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. DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

doktor nauk biologicznych Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie: Wydziat
dyscyplina: biologia,

nadany uchwatqg Rady Wydziatu Biologii
i Nauk o Ziemi Uniwersytetu todzkiego

Biologii i Ochrony Srodowiska) Uniwersytetu
tédzkiego,
todz, grudzien 2002

Tytut rozprawy doktorskiej: , Identyfikacja antygenow pasozyta Toxoplasma gondii
oraz swoistych przeciwciat wytwarzanych przez jego zywicieli”, wykonanej pod
kierunkiem prof. dr hab. Henryki Dtugonskiej

magister biologii Woydziat Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie: Wydziat
dyscyplina: biologia

specjalnosé: mikrobiologia Biologii i Ochrony Srodowiska) Uniwersytetu

tédzkiego,

todz, czerwiec 1998

Tytut pracy magisterskiej: ,Produkcja interferonu gamma (IFN-y) i przeciwciat
antykolagenowych u myszy C57BL/6 i DBA/2 szczepionych kolagenem typu Il (Cll)”,
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Teresy Goscickiej
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Il. INFORMACIE O ZATRUDNIENIU

1. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych

adiunkt 2003 — obecnie

Zaktad Immunoparazytologii

Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej

Instytut Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytet todzki

tédz

asystent 2002 - 2003

Zaktad Immunoparazytologii
Instytut Mikrobiologii i Immunologii
Woydziat Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytet todzki

tédz

doktorant 1998 — 2002

Zaktad Immunoparazytologii
Instytut Mikrobiologii

Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytet todzki

Lédz
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. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

1. Wskazanie osiggniecia naukowego* wynikajgcego 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.).
W przypadku, gdy osiggnieciem tym jest praca/prace wspodlne, nalezy przedstawic
oswiadczenia wszystkich jej wspotautoréw, okreslajgce indywidualny wktad kazdego z nich w
jej powstawanie (zatacznik Z7a)

»Rola naturalnych oraz syntetycznych zwigzkow w przebiegu zarazenia
pasozytniczym pierwotniakiem Toxoplasma gondii”

Przedstawione do oceny osiggniecie naukowe stanowi monotematyczny cykl 8 oryginalnych
publikacji naukowych, 2 prac przegladowych oraz 2 patentéw, ktérych sumaryczny IF podany
zgodnie z rokiem ukazania sie publikacji wynosi: 14,038.

Suma punktédw MNiISW podana zgodnie z aktualnym ujednoliconym wykazem czasopism
punktowanych z dnia 17 grudnia 2013 / sume punktéw podanych zgodnie z ujednoliconym wykazem
czasopism punktowanych ogtoszonych w roku ukazania sie publikacji wynosi:

195 / 169.
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IV.PUBLIKACJE WCHODZACE W SKtAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

punkty
Lp. Dane bibliograficzne (prace doswiadczalne) IF MNiswW

1. Dzitko, K., Malicki S., Komorowski J. 1,473 15 2008
Effect of hyperprolactinaemia on Toxoplasma gondii prevalence in 30 2013
humans.

Parasitol Res 2008; 102:723-729.

2. Dzitko, K., Gatkowska, J., Lawnicka, H., Komorowski, J., Dlugonska, H. - -
The relationship between the level of selected hormones in women sera
and the frequency of Toxoplasma infection.

Medimond S.r.l. 2007; 24-29.

3. Dzitko, K., Gatkowska, J., Ptocinski, P., Dziadek, B., Dtugoniska, H. 1,872 20 2°1°
The effect of prolactin (PRL) on the growth of Toxoplasma gondii 30 213
tachyzoites in vitro.

Parasitol Res 2010; 107:199-204.
doi: 10.1007/s00436-010-1849-3.

4. Dzitko, K., Dudzinska, D., Grzybowski, M., Dtugonska, H. - 6 2010
The utility of MTT and XTT colorimetric tests in the studies conducted in 5 2013
vitro with Toxoplasma gondii.

Wiadomosci Parazytologiczne 2010; 56:145-152.
(obecnie Annals of Parasitology)

5. Dzitko, K., tawnicka, H., Gatkowska, J., Dziadek, B., Komorowski, J., 2,288 25 2012
Dtugonska, H. 252013
Inhibitory effect of prolactin on Toxoplasma proliferation in peripheral
blood mononuclear cells from patients with hyperprolactinemia.

Parasite Immunol 2012; 34:302-311.
doi: 10.1111/j.1365-3024.2012.01359.x.

6. Dzitko, K., Dziadek, B., Gatkowska, J., Dtugonska, H. 1,859 25 2013
Toxoplasma gondii binds sheep prolactin. 25 2013

Exp Parasitol 2013; 134:216-219.
doi: 10.1016/j.exppara.2013.02.010

7. Dzitko, K., Paneth, A,, Plech, T., Pawetczyk, J., Staczek, P., Stefanska, J., 2,095 30 2B
Paneth, P. 30 28
1,4-Disubstituted thiosemicarbazide derivatives are potent inhibitors of
Toxoplasma gondii proliferation.

Molecules 2014; 19:9926-9943.
doi: 10.3390/molecules19079926.

8. Dzitko, K., Paneth, A., Plech, T., Pawetczyk, J., Wegliriska, L., Paneth, P. 4,451 4028
Triazole-based compound as the candidate to develop a novel medicines 40 28
to treat toxoplasmosis.

Antimicrob Agents Chemother 2014; 58:7583-75835.
doi: 10.1128/AAC.03832-14
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9. Siwek, A. (50%), Dzitko, K. (50%) patent
Zastosowanie medyczne pochodnych 1,4-dipodstawionego
tiosemikarbazydu. decyzja z dn.

zgtoszenie patentowe oznaczone numerem P.400583 z dnia 2012-08-30 03.03.2015 .

nazwa urzedu rozpatrujgcego wniosek o udzielenie patentu: Urzad
Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej
data publikacji PUB: 2014-03-03

10. Siwek, A. (50%), Dzitko, K. (50%) patent
Zastosowanie medyczne 3-(tiofen-2-ylo)-1,2,4-triazolo-5-tionu.
zgtoszenie patentowe oznaczone numerem P.400583 z dnia 2012-08-30

decyzja z dn.

03.03.2015r.
nazwa urzedu rozpatrujgcego wniosek o udzielenie patentu: Urzad
Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej
data publikacji PUB: 2014-03-03
Dane bibliograficzne (prace przegladowe) IF :nl:\ln.kty
iSW
11. Piocinski, P., Dzitko, K., Dtugoriska, H. - 4%
Prolactin as a modulator of antiparasitic immunity | [Prolaktyna jako 5 2013
modulator odpornosci przeciwpasozytniczej.]
Wiadomosci Parazytologiczne / Annals of Parasitology 2007; 53 (4), pp.
263-270
12. Dtugonska, H., Dzitko, K. - 4 2097
Hormones and immunity to parasitic apicomplexans | [Hormony a 5 2013

odpornosc przeciw pasozytniczym pierwotniakom typu Apicomplexa.]
Wiadomosci Parazytologiczne / Annals of Parasitology 2009; 55 (2), pp.
101-108

IF podane zgodnie z rokiem ukazania sie publikacji

Punkty MNiSW podane zgodnie z: ujednoliconym wykazem czasopism punktowanych ogtoszonych w
roku ukazania sie publikacji / z aktualnym ujednoliconym wykazem czasopism punktowanych z dnia 17 14,038 169/195
grudnia 2013

Finansowanie i wspotpraca:

Prowadzone przeze mnie prace naukowe, stanowigce monotematyczny cykl publikacji,
finansowane byty przez Komitet Badan Naukowych w ramach kierowanego przeze mnie grantu pt.
,Rola prolaktyny w odpornosci ludzi na zarazenie Toxoplasma gondii”, nt NN401 232334 (etap 1) oraz
czesciowo wspotfinansowane (etap 1) lub finansowane (etap II) w ramach dziatalnosci wtasnej i
statutowe]j Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu tdodzkiego.

Interdyscyplinarny charakter prowadzonych przeze mnie badad wymagat nawigzania
wspotpracy krajowej z rdéznymi osrodkami badawczymi: Katedrg Endokrynologii Uniwersytetu
Medycznego w todzi (prof. dr. hab. Janem Komorowskim, dr hab. Hanng tawnicka), Katedrg i
Zaktadem Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie (dr hab. n med. Agatg Paneth),
Instytutem Techniki Radiacyjnej Politechniki tédzkiej (prof. dr hab. inz. Piotrem Panethem) oraz
Polskg Akademig Nauk (prof. dr. hab. Jarostawem Dziadkiem).
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V. OMOWIENIE OSIAGNIEC NAUKOWYCH PRZEDLOZONYCH DO OCENY

WPROWADZENIE

Toksoplazmoza, to choroba wywotana przez kosmopolitycznego pierwotniaka z rodzaju
Toxoplasma, obejmujacego tylko jeden gatunek Toxoplasma gondii, u ktérego, tak jak u innych
przedstawicieli podtypu Apicomplexa, mozna wyrdzni¢ dwie fazy cyklu rozwojowego. Pierwsza
nazywana jest piciowa (sporogonia) i zachodzi w ukfadzie pokarmowym wszystkich kotowatych
(jedynych zywicieli ostatecznych). Druga natomiast jest bezptciowa (schizogonia) i przebiega
w organizmie réznych ptakéw, ssakéw oraz ludzi (zywicieli posrednich) [1]. Toksoplazmoza pozostaje
wcigz problemem globalnym, ze wzgledu na wyjatkowo wysoka prewalencje stwierdzong na
podstawie badan serologicznych, zaréwno u ludzi, jak i zwierzat hodowlanych [2]. Ta wysoka
ekstensywnos$¢ zarazenia jest skutkiem czestego kontaktu wszystkich  statocieplnych
makroorganizmow z oocystami (zawierajgcymi sporozoity) wydalanymi przez koty do Srodowiska oraz
cystami tkankowymi (wypetnionymi bradyzoitami) spozywanymi wraz z surowym miesem lub
przekazywanymi biorcy od zarazonego dawcy wraz z przeszczepem narzadow (toksoplazmoza
nabyta). Rzadziej dochodzi do zarazenia tachyzoitami, co zdarza sie podczas przeztozyskowej
transmisji Toxoplasma z matki na ptéd (toksoplazmoza wrodzona) oraz wyjatkowo rzadko
w laboratorium.

Toxoplasma gondii jest obligatoryjnym wewnatrzkomdérkowym pasozytem, aktywnie i bardzo
szybko penetrujgcym wszystkie jadrzaste komorki zywiciela, co sprzyja kolonizacji zasiedlanego
organizmu. Wytworzona odpowiedZz komdrkowa i humoralna u oséb z prawidtowo funkcjonujgcym
uktadem odpornosciowym szybko ogranicza proces intensywnej proliferacji pasozyta, ale nie
eliminuje go z organizmu zywiciela. Skutkuje to dtugotrwatym nosicielstwem objawiajgcym sie
obecnoscig cyst tkankowych, umiejscowionych gtéwnie w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN),
miesniach i gatce ocznej. Nosicielstwo T. gondii, zwigzane z dtugotrwatg obecnoscig pasozyta w OUN,
koreluje prawdopodobnie z wystepowaniem powaznych choréb o podtozu nerwowym (schizofrenia,
choroba Parkinsona czy epilepsja) oraz indukuje zmiany zachowania zaréwno u ludzi, jak i zwierzat
[3, 4]. Najpowazniejsze postaci choroby, a nawet zgon, pierwotniak ten powoduje u oséb z obnizong
odpornoscig (np. chorych na AIDS, biorcéw przeszczepdw tkankowych itp.). Dochodzi wéwczas do

niekontrolowanej proliferacji tachyzoitéw (powstatych z uwolnionych z cyst bradyzoitéw), podobnie

Strona 8 z 35



zatgcznik Z3a (autoreferat) dr Katarzyna Dzitko

jak w przypadku ptodéw zarazonych in utero w pierwszym trymestrze cigzy, u matek z pierwotnym
zarazeniem. Wywotywana przez tego pierwotniaka choroba, u ludzi moze prowadzi¢ do uszkodzenia
wzroku czy stuchu, a u chorych na AIDS moze przybraé ostrzejszg forme [5, 6].

Obecnie jedynymi, skutecznymi sposobami przeciwdziatania groZnym nastepstwom zarazenia
Toxoplasma jest przede wszystkim profilaktyka, w tym zwiekszenie swiadomosci kobiet planujgcych
potomstwo oraz wczesna diagnoza ciezarnej i noworodka, gdyz nadal nie opracowano skutecznego
leczenia i sposobu eradykacji pasozyta z organizmu. Niestety nie istnieje takze skuteczna szczepionka
chronigca przed rozwojem zarazenia czy tez reaktywacjg us$pionych bradyzoitow. Jedynym
zarejestrowanym w Wielkiej Brytanii oraz Nowej Zelandii (od 1992 roku) i sprzedawanym w krajach
europejskich preparatem szczepionkowym stosowanym u owiec jest ,Toxovax” zawierajacy
atenuowane tachyzoity T. gondii zmutowanego szczepu S48. Niestety szczepionka ta nie zapobiega
wertykalnej transmisji pasozyta, a jedynie przyczynia sie do obnizenia czestosci poronien [7].

W leczeniu toksoplazmozy uzywa sie wielu lekéw (najczesciej z grupy antagonistéow kwasu
foliowego, — np. pirymetamina w skojarzeniu z sulfadiazyng), dziatajgcych gtéwnie na szybko
namnazajgce sie tachyzoity, a zatem zmniejszajgcych jedynie stopien uszkodzenia tkanek w trakcie
ostrej fazy inwazji [8]. Ponadto stosowane leki powodujg szereg skutkdw ubocznych takich jak:
reakcje uczuleniowe, leukopenia, niedokrwistos¢, trombocytopenia oraz zaburzenia rytmu serca,
przewodu pokarmowego i pigmentacji skory [9]. Coraz czesciej obserwuje sie zjawisko lekoopornosci
na leki uzywane w terapii od wielu lat. Tak wiec, poszukiwanie mniej toksycznych zwigzkdw,
skutecznie dziatajacych na wszystkie stadia rozwojowe pasozyta, jest kluczowe w zwalczaniu
toksoplazmozy. Podejmowane s3 starania stuigce opracowaniu swoistej immunoprofilaktyki
(szczepionki ochronnej wzbudzajacej silng odpowiedz immunologiczng, skutecznie zabezpieczajaca
przed rozwojem toksoplazmozy) oraz pozyskaniu nowych syntetycznych zwigzkéw czy tez
alternatywnych, naturalnych preparatéow leczniczych wyizolowanych z roslin.

Obszar moich zainteresowan naukowo-badawczych, ktére znalazty swéj wyraz w cyklu
publikacji przedstawionych jako osiggniecie habilitacyjne obejmuje poszukiwanie nowych zwigzkéw
chemicznych (naturalnych i syntetycznych) o aktywnosci przeciw-Toxoplasma gondii wraz z oceng ich
potencjalnego wykorzystania w leczeniu. Przestankg do podjecia takich badan byto nie tylko
wzrastajgce kliniczne i socjoekonomiczne znaczenie toksoplazmozy, ale rowniez udokumentowany
fakt braku w petni skutecznych lekéw, dziatajgcych na wszystkie stadia rozwojowe pierwotniaka i
nietoksycznych dla komodrek zywicielskich. Zatem poszukiwanie nowych, bardziej efektywnych

chemioterapeutykow lub ich naturalnych zamiennikéw jest aktualne, uzasadnione i wazne, zaréwno
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pod wzgledem poznawczym, jak i potencjalnie aplikacyjnym. Badania prowadzono na odpowiednio
dobranej populacji ludzi, wykorzystujgc jako materiat osocze, surowice i komaorki krwi, a takze liniach
komodrkowych ludzkich i mysich oraz komérkach wyizolowanych bezposrednio od myszy wsobnych ze
zdeterminowang naturalng wrazliwoscig na toksoplazmoze. Trzon pracy stanowi 6 publikacji
oryginalnych oraz 2 prace przegladowe, opisujgce udziat prolaktyny w przebiegu zarazenia T. gondii.
W sktad osiggniecia naukowego wchodzg takze 2 prace doswiadczalne oraz 2 patenty wskazujace na

mozliwe zastosowanie w terapii toksoplazmozy tiosemikarbazyddw i triazoli.
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VI. OPIS OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

(z podaniem, dla kazdego etapu przedstawianej pracy celu, osiggnie¢ i mozliwych zastosowan)

Etap I.
Rola prolaktyny (PRL) w naturalnych mechanizmach ograniczajacych rozwdj
toksoplazmozy.

Podatnos¢ na zarazenia T. gondii uzalezniona jest przede wszystkim od stanu uktadu
immunologicznego zywiciela oraz stezenia czynnikdw modulujgcych funkcje uktadu hormonalnego
i nerwowego. Jednym z takich modulatoréw jest prolaktyna (PRL), ktérej najbardziej oczywistym
i prawdopodobnie gtéwnym dziataniem zwigzanym z adaptacjg organizmu matki do okresu cigzy jest
pobudzenie laktacji w okresie poporodowym, dlatego tez wysoki poziom tego hormonu obserwuje
sie we krwi kobiet ciezarnych i karmigcych. Hormon ten wydzielany jest nie tylko przez komorki
przedniego ptata przysadki mézgowej, ale takze przez rozwijajgce sie tozysko. Dziatajgc zwrotnie na
komérki mdzgu, PRL odpowiada za zmiany behawioralne w czasie cigzy takie jak: zmniejszenie
lekliwosci, zwiekszenie agresywnosci w celu ochrony potomstwa czy radzenie sobie z wymogami
metabolicznymi (zwiekszenie apetytu, odkfadanie ttuszczu). Wptywowi PRL przypisuje sie wiele
innych dziatan u ssakdw obojga pici, jednak ich znaczenie fizjologiczne pozostaje niejasne.
Z przeprowadzonych badan wynika ponad 300 czynnosci wigzacych sie z funkcjg PRL, wsrdéd réznych
grup kregowcdw [10, 11]. PRL jest syntetyzowana i wydzielana nie tylko przez komorki przysadki, ale
rowniez przez wiele innych komodrek i tkanek. Ekspresje genu dla tego hormonu stwierdzono takze
w grasicy, $ledzionie, limfocytach krazacych, gruczole tzowym, szpiku kostnym i fibroblastach skéry
[12, 13, 14]. Wykazano udziat PRL w réznych etapach cyklu komoérkowego (wzrost, réoznicowanie,
apoptoza), a takze hematopoezie, angiogenezie czy krzepnieciu krwi. Dowiedziono ponadto, iz PRL
petni funkcje cytokiny, bedac istotnym regulatorem uktadu odpornosciowego [15]. Wptyw PRL na
mechanizmy odpowiedzi immunologicznej organizmu wskazujg, iz hormon ten moze modulowac
odpornos¢ na zarazenia pasozytnicze czy bakteryjne. Poprzez aktywacje wielu typéw komérek PRL
jest hipotetycznie w stanie ograniczy¢ rozwdj infekcji i przyspieszy¢ proces zdrowienia.

Pomimo doniesien o potencjalnej aktywnosci przeciwpasozytniczej PRL [16, 17, 18, 19, 20, 21,
22], w literaturze brak byto artykutéw naukowych poswieconych systematycznym badaniom

biologicznym tego hormonu, a te dostepne skierowaty moje poszukiwania naukowe do zgtebienia
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wiedzy w celu pozyskania informacji, czy podwyzszony poziom jednego z gtéwnych hormonéw
cigzowych — PRL, moze przyczynia¢ sie do hamowania rozwoju zarazenia, reaktywacji czy reinwazji
T. gondii. Badania z tego zakresu u ludzi sg pionierskie w skali Swiatowej, bowiem nie byly i nie sa

prowadzone w innych jednostkach naukowych.

Etap |. Medimond S.r.l. 2007;24-29.
The relationship between the level of selected hormones in
women sera and the frequency of Toxoplasma infection. 1
Cel 1: . , .
=S s Dzitko, K., Gatkowska, J., Lawnicka, H., Komorowski, J., Dlugonska, H.
Wykazanie zwigzku DO 10,1007/ 50043600708 240
pomiedzy czestoscig ELIENYAL 2=
zarazenia T. gondii a
. g Effect of hyperprolactinaemia on Toxoplasma gondii 2
poziomem prolaktyny prevalence in humans
(PRL) u IUdZi- Katarzyna Dzitko - Sebastian Malicki -

Jan Komorowski

W celu weryfikacji postawionej hipotezy, ze hormony maja istotne znaczenie w przebiegu
zarazenia pasozytniczym pierwotniakiem T. gondii i mogg stanowi¢ naturalny mechanizm
ograniczajacy rozwdj toksoplazmozy, w badaniach pilotazowych sprawdzono wystepowanie korelacji
miedzy czestoscig zarazenia T. gondii w populacji ludzkiej a poziomem: testosteronu (T), wolnego
testosteronu (FT), biatka transportowego SHBG (sex hormone binding globulin), progesteronu,
hydroksykortyzonu, estradiolu, progesteronu, tyroksyny (FT4), tréjjodotyroniny (FT3), hormonu
stymulujgcego tarczyce (TSH), hormonu folikulotropowego (FSH), hormonu luteinizujgcego (LH),
hormonu adrenokortykotropowego (ACTH), siarczanu dehydroepiandrosteronu (DHEA-S) [publikacja
nr 1inr 2] oraz prolaktyny (PRL) w surowicy [publikacja nr 2].

Wstepna analiza majgca na celu poréwnanie seroprewalencji T. gondii w populacji pacjentéw
z poziomem hormondw ponizej i powyzej normy (w stosunku do oséb z fizjologicznym poziomem)
wskazata, iz jedynie w grupie kobiet z hiperprolaktynemia i hipertestosteronemia procent zarazenia
jest nizszy niz w grupie kontrolnej. Podobnie, specyficzne przeciwciata przeciw-T. gondii wystepowaty
czesciej w populacji kobiet z fizjologicznym poziomem biatka transportowego SHBG oraz DHEA-S,
w poréwnaniu z grupa kobiet z podwyzszonym poziomem tych hormonéw. Otrzymane wyniki oraz
dane literaturowe [23, 24, 25] pozwolity na wysuniecie wniosku o mozliwej ochronnej roli ww.

hormondw w przebiegu zarazenia T. gondii.
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Szczegdtowq analize (ze wzgledu na liczng grupe przypadkow) przeprowadzono na surowicach
uzyskanych od kobiet z hiperprolaktynemia. Fizjologiczny poziom, ktéry dla kobiet waha sie
w zakresie od 2 do 23,5 ng/ml, byt podstawg do wyznaczenia wspdtczynnika réznicy pomiedzy ww.
wartosciami, na podstawie ktérego wydzielono 4 podgrupy pacjentek z 2-, 3-, 4- i 5x wartosSciami
przekraczajacymi zakres poziomu fizjologicznego. Wykazano, iz w tak wytyczonych grupach
seroprewalencja toksoplazmozy spadata wprost proporcjonalnie w stosunku do wzrastajgcego
poziomu hormonu, choc¢ statystycznie znaczgce wyniki uzyskano jedynie dla grupy kobiet (N=32)
z bardzo wysokim poziomem PRL (>86 ng/ml). Wartos¢ seroprewalencji w tej grupie wynosita 12,5%
w stosunku do grupy kontrolnej, w ktdrej zarejestrowano az 45,58%. W celu zbadania etiologii
hiperprolaktynemii w ww. grupie kobiet analizowano poziom PRL w 0, 60 i 120 min po doustnym
podaniu blokera antydopaminergicznego, metyloklopramidu (MCP). U oséb zdrowych wydzielanie
hormonu nie jest wowczas hamowane przez dopamine. W warunkach prawidfowych stezenie PRL
wzrasta 2-5x po 60 min i wzrost w tych granicach utrzymuje sie przez kolejng godzine. W przypadku
prolactinoma brak jest zwykle odpowiedzi na MCP lub jest ona niewielka. Zastosowanie tej
nieinwazyjnej procedury diagnostycznej, w celu potwierdzenia lub wykluczenia guza przysadki jako
przyczyny hiperprolaktynemii, pozwolito ustali¢, iz u 23 z 32 kobiet (71,9%) z bardzo wysokimi
poziomami PRL (> 86 ng/ml) nie zaobserwowano wzrostu poziomu badanego hormonu po podaniu
MCP, wskazujgc na obecnos¢ macroprolactinoma lub microprolactinoma. Przypuszczenia te zostaty
potwierdzone metodg magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR) lub tomografii komputerowe;j
(CT). W pozostatych szesciu przypadkach MCP nie zahamowat wydzielania PRL (> 150 ng/ml), co
wskazywato, iz zwiekszony poziom hormonu (przed podaniem blokera) spowodowany byt innym
czynnikiem niz prolactinoma. Dalsza analiza dokumentacji medycznej w szesciu przypadkach,
o ktérych mowa powyzej, wykazata zaburzenia czynnosciowe spowodowane podawaniem lekdw
antydepresyjnych (w dwdch przypadkach) i cigzy (jeden przypadek). Wséréd tych 23 pacjentek,
u ktérych ze wzgledu na prolactinoma wystepuje staty stymulujgcy wptyw PRL, seroprewalencja
toksoplazmozy wynosita 8,7%. Wiek kobiet w tej grupie wahat sie od 21 do 69 lat. U pacjentek z grupy
kontrolnej, z tego samego przedziatu wiekowego seroprewalencja wynosita 44,98% (p=0,02). Tylko
u dwdch pacjentek z guzem przysadki wykryto przeciwciata przeciwko T. gondii, ale nawet u tych
pacjentek nie mozna wykluczy¢ ochronnej roli PRL w przebiegu zarazenia Toxoplasma. Bardzo niski
poziom przeciwciat IgG i IgM sugeruje przewlekty charakter choroby, a wysoki poziom awidnosci IgG
wyklucza mozliwo$¢ zarazenia w ciggu ostatnich 5 miesiecy. Zarazenie mogto sie wiec wydarzy¢ przed

rozwojem guza, czyli przed znacznym wzrostem poziomu PRL.
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Zmiany stezenia PRL w przebiegu réznych parazytoz wywotanych przez Leishmania infantum
[19], Neospora bovis [22], Plasmodium falciparum [21], Trypanosoma cruzi [20], Acanthamoeba
castellani [18] lub Toxoplasma gondii [16, 17] zostaty czeSciowo opisane, aczkolwiek bez dogtebnej
analizy problemu, a jedynie jako posrednie sugestie. Z przytoczonych danych jasno wynika, iz jednym
z hormonow wykazujgcych bardzo szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, w tym
prawdopodobne efekty przeciwpasozytnicze, jest PRL. Nadal pozostaje zatem otwarte pytanie, czy
wysoki poziom PRL wykazuje ochronng role podczas infekcji tak licznej grupy pierwotniakéw

pasozytujgcych we krwi i tkankach, w tym T. gondii.

M :.‘)T}i]l“]‘l[:l] Il:lE);.'slMH.i 6-010-1849-3
SHORT COMMUNICATION
The effect of prolactin (PRL) on the growth of Toxoplasma 3
gondii tachyzoites in vitro
Cel 2:
— Katarzyna Dzitko « Justyna Gatkowska -
Przemyslaw Plocinski - Bozena Dziadek -
Henryka Dlugonska
Wyijasnienie, czy
prolaktyna hamuje
bezposrednio cz The utility of MTT and XTT colorimetric tests in the studies
4
2 . conducted in vitro with Toxoplasma gondii tachyzoites
posrednio proces vt P gonat y
wewnqtrzkomérkowej Katarzyna Dzitko, Dominika Dudzinska, Marcin Grzybowski, Henryka
Dlugoniska
proliferacji pierwotniaka.
Parasite plogy. 2012, 34, 302-311 DOI: 10.11114.1365-3024.2012.01359.x
Inhibitory effect of prolactin on Toxoplasma proliferation
in peripheral blood mononuclear cells from patients with 5
hyperprolactinemia
K. DZITKO,' H. EAWNICKA,® . GATKOWSKA,' B. DZIADEK,' J. KOMOROWSKF & H. DLUGONSKA'

Opisana przeze mnie po raz pierwszy obserwacja dodatniej korelacji miedzy podwyzszonym
poziomem PRL we krwi, a obnizong seroprewalencjg toksoplazmozy u ludzi byta przestanka do
weryfikacji kolejnej postawionej hipotezy, ze PRL uniemoiliwia badz tez hamuje proces
wewnatrzkomoérkowej replikacji pierwotniaka (bezposrednio), oraz ze jej dziatanie zwigzane jest ze
wzmozong aktywnoscig mediatorow uktadu hormonalnego wobec komoérek docelowych uktadu
odpornosciowego (posrednio), prowadzac do stopniowej eradykacji pasozyta z organizmu. Opisane
w literaturze przedmiotu przyktady wptywu PRL na reakcje immunologiczne organizmu wskazujg, iz
hormon ten moze istotnie modulowa¢ odpornos¢ w zarazeniach pasozytniczych. Poprzez aktywacje

wielu typéw komorek, w tym komodrek uktadu odpornosciowego [10, 11], PRL moze hipotetycznie
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ogranicza¢ rozwdj infekcji i przyspiesza¢ proces odnowy prawidtowej odpowiedzi immunologicznej,
naruszonej przez inwazje pasozyta. W badaniach wykonanych na modelu doswiadczalnej
toksoplazmozy u myszy poznano niektére wskazniki biologiczne i immunologiczne aktywnosci
przeciwpierwotniakowej PRL [16, 17]. Nie opisano natomiast, jaki byt wptyw tego hormonu na
odpornosc¢ przeciw T. gondii u ludzi.

W celu uzyskania odpowiedzi na postawione pytanie, czy PRL dziata bezpos$rednio czy
posrednio na pasozyta zaktdcajac jego aktywnos$é zyciowg, a w konsekwencji proces proliferacji i cykl
rozwojowy wykonano szereg doswiadczen in vitro na liniach komérkowych ludzkich, jak i zwierzecych
charakteryzujgcych sie brakiem receptora dla PRL [publikacja nr 3 i nr 4] oraz leukocytach
jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC), wyizolowanychod oséb 1z hiperprolaktynemia
czynnosciowy, a zatem w komodrkach zywicielskich stymulowanych dtugotrwale hormonem
w warunkach in vivo [publikacja nr 5]. W pierwszym etapie, po optymalizacji warunkdw
hodowlanych, okreslono wptyw rekombinowanej ludzkiej prolaktyny (rhPRL) na przebieg zarazenia
T. gondii. W drugim etapie natomiast oznaczono intensywnos¢ proliferacji tachyzoitéw T. gondii
w obecnosci egzogennej rhPRL i autologicznej tj. surowiczej prolaktyny (sPRL) oraz oceniono poziom
cytokin charakterystycznych dla limfocytéw Thl (IFN-y) versus Th2 (IL-10), majacych antagonistyczny
wptyw na rézne aspekty sterowania mechanizmami odpornosciowymi.

Uzyskane wyniki wskazaty [publikacja nr 3 i nr 4], ze rhPRL nie wptywa negatywnie na
zywotnos¢ (okreslong poprzez ich aktywnos$¢ metaboliczng w stosunku do soli tetrazoliowej — MTT)
ani tachyzoitéw T. gondii, ani komédrek zywicielskich linii L-929, Hela i Hs27. Zaobserwowano
natomiast, ze juz 30 minutowa wstepna inkubacja pasozyta w obecnosci rhPRL (20 ng/ml) istotnie
hamuje intensywnos¢ jego namnazania w zatozonych hodowlach ciggtych. Czas ten byt wystarczajacy
do obnizenia stopnia proliferacji pierwotniaka i przedtuzenie dziatania rhPRL nawet do 180 min nie
skutkowato dalszym ograniczeniem tego procesu. Kolejne badania z uzyciem fibroblastéow ludzkich
Hs27 pozwolity ustali¢, ktdry etap namnazania jest punktem docelowym dla rhPRL. Stwierdzono, ze
hormon w stezeniu 20 i 100 ng/ml znaczaco uposledza wnikanie pierwotniaka do komdrek
zywicielskich, niezaleznie od czasu ekspozycji pasozyta na rhPRL (30-180 min), natomiast nie wptywa
w istotny sposéb na samo tempo wewngtrzkomérkowych podziatéw wyrazone liczbg potomnych
tachyzoitow przypadajagcych na jedng zarazong komorke Hs27. Molekularne mechanizmy
obserwowanego zahamowania wzrostu tachyzoitéw T. gondii nie sg znane. By¢ moze podczas
hipotetycznego wigzania sie PRL z biatkami powierzchniowymi tachyzoitow blokowane s3g receptory

pasozyta, odpowiedzialne za rozpoznawanie ligandow komodrek gospodarza, co w efekcie moze
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wptywaé na proces adhezji, a nastepnie skutecznej penetracji do wnetrza atakowanej komorki.
Specyficzne receptory dla PRL wystepujgce na powierzchni komoérek T. gondii nie zostaty jeszcze
opisane.

Po stwierdzeniu hamujgcego dziatania rhPRL na wnikanie Toxoplasma do komérek zywiciela
sprawdzono, jak na wzrost pasozyta wptywa autologiczna, surowicza prolaktyna (sPRL) [publikacja nr
5]. W tym celu izolowano komorki jednojadrzaste (PBMC) z petnej krwi obwodowe]j pacjentek,
u ktorych jednoczesnie oznaczano poziom PRL oraz obecnos¢ swoistych przeciwciat przeciw-T. gondii
w surowicy. Stezenie sPRL (uzytej w testach in vitro) oznaczano w krwi pobranej w 0. oraz w 120. min,
po doustnym podaniu MCP (wytacznie pacjentkom ze zdiagnozowang hiperprolaktynemia
czynnosciowa, u ktorych nie nastepowato zahamowanie wyrzutu PRL do surowicy), otrzymujgc w ten
sposéb dwie réwnolegte prébki surowicy ze znanym, wzrastajgcym poziomem sPRL. Nastepnie
okreslono wptyw egzogennej rhPRL i autologicznej sPRL na namnazanie sie pierwotniaka w PBMC.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze niezaleznie od statusu serologicznego pacjentek, dodatek egzogennej
rhPRL (100 ng/ml) skutkowat statystycznie znamiennym (p<0,01) ograniczeniem (~20%)
intensywnosci namnazania pasozyta w komdrkach PBMC. W celu wyjasnienia, czy sPRL wywiera
podobny efekt jak egzogenna rhPRL, zatozono hodowle PMBL od wszystkich pacjentow z dodatkiem
autologicznych surowic. Wykazano, iz dodatek inaktywowanych autologicznych surowic
pochodzacych od pacjentek Toxo-ujemnych i Toxo-dodatnich o wzrastajgcym poziomie PRL (>50
ng/ml) powodowat wprost proporcjonalny spadek intensywnosci namnazania osiggajac przy
stezeniach PRL >100 ng/ml odpowiednio, 59,6% i 66,2%. Ponadto stwierdzono, ze taczny dodatek
autologicznej sPRL i egzogennej rhPRL (> 200 ng/ml) dziatat znacznie skuteczniej, jeszcze bardziej
ograniczajac replikacje T. gondii. Szczegétowa analiza danych wykazata dodatnig korelacje (r = 0,861
w przypadku pacjentek Toxo-ujemnych i r = 0,617 u pacjentek Toxo-dodatnich) pomiedzy spadajgca
liczbg potomnych tachyzoitéw a wzrastajgcym poziomem PRL.

Ochronna komoérkowa odpowiedZz immunologiczna organizmu zarazonego patogenami
wewnatrzkomérkowymi, w tym Toxoplasma, opiera sie miedzy innymi na syntezie IFN- y. Z kolei
cytoking o szerokiej immunoregulacyjnej aktywnosci, dziatajgcej antagonistycznie w stosunku do
IFN- vy, jest IL-10 [26]. Biorgc pod uwage istotng fizjologiczng role IL-10 w hamowaniu rozwoju
nadmierne] patologicznej reakcji zapalnej zwigzanej z produkcjg wysokich stezer cytokin typu Thl
(IFN- y), w pracy badano modulatorowy wptyw PRL na poziom produkcji ww. cytokin przez ludzkie
jednojadrzaste leukocyty krwi obwodowej zarazone tachyzoitami T. gondii, w obecnos$ci rhPRL

i sPRL. Nie zaobserwowano wptywu PRL na poziom wydzielanego IFN-y, aczkolwiek byt on
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podwyzszony w stosunku do hodowli niezarazonych pasozytem. W przeciwiestwie do syntezy IFN-y
uwalnianie IL-10 przez zarazone leukocyty rosto wprost proporcjonalnie wraz ze wzrostem poziomu
sPRL pacjentéw (r = 0,821), zaréwno w hodowlach in vitro niestymulowanych rhPRL (kontrola), jak
réwniez w tych stymulowanych rhPRL (100 ng /mL). Istotny statystycznie wzrost wydzielania IL-10
obserwowano réwniez w hodowlach PBMC (zatozonych jedynie z komdrek izolowanych od pacjentéow
seronegatywnych) w obecnosci wzrastajgcego stezenia autologicznej sPRL lub tej samej surowicy
z dodatkiem 100 ng /mL rhPRL. Takiej korelacji nie zaobserwowano w hodowlach zatozonych z PBMC
pochodzacych od 0séb Toxoplasma seropozytywnych.

Otrzymane wyniki wspierajg dodatkowo wstepne obserwacje (Cel 1) i weryfikujg postawiong
hipoteze o ochronnej roli jednej ze sktadowych ukfadu hormonalnego — PRL, w przebiegu zarazenia
T. gondii. Uzyskane wyniki stanowity dobry punkt wyjscia do dalszych badarn majacych na celu

wykazanie zdolnosci i specyficznosci wigzania PRL przez zywe tachyzoity Toxoplasma.

Et E I- j N hom, Contents ligte available &t SeiVerse Seiencelirect

Experimental Parasitology

journal homepage: www.elsevier.com/flocate/yexpr

Research Brief
Toxoplasma gondii binds sheep prolactin
K Dzitko *, B. Dziadek, |. Gatkowska, H. Dlugoiiska

Cel 3:
Wykazanie zdolnosci GRAPHICAL ABSTRACT
Wiazania prolaktyny przez Live RH and ME49 Toxoplasma gondii tachyzoites , bind FITC-labeled sheep prolactin (shPRL). 6
iywe tachyzoity incubnliontinlvllllinl
30 90
T. gondii. T. gondii strain

RH

ME49

Biorgc pod uwage dane przedstawione powyzej, w kolejnym zadaniu badawczym
realizowanym w ramach przedstawianego cyklu publikacji postanowiono sprawdzi¢ zdolnos¢
tachyzoitéow T. gondii do wigzania owczej PRL. Zastosowanie metody cELISA (z uzyciem
biotynylowanej PRL; shPRL-BT) i techniki immunofluorescencji (z uzyciem PRL sprzezonej

z izotiocjanianem fluoresceiny; shPRL-FITC) umozliwito wykazanie wigzania tego hormonu
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laktotropowego przez tachyzoity pasozyta zaréwno szczepu RH (genotyp |, LDigo dla myszy < 10
tachyzoitéw, niecystotwdrczy), jak i szczepu ME49 (genotyp II, LDigo dla myszy > 1000 tachyzoitéw,
cystotwodrczy). Dodatkowo zanotowano, iz intensywno$¢ wigzania PRL wzrastata wprost
proporcjonalnie do jej stezenia. W toku prowadzonych doswiadczen, stosujgc test homologicznej
kompetycji, potwierdzono takzie swoisto$¢ wigzania owczej PRL przez tachyzoity T. gondii
(zahamowanie wigzania shPRL-BT przez nadmiar nieznakowanego homologicznego biatka), natomiast
w heterologicznym tescie kompetycji z uzyciem ludzkiej albuminy i laktoferyny oraz bydlecej
laktoferyny nie zaobserwowano zahamowania wigzania shPRL-BT przez uzyte w tescie heterologiczne
biatka. Udokumentowane w przeprowadzonych badaniach swoiste wigzanie owczej PRL wskazuje na
obecnos¢ specyficznego receptora na powierzchni komérek T. gondii. Analiza poréwnawcza
sekwencji aminokwasowej receptora PRL (PRL-R) z bazg sekwencji biatkowych ToxoDB wykazata kilka
hipotetycznych, potencjalnie funkcjonalnych peptyddow T. gondii, wykazujagcych miejscowe
podobienstwo sekwencji aminokwasowych do zewnatrzkomdrkowej domeny PRL-R. Wytypowano
dwa regiony domeny PRL-R (2-37 i127-162 pozycja aminokwasu) o najwyzszym podobienstwie (53%)
i identycznosci (odpowiednio, 37 i 42%) z sekwencjami aminokwasowymi biatek Toxoplasma. Wyniki
te sugeruja, ze istniejg pewne biatka T. gondii, ktére mogg petni¢ funkcje receptora (6w) dla PRL, cho¢
potwierdzenie tej sugestii wymaga bardziej szczegdtowej analizy biochemicznej. Hipotetyczna
obecnos¢ takiego receptora (6w) moze petni¢ istotng role biologiczng w inwazji komdrek gospodarza,
a w konsekwencji w wewnatrzkomdrkowej proliferacji pasozyta. Prolaktyna, wigzac sie z
powierzchniowymi biatkami pierwotniaka, moze blokowa¢ ligandy T. gondii, ktére sg odpowiedzialne
za rozpoznawanie biatek receptorowych zywiciela, odpowiedzialnych za adhezje, a nastepnie
whnikanie pasozyta do wnetrza komérki. Podsumowujac, zaréwno dane literaturowe, jak i uzyskane
wyniki wskazujg, iz PRL moze dziata¢ dwukierunkowo: z jednej strony poprzez biatka receptorowe
komérek gospodarza, wzbudzajgc uwalnianie cytokin takich jak IL-12 czy IFN-y, ktore ograniczajg
rozprzestrzenianie sie pasozyta, zas z drugiej - poprzez blokowanie jego powierzchniowych

receptorow i zaktécenie procesu przenikania do komérki zywiciela.
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Osiagniecia etapu I:

1. Wytypowanie prolaktyny, testosteronu, wolnego testosteronu, biatka transportujacego

testosteron — SHBP oraz siarczanu dehydroepiandrosteronu jako hormondéw o potencjalnej
ochronnej roli w przebiegu zarazenia T. gondii.

Wykazanie zaleznos$ci pomiedzy hiperprolaktynemia a seroprewalencjy T. gondii.
Wskazanie fizjologicznego wzrostu stezenia prolaktyny u kobiet ciezarnych jako
naturalnego mechanizmu zmniejszajgcego ryzyko rozwoju zarazenia T. gondii.

Wykazanie, ze PRL uposledza wnikanie pierwotniaka do komérek ciggtych linii
zywicielskich, a tym samym wptywajac na liczbe komérek potomnych.

Wykazanie in vitro hamujacego dziatania zarowno rekombinowanej, jak i autologicznej
surowiczej, prolaktyny na proces namnazania sie T. gondii w ludzkich leukocytach
jednojadrzastych krwi obwodowe;.

Potwierdzenie modulacyjnego wptywu prolaktyny na produkcje IL-10, cytokiny
regulatorowej o istothnym znaczeniu w hamowaniu rozwoju nadmiernej patologicznej
reakcji zapalne;.

Wykazanie po raz pierwszy zdolnosci wigzania owczej prolaktyny przez tachyzoity T. gondii.
Wykazanie swoistosci wigzania owczej prolaktyny przez T. gondii wraz z sugestig obecnosci
u tego pasozyta swoistego biatka/biatek receptorowych wigzacych ww. hormon.
Wytypowanie regionéw w biatkach Toxoplasma hipotetycznie zdolnych do wigzania

prolaktyny.

Mozliwe zastosowanie:

1.

Identyfikacja biatka/biatek receptorowych T. gondii zaangazowanych w wigzanie ludzkiej i
owczej prolaktyny.

Badanie mechanizmdw wigzania ludzkiej i owczej prolaktyny.

Identyfikacja epitopow antygenow T. gondii wigzacych prolaktyne.

Konstrukcja analogéw PRL jako potencjalnych narzedzi terapeutycznych ograniczajgcych
inwazje komorek zywiciela przez T. gondii.

Opracowanie nowych metod terapeutycznych interferujacych z wigzaniem przez T. gondii
prolaktyny, bedacej istotnym modulatorem aktywnosci uktadu hormonalnego i

odpornosciowego.
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Prezentacja wynikow:

Wyniki przedstawione w etapie | prezentowane byty w postaci doniesien ustnych, jak i prezentacji

plakatow na 6 konferencjach krajowych i 2 konferencjach miedzynarodowych:

Dzitko K., Komorowski J., Dtugoniska H.

Poziom prolaktyny (PRL) w surowicach a czestosc zarazenia Toxoplasma gondii u ludzi.

Miedzyzdroje 2007, 21. Zjazd Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego

Dzitko K., Ptociniski P., Dtugoriska H.

Wptyw prolaktyny na wewnatrzkomorkowg replikacje Toxoplasma gondii.

£6dz 2007, 46. Dzien Kliniczny Parazytologii Lekarskiej

Dzitko K., Dziadek B., Gatkowska J., tawnicka H., Komorowski J., Dtugoriska H.

Poziom wybranych hormondéw a czestosc zarazenia Toxoplasma gondii u ludzi.

£6dz 2008, 47. Dzien Kliniczny Parazytologii Lekarskiej

Dzitko K., Dudzinska D., Gatkowska J., Dziadek B., Dtugonska H.

Prolaktyna a Toxoplasma gondii — badanie in vitro wptywu hormonu na tachyzoity pasozyta.

£6dz 2009, 48. Dzien Kliniczny Parazytologii Lekarskiej

Dzitko K., tawnicka H., Gatkowska J., Dziadek B., Komorowski J., Dtugoriska H.

5. Wptyw rekombinowanej i surowiczej prolaktyny na wzrost Toxoplasma gondii w
jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej ludzi.
£6dz 2011, Jubileuszowy Ogodlnopolski Zjazd, 50. Dzien Kliniczny Parazytologii Lekarskiej
Dzitko K., Dziadek B., Gatkowska J., Dtugoriska H.

6. Toxoplasma gondii: wigzanie ludzkiej i owczej prolaktyny.
£6dz 2013, Ogodlnopolski Zjazd 52. Dzien Kliniczny Parazytologii Lekarskiej i IX Ogdlnopolskie
Sympozjum ,Ekologia Cztowieka Wspdtczesnego”
Dzitko K., Gatkowska J., Lawnicka H., Komorowski J., Dtugonska H.

7. The relationship between the level of selected hormones in women sera and the frequency

of Toxoplasma infection.

Paris (Francja) 2008, X European Multicolloquium of Parasitology

Dzitko K., Dziadek B., Gatkowska J. and Dlugonska H.

Prolactin binding by Toxoplasma gondii belonging to type | and type II.

Oxford 2013, 12" International Congress on Toxoplasmosis

1.

Kontynuacja badan:

W chwili obecnej kontynuuje opisany powyzej temat badawczy, dazac do identyfikacji
biatka/biatek wigzacych owczg i ludzkg prolaktyne. Opracowanie i optymalizacja warunkéw
metody izolacji biatek btonowych Toxoplasma oraz techniki chromatografii powinowactwa przy
uzyciu ztoza optaszczonego ligandem (owcz3 i ludzka prolaktyng) umozliwito mi wyizolowanie

trzech biatek zdolnych do wigzania prolaktyny (wyniki przedstawione na International Congress on

Toxoplasmosis - Oxford). Okreslenie sekwencji aminokwasowej przy uzyciu techniki spektometrii

masowej ESI/MS/MS jako metody analitycznej oraz analiza poré6wnawcza otrzymanych sekwencji

z dostepnymi bazami danych pozwoli zidentyfikowa¢ wyizolowane biatka.
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Etap Il.

Potencjalne zastosowanie w terapii toksoplazmozy tiosemikarbazydow i triazoli.

Poszukiwanie nowych lekdow wykazujgcych wysoka skutecznos¢ oraz wysoka selektywnosé
wobec T. gondii jest tematem wiodacym w wielu laboratoriach o profilu chemicznym
i parazytologicznym. W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat rozwdj nauki przyczynit sie do rozszerzenia
panelu inhibitoréw procesu wnikania i namnazania sie T. gondii, wykazujgcych jednoczesnie niskg
toksycznosci dla komodrek zywicieli. Niewatpliwg szansg na poprawe warunkéw leczenia
toksoplazmozy jest projektowanie nowych chemioterapeutykéw. Do grupy tej miedzy innymi naleza:
pirymidyny, skondensowane pirymidyny, salicyloanilidy, triklosan, artemizyna, oryzalina,
fluorochinolony, naftochinony, chinazoliny, chinoliny, bisfosfoniany, puryny, tiosemikarbazony,
tiosemikarbazydy i tiazolidinediony, berberyny, tryptantryny czy tiocyjaniany [27, 28, 29].

Brak 100% skutecznosci dziatania lekdw stosowanych w terapii toksoplazmozy, ich liczne
efekty uboczne, a takze problem narastajgcej lekoopornosci pasozytow sktonity nas do poszukiwania
nowych syntetycznych zwigzkdw, ktére mogtyby by¢ zastosowane w przysztosci do walki z tym
powszechnym pasozytem. Doniesienie o przeciwpasozytniczej aktywnosci pochodnych
tiosemikarbazydu [30] byto inspiracjg do podjecia dalszych badan w celu wyjasnienia mechanizmodw
zaangazowanych w proces hamowania namnazania sie T. gondii w obecnosci innych, nowo
zsyntetyzowanych pochodnych, nalezgcych do tej samej grupy zwigzkéw. Drugg grupg zwigzkow,
nieopisanych wczesniej w literaturze, ktérych aktywnos¢ przeciw Toxoplasma takze zostata poddana

analizie, byty pochodne s-triazolu.

Etap II. molecules

Meolecules 2014, 19, 9926-9943; doi:10.3390/molecules 19079926 R
ISSN 1420-3049
www.mdpi. com/journal‘ molecules

Cel 4. Article
1.4-Disubstituted Thiosemicarbazide Derivatives are Pofent 7
Ocena aktywnosci Inhibitors of Toxoplasma gondii Proliferation
przeciwpasoiytniczej Katarzyna Dzitko 1"'-_. Agata Paneth 3'3_. Tomasz Plech :_. Jakub Pawelezyk 4_. Pawel Staczek 5,
. . Joanna Stefanska ® and Piotr Paneth *
1,4-dipodstawionego
tiosemikarbazydu .
iaz0li Zastosowanie medyczne pochodnych 1,4-
oraz s-triazoli wobec dipodstawionego tiosemikarbazydu 9

T. gondii in vitro.
zgloszenie patentowe oznaczone numerem P.400583 7 dnia 2012-08-30

Dzitko K. (50%). Siwek A. (50%)
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|Antimicrob. Agents Chemother. 2014, 58(12):7583. DOI:
AAC 10.1128/AAC.03832-14.
Joumals ABMorg Published Ahead of Print 6 October 2014.
Triazole-Based Compound as a Candidate To Develop Novel 8

Medicines To Treat Toxoplasmosis

Katarzyna Dzitko,® Agata Paneth,™® Tomasz Plech,” Jakub Pawetczyk,” Lidia Wegliriska,” Piotr Paneth®

Zastosowanie medyczne 3-(tiofen-2-ylo)-1,2,4-triazolo-5-

tionu
phosphorylase as probable 10

target for anti-Toxoplasma
activity of 3-(thiophen-2-yl)-
1,2,4-triazole-5-thione. Siwek A. (50%), Dzitko K. (50%)

Purine nucleoside

zgloszenie patentowe oznaczone numerem P.400584 z dnia 2012-08-30

Przed przystgpieniem do badania aktywnosci substancji hamujacych proliferacje pierwotniaka
in vitro, sposrod 85 nowo zsyntetyzowanych  zwigzkéw  bedacych  pochodnymi
4-arylotiosemikarbazydu i 1,2,4-triazolu wyselekcjonowano te, ktére charakteryzowaty sie dobrg
rozpuszczalnoscig i stabilnoscig w niskich stezeniach rozpuszczalnika oraz wykazywaty wyiszg
skutecznos¢ w poréwnaniu do standardowych chemioterapeutykéw — pirymetaminy i sulfadiazyny.
Okreslano takze cytotoksycznos¢ wszystkich testowanych zwigzkédw wobec linii zywicielskich
wyznaczajgc wartosci dawek cytotoksycznych (CCzo — cytotoxic concentration). Do dalszego etapu
badan zakwalifikowano jedynie te pochodne, w obecnosci ktérych morfologia komaérek linii ciggtych
nie ulegata zmianom, a zywotno$¢ wynosita >70%. Zbadano réwniez wptyw pochodnych
tiosemikarbazydu i s-triazolu na zewngtrzkomdrkowe tachyzoity T. gondii. Nie wykazano znaczgcego
obnizenia zywotnosci zewnatrzkomérkowych form pierwotniaka, co sugerowato, iz hamowanie
proliferacji tachyzoitéw T. gondii w hodowlach komdrkowych jest skutkiem dziatania testowanych
zwigzkéw na proces wewnatrzkomorkowego namnazania.

Analiza zaleznosci bioaktywnosci od struktury molekularnej 1,4-dipodstawionego
tiosemikarbazydu (SAR) oraz préba wytypowania potencjalnego celu molekularnego dla
wyselekcjonowanych w badaniach wstepnych pochodnych s-triazolu poprzedzona byta
wyznaczeniem wartosci stezern hamujacych (ICsq — inhibitory concentration) proces namnazania sie
toksoplazm. W tym celu tachyzoity szczepu RH hodowano in vitro w obecnosci pieciu pochodnych
1,4-dipodstawionego tiosemikarbazydu i dwdch pochodnych s-triazolu oraz sulfadiazyny (jako
kontroli), a nastepnie okreslano pule potomnych tachyzoitéw przy uzyciu dwdch niezaleznych metod:
inkorporacji [°H] uracylu do DNA pasozyta oraz iloéciowej reakcji taicuchowej polimerazy DNA

w czasie rzeczywistym (qRT-PCR).
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Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze cztery sposréd pieciu pochodnych 1,4-
dipodstawionego tiosemikarbazydu, czyli pochodne 4-arylotiosemikarbazydu, wykazywaty silne
wiasciwosci przeciwpasozytnicze, a wartosci ICso byty nizsze od 5 do 15 razy niz warto$é ICsg
wyznaczona dla sulfadiazyny (ICso >500 ug/ml). Najsilniejszg aktywnos¢ przeciw-T. gondii (ICsg 33,17
ug/mL) wykazata pochodna zawierajgca w swojej strukturze pierscien tiofenu. Aktywnosé biologiczna
pozostatych trzech pochodnych 4-arylotiosemikarbazydu, wyrazona jako ICsg, wynosita odpowiednio:
dla furano-tiosemikarbazydu — 59,00 pg/mL, dla tiadiazolo-tiosemikarbazydu podstawionego
w pozycji N4 pierscieniem 2-bromofenylowym — 74,93 ug/mL, za$ dla tiadiazolo-tiosemikarbazydu
podstawionego w pozycji N4 pierscieniem 2,4-difluorofenylowym — 92,28 pg/mL. Najstabsze
wtasciwosci przeciwpierwotniakowe zanotowano dla furano-tiosemikarbazydu z podstawnikiem
etylowym w pozycji N4 (ICsp 191,04 pg/mL).

Analiza zaleznosci bioaktywnosci od struktury molekularnej pozwolita na wysuniecie bardzo
wstepnego zatozenia, w mysl ktérego obecnosé pieciocztonowego pierscienia heterocyklicznego
(tiofenu lub furanu) w pozycji N1 szkieletu tiosemikarbazydu oraz podstawnika arylowego w pozycji
N4 bezposrednio korelujg ze zdolnoscia pochodnych 1,4-dipodstawionego tiosemikarbazydu do
hamowania proliferacji Toxoplasma. Ponadto, rezultaty podjetych badan kwantowo-mechanicznych
na poziomie teorii funkcjonatu gestosci elektronowej (DFT) wskazaty na istnienie zalezno$ci pomiedzy
(i) momentem dipolowym, (ii) rozktadem potencjatu elektrostatycznego wokdt czgsteczki
tiosemikarbazydu oraz (iii) potozeniem podstawnika obecnego w pierscieniu heterocyklicznym,
a aktywnoscig przeciwpierwotniakowg. Wyniki badann mechanistycznych stanowig cenne wskazowki
w planowaniu syntezy kolejnych pochodnych 1,4-dipodstawionego tiosemikarbazydu jako
potencjalnych farmaceutykéw skutecznych w zwalczaniu toksoplazmozy.

Celem wskazania potencjalnego mechanizmu molekularnego lezgcego u podstaw zdolnosci
pochodnych 1,4-dipodstawionego tiosemikarbazydu do hamowania proliferacji T. gondii, wykonane
zostaty symulacje sposobu ich oddziatywan z resztami aminokwasowymi kieszeni wigzgcych
nastepujgcych enzymoéw: fosforylazy nukleozydéw purynowych, kinazy adenozynowej, kinazy
kalmodulinowej, reduktoizomerazy 5-fosforanu 1-deoksyksylulozy oraz reduktazy enoilo-ACP, ktore
to enzymy zostaty opisane w literaturze przedmiotu jako cele molekularne w zwalczaniu zarazenia
T. gondii, a ktorych struktury krystaliczne, odpowiednio wysokiej jakosci, zostaty zdeponowane w
bazie PDB pod kodami dostepu 3MBS8, 1LII, 4M84, 3AU9 oraz 202S. Cho¢ uzyskane wyniki dokowan
nie pozwolity wyprowadzi¢ zaleznosci jakosciowych ani iloSciowych pomiedzy aktywnoscig

biologiczng pochodnych tiosemikarbazydu, a ich aktywnoscig inhibicyjng wobec testowanych biatek,
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to jednak umozliwity wskazanie kierunku przysztych badan empirycznych majgcych na celu okreslenie
molekularnych podstaw aktywnosci inhibicyjnej pochodnych 1,4-dipodstawionego tiosemikarbazydu
wobec T. gondii.

Biorgc pod uwage otrzymane wyniki (ICso s-triazolu 37,33 ug/ml versus ICsq sulfadiazyny
1217,62 ug/ml) wykonano takze symulacje sposobu oddziatywania 3-(tiofen-2-ylo)-1,2,4-triazolo-5-
tionu z resztami aminokwasowymi kieszeni wigzgcych nastepujacych, znanych w zwalczaniu zarazenia
T. gondii, enzymatycznych celi molekularnych: fosforylazy nukleozydéw purynowych, kinazy
adenozynowej, kinazy kalmodulinowej, reduktoizomerazy 5-fosforanu 1-deoksyksylulozy oraz
reduktazy enoilo-ACP. Symulacje dokowan molekularnych dla 3-(tiofen-2-ylo)-1,2,4-triazolo-5-tionu
oraz nieaktywnej pochodnej s-triazolu, ktérg stanowit 4-etylo-3-(4-metylo-1,2,3-tiadiazolo-5-ylo)-
1,2,4-triazolo-5-tion zostaty wykonane przy uzyciu programu FlexX, z wykorzystaniem struktur
krystalicznych biatek zdeponowanych w bazie PDB (Protein Data Bank), oznaczonych kodami 3MBS,
1L, 4M84, 3AU9, 202S. Uzyskane wyniki pozwolity wskaza¢ na trzy enzymy, to jest
reduktoizomeraze 5-fosforanu 1-deoksyksylulozy, kinaze kalmodulinowej oraz fosforylaze
nukleozydéw purynowych jako potencjalne punkty uchwytu dla czasteczek 3-(tiofen-2-ylo)-1,2,4-
triazolo-5-tionu, przy czym reduktoizomeraza 5-fosforanu 1-deoksyksylulozy wydaje sie stanowié
najbardziej prawdopodobny cel molekularny dla aktywnosci przeciwpierwotniakowej pochodnej
s-triazolu wobec T. gondii. Zwigzek ten w centrum aktywnym ww. enzymu lokuje sie w poblizu reszt
Cys268, Ser269, Ser270, Trp296 oraz Lys312, a jego obecno$¢ jest stabilizowana obecnoscig trzech
wigzan wodorowych pomiedzy atomem siarki pierscienia tiofenowego, a resztami serynowymi
Ser269 i Ser270 oraz trzech wigzan wodorowych pomiedzy atomami azotu pierscienia triazolowego,

a resztami aminokwasowymi Ser270, Glu233 i Trp296.

Osiagniecia etapu ll:

1. Wskazanie kierunku poszukiwan nowych, skutecznych farmaceutykéw przeciwko
toksoplazmozie w grupie pochodnych tiosemikarbazydu i s-triazolu.

2. Opracowanie zaleznosci typu struktura—aktywnosc.

3. Wskazanie kierunku badan empirycznych majacych na celu okreslenie molekularnych
podstaw aktywnosci inhibicyjnej pochodnych 1,4-dipodstawionego tiosemikarbazydu
wobec T. gondii.

4. Wytypowanie potencjalnego celu molekularnego dla aktywnosci przeciwpierwotniakowej

pochodnej s-triazolu wobec T. gondii.
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Mozliwe zastosowanie:

1. Wyprowadzone zaleznos$ci struktura-aktywnos¢ przyczynity sie do racjonalnego
planowania syntez kolejnych pochodnych tiosemikarbazydu oraz triazolu (wptyw
podstawnikéw, rozpuszczalnos¢), co pozwoli na obnizenie kosztéw zwigzanych z synteza
i badaniami in vitro.

2. Wskazanie potencjalnych celéw molekularnych dla aktywnosci przeciwpierwotniakowej
pochodnych tiosemikarbazydu i triazolu pozwoli na podjecie ukierunkowanych badan
empirycznych, co bezposrednio wptynie na obnizenie kosztow wynikajgce
z wyeliminowania zakupu tych enzymoéw, co do ktérych nie ma zadnych przestanek

wskazujacych, iz stanowig one cel molekularny terapii.

Prezentacja wynikow:

Wyniki uzyskane w etapie Il prezentowane byly na 1 konferencji krajowej:

Dzitko K., Ruszczak A., Siwek A., Dtugonska H.

1. Nowo zsyntetyzowane tiosemikarbazydy i tiadiazole jako potencjalne leki przeciw
toksoplazmozie.
t6dz 2012, 51. Dzien Kliniczny Parazytologii Lekarskiej

Kontynuacja badan:

Dzieki wspoétpracy ze specjalista w dziedzinie chemii dr hab. n. farm. Agata Paneth z Katedry
i Zaktadu Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie kontynuuje zapoczatkowany
temat badawczy dotyczacy syntezy potencjalnych lekéw przeciw toksoplazmozie. Nowe pochodne
tiosemikarbazydow, triazoli i tiadiazoli stanowia obecnie przedmiot pogtebionych badan
biologicznych. Mam nadzieje, ze zaowocujg one w przysztosci licznymi patentami i artykutami
naukowymi oraz znajda uznanie recenzentéw przygotowanego wspolnie z dr hab. Agata Paneth
wniosku grantowego. Ponadto nowo zsyntetyzowane tiosemikarbazydy staty sie ostatnio
przedmiotem rozprawy doktorskiej pt. ,Synteza pochodnych tiosemikarbazydu oraz ocena ich
aktywnosci wobec kosmopolitycznego pierwotniaka Toxoplasma gondii” mgr Lidii Weglinskiej

z Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, w ktérej jestem promotorem pomocniczym.
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Vill. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

1. PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA NAUK BIOLOGICZNYCH

W ramach studiéw doktoranckich zajmowatam sie identyfikacjg antygenéw Toxoplasma
gondii oraz swoistych przeciwciat wytwarzanych przez myszy wsobne oraz kobiety ciezarne
i noworodki. Kierunek badawczy realizowatam poprzez wzbogacenie zasobu wiedzy na temat
proteomu pasozyta tj. puli biatek kodowanych przez genom Toxoplasma, ze zwrdceniem szczegdlnej
uwagi na biatka zwigzane ze zjadliwoscia (PROTEOMIKA) oraz okreslenie swoistej reaktywnosci
humoralnej zywicieli zarazonych Toxoplasma (SEROLOGIA). Gtéwnym osiggnieciem prowadzonych
badan byto sporzadzenie pierwszej mapy antygendéw sekrecyjnych ESA Toxoplasma gondii

(http://www-public.rz.uni-duesseldorf.de/~hfisher lub http://www.expasy.ch). Prowadzone przeze

mnie badania finansowane byty przez Komitet Badan Naukowych w ramach grantu ,,Mfody badacz”

4

nr 6 PO5A 043 20, pt. ,Badanie struktury antygenowej Toxoplasma gondii ” realizowanego w 2001
roku, ktérego bytam kierownikiem. Opiekunem naukowym grantu byta prof. dr hab. Henryka
Dtugonska. Podczas realizacji pracy doktorskiej odbytam takze staz naukowy w Institut fir
Medizinische Mikrobiologie und Virologie w Disseldorfie (Niemcy), w zespole badawczym
kierowanym przez doc. dr hab. Hansa-Georga Fischera. Otrzymane wyniki zostaty przedstawione w
wyrdznionej i nagrodzonej dysertacji doktorskiej pt.: ,Identyfikacja antygendéw pasozyta Toxoplasma

gondii oraz swoistych przeciwciat wytwarzanych przez jego zywicieli” oraz opublikowane w latach

2000-2001 jako prace doswiadczalne i przeglgdowe.

PUBLIKACJE HABILITANTA DOTYCZACE TEJ TEMATYKI

l.p. Dane bibliograficzne 17 R
1. Dytnerska K., Staczek P., Dtugonska, H.
Toxoplasma gondii — Cosmopolitan parasite expressing low genetic diversity |
[Toxoplasma gondii - Kosmopolityczny pasozyt o matym zréznicowaniu
genetycznym]
Potepy Mikrobiologii / Advances in Microbiology 2004; 43 (2), pp. 141-154
2. Dtugonska H., Dytnerska K.
Toxoplasma gondii proteome | [Proteom Toxoplasma gondii.] - 4
Wiadomosci Parazytologiczne / Annals of Parasitology 2003; 49 (1), pp. 3-10
3. Dtugonska H., Dytnerska K., Goliniska D., Kurnatowska A.
Serodiagnostics of Toxoplasma gondii invasions. - 4
Wiadomosci Parazytologiczne / Annals of Parasitology 2001; 47 Suppl 1, pp. 39-44
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3. Nischik N., Schade B., Dytnerska K., Dtugoriska H., Reichmann G., Fischer H.-G.
Attenuation of mouse-virulent Toxoplasma gondii parasites is associated with a
decrease in interleukin-12-inducing tachyzoite activity and reduced expression of 1,960 11
actin, catalase and excretory proteins.
Microbes and Infection 2001; 3 (9), pp. 689-699
5. Dlugonska H., Dytnerska K., Reichmann G., Stachelhaus S., Fischer H.-G.
Towards the Toxoplasma gondii proteome: Position of 13 parasite excretory

. . . . . . 1,025 16
antigens on a standardized map of two-dimensionally separated tachyzoite proteins.
Parasitology Research 2001; 87 (8) , pp. 634-637
6. Dtugonska, H., Dytnerska K.
Identification of Toxoplasma gondii antigens recognized by specific T lymphocytes |
[Identyfikacja antygendw Toxoplasma gondii rozpoznawanych przez swoiste - 4

limfocyty T.]
Wiadomosci Parazytologiczne / Annals of Parasitology 2000; 46 (4), pp. 455-458
7. Dfugoniska H., Dytnerska K.
Antigens of Toxoplasma gondii | [Antygeny Toxoplasma gondii.] - 4
Wiadomosci Parazytologiczne / Annals of Parasitology 2000; 46 (3), pp. 327-334

2. PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA NAUK BIOLOGICZNYCH

2.1. SEROLOGICZNE MARKERY TOKSOPLAZMOZY

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych kontynuowatam badania nad pasozytniczym
pierwotniakiem T. gondii rozszerzajgc swoéj warsztat badawczy. Prace prowadzone w latach 2004-
2005 w ramach projektu badawczego KBN (nr 2 PO5A 048 26), w ktdrym bytam kierownikiem, miaty
na celu wytypowanie swoistych serologicznych markeréow toksoplazmozy na mysim modelu
doswiadczalnym.

PUBLIKACJE HABILITANTA DOTYCZACE TEJ TEMATYKI

l.p. \ Dane bibliograficzne 17 R
1. Dzitko K., Staczek P., Gatkowska J., Dlugonska H.
Toxoplasma gondii: Serological recognition of reinfection. 1,108 20

Experimental Parasitology 2006; 112 (2), pp. 134-137

2. Dytnerska K., Gatkowska J., Dtugoriska H.
Specific anti-Toxoplasma gondii antibodies produced in inbred mice differing in their
natural resistance to toxoplasmosis.
Wiadomosci Parazytologiczne / Annals of Parasitology 2004; 50 (3), pp. 411-416

3. Dytnerska K., Gatkowska J., Dziadek B., Dtugoriska H.
Analiza swoistosci ludzkich przeciwciat IgM anty-Toxoplasma gondii przy uzyciu - -
metody immunoblotu. Wydawnictwo SGGW. 2003;58-61.

4. Dytnerska K., Kurnatowska A., Nowakowska D.
Poréwnanie profilu przeciwciat antytoksoplazmozowych u matek i ich dzieci metoda - -
immunoblotu. Wydawnictwo SGGW. 2003;62-65
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2.2. WIAZANIE LUDZKICH TRANSFERYN PRZEZ TOXOPLASMA GONDII

W latach 2004-2007 uczestniczytam takze w badaniach zmierzajgcych do okreslenia interakgji
zywych tachyzoitéw Toxoplasma z ludzka transferryng i laktoferyna. Przeprowadzone badania wtasne
wykazaty, iz zarazenie T. gondii prowadzi do obnizenia poziomu ekspresji receptoréw dla transferyny
obecnych na makrofagach, a wysokie stezenia tego biatka ograniczajg wewnatrzkomoérkowy wzrost
pasozyta. Przeprowadzone doswiadczenia (grant KBN 2 PO4C 014 26; wykonawca) pozwolity takze
stwierdzié, iz tachyzoity T. gondii wigzg ludzka laktoferyne, natomiast nie wykazujg zdolnosci wigzania
ani ludzkiej holotransferryny, ani apotransferyny. Ponadto zaobserwowano, iz ilos$¢ zwigzanej
laktoferyny jest zalezna od i wprost proporcjonalna do stezenia tego biatka w prébie badanej.
Stosujac test kompetycji udokumentowano takze swoistos¢ wigzania ludzkiej laktoferyny przez zywe
tachyzoity pierwotniaka. W toku prowadzonych doswiadczen, jako Zrédto natywnych biatek
tachyzoitow pasozyta wykorzystano surowy preparat TLA potwierdzajgc wyniki uzyskane w badaniach
z zywymi komorkami Toxoplasma. Zastosowanie w dalszych etapach prowadzonych prac techniki
chromatografii powinowactwa doprowadzito do identyfikacji biatek roptrii ROP2 i ROP4 T. gondii jako
ligandow dla ludzkiej laktoferyny. Prace te zaowocowaty wytypowaniem komponentéw biatkowych
pasozyta, ktére zostaty uzyte w dalszych badaniach (2.3.) do opracowania preparatéw

szczepionkowych przeciw toksoplazmozie.

PUBLIKACJE HABILITANTA DOTYCZACE TEJ TEMATYKI

l.p. \ Dane bibliograficzne 7 MHSH
1. Dzitko K., Dziadek B., Dziadek J., Dtugoriska H.
Toxoplasma gondii: Inhibition of the intracellular growth by human lactoferrin. - 9

Polish Journal of Microbiology 2007; 56 (1), pp. 25-32
2. Dziadek B., Dzitko K., Dlugonska H.
Toxoplasma gondii binds human lactoferrin but not transferrin. 1,306 20
Experimental Parasitology 2005; 110 (2), pp. 165-167
3. Dlugonska H, Dziadek B, Dzitko K.
Pobieranie zelaza przez pasozytnicze pierwotniaki: receptory dla biatek wigzacych

zelazo. ) >
Post Biol Kom. 2005;32(2):169-180.

4. Dziadek B., Dytnerska-Dzitko K., Dtugonska, H.
The modulation of transferrin receptors level on mouse macrophages and ) o0

fibroblasts by Toxoplasma gondii.
Polish Journal of Microbiology 2004; 53, pp. 75-80
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2.3. KONSTRUKCJA EKSPERYMENTALNYCH SZCZEPIONEK PRZECIWKO TOKSOPLAZMOZIE ORAZ
OCENA ICH DZIAtANIA

W latach 2008-2012 uczestniczytam takze w pracach doswiadczalnych prowadzonych
w Zakfadzie Immunoparazytologii Uk, majgcych na celu skonstruowanie rekombinantowej,
podjednostkowej szczepionki przeciwko T. gondii (grant KBN N N302 3196 33).

W pierwszym etapie prowadzonych badan, z zastosowaniem modelu doswiadczalnej,
przewlektej toksoplazmozy u myszy laboratoryjnych, okreslono wtasciwosci immunogenne
i immunoprotekcyjne dwusktadnikowej, doswiadczalnej szczepionki, w ktérej jako antygeny uzyte
zostaty rekombinantowe formy biatek roptrii rROP2 i rROP4 T. gondii. Wykorzystanie antygendéw
ROP2 i ROP4 do opracowania testowanej szczepionki wynikato z wczesniejszego udokumentowania,
w badaniach wtasnych, zdolnosci tych dwdéch biatek do swoistego wigzania ludzkiej hololaktoferyny,
sugerujgcego ich potencjalne zaangazowanie w pobieranie zelaza w organizmie zarazonego
gospodarza. W toku prowadzonych doswiadczen wykazano, iz dwusktadnikowa szczepionka
rROP2+rROP4 charakteryzowata sie silnym dziataniem immunogennym przejawiajgcym sie
w stymulowaniu antygenowo swoistych humoralnych (synteza immunoglobulin 1gG1 i IgG2a)
i komodrkowych (in vitro produkcja cytokin typu Thi, IFN-y i IL-2) mechanizméw odpornosciowych.
Ponadto, u zwierzat immunizowanych doswiadczalnym preparatem rROP2+rROP4 stwierdzono jego
umiarkowane dziatanie ochronne przed zarazeniem cystotwdorczym szczepem DX T. gondii,
manifestujgce sie jako 46% obnizenie liczby cyst pasozyta w mdzgach zwierzagt immunizowanych,
w pordéwnaniu do ich liczby okreslonej u zwierzat kontrolnych.

W celu nasilenia dziatania immunoprotekcyjnego badanej doswiadczalnej szczepionki,
postanowiono wzbogaci¢ preparat zawierajacy antygeny rROP2 i rROP4 w rekombinantowe formy
biatek rGRA4 i/lub rSAG1 Toxoplasma. W zwigzku z tym w kolejnych etapach prowadzonych badan
oceniano wiasciwosci immunogenne i ochronne trzech trdéjsktadnikowych szczepionek
podjednostkowych zawierajgcych jako antygeny szczepionkowe rekombinantowe formy biatek:
rROP2+rGRA4+rSAG1, rROP2+rROP4+rGRA4, rROP2+rROP4+rSAG1. Dodatkowo, badania tego etapu
przeprowadzono z zastosowaniem trzech szczepdw myszy, C57BL/6 (haplotyp H-2b), C3H/Hel
(haplotyp H-2k) i BALB/c (haplotyp H-2d), o zrdinicowanej, determinowanej genetycznie,
odpowiednio, wysokiej, sredniej i niskiej wrazliwosci na zarazenie T. gondii. Na podstawie
wykonanych doswiadczen wykazano, iz potencjat immunogenny i immunoprotekcyjny badanych,
doswiadczalnych szczepionek przeciwko toksoplazmozie zalezny byt nie tylko od ich sktadu

antygenowego, ale takze od wrodzonej wrazliwosci zwierzat laboratoryjnych na toksoplazmoze.
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Najsilniejszym  dziataniem ochronnym sposréd badanych podjednostkowych preparatow
rekombinantowych charakteryzowata sie szczepionka rROP2+rROP4+rSAG1l. U zwierzat
immunizowanych tg kompozycja biatek zaobserwowano 90% (myszy szczepu C57BL/6), 71% (myszy
szczepu C3H/Hel) i 77% (myszy szczepu BALB/c) redukcje liczby cyst T. gondii DX w mdzgach,
w poréwnaniu do liczby cyst okreslonej dla zwierzat kontrolnych. Ten silny, cho¢ nadal czesciowy,
efekt ochronny szczepionki rROP2+rROP4+rSAG1 skorelowany byt z indukcja u zwierzat
immunizowanych antygenowo swoistej humoralnej i komdrkowej odpowiedzi immunologicznej,
ocenianej, odpowiednio, w oparciu o wytwarzanie antygenowo swoistych przeciwciat klasy 1gG1
i 1gG2a lub 1gG2c oraz in vitro synteze cytokin typu Th1l.

Prace z moim wspodfautorstwem dotyczace tej tematyki oraz wykorzystania antygendow
rekombinowanych jako antygenéw diagnostycznych s nadal kontynuowane w Zaktadzie

Immunoparazytologii Ut.

PUBLIKACJE HABILITANTA DOTYCZACE TEJ TEMATYKI

l.p. Dane bibliograficzne 17 ""\:‘I‘S
1. Gatkowska J., Dziadek B., Dziadek J., Dzitko K, Dtugoriska H.
Recombinant MAG1 Protein of Toxoplasma gondii as a Diagnostic Antigen. 0,871 15

Polish Journal of Microbiology 2015, Vol. 64, No 1, 55-59

2. Grzybowski MM, Dziadek B, Dziadek J, Gatkowska J, Dzitko K, Dtugonska H.
Toxoplasma gondii: Cloning, expression and immunoreactivity of recombinant ROP5
and ROP18 antigens.

Exp Parasitol. 2015 Jan 12;150C:1-6.

3. Dziadek B., Gatkowska J., Grzybowski M., Dziadek J., Dzitko K., Dlugonska H.
Toxoplasma gondii: The vaccine potential of three trivalent antigen-cocktails
composed of recombinant ROP2, ROP4, GRA4 and SAG1 proteins against chronic 2,154 25
toxoplasmosis in BALB/c mice.

Experimental Parasitology 2012; 131 (1), pp. 133-138

4. Dziadek B., Gatkowska J., Brzostek A., Dziadek J., Dzitko K., Grzybowski M.,
Dlugonska H.

Evaluation of three recombinant multi-antigenic vaccines composed of surface and

1,859 25

. . . . 3,766 32
secretory antigens of Toxoplasma gondii in murine models of experimental
toxoplasmosis.
Vaccine 2011; 29 (4), pp. 821-830
5. Dziadek B, Gatkowska J, Brzostek A, Dziadek J, Dzitko K, Dlugonska H.
Toxoplasma gondii: the immunogenic and protective efficacy of recombinant ROP2 o o
and ROP4 rhoptry proteins in murine experimental toxoplasmosis. ’
Exp Parasitol. 2009 Sep;123(1):81-9.
6. Gatkowska J., Dziadek B., Brzostek A., Dziadek J., Dzitko K., Dtugonska H.
Determination of diagnostic value of Toxoplasma gondii recombinant ROP2 and 0,660 9

ROP4 antigens in mouse experimental model.
Polish Journal of Microbiology 2010; 59 (2), pp. 137-141
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2.4. BEHAWIORALNE NASTEPSTWA ZARAZENIA TOXOPLASMA GONDII

Od roku 2011 uczestnicze takze w badaniach majacych na celu okreslenie behawioralnych
skutkéw zarazenia Toxoplasma gondii. Przez lata uwazano, ze inwazja tym pierwotniakiem moze
stanowi¢ powazne zagrozenie przede wszystkim dla osobnikdw o obnizonej odpornosci, ktérych
osfabiony uktad immunologiczny nie jest w stanie skutecznie ograniczy¢ ekspansji szybko
namnazajgcych sie tachyzoitow, co w konsekwencji prowadzi do powaznych uszkodzen tkanek.
Jednoczesnie zaktadano, ze u oséb o sprawnej odpornosci krotkotrwata i czesto bezobjawowa faza
ostra zarazenia przechodzi szybko w przewlekta, charakteryzujgcy sie obecnoscig cyst tkankowych
m.in. w osrodkowym ukfadzie nerwowym (OUN), w trakcie ktérej pasozyt nie wptywa znaczgco na
homeostaze ustroju zywiciela. Jednakie w Swietle coraz wiekszej liczby doniesien literaturowych,
poglad ten ulega weryfikacji, ze wzgledu na mozliwg korelacje pomiedzy nosicielstwem pasozyta,
a zwiekszonym ryzykiem wystepowania réznych chordb neurologicznych, zaburzen psychicznych
i zmian nastroju lezgcych u podstaw tak powaznych choréb jak schizofrenia, choroba Parkinsona itp.
Ponadto, wykazano bezsprzecznie ukierunkowany wptyw pasozyta na zachowanie zywicieli
posrednich. Dowiedziono bowiem, ze pierwotniak jest nie tylko modulatorem naturalnych zachowan
obronnych u gryzoni, ale takze zanotowano statystycznie wiekszg czesto$é wystepowania okreslonych
cech osobowosci u ludzi zarazonych T. gondii. Chociaz opisane zjawiska sg przedmiotem licznych
dyskusji, ich doktadny mechanizm pozostaje nadal nieznany. Wtgczajac sie w nurt prowadzonych na
Swiecie badan zmierzajgcych do wyjasnienia podtoza zmian indukowanych przez pasozyta, wykonano
testy behawioralne z wykorzystaniem modelu doswiadczalnej toksoplazmozy u myszy
laboratoryjnych. Ponadto, biorgc pod uwage, ze zaburzenia w prawidlowym stezeniu kluczowych
neuroprzekaznikdbw mogag znaczaco wptywaé na zachowanie zwierzat okreslono takze aktywnos¢
monoaminergicznych systemow neurotransmisyjnych w strukturach anatomicznych mdézgowia myszy
zaangazowanych w naturalne zachowania obronne oraz odpowiedzialnych za kontrole standw
emocjonalnych i integracje bodzcéw (grant NCN nr N N302 636340; wykonawca). Uzyskane wyniki
stanowig wstep do dalszych badan nad poznaniem i wyjasnieniem negatywnych skutkéw inwazji
T. gondii do OUN u ssakow.

Prace z moim wspdtautorstwem dotyczace tej tematyki, s3 nadal kontynuowane w Zakfadzie

Immunoparazytologii Ut.
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PUBLIKACJE HABILITANTA DOTYCZACE TEJ TEMATYKI

l.p. Dane bibliograficzne IF Ll B
1. Gatkowska J., Wieczorek M., Dziadek B., Dzitko K., Dlugonska H.
Sex-dependent neurotransmitter level changes in brains of Toxoplasma gondii
infected mice.
Experimental Parasitology 2013; 133(1), pp. 1-7
2. Gatkowska J., Wieczorek M., Dziadek B., Dzitko K., Dlugonska H.
Behavioral changes in mice caused by Toxoplasma gondii invasion of brain. 2,852 25
Parasitology Research 2012; 111 (1), pp. 53-58

1,859 25

2.5. PROTEOMY BAKTERYJNE, GRZYBICZE | ROSLINNE

Doswiadczenie naukowe, jakie nabytam podczas realizacji pracy doktorskiej zwigzanej
z otrzymywaniem map biatkowych oraz podjeta wiasna wspoétpraca z prof. dr hab. Jarostawem
Dziadkiem z Instytutu Biologii Medycznej PAN, prof. dr hab. Matgorzatg Posmyk z Katedry
Ekofizjologii i Rozwoju Roslin Ut oraz dr. Rafatem Szewczykiem z Katedry Mikrobiologii Przemystowe;j
i Biotechnologii Ut, zaowocowaty opracowaniem (po optymalizacji warunkéw metody 2D SDS-PAGE
w kazdym przypadku) proteomu: bakteryjnego Mycobacterium tuberculosis (umowa Ut
501/040057 ,Kompleksowe badania interakcji wybranych biatek ostrej fazy oraz cytokin z komérkami
oraz antygenami komodrkowymi Mycobacterium tuberculosis” 2. 11. 2011 — 31. 10. 2012, w ramach
InterMolMed, POIG.01.01.02-10-107/09, ze srodkdw Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka, ,,Badania mechanizméw molekularnych na styku organizm ludzki — patogen — czynniki
Srodowiska”: 2007-2013; wykonawca), nasion Cucumis dativus L. kondycjonowanych z melatoning
(grant NCN nr N N310 111940; wykonawca) oraz grzyba Metarhizium robertsii (grant NCN UMO-
2011/01/B/NZ9/02898).

PUBLIKACJE HABILITANTA DOTYCZACE TEJ TEMATYKI

l.p. \ Dane bibliograficzne 17 R
1. Szewczyk R., Sobon A,, Rézalska S., Dzitko K., Waidelich D., Dtugonski J.
Intracellular proteome expression during 4-n-nonylphenol biodegradation by the

filamentous fungus Metarhizium robertsii. 2,235 30
Inter. Biodeter. Biodegra. 2014 Sept 93, 44-53.

2. Kofodziejczyk I., Dzitko K., Szewczyk R., Posmyk M.M.
I. Impact of hydropriming supplemented with melatonin on corn (Zea mays L.) seed o 20

protein profiles during germination under optimal temperature conditions.
J. Pineal. Res. 2015 - praca w recenzji.
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3. Kotodziejczyk I., Dzitko K. Szewczyk R. Posmyk M.M.
Il. Impact of hydopriming supplemented with melatonin on corn (Zea mays L.) seed
protein profiles during germination under chilling stress conditions.
J. Pineal. Res. 2015 - praca w recenzji.

7.812 40

2.6. BADANIA BIOLOGICZNE, CYTOTOKSYCZNOSC, PROLIFERACIA

Umiejetnos¢ prowadzenia hodowli réznych pierwotnych i ciggtych linii komdérkowych oraz
wiedza i znajomos¢ testdw majgcych na celu ocene morfologii, Zzywotnosci i intensywnosci proliferacji
komoérek, a takie umiejetnos¢ postugiwania sie technikami immunoenzymatycznymi
i immunofluorescencyjnymi oraz podjeta wspodtpraca z prof. dr hab. Przemystawem Lewkowiczem
z Katedry Neurologii Uniwersytetu Medycznego w todzi i dr hab. n. farm. Agatg Paneth (A. Siwek)
z Katedry i Zaktadu Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie zaowocowata licznymi

publikacjami, ktérych jestem wspdtautorem.
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