzat.

e Sposob oddziatywania obu koloidow na splenocyty mysie w warunkach in vitro
znaczaco rozni si¢ od ich wpltywu na komorki immunokompetentne zwierzat
otrzymujacych je drogg oralng, zatem badania in vitro nie odzwierciedlajg realnego
wptywu nanokoloidoéw srebra i ztota na uktad immunologiczny.

e Obydwa typy nanoczastek wykazuja wlasciwos$ci immunotropowe, a ich wplyw na
uktad immunologiczny zwierzat narasta 1 ulega modyfikacjom wraz z wydluzaniem
czasu administracji, przy czym rézne stezenia tego samego koloidu moga wywieraé
przeciwstawny wplyw na aktywno$¢ komorek immunokompetentnych.

e Niekontrolowane przyjmowanie nanokoloidow srebra i ztota, jako suplementow diety,
wigze si¢ z ryzykiem zaburzenia prawidtowej odpowiedzi immunologicznej u oséb
zdrowych, za$ u chorych zaostrzenia przebiegu schorzen zapalnych/zakaznych.

e Komercyjne nanokoloidy srebra i zlota moglyby znalez¢ zastosowanie w modulacji
odpowiedzi immunologicznej organizmu, w przebiegu okreslonych schorzen, jednak

dopiero po niezwykle precyzyjnym doborze dawek i okreséw administracji.
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢e¢ naukowo-badawczych

Oprocz prac wchodzacych w sklad wyzej opisanego osiggnigcia naukowego, jestem
autorem lub wspotautorem 47 artykutow (44 opublikowano w czasopismach z listy JCR,
pozostate 3 w innych czasopismach krajowych), w tym 42 prac oryginalnych i 5 artykutow
przegladowych. Moj pozostaty dorobek naukowy stanowi 7 rozdziatow w monografiach w
jezyku polskim oraz 56 komunikatow naukowych, prezentowanych na konferencjach

krajowych i zagranicznych.
5.1. Dzialalno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora nauk weterynaryjnych

Po ukonczeniu studiow w 1999 roku, zostalam przyjeta na studia doktoranckie w Katedrze
Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Akademii
Rolniczo-Technicznej w Olsztynie, kierowanej przez prof. dr hab. Andrzeja Krzysztofa
Siwickiego. Pierwsze kroki w laboratorium stawiatam pod przewodnictwem mojego opiekuna
naukowego i przysztego promotora mojej rozprawy doktorskiej — dr hab. Zofii Rotkiewicz, prof.
UWM. Po opanowaniu niezbgdnych technik laboratoryjnych, zacze¢lam uczestniczy¢ w
badaniach Katedry, ktére w owym czasie skupialy si¢ gtownie na ocenie wpltywu réznych
naturalnych (preparat TFX-Polfa, pateczki kwasu mlekowego, gronkowcowa leukocydyna
Panton-Valentine) 1 syntetycznych substancji (lewamizol, propiscin) o dzialaniu
immunomodulujagcym na aktywno$¢ komorek immunokompetentnych in vitro i odpowiedz
immunologiczng réznych gatunkéw zwierzat (psy, $winie, ryby). M6j dorobek naukowy z tego

okresu stanowig 1 artykul przegladowy, 2 prace oryginalne i 11 doniesien konferencyjnych:
Artykut przegladowy:

1. Siwicki AK, Szweda W, Platt-Samoraj A, Malaczewska J: Zmienno$¢ i ewolucja wirusa pryszczycy.

Med Weter, 2002, 58 (12), 938-942.
Prace oryginalne:

1. Siwicki AK, Morand M, Kazun K, Keck N, Gigbski E, Malaczewska J: Application of anti-stress
products in aquaculture: influence of propiscin on the effectiveness of an anti-Yersinia Ruckeri vaccine
in rainbow trout Oncorhynchus Mykiss (Wal.). Arch Pol Fish, 2002, 10 (2), 143-152.

2. Siwicki AK, Pozet F, Morand M, Kazun B, Trapkowska S, Malaczewska J: Influence of methisoprinol
on the replication of rhabdoviruses isolated from carp and catfish: in vitro study. Pol J Vet Sci, 2003, 6
(1), 47-50.

Doniesienia konferencyjne:

1. Swigcicka-Grabowska G, Budrewicz B, Rotkiewicz Z, Malaczewska J: Wplyw Karate 025 EC

pestycydu z grupy pyretroidéw na namnazanie si¢ wirusa choroby Aujeszkyego w hodowlach komorek.
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10.

11.

Konferencja ,,Toksykologiczne i farmakologiczne aspekty dziatania ksenobiotykéw”, Olsztyn, 7-8
wrzesnia 2000, 87.

Rotkiewicz Z, Malaczewska J, Swigcicka-Grabowska G, Siwicki AK: Wptyw dimeru lizozymu (KLP-
602) na namnazanie si¢ szczepu TK 900 wirusa choroby Aujeszky’ego w hodowli komoérek zarodka
kurzego. Annales Universitatis Mariae Curie-Sktodowska Sectio DD Medicina Veterinaria, XI Kongres
PTNW, Lublin, 21-23 wrzesnia 2000, 355.

Rotkiewicz Z, Mataczewska J: Wptyw lewamizolu na reaktywno$¢ limfocytow T u $win. Konferencja
»Mikrobiologia na przetomie wiekow”, Olsztyn, 18.12.2000, 117.

Rotkiewicz Z, Malaczewska J: Wptyw podawania lewamizolu na poziom populacji limfocytow T i B u
$win. Konferencja ,,Mikrobiologia na przetomie wiekéw”, Olsztyn, 18.12.2000, 118.

Rotkiewicz Z, Malaczewska J: Wptyw lewamizolu i preparatu ,,TFX-Polfa” na wybrane wskazniki
nieswoistej odpornosci humoralnej u $win. Konferencja ,,Mikrobiologia na przetomie wiekow”, Olsztyn,
18.12.2000, 119.

Rotkiewicz Z, Malaczewska J: Wplyw preparatu ,,TFX-Polfa” na reaktywno$¢ limfocytow T u $win.
Konferencja ,,Mikrobiologia na przetomie wiekow”, Olsztyn, 18.12.2000, 120.

Rotkiewicz Z, Malaczewska J, Rotkiewicz T: Aktywno$¢ fagocytarna leukocytow prosigt
otrzymujgcych pateczki kwasu mlekowego w stosunku do E. coli. Konferencja ,,Immunologia
weterynaryjna. Wybrane zagadnienia.”, Olsztyn, 13-14 wrzesnia 2001, 147-148.

Rotkiewicz Z, Malaczewska J, Rotkiewicz T: Phagocytic activity of leukocytes towards E. coli in piglets
receiving lactic acid rods. 3" Congress of Veterinary Immunologists 13-14.09.2001, Olsztyn, Pol J Vet
Sci, 2001, 4 (3), 145.

Siwicki AK, Morand M, Kazun K, Keck N, Gigbski E, Malaczewska J: Effects of Propiscin on the
cellular and humoral immune response induced by anti-Yersinia ruckeri vaccine. Xl Zjazd Polskiego
Towarzystwa Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej, Olsztyn, 18-21 wrzeénia 2002, Centr Eur J
Immunol, 2002, 27, Suppl 1, 112.

Siwicki AK, Bownik A, Szmigielski S, Prevost G, Malaczewska J, Mikulska-Skupien E: Effects of
leukocidin panton — valentine on proliferative response of blood lymphocytes stimulated by different
mitogens: in vitro study in dogs. XlI Zjazd Polskiego Towarzystwa Immunologii i Terapii
Dos$wiadczalnej, Olsztyn, 18-21 wrzesnia 2002, Centr Eur J Immunol, 2002, 27, Suppl 1, 113.

Siwicki AK, Bownik A, Szmigielski S, Prevost G, Malaczewska J: Influence of staphylococcal lekocidin
panton — valentine on blood phagocytes activity: in vitro study in dogs. XI Zjazd Polskiego Towarzystwa
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej, Olsztyn, 18-21 wrzesnia 2002, Centr Eur J Immunol, 2002, 27,
Suppl 1, 114.

Natomiast kierunek badan obrany wowczas przeze mnie i stanowigcy podstawe mojej

pozniejszej rozprawy doktorskiej, dotyczyt oceny potencjalnej aktywnosci przeciwwirusowej

dimeru lizozymu (preparat KLP-602) i izoprynozyny (Methisoprinol), w warunkach in vitro.

W przypadku obu substancji potwierdzono ich wielokierunkowe dziatanie immunomodulujace,

obie tez stosowano z powodzeniem w skojarzonej terapii niektorych schorzen wirusowych. Nie

byto jednak pewne, czy ich dzialanic w tym wypadku jest wytgcznie efektem pobudzenia
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uktadu immunologicznego do walki z infekcja, czy tez wynikiem oddziatywania na sam wirus,
badz ktorys z etapow jego replikacji w komorce. Z tego powodu zdecydowalam si¢ na
przeprowadzenie badan przeciwwirusowego dziatania preparatdow wobec zwierzgcych wirusow
DNA i RNA, z uzyciem hodowli komoérkowych i zarodkdéw kurzych, jako podtoz
biologicznych. Zwienczeniem tego etapu mojej dziatalno$ci naukowej byla dysertacja
doktorska pt. ,,Wpltyw dimeru lizozymu (KLP-602) i methisoprinolu na namnazanie si¢
wybranych wirusow w hodowlach komoérek i w zarodkach kurzych”, ktorej publiczna obrona
odbyla si¢ 18.V1.2003 na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie. Praca zostata wyr6zniona Nagroda Rektora UW-M w Olsztynie 111

stopnia za osiaggni¢cia w dziedzinie naukowe;.
5.2. Dzialalno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych

Na moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora, z wylaczeniem prac zaliczonych
w poczet osiggnic¢cia habilitacyjnego, sktadaja si¢ 44 publikacje (40 prac oryginalnych i 4

przegladowe), 7 rozdzialow w monografiach i 45 doniesien konferencyjnych.

Wyniki badan stanowigcych podstawe mojej rozprawy doktorskiej opublikowane zostaty

w 6 pracach oryginalnych:

1. Malaczewska J, Rotkiewicz Z, Siwicki AK: Effect of Methisoprinol and KLP-602 on the development
of immunocompetent organs and selected biochemical indices of the allantoic fluid of chicken embryos.
Pol J Vet Sci, 2003, 6 (3) Suppl, 21-24.

2. Malaczewska J, Rotkiewicz Z: Effect of Methisoprinol on virus replication in cell cultures. Pol J Vet
Sci, 2004, 7 (2), 97-102.

3. Malaczewska J, Rotkiewicz Z: Effect of KLP-602 on virus replication in cell cultures. Pol J Vet Sci,
2004, 7 (2), 103-108.

4. Malaczewska J, Rotkiewicz Z, Siwicki AK: Effect of Methisoprinol, KLP-602 and NDV infection on
the selected biochemical indices of the allantoic fluid of chicken embryos. Pol J Vet Sci, 2004, 7 (3)
Suppl, 81-84.

5. Malaczewska J, Rotkiewicz Z: Biological properties of Roakin strain of NDV and TK900 strain of ADV
after serial passages in CECC in the presence of Methisoprinol and KLP-606. Pol J Vet Sci, 2005, 8 (1),
23-28.

6. Malaczewska J, Rotkiewicz Z: Effect of Methisoprinol and KLP-602 on virus replication in chicken
embryos. Pol J Vet Sci, 2005, 8 (4), 289-294.

Po uzyskaniu stopnia doktora zdecydowalam si¢ na przeprofilowanie mojej dziatalnosci
naukowej w kierunku immunologii. Jedyne badania z pogranicza wirusologii i immunologii, w

ktore si¢ od tej pory wlaczytam, dotyczyly wptywu herpeswirusa §rodmigzszowego zapalenia
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nerek i martwicy skrzeli (CYHV-3) na uktad immunologiczny ryb. CYHV-3, wczesniej
opisany jako herpeswirus karpia koi (KHV), jest czynnikiem etiologicznym wysoce zakaznej
choroby karpia hodowlanego i karpia koi, powodujagcym masowe $nigcia zakazonych ryb.
Istotnym elementem patogenezy schorzenia jest temperatura wody, z optimum mi¢dzy 18, a
22°C. W naszych badaniach wirus, pochodzacy z polskich gospodarstw rybackich, zostat
poddany propagacji w linii komdrkowej KFC (koi fin cells), zidentyfikowany metoda PCR, a
nastepnie uzyty w doswiadczeniach, przeprowadzonych zaréwno w warunkach in vitro, jak i in
vivo. Wykazalismy, ze CYHV-3 charakteryzuje si¢ silnym dzialaniem immunosupresyjnym,
objawiajacym si¢ obnizeniem aktywnosci lizozymu, spadkiem syntezy cytokin (IL-1-like i IL-
6-like protein) po stymulacji mitogenami lub antygenami, obnizeniem aktywnos$ci bojczej i
zdolnosci do wybuchu tlenowego fagocytoéw oraz aktywnos$ci proliferacyjnej limfocytow
karpia. Immunosupresji nie obserwowano natomiast w przypadku innych gatunkow
stodkowodnych ryb hodowlanych, jak sum europejski, czy lin. W warunkach in vitro spadek
aktywnos$ci komoérek pod wplywem wirusa miat miejsce w temperaturze migdzy 16 a 20°C,
podczas gdy w wyzszych temperaturach obserwowano jej pobudzenie, co potwierdza zaleznos$¢
wirusa od temperatury otoczenia. Wyniki naszych badan opublikowane zostaly w 1 pracy

oryginalnej i 9 doniesieniach konferencyjnych:
Prace oryginalne:

1. Siwicki AK, Lepa A, Malaczewska J, Kazun B, Kazun K, Terech-Majewska E: Isolation and
identification of carp interstitial nephritis and gill necrosis virus (CNGV) in fingerling common carp
(Cyprinus carpio L.). Arch Pol Fish, 2006, 14 (2), 157-167.

Doniesienia konferencyjne:

1. Siwicki AK, Trapkowska S, Terech-Majewska E, Malaczewska J, Kazun B, Kotler M: Wplyw
herpeswirusa $rodmigzszowego zapalenia nerek i martwicy skrzeli (CNGV) na aktywno$¢ makrofagoéw
i limfocytow karpia (Cyprinus carpio) — badania in vitro. Med Weter, 2005, 61, Supl ,,Mi¢dzynarodowa
Konferencja znaczenie mechanizméw patogenetycznych w terapii i profilaktyce choréb”, 24.

2. Siwicki AK, Malaczewska J, Lepa A: Influence of CyHV-3 on macrophage and lymphocyte activity in
carp (Cyprinus carpio) — an in vitro study. International Workshop on CyHV-3 (KHV). Cyprinid herpes
viruses: Basic and applied aspects. 17-18 February 2008, Caesarea, Israel, 30.

3. Siwicki AK, Malaczewska J, Kazun B, Wojcik R: Pathogenesis of CyHV-3: in vitro effect on phagocyte
activity and cytokine-like protein production in carp (Cyprinus carpio), tench (Tinca tinca) and sheatfish
(Silurus glanis). International Workshop on CyHV-3 (KHV). Cyprinid herpes viruses: Basic and applied
aspects. 17-18 February 2008, Caesarea, Israel, 33.

4. Siwicki AK, Terech-Majewska E, Malaczewska J, Kazun B: Wptyw wirusa CYHV-3 §rédmigzszowego

zapalenia nerek i martwicy skrzeli na komdérkowe mechanizmy obronne u narybku karpia (Cyprinus
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carpio) — badania in vitro. XIII Kongres PTNW ,,0d nauki do praktyki”, Olsztyn, 18-20 wrze$nia 2008,
182.

5. Siwicki AK, Malaczewska J, Lepa A, Kazun B, Kazun K, Glabski E, Wojcik R: Effect of cyprinid
herpesvirus-3 (CyHV-3) on innate immunity in carp, tench and sheatfish. Pathology Today 27th Congress
ESVP-ECVP Olsztyn-Krakéw, 2009, opublikowane w: J Comp Pathol 2009, 141 (4), 309.

6. Siwicki AK, Malaczewska J, Kazun B, Wojcik R, Kazun K, Lepa A: Influence of CyHV-3 on the
nonspecific defense mechanisms in common carp (Cyprinus carpio) and other species — in vitro and in
vivo study. Aquatic Animal Health Management and Diseases 1% Congress, 27-28 January 2009, Teheran,
Iran, 130.

7. Siwicki AK, Lepa A, Malaczewska J: In vitro influence of CYHV-3 on the macrophage and lymphocyte
activity in common carp (Cyprinus carpio). Diseases of Fish and Shellfish — 14-th EAFP International
Conference Prague, September 14-19, 2009, 294.

8. Schulz P, Malaczewska J, Siwicki AK, Kaczorek E, Wojcik R, Terech-Majewska E: Pathogenesis of
Cyprinid herpesvirus-3 (CYHV-3): in vitro effect on lysozyme activity and cytokine-like protein
production in carp (Cyprinus carpio), european catfish (Silururs glanis) and tench (Tinca tinca). 2™ Joint
European Congress of the ESVP, ESTP and ECVP, 27" — 30 th August 2014, Berlin, Germany, P123,
162, opublikowane w: J Comp Pathol 2015, 152 (1), 92.

9. Schulz P, Malaczewska J, Kaczorek E, Wojcik R, Siwicki AK: Immunopathogenesis of herpesviruses:
influence of Cyprinid herpesvirus-3 on immunocompetence cells activity — in vitro comparative study in
fish. 2" Joint European Congress of the ESVP, ESTP and ECVP, 27" — 30 th August 2014, Berlin,
Germany, P124, 162, opublikowane w: J Comp Pathol 2015, 152 (1), 92.

Stricte immunologiczne badania, w ktore bylam przez ostatnie lata zaangazowana,
dotyczyty oceny wplywu roznych substancji o dziataniu immunotropowym, na aktywnosc¢
komorek uktadu immunologicznego roznych gatunkow zwierzgt w warunkach in vitro, badz

reaktywnos$¢ uktadu odpornosciowego, po ich podaniu zwierzetom drogg alimentarna.

Pierwsza grupa substancji, ktérych wpltyw na aktywnos$¢ leukocytéw oznaczaliSmy w
warunkach in vitro, byly leukocydyny gronkowca ztocistego. Badania te, prowadzone we
wspotpracy z prof. Gilles Prevost z Uniwersytetu Ludwika Pasteura w Strasburgu, prof. dr hab.
Stanistawem Szmigielskim z Wojskowego Instytutu Higieny 1 Epidemiologii w Warszawie
oraz dr Adamem Bownikiem z Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego stanowity kontynuacje
prac, w ktorych uczestniczylam przed obrong doktoratu. Leukocydyny sa dwuskladnikowymi
toksynami, produkowanymi przyzyciowo przez rozne szczepy gronkowca zlocistego,
odpowiedzialnymi za liz¢ zaré6wno mono-, jak 1 polimorfonuklearnych leukocytow,
stanowigcymi istotny sktadnik wirulencji tego patogenu. Niewiele jednak wiadomo o wptywie
leukocydyn na funkcje uktadu immunologicznego. We wczes$niejszych badaniach, zgodnie z

przewidywaniami, wysokie st¢zenia leukocydyny Panton-Valentine (PVL) znaczaco obnizaty
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proliferacje limfocytéw T i B, jak rowniez zdolno$¢ do wybuchu tlenowego 1 aktywnos¢ bdjcza
fagocytow krwi obwodowej psow. Nieoczekiwanie jednak, przy niskich, sublitycznych
stezeniach tej toksyny obserwowano lekki efekt stymulujacy w zakresie badanych parametrow.
Badana po6zniej leukocydyna szczepu Newman S. aureus (podjednostki LukE, LukD)
wywierala podobny wplyw na aktywno$¢ fagocytow (hamowanie przy wysokich stezeniach,
stymulacja przy sublitycznych), ale wszystkie jej koncentracje obnizaty proliferacj¢ psich
limfocytow, szczegolnie komorek B. Uzyskane wyniki potwierdzaja immunosupresyjne
dziatanie gronkowca zlocistego 1 wskazuja, ze nawet niskie stezenia toksyn, produkowanych
przez niektore jego szczepy, moga hamowac pewne funkcje uktadu odpornosciowego, co jest
niezwykle istotne dla patogenezy schorzen gronkowcowych. Rezultaty badan przedstawiono w

dwach pracach oryginalnych:

1. Siwicki AK, Bownik A, Prevost G, Szmigielski S, Mataczewska J, Mikulska-Skupien E: In vitro effect
of staphylococcal leukocidins (Luk E, Luk D) on the proliferative responses of dog blood lymphocytes
(Canis familiaris). Bull Vet Inst Pulawy, 2003, 47, 395-401.

2. Siwicki AK, Bownik A, Prevost G, Szmigielski S, Malaczewska J, Mikulska-Skupien E: In vitro
influence of staphylococcal leukocidins (LUKE, LukD) on the activity of blood phagocytes in dogs. Wien
Tierdrztl Monat, 2004, 91, 58-62.

W kolejnych latach uczestniczytam w badaniach prowadzonych we wspotpracy z prof. dr
hab. Ewa Skopinska-Rozewska z Uniwersytetu Medycznego w Warszawie, ktorych celem byta
ocena wlasciwosci immunotropowych preparatu Immunostim Plus, produkcji Herbapol Lublin,
zawierajgcego wyciagi z owocu cytrynca chinskiego (Schizandra chinensis) i korzenia
zenszenia syberyjskiego (Eleutherococcus senticosus), roslin stosowanych w tradycyjnej
medycynie wschodniej. Do$wiadczenia in vivo, przeprowadzone na myszach, szczurach i
swiniach otrzymujacych badany preparat drogg alimentarna, wykazaty jego wiasciwosci
immunostymulujace, zarowno w zakresie odpornosci nieswoistej, jak i swoistej odpowiedzi
immunologicznej. U zwierzat otrzymujacych lek obserwowaliSmy stymulacje aktywnos$ci
fagocytarnej 1 bojczej granulocytow i monocytow krwi obwodowej, wzrost aktywnosci
lizozymu w surowicy, nasilenie spontanicznej migracji splenocytow, wzrost syntezy
przeciwcial po stymulacji SRBC, wzmozenie aktywnosci proliferacyjnej limfocytow oraz
nasilenie miejscowej odpowiedzi przeszczepu przeciwko biorcy (graft-versus-host response) w
$rodskérnym teScie LIA. Ponadto Immunostim Plus korygowat uposledzong aktywnos¢
komorek fagocytujacych u szczuréw intoksykowanych kadmem oraz hamowat powstawanie
nowych naczyn krwiono$nych u myszy w $rodskornym tescie angiogenezy z komodrkami

migsaka L-1. Wyniki naszych badan wskazuja, Ze preparat ten moze znalez¢ zastosowanie jako
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immunostymulator, nie tylko u osobnikow zdrowych, ale rowniez w stanach uposledzenia
odporno$ci nieswoistej, a jako potencjalny inhibitor angiogenezy takze w przebiegu innych
procesow patofizjologicznych, w tym nowotworzenia. Rezultaty badan opublikowane zostaly

w 4 pracach oryginalnych i rozdziale monografii:

Prace oryginalne:

1. Siwicki AK, Skopinska-Rézewska E, Nartowska J, Malaczewska J, Wojcik R, Sommer E, Trapkowska
S, Filewska M, Skurzak H: The effect of Immunostim Plus — a standarized fixed combination of
Schizandra chinensis with Eleutherococcus senticosus extracts on granulocytes activity and tumour
angiogenesis in mice. Bull Vet Inst Pulawy, 2004, 48, 489-492.

2. Siwicki AK, Zielonka t., Skopinska-Rozewska E, Gajecki M, Mataczewska J, Wojcik R, Trapkowska
S: The influence of Immunostim Plus — a standarized fixed combination of Schizandra chinensis with
Eleutherococcus senticosus extracts on blood phagocytes and lysozyme activity in pigs. Pol J Food Nutr
Sci 2004, 54 (13) SI 2, 55-57.

3. Wojcik R, Malaczewska J, Jedlinska-Krakowska M, Jakubowski K, Siwicki AK: Wplyw preparatu
Immunostim-Plus na aktywno$¢ fagocytarng i metabolizm tlenowy leukocytow krwi szczurow
intoksykowanych kadmem. Med Weter, 2006, 62 (10), 1179-1182.

4. Skopinska-Rozewska E, Siwicki AK, Wojcik R, Malaczewska J, Trapkowska S, Nartowska J, Batan BJ,
Wasiutynski A: Immunostimulatory effect of Immunostim Plus — a standarized fixed combination of
Schizandra chinensis with Eleutherococcus senticosus extracts on lymphocyte-dependent cellular
immunity in mice. Bull Vet Inst Pulawy, 2006, 50, 461-465.

Rozdzial monografii:

1. Siwicki AK, Skopinska-Rézewska E, Nartowska J, Augustynowicz J, Wojcik R, Malaczewska J,
Trapkowska S, Sommer E, Demkow U, Filewska M, Makula J, Lewicka-Tarchalska M, Skurzak H, Bany
J, Mierzwinska-Nastalska E: Aktywnos$¢ immunotropowa mieszaniny wyciaggow korzenia zenszenia
syberyjskiego i owocu cytrynca chinskiego, Praca zbiorowa pod redakcja Siwicki AK, Skopinska-
Rézewska E, Swiderski F: Immunomodulacja — nowe mozliwoéci w ochronie zdrowia. Studio

Przygotowawcze Wydawnictw Edycja, Olsztyn 2004, 39-50. ISBN 83-88545-21-3.

Kolejnymi immunomodulatorami naturalnego pochodzenia, ktorymi zajmowaliSmy si¢ W
ostatnich latach sg laktoferyna, B-glukany i kwas B-hydroksy-B-metylomastowy (HMB).
Laktoferyna — endogenna glikoproteina z rodziny transferyn, obecna w licznych narzadach,
wydzielinach i ziarnisto$ciach granulocytow obojetnochtonnych ssakow, oprocz udziatu w
transporcie zZelaza, zaangazowana jest w nieswoista odporno$§¢ humoralng organizmu. W
organizmach innych gromad zwierzat niz ssaki, laktorefyna nie wystepuje, a jej funkcje
pelnione sg przez inne biatka z rodziny transferyn — owotransferyng (ptaki) lub transferyne.
Biatko to, izolowane na skale przemystowg z serwatki 1 odttuszczonego mleka krowiego, od lat

znajduje zastosowanie jako immunomodulator w ludzkiej medycynie, ale takze jako suplement
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diety cztowieka i, w mniejszym stopniu, zwierzat towarzyszacych. Fakt ten, w polaczeniu z
ustawicznym poszukiwaniem naturalnych immunomodulatoréw, ktéore moglyby znalezé
zastosowanie w chowie wielkotowarowym, stanowit dla nas zachete do podjecia badan nad
wplywem bydlecej laktoferyny na aktywnos$¢ komorek immunokompetentnych, izolowanych
od réznych gatunkéw zwierzat hodowlanych, w warunkach in vitro. Badania prowadzono na
leukocytach krwi obwodowej cielat, jagniat i kurczat oraz komorkach izolowanych z narzadéw
limfatycznych ($ledziony i nerki glowowej) trzech gatunkow ryb — pstraga teczowego, wegorza
europejskiego 1 suma pospolitego. We wszystkich przypadkach, rowniez u drobiu i ryb,
obserwowalismy stymulacj¢ wybuchu tlenowego komoérek fagocytujacych, przy duzo stabiej
wyrazonym wptywie laktoferyny na aktywnos$¢ bojcza fagocytow, jak rowniez wzmozong
aktywnos$¢ proliferacyjna limfocytow, a szczegdlnie komorek T. Uzyskane wyniki stanowily
wystarczajacg zachete do podjecia badan nad mozliwoscig zastosowania laktoferyny jako
dodatku paszowego, hamulcem okazal si¢ jednak koszt zakupu wiekszych ilosci wysoce
oczyszczonego i dobrze scharakteryzowanego biatka do badan od koncernéw chemicznych.
Poniewaz kwestie ekonomiczne majg niebagatelne znaczenie w przemystowym chowie
zwierzat, badania zakonczono na tym wstepnym etapie. Na fali zainteresowania laktoferyng
powstaty w 2008 roku dwie prace magisterskie na Wydziale Biologii 1 Biotechnologii U-WM,
ktorych bytam promotorem (zalacznik 3). Ponadto opublikowano 3 prace przegladowe, 2

oryginalne i 3 doniesienia konferencyjne:
Artykuly przegladowe:

1. Malaczewska J, Rotkiewicz Z, Siwicki AK: Laktoferyna — mechanizmy dziatania przeciwwirusowego.
Med Weter, 2006, 62 (10), 1104-1107.

2. Malaczewska J, Rotkiewicz Z: Laktoferyna — biatko multipotencjalne. Medycyna Wet, 2007, 63 (2),
136-139.

3. Malaczewska J, Wojcik R, Siwicki AK: Mozliwosci zastosowania laktoferyny jako immunostymulatora

w hodowli ryb i skorupiakow. Med Weter, 2009, 65 (2), 95-98.
Prace oryginalne:

1. Malaczewska J, Wojcik R, Siwicki AK: Wptyw bydlecej laktoferyny na aktywnos$¢ leukocytéw krwi
obwodowej kurczat — badania in vitro. Med Weter, 2008, 64 (12), 1430-1433.

2. Malaczewska J, Wojcik M, Wojcik R, Siwicki AK: The in vitro effect of bovine lactoferrin on the
activity of organ leukocytes in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), European eel (Anguilla Anguilla)
and wels catfish (Silurus glanis). Pol J Vet Sci, 2010, 13, 83-88.

Doniesienia:
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1. Malaczewska J, Wojcik M, Siwicki AK: Wplyw bydlgcej laktoferyny na aktywnos$¢ leukocytow
narzadowych pstraga tgczowego (Oncorhynchus mykiss) in vitro. XI1I Kongres PTNW ,,0d nauki do
praktyki”, Olsztyn, 18-20 wrze$nia 2008, materiaty kongresowe, 428.

2. Malaczewska J, Jarzabek T, Siwicki AK: Wptyw bydlecej laktoferyny na aktywno$¢ leukocytéw krwi
obwodowe;j cielat in vitro. XIII Kongres PTNW ,,0d nauki do praktyki”, Olsztyn, 18-20 wrze$nia 2008,
materiaty kongresowe, 452.

3. Malaczewska J, Wojcik M, Jarzabek T, Rotkiewicz Z, Siwicki AK: The in vitro effect of bovine
lactoferrin on the viability and mitogenic response of selected animals species leucocytes. XIV Zjazd
Polskiego Towarzystwa Immunologii Do$wiadczalnej i Klinicznej, Gdansk, 16-18. VI. 2011, materiaty

zjazdowe (S49).

Z kolei B-glukany, pozostajace od dtuzszego czasu w sferze zainteresowan Katedry, sg od
lat dostepne na rynku w postaci handlowych preparatéw, zalecanych jako suplementy, tak w
ludzkiej medycynie, jak 1 w produkcji zwierzecej. Zwiazki te sa polisacharydami $ciany
komorkowej bakterii, grzybow, alg i roslin, jednak w immunomodulacji zastosowanie znajduje
glownie B-1,3/1,6-D-glukan, izolowany z drozdzy szlachetnych (Saccharomyces cerevisiae).
Badania nasze, prowadzone we wspolpracy z prof. dr hab. Stanistawem Milewskim, z
Wydziatu Bioinzynierii Zwierzat UW-M w Olsztynie, skupiatly si¢ na ocenie wplywu
handlowych preparatow, zawierajacych ten zwigzek (Biolex-Beta HP, Biolex MB-40, Inter
Yeast S) na parametry immunologiczne 1 uzytkowe owiec, u ktérych do tej pory nie
prowadzono takich oznaczen. U jagnigt otrzymujacych glukany z paszg przez okres 1-2
miesiecy obserwowano wyzszg masg ciata, wieksze przyrosty dobowe, szybsze tempo wzrostu
1 lepiej wyksztalcong tkanke migsniowa niz u sztuk kontrolnych. Poprawa cech uzytkowosci
migsnej zwierzat wynikata prawdopodobnie z regulacji metabolizmu tluszczow przez beta-
glukan, co potwierdzajg badania innych autoréw. W zakresie parametrow immunologicznych
obserwowali$my natomiast zwigkszenie aktywnosci lizozymu i ceruloplazminy oraz wzrost
poziomu gammaglobulin w surowicy zwierzat, a ponadto zwigkszong aktywno$¢ komorek
fagocytujacych 1 nasilong aktywnos¢ proliferacyjng limfocytéw krwi obwodowej, co z kolei
potwierdza wilasciwosci immunostymulujace glukanow. Co wigcej, rOwniez u potomstwa
owiec karmionych w czasie cigzy pasza z dodatkiem beta-glukandw, obserwowano korzystny
wplyw na te same parametry immunologiczne przez caty okres eksperymentu, tj. do 70 dnia
zycia jagnigt. Doswiadczenia przeprowadzone rownolegle na szczurach potwierdzity korzystny
wpltyw stosowania beta-glukanéw na te same parametry nieswoistej odpornosci humoralne;j i
komorkowej oraz na aktywno$¢ limfocytdw, za§ u zwierzat supresorowanych kadmem
zanotowano ich dzialanie immunokorekcyjne. Takze satelitarne do$wiadczenie na narybku

sandacza otrzymujagcym pasz¢ z dodatkiem glukanow (preparat MacroGard) wykazato
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stymulacj¢ parametréw odpornosci nieswoistej i swoistej zwierzat. Uzyskane wyniki badan

dowodza nie tylko bezpieczenstwa stosowania beta-glukanow jako dodatku paszowego, ale

rowniez ich przydatnosci z punktu widzenia produktywnos$ci hodowli, prewencji schorzen

zakaznych 1 korekcji uposledzonej odpowiedzi immunologicznej. Rezultaty badan zostaty

szczegbtowo opisane w 9 pracach oryginalnych i 5 doniesieniach konferencyjnych, a przeglad

danych literaturowych dotyczacych zagadnienia zostat ujety w rozdziale monografii:

Artykuty oryginalne:

1.

Wojcik R, Malaczewska J, Trapkowska S, Siwicki AK: Wptyw B-1,3/1,6-D-glukanu na nieswoiste
komérkowe mechanizmy obronne jagniat. Med Weter, 2007, 63 (1), 84-86.

Milewski S, Wojcik R, Malaczewska J, Trapkowska S, Siwicki AK: Wpltyw B-1,3/1,6-D-glukanu na
cechy uzytkowos$ci migsnej oraz nieswoiste humoralne mechanizmy obronne jagniat. Med Weter, 2007,
63 (3), 360-363.

Wojcik R, Milewski S, Malaczewska J, Tanski Z, Brzostowski H, Siwicki AK: Defence mechanisms of
the offspring ewes fed a diet supplemented with yeast (Saccharomyces cerevisiae) during pregnancy and
lactation. Centr Eur J Immunol, 2008, 33 (4), 197-201.

Wojcik R, Janowska E, Malaczewska J, Siwicki AK: Effect of B-1,3/1,6-D-glucan on the phagocytic
activity and oxidative metabolizm of peripheral blood granulocytes and monocytes in rats. Bull Vet Inst
Pulawy, 2009, 53, 241-246.

Siwicki AK, Zake¢$ Z, Terech-Majewska E, Kowalska A, Malaczewska J: Supplementing the feed of
pikeperch [Sander lucioperca (L.)] juveniles with MacroGard and its influence on nonspecific cellular
and humoral defense mechanisms. Aquaculture Res, 2009, 40, 405-411.

Malaczewska J, Wojcik R, Jung L, Siwicki AK: Effect of Biolex 3-HP on selected parameters of specific
and non-specific humoral and cellular immunity in rats. Bull Vet Inst Pulawy, 2010, 54, 75-80.
Malaczewska J, Milewski S: Immunomodulating effect of Inter Yeast S on the non-specific and specific
cellular and humoral immunity in lambs. Pol J Vet Sci, 2010, 13, 163-170.

Milewski S, Sobiech P, Bednarek D, Wojcik R, Malaczewska J, Zalewska B, Siwicki AK: Effect of
oligosaccharides supplementation on the meat performance traits and selected indicators of humoral
immunity in lambs. Bull Vet Inst Pulawy, 2010, 54, 175-179.

Milewski S, Wojcik R, Zaleska B, Malaczewska J, Tanski Z, Siwicki AK: Effect of Saccharomyces
cerevisiae dried yeast on the meat performance traits and selected indicators of humoral immunity in
lambs. Acta Vet Brno, 2013, 82: 147-151.

Rozdzial monografii:

1.

Siwicki AK, W¢jcik R, Malaczewska J, Szczucinska E, Zembrzuska M, Kaczorek E: B-glukany —
naturalne immunomodulatory, Praca zbiorowa pod redakcjg Skopinska-Rozewska E, Siwicki AK:
Wplyw czynnikéw endogennych i egzogennych na uktad odpornosciowy. Wydawnictwo Edycja, Olsztyn
2012, 73-78. ISBN 978-83-88545-74-0.

Doniesienia konferencyjne:

30



Zatgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postegpowania habilitacyjnego

1. Wojcik R, Milewski S, Malaczewska J, Tanski Z, Brzostowski H, Siwicki AK: Defence mechanisms of
the offspring of ewes fed a diet supplemented with yeast (Saccharomyces cerevisiae) during pregnancy
and lactation. EAAP - 59th Annual Meeting, Vilnius, Lithuania 2008, 24-27 August, Book of Abstracts,
14: 198.

2. Wojcik R, Dgbkowska A, Malaczewska J, Siwicki AK: Wplyw B-1,3/1,6-D-glukanu na wybrane
parametry odpornosci nieswoistej komorkowej szczuréw supresorowanych cyklofosfamidem. XIlII
Kongres PTNW ,,0d nauki do praktyki”, Olsztyn, 18-20 wrzesnia 2008, 442-443.

3. Wojcik R, Janowska E, Malaczewska J, Siwicki AK: Wplyw B-1,3/1,6-D-glukanu na aktywno$é
fagocytarng i metabolizm tlenowy granulocytow i monocytéw krwi obwodowej szczuréw. XIII Kongres
Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych ,,0d nauki do praktyki”, Olsztyn, 18-20 wrze$nia 2008,
455-456.

4. Wijcik R, Malaczewska J, Siwicki AK: Effect of Biolex MB 40 on phagocytic activity and oxidative
metabolism of peripheral blood granulocytes and monocytes in rats. XIV Zjazd Polskiego Towarzystwa
Immunologii Do$wiadczalnej i Klinicznej, 16-18. VI. 2011, USO25.

5. Wojcik R, Malaczewska J, Siwicki AK, Micinski J, Zwierzchowski G: Immunotropowe oddziatywanie
preparatu Biolex Beta-HP u cielagt. XIV Kongres PTNW ,,Nauka praktyce”, Wroctaw, 13-15 wrze$nia
2012, 245.

Trzeci z naturalnych immunomodulatorow, ktory badalismy - HMB (kwas B-hydroksy-p-
metylomastowy) to endogenny hydroksykwas, metabolit leucyny. Zwigzek ten jest regulatorem
metabolizmu, zwigkszajagcym przyrosty tkanki migsniowej, w zwigzku z czym cieszy si¢ duza
popularno$cig na rynku odzywek sportowych, ale tez pewnym zainteresowaniem hodowcow
zwierzat rzeznych. Kilka dostgpnych pozycji literatury dowodzi rdéwniez wilasciwosci
immunotropowych HMB. W zwigzku z powyzszym, we wspolpracy z dr hab. Janem
Micinskim, prof. UWM z Wydzialu BioinZzynierii Zwierzat UW-M w Olsztynie, podjeliSmy
badania nad wptywem suplementacji pasz przezuwaczy (bydta i k6z) ta substancjg na ich uktad
immunologiczny. U cielat otrzymujgcych HMB przez okres do 60 dni zaobserwowaliSmy jego
korzystny wptyw na aktywnos$¢ lizozymu 1 ceruloplazminy oraz poziom gammaglobulin w
surowicy, a takze aktywnos$¢ limfocytéw 1 komorek fagocytujacych krwi obwodowej. Wyniki
badan opublikowane zostalty do tej pory w 2 pracach oryginalnych i 1 doniesieniu

konferencyjnym. Dalsze badania sg w toku.

Prace oryginalne:

1. Wojcik R, Malaczewska J, Siwicki AK, Micinski J, Zwierzchowski G: The effect of B-hydroxy-p-
methylbutyrate (HMB) on the proliferative response of blood lymphocytes and the phagocytic activity of
blood monocytes and granulocytes in calves. Pol J Vet Sci, 2013, 16, 567-569.
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2. Wojcik R, Malaczewska J, Siwicki AK, Micinski J, Zwierzchowski G: The effect of B-hydroxy-p-
methylbutyrate (HMB) on selected parameters of humoral immunity in calves. Pol J Vet Sci, 2014, 17,
357-359.

Doniesienie konferencyjne:

1. Wojcik R, Malaczewska J, Siwicki AK, Micinski J, Zwierzchowski G: Wptyw HMB na aktywnos$¢
fagocytarna i metaboliczng leukocytéw krwi cielat. XIV Kongres PTNW , Nauka praktyce”, Wroctaw,
13-15 wrzesnia 2012, 246.

W 2010 roku nawigzaliSmy wspolprace z prof. dr hab. Waldemarem A. Turskim z
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, w zakresie oceny potencjalnych wlasciwosci
immunotropowych kwasu kynureninowego. Zachecajace wyniki wstepnych badan staly sig
przyczynkiem do wspdlnego projektu badawczego (NN308578540), realizowanego w latach
2011-2014. Kwas kynureninowy (KYNA) jest metabolitem tryptofanu, powstajacym na szlaku
kynureninowym, znanym gtéwnie jako endogenny neuroprotektant i antagonista receptorow
NDMA i nACh w tkance nerwowej. Dopiero od 2006 roku wiadomo, ze jest on rowniez
agonista receptora GPR35, ulegajacego ekspresji gtownie w réznych populacjach komorek
uktadu immunologicznego, co moze §wiadczy¢ o wlasciwosciach immunotropowych KYNA.
Po wykazaniu niskiej cytotoksyczno$ci kwasu kynureninowego w stosunku do Kilku linii
komorkowych, okresliliSmy jego wplyw na aktywno$¢ komorek immunokompetentnych
izolowanych od pstraga tgczowego i myszy w warunkach in vitro. Potwierdzily one zdolnosc¢
KYNA do interakcji z tymi komorkami, roéwniez u ryb, u ktorych do tej pory nie badano
ekspresji receptoréw dla kwasu kynureninowego w uktadzie immunologicznym. Nastepnie, po
wykazaniu dobrej tolerancji dlugoterminowej aplikacji KYNA u gryzoni, zbadaliSmy wptyw
jego alimentarnej administracji, na aktywno$¢ uktadu odpornosciowego myszy i pstraga
teczowego. W przypadku pstraga najsilniejszy efekt obserwowano po krotkim, 7-dniowym
okresie podawania KYNA. Objawiat si¢ on wzrostem aktywnosci komorek fagocytujacych, a
stymulacja nieswoistej odpowiedzi immunologicznej u ryb, w zwigzku z jej dominujacg rolg u
zwierzat zmiennocieplnych, jest zawsze zjawiskiem korzystnym. Z drugiej jednak strony, po
krotkim okresie podawania, kwas kynureninowy wptywal niekorzystnie na aktywno$¢
proliferacyjng limfocytow rybich, a efekt ten mijat dopiero po dluzszym czasie administracji,
kiedy nie obserwowano juz stymulacji komorek fagocytujacych. Scharakteryzowanie sposobu
oddziatywania KYNA na uktad immunologiczny ryb wymaga zatem dalszych, szerzej
zakrojonych badan. Bardziej zachgcajace efekty uzyskaliSmy natomiast w przypadku myszy.
Wpltyw KYNA na aktywnos$¢ limfocytéw i1 synteze cytokin przez splenocyty mysie nie byt

wprawdzie jednoznaczny, niezaleznie jednak od dhlugosci okresu administracji, kwas
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kynureninowy obnizal aktywno$¢ wybuchu tlenowego granulocytow i monocytow krwi

obwodowej, co potwierdzito jego wczesniej opisane wlasciwosci antyoksydacyjne. W obliczu

uzyskanych wynikow wydaje si¢, ze u ssakéw KYNA moze znalez¢ zastosowanie w przebiegu

niektorych schorzen zapalnych, jako immunomodulator, korygujacy nadmierng odpowiedz

komorek fagocytujacych, skutkujaca oksydatywnym uszkodzeniem tkanek. Uzyskane wyniki

zostaly do tej pory opublikowane w 4 pracach oryginalnych, 1 rozdziale monografii i 10

doniesieniach konferencyjnych:

Prace oryginalne:

1.

Malaczewska J, Siwicki AK, Wojcik R, Kaczorek E, Turski WA: Effect of dietary administration of
kynurenic acid on the activity of splenocytes of the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Centr Eur J
Immunol, 2013, 38 (4), 475-479.

Malaczewska J, Siwicki AK, Wojcik RM, Kaczorek E, Turski WA: Effect of oral administration of
kynurenic acid on the activity of the peripheral blood leukocytes in mice. Centr Eur J Immunol, 2014, 39
(1), 6-13.

Malaczewska J, Siwicki AK, Wojcik R, Turski WA, Kaczorek E: The in vitro effect of kynurenic acid
on the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) leukocyte and splenocyte activity. Pol J Vet Sci, 2014, 17
(3), 453-458.

Turski WA, Malaczewska J, Marciniak S, Bednarski J, Turski MP, Jabtonski M, Siwicki AK: On the

toxicity of kynurenic acid in vivo and in vitro. Pharmacological Reports, 2014, 66, 1127-1133.

Rozdzial monografii:

1.

Parada-Turska J, Nowicka-Stazka P, Malaczewska J, Siwicki A. Kwas kynureninowy w procesach
zapalnych, Praca zbiorowa pod redakcja Skopinska-Rozewska E, Siwicki AK: Wplyw czynnikdéw
endogennych i egzogennych na uktad odpornosciowy. Wydawnictwo Edycja, Olsztyn 2012, 109-122.
ISBN 978-83-88545-74-0.

Doniesienia konferencyjne:

1.

Malaczewska J, Parada-Turska J, Turski W, Wojcik R, Siwicki AK: Ocena immunotoksycznego
oddziatywania kwasu kynureninowego: badania porownawcze in vitro. VII Konferencja Naukowa:
»Aktualne problemy immunologii do§wiadczalnej i klinicznej” - materiaty konferencyjne, Olsztyn, 24-
26 maja 2012, 25.

Malaczewska J, Turski W, W¢jcik R, Siwicki AK: Wptyw kwasu kynureninowego na produkcje
wybranych cytokin przez splenocyty mysie — badania in vitro. VII Konferencja Naukowa: ,,Aktualne
problemy immunologii do$wiadczalnej i klinicznej” - materialy konferencyjne, Olsztyn, 24-26 maja
2012, 26.

Malaczewska J, Siwicki AK, Wojcik R, Turski W: Okreslenie cytotoksycznosci kwasu kynureninowego.

XIV Kongres PTNW ,,Nauka praktyce”, Wroctaw, 13-15 wrzes$nia 2012, 97.
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4. Malaczewska J, Siwicki AK, Wojcik R, Turski W: Wplyw réznych stezen kwasu kynureninowego na
aktywnos¢ fagocytarnag splenocytéw oraz odpowiedz proliferacyjng limfocytow mysich — badania in
vitro. XIV Kongres PTNW ,,Nauka praktyce”, Wroclaw, 13-15 wrzesnia 2012, 624.

5. Malaczewska J, Turski W, Siwicki AK: Ocena toksycznoéci kwasu kynureninowego u myszy — badania
in vitro i in vivo. VIII Konferencja Naukowa: ,,Aktualne problemy biologii medycznej”, Kazimierz
Dolny, 16-18 maja 2013, 28.

6. Siwicki AK, Malaczewska J, Terech-Majewska E, Kaczorek E, Turski WA: Influence of kynurenic acide
(KYNA) on the macrophages and lymphocytes activity in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). 16%
International Conference on Diseases of Fish and Shellfish, Tampere, Finlandia, September 2-6, 2013,
EAFP Bulletin, P-065, 218.

7. Malaczewska J, Siwicki A, Turski W, Wojcik R, Kaczorek E: Effect of oral administration of kynurenic
acid on the activity of the peripheral blood phagocytes in mice. 15" Congress of the Polish Society of
Experimental and Clinical Immunology, Wroclaw 26™-28" June 2014, Centr Eur J Immunol 2014, 39
Suppl 1, 67.

8. Siwicki AK, Malaczewska J, Turski W, Wojcik R, Kaczorek E, Adamowski M: Immunomodulating
activity of kynurenic acid on the cytokines production — in vitro and in vivo study. 15" Congress of the
Polish Society of Experimental and Clinical Immunology, Wroclaw 26™"-28" June 2014, Centr Eur J
Immunol 2014, 39 Suppl 1, 67.

9. Kaczorek E, Schulz P, Terech-Majewska E, Malaczewska J, Wojcik R, Szczucinska E, Zembrzuska M,
Adamowski M, Siwicki AK, Turski W: Ksztaltowanie si¢ wskaznika watrobowego u pstraga teczowego
(Oncorhynchus mykiss) pod wptywem kwasu kynureninowego — KYNA. ,,Nowe kierunki i technologie
w akwakulturze” InnovaFish, Olsztyn 08-10 lipca 2014, 88.

10. Szarek J, Terech-Majewska E, Kaczorek E, Siwicki AK, Babifiska I, Strzyzewska E, Dublan K,
Malaczewska J, Wojcik R, Schulz P: Morphological evaluation of the liver in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1972) after kynurenic acid (KYNA) exposition. 2" Joint European
Congress of the ESVP, ESTP and ECVP, 27 — 30 th August 2014, Berlin, Germany, 028, 81,
opublikowane w: J Comp Pathol 2015, 152 (1), 51.

W tym samym, 2010 roku, zainteresowatam si¢ nanokoloidami metali szlachetnych,
podbijajacymi rynek parafarmaceutykow. Preparaty te, wedlug deklaracji producenta, miaty
by¢ w pelni bezpieczne dla organizmu, jednocze$nie wykazujac dziatanie biobojcze w stosunku
do patogendow, prewencyjne przeciwko schorzeniom zakaznym, przeciwzapalne i
immunoregulujace. Tymczasem jedynymi wynikami badan, zamieszczonymi na stronie
internetowej producenta, byty dane dotyczace dziatania bakteriobojczego nanokoloidéw srebra
1 ztota. Przeglad skapej literatury, dotyczacej zagadnienia, u$wiadomit mi koniecznos¢
poszerzania i propagacji wiedzy na temat oddziatywania, coraz powszechniej stosowanych,
réwniez w zyciu codziennym, nanomaterialdw na organizmy zywe. W zwigzku z powyzszym,
podjetam dos¢ szeroko zakrojone badania dotyczace oceny cytotoksyczno$ci, potencjatu

wirusobodjczego/dezynfekcyjnego w obszarze weterynarii 1, wreszcie, wplywu nanokoloidéw
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metali szlachetnych na uklad immunologiczny zwierzat. Cytotoksyczno$¢ koloidow srebra,
ztota 1 miedzi w stosunku do kilku wybranych linii komoérkowych (CECC, NIH/3T3, GMK)
oznaczatam rownolegle w trzech standardowych testach spektrofotometrycznych — redukcji
MTT, uwalniania LDH 1 pochtaniania czerwieni oboj¢tnej (NRU), oceniajagcych odpowiednio
wplyw badanej substancji na mitochondria, blon¢ komdrkowa i lizosomy. Cytotoksycznos¢
nanokoloidu srebra byta do§¢ wysoka - istotny spadek zywotnosci komorek obserwowatam juz
przy stezeniach ponizej 1 ppm (0,625-0,9 w zaleznosci od linii komorkowej). Pozostate koloidy
byty wprawdzie mniej toksyczne, jednak ich wyzsze stezenia rowniez uszkadzaty komorki, a
koloid zlota, nieoczekiwanie okazal si¢ bardziej toksyczny (ECsp: 11-13 ppm) od koloidu
miedzi (ECso powyzej 17 ppm). Jednoczesnie w przypadku ztota i miedzi obserwowatam
pewien stopien adaptacji pierwotnej hodowli komorek zarodka kurzego, objawiajacy si¢
czgsciowg rewersja niekorzystnego efektu dziatania metali, wraz z wydluzaniem czasu
ekspozycji komorek. Zjawisko to nie miato miejsca w przypadku bardziej toksycznego srebra.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze wyzsze stezenia, zwlaszcza koloidu srebra, nie sg obojetne dla
komorek organizmu, a najwyzsza czuto$¢ testu redukcji MTT potwierdza, ze mitochondria
stanowig gtdwny cel jego oddziatywania.

Zaden z testowanych przeze mnie nanokoloidéw (srebro, zloto, miedz, platyna) nie
wykazywal natomiast dziatania wirusobdjczego w stosunku do wirusa ECBO, w stopniu
wystarczajacym do uznania go za preparat wirusobdjczy aplikowalny w obszarze weterynarii,
zgodnie z normg PN-EN 14675:2006.

Wstepne badania wptywu koloidow na komoérki uktadu odporno$ciowego, izolowane od
myszy 1 pstraga teczowego, potwierdzily ich wlasciwosci immunotropowe, jak rowniez dos¢
wysoki poziom cytotoksycznos$ci koloidu srebra, w poréwnaniu ze ztotem i miedzia, co bylo
przyczynkiem do szerszego przetestowania ich na modelu mysim. Fakt szybkiej jonizacji
nanoczgstek miedzi w kwasnym $rodowisku zotadka gryzoni, skutkujacy ich wysoka
toksycznoscig po podaniu drogg alimentarng sprawit, ze badania in vivo musiatam ograniczy¢
do koloidow srebra 1 zlota, cieszacych si¢ zreszta wigkszg popularnoscig na rynku. Uzyskane
wyniki staly si¢ podstawa osiagniecia habilitacyjnego, szerzej opisanego w punkcie 4.
autoreferatu. Poza publikacjami wchodzacymi w sktad cyklu stanowigcego wzmiankowane
osiggniecie, pozostale wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan komercyjnych
nanokoloidow metali szlachetnych opisane zostaly w 4 pracach oryginalnych i 4 doniesieniach
konferencyjnych. Dokonalam réwniez przegladu literatury dotyczacej cytotoksycznosci

nanoczastek w 1 artykule.
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Artykut przegladowy:
1. Malaczewska J: Cytotoksycznos$¢ nanoczasteczek srebra. Med Weter, 2010, 66 (12), 833-838.
Prace oryginalne:

1. Malaczewska J: Wplyw nanoczasteczek srebra na zywotno$¢ i aktywnos¢ proliferacyjna
jednojadrzastych leukocytow krwi obwodowej i splenocytow mysich — badania in vitro. Med Weter,
2010, 66 (12), 847-851.

2. Malaczewska J, Siwicki AK: The in vitro effect of commercially available noble metal nanocolloids on
the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) leukocyte and splenocyte activity. Pol J Vet Sci, 2013, 16 (1),
77-84.

3. Malaczewska J, Siwicki AK: Commercial metal-based nanocolloids — lack of virucidal activity against
ECBO virus. Pol J Vet Sci, 2014, 17 (3), 507-509.

4. Malaczewska J, Siwicki AK: Commercial metal-based nanocolloids — evaluation of cytotoxicity. Bull
Vet Inst Pulawy, 2015, 59, 115-122.

Doniesienia konferencyjne:

1. Malaczewska J, Wojcik R, Siwicki AK: Cytotoksycznos¢ komercyjnych nanokoloidéow metali
szlachetnych w stosunku do komoérek hodowli NIH/3T3. XIV Kongres PTNW , Nauka praktyce”,
Wroclaw, 13-15 wrzes$nia 2012, 98.

2. Malaczewska J, Wojcik R, Siwicki AK: Wptyw komercyjnych nanokoloidow metali szlachetnych na
aktywno$¢ proliferacyjng limfocytow pstraga teczowego. XIV Kongres PTNW ,Nauka praktyce”,
Wroctaw, 13-15 wrzesnia 2012, 701.

3. Malaczewska J: Wptyw komercyjnych nanokoloidow metali szlachetnych na aktywno$¢ splenocytow
mysich — badania in vitro. VIII Konferencja Naukowa: ,,Aktualne problemy biologii medyczne;j”,
Kazimierz Dolny, 16-18 maja 2013, 26.

4. Malaczewska J: Wplyw nanokoloidu srebra podawanego drogg alimentarng na aktywno$¢ splenocytow
i produkcje¢ cytokin po stymulacji lipopolisacharydem u myszy. VIII Konferencja Naukowa: ,,Aktualne
problemy biologii medycznej”, Kazimierz Dolny, 16-18 maja 2013, 27.

Pozostate publikacje wchodzace w sktad mojego dorobku, a nie wymienione do tej pory,
wymykaja sie powyzszej klasyfikacji. Wszystkie dotycza jednak wptywu réznych substancji
(pestycydy 1 inne ksenobiotyki, leki przeciwzapalne, metisoprinol, probiotyki) na uktad
immunologiczny zwierzat oraz mozliwosci regulowania jego funkcji. Peten wykaz publikacji,
ktorych jestem autorem lub wspotautorem oraz informacje 0 moich osiggnigciach
dydaktycznych, wspolpracy naukowej i popularyzacji nauki znajduja si¢ w zataczniku 3 do

wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.
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6. Podsumowanie dorobku naukowego

Rodzaj publikacji liczba | IF* Punkty*
MNiSW
Oryginalne prace tworcze 49 | 19,727 693
Artykuly przegladowe 6 0,46 65
Rozdzialy w monografiach 7 - 24
Doniesienia konferencyjne 56 - -
Lacznie 118 | 20,187 782
(w tym prace wchodzace w sklad rozprawy habilitacyjnej) = (8) | (4,735) | (155)

* - sumaryczny IF i liczba punktow MNiSW zgodnie z rokiem publikacji.

Prace, ktorych jestem pierwszym lub wylacznym autorem: 24 prace oryginalne, 5 artykutow
przegladowych, 13 doniesien konferencyjnych.

Liczba cytowan:

a) wedlug bazy Web of Science Core Collection: 69, bez autocytowan 54
b) wedtug bazy Scopus (Elsevier): 139, bez autocytowan 110

Indeks Hirscha:

a) wedlug bazy Web of Science Core Collection: 4
b) wedhlug bazy Scopus (Elsevier): 6

s
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