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4. Wskazanie osiggniecia® 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.):

4.1 Tytut osiggniecia naukowego

Kliniczne i immunologiczne wyktadniki astmy u sportowcdw (cykl 5 prac)

4.2 Wykaz prac bedacych podstawg do sformutowania wniosku o nadanie stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie medycyny:

a) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):

Publikacja 1

Kurowski M, Jurczyk J, Krysztofiak H, Kowalski ML. Exercise-induced respiratory
symptoms and allergy in elite athletes: Allergy and Asthma in Polish Olympic Athletes
(A2POLO) project within GAZLEN initiative. Clin Respir J 2016;10:231-238

IF 2.356 MNiSW 20
Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspoftworzeniu jej koncepcji,
opracowaniu zebranych danych kwestionariuszowych, analizie statystycznej i

interpretacji wynikow oraz na przygotowaniu manuskryptu. Udziat mdj szacuje na
65%.

Publikacja 2

Kurowski M, Hotdrowicz M, Kowalski ML. Objawy astmy i alergii wérod miodziezy
uprawiajacej wyczynowo pltywanie i zapasy. Alergia Astma Immunologia 2014; 19 (3):
165-169

MNiSW 6

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na rekrutacji sportowcow, przeprowadzaniu
i analizie badan kwestionariuszowych, ocenie klinicznej, interpretacji wynikow oraz
wspofudziale w przygotowaniu manuskryptu. Wktad swoj oceniam na 70%.

Publikacja 3

Kurowski M, Jurczyk J, Jarzebska M, Moskwa S, Makowska JS, Krysztofiak H, Kowalski ML.
Association of serum Clara cell protein CC16 with respiratory infections and immune

response to respiratory pathogens in elite athletes. Respir Res 2014 Apr 15;15:45. doi:
10.1186/1465-9921-15-45

IF 3.093 MNiSW 35
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji i projektu
badania, analizie statystycznej i interpretacji wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptu. Maoj udziaf szacuje na 65%.

Publikacja 4

Kurowski M, Jurczyk J, Moskwa S, Jarzebska M, Krysztofiak H, Kowalski ML. Winter
ambient training conditions are associated with increased bronchial hyperreactivity and
with shifts in serum innate immunity proteins in young competitive speed skaters. Arch
Med Sci doi: 10.5114/aoms.2017.69438

IF 1.969 MNiSW 30

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspdtopracowaniu koncepcji badania,
kierowaniu projektem naukowym obejmujqcym badania opisane w pracy, rekrutacji i
badaniu pacjentow, statystycznej analizie i interpretacji wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptu. Swoj udziaf oceniam na 65%.

Publikacja 5

Kurowski M, Jurczyk J, Olszewska-Zigber A, Jarzebska M, Krysztofiak H, Kowalski ML. A
similar pro/anti-inflammatory cytokine balance is present in the airways of competitive
athletes and non-exercising asthmatics. Adv Med Sci 2017 Aug 16;63(1):79-86. doi:
10.1016/j.advms.2017.07.004. [Epub ahead of print]

IF 1.364 MNiSW 15

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspdfopracowaniu jej koncepcji,
kierowaniu projektem naukowym obejmujgcym badania opisane w pracy, rekrutacji
i badaniu pacjentow, udziale w opracowaniu metodyki pobierania poptuczyn
nosowych, statystycznej analizie i interpretacji wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptu. Swoj udziat oceniam na 70%.
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4.3 Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omoéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

4.3.1 Wprowadzenie

W ciagu ostatnich lat obserwuje sie znaczacy wzrost czestosci chorob alergicznych i astmy,
szczegdlnie w krajach rozwinietych. Jednoczesnie, wskutek przemian spotecznych i
zwigzanych z nimi zmian stylu zycia wzrasta liczba oséb uprawiajgcych sport zaréwno
amatorsko, jak i wyczynowo.

Wysitek fizyczny jest jednym z bodZzcow moggcych wywotywac lub nasila¢ objawy choréb
alergicznych. Jednoczes$nie powysitkowy skurcz oskrzeli badz indukowane wysitkiem objawy
niezytu nosa moga wystepowac u sportowcow bez wspétistniejgcej alergii lub astmy. Objawy
takie moga istotnie wptywac na wyniki sportowe a grupg szczegdlnie dotknigtg negatywnymi
konsekwencjami ich wystepowania sg sportowcy wyczynowi. W badaniach
kwestionariuszowych astme oskrzelowg stwierdzano u znacznego, siggajgcego nawet 50%,
odsetka uprawiajacych niektore dyscypliny sportowe, zaréwno letnie (kolarstwo, kolarstwo
gorskie, ptywanie, biegi dtugodystansowe), jak i zimowe (narciarstwo biegowe, tyzwiarstwo
szybkie, kombinacja norweska). Jednoczesnie przypuszcza sig, ze istnieje zjawisko
niedorozpoznawalnosci (underdiagnosis) astmy i alergii wsréd sportowcow wyczynowych a
objawy ze strony uktadu oddechowego sa mylnie interpretowane i przypisywane zmeczeniu
badz infekcjom.

Mechanizmy zwigzane z czestszym wystepowaniem astmy i powysitkowego skurczu
oskrzeli u sportowcow nie zostaty jeszcze do korica poznane. Zasadniczg role w rozwoju
zapalenia btony sluzowej oskrzeli i nadreaktywnosci oskrzeli lezacych u podtoza astmy
wysitkowej przypisuje sie zwiekszonej hiperwentylacji oraz obecnosci dodatkowych
czynnikéw w powietrzu wdychanym. Znaczenie czynnikow takich, jak kontakt z chloraming u
ptywakow jest dobrze udokumentowane, ale niewiele wiadomo na temat innych czynnikéw,
np. warunkow atmosferycznych zwigzanych ze srodowiskiem uprawiania sportu. Zwraca sie
takze uwage na role nieswoistych mechanizméw odpornosci cho¢ brak jest badan w
zréznicowanych grupach sportowcéw. Niepetne wyjasnienie mechanizmow
odpowiedzialnych za rozwoj astmy indukowanej wysitkiem ogranicza jej skuteczna
prewencje.

W odniesieniu do objawéw oddechowych wystepujgcych w zwigzku z wysitkiem fizycznym
uzywa sie najczesciej dwoch okreslen:

1. Skurcz oskrzeli indukowany wysitkiem (exercise-induced bronchoconstriction — EIB)
2. Astma indukowana wysitkiem (exercise-induced asthma — EIA)

Obydwa terminy czesto uzywane byty wymiennie. Aktualnie zaleca sie aby skurczem
oskrzeli indukowanym wysitkiem (EIB) okreslac¢ objawy wystepujace po wysitku fizycznym
u 0s6b bez wspoétistniejacej astmy i alergii. Pojecie astmy indukowanej wysitkiem (EIA)
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powinno natomiast by¢ zarezerwowane do objawow skurczu oskrzeli wystepujacych po
wysitku fizycznym u chorych na astme.

Opublikowano wiele badan nad czestoscig wystepowania objawéw astmy lub
powysitkowego skurczu oskrzeli u sportowcéw wyczynowych. U ponad 11% sposrod
reprezentantow USA na olimpiadzie w Los Angeles (1984) stwierdzono objawy astmy
indukowanej wysitkiem. Wyniki badan przeprowadzonych przy okazji letnich Igrzysk
Olimpijskich w Atlancie potwierdzity wczesniejsze obserwacje. Natomiast wsrod
reprezentantow USA na Zimowych Igrzyskach Olimpijskich w Nagano (1998) az 22%
sportowcéw miato wezesniej postawione rozpoznanie astmy, a ponad 18% stosowato w
przesztosci leki przeciwastmatyczne.

Osobng grupe sportowcow — w kontekscie ryzyka rozwoju objawéw astmy powysitkowej
— stanowig ptywacy. Uprawianie ptywania zalecane jest chorym na astme jako dziatanie
prowadzace do poprawy czynnosci uktadu oddechowego. Jednoczesnie regularne ptywanie
zwieksza¢ moze prawdopodobieristwo wystgpienia astmy. Przebywanie w wilgotnym i
cieptym srodowisku dominujgcym na krytych ptywalniach teoretycznie zapobiega
wysuszeniu i ochtodzeniu sluzéwki dréog oddechowych. Jednoczesnie nalezy jednak bra¢ pod
uwage mozliwos¢ wystapienia dusznosci po ekspozycji na zwigzki chloru badz na obecne w
wilgotnym srodowisku ptywalni roztocze i zarodniki grzybéw plesniowych. Sposréd sportow
zimowych tyzwiarstwo szybkie jest dyscypling zwigzang z czgstym wystepowaniem takich
objawow, jak kaszel czy dusznosé. Ich wystapienie przypisuje sie ekspozycji drog
oddechowych na chemiczne zwiazki draznigce uwalniane z tafli lodowe;.

Intensywny wysitek fizyczny prowadzi do uposledzenia odpowiedzi immunologicznej,
a tym samym zwiekszonej podatnosci na infekcje. U osob uprawiajacych intensywny wysitek
fizyczny opisywano zmiany parametrow ukiadu odpornosciowego dotyczace wiekszosci
elementéw odpowiedzi immunologicznej. Pojedynczy epizod intensywnego treningu wigze
sie ze wzrostem wydzielania biatek ostrej fazy oraz cytokin o dziataniu prozapalnym (TNF-a,
IL-1B, MIP-1a). Zaobserwowano takze, wtdrny w stosunku do tego zjawiska, wzrost
surowiczych stezen cytokin o dziataniu przeciwzapalnym, np. IL-10, IL-1ra. Podczas
intensywnego wysitku obserwuje sie takze znaczne zwiekszenie osoczowego stezenia IL-6.
Nastepstwem hiperwentylacji towarzyszacej intensywnemu wysitkowi jest naprzemienne
ogrzewanie i ochtadzanie drég oddechowych. Zjawiska te prowadza do dehydratacji
komorek nabtonka oddechowego, nastepnie do stresu hiperosmolarnego, ktérego efektem
jest wzmozone wydzielanie chemokin takich, jak RANTES i IL-8, powodujgcych nasilong
migracje leukocytéw do drog oddechowych. Intensywny wysitek fizyczny powoduje takze
przesuniecie rownowagi Th1/Th2 na korzys¢ limfocytow Th2 wynikajace ze zmniejszenia
odsetka limfocytow Th1. Zaburzenie rownowagi Th1/Th2 u oséb uprawiajacych sport
wyczynowy odgrywa istotng role w zwiekszeniu podatnosci na infekcje drég oddechowych.
Uwalniane podczas wysitku kortyzol i adrenalina zmniejszajg natezenie odpowiedzi Thl-
zaleznej. Z kolei wydzielana przez kurczace sie wtdkna miesniowe IL-6 bezposrednio
stymuluje odpowiedz zwigzang z limfocytami Th2. Dziatanie IL-6 w kierunku zmniejszenia
odpowiedzi Th1 i zwiekszenia Th2 prowadzi prawdopodobnie — u 0oséb poddawanych
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intensywnemu treningowi - do zmniejszenia skutecznosci mechanizméw ochrony
przeciwwirusowej.

W licznych badaniach klinicznych i epidemiologicznych zaobserwowano zwiekszong
czestosc infekcji uktadu oddechowego u sportowcow wyczynowych. Zwigzek natgzenia
wysitku z podatnoscig na infekcje uktadu oddechowego obrazuje tzw. model , krzywej J” (J-
shaped curve model). Zaktada on, ze o ile umiarkowana aktywnosc¢ fizyczna zmniejsza
podatnos¢ na infekcje uktadu oddechowego, to dtugotrwaty, powtarzalny wysitek na
poziomie wyczynowym wywotuje efekt wrecz przeciwny. Sportowcy wyczynowi zgtaszaja
czeste wystepowanie objawow infekcji gornych lub dolnych drég oddechowych, jednak
infekcyjne tto dolegliwosci zostaje potwierdzone w 30-45% przypadkow. Uwaza sie, ze - w
niektérych przypadkach - wystepowanie objawéw sugerujgcych infekcje, w ktorych nie udaje
sie wykry¢ patogenu wirusowego badz bakteryjnego, moze byc¢ skutkiem aktywacji
mechanizmow procesu zapalnego. Zjawisku temu towarzyszy¢ moga zmiany stezen biatek
odpowiedzi nieswoistej o wtasciwosciach prozapalnych, przeciwzapalnych, a takze
immunomodulujacych.

4.3.2 Cel prowadzonych badan

Gtéwnym celem prowadzonych badan byto zbadanie nie w petni poznanych uwarunkowan
zwigzanych z wystepowaniem astmy u sportowcow ze szczegolnym uwzglednieniem
mechanizmow nieswoistej odpowiedzi immunologicznej.

Gtéwnemu celowi przyporzgdkowane zostaty nastepujace szczegotowe zadania badawcze:

e Ocena czestosci wystepowania astmy i alergii wérod sportowcow wyczynowych na
podstawie badan kwestionariuszowych oraz badania klinicznego

e Poszukiwanie zwigzku obecnosci infekcji uktadu oddechowego oraz stezen biatek
immunomodulujgcych z wystepowaniem objawow astmy i alergii wsrod sportowcow

e Ocena wptywu warunkéw atmosferycznych oraz obcigzenia wysitkiem fizycznym na
stezenie wybranych biatek nieswoistej odpowiedzi immunologicznej

e Badanie zmian stezen tych biatek w kondensacie powietrza wydychanego (EBC) i
wydzielinach nosowych pod wptywem prowokacji wysitkiem fizycznym

4.3.3 Wystepowanie astmy i alergii wsréd sportowcow wyczynowych

Ocena czestosci wystepowania objawdw chorob alergicznych i astmy u sportowcow
wyczynowych oraz odniesienie wynikow badan kwestionariuszowych do klinicznej oceny
badanej populacji stanowig tresc publikacji nr 1 oraz publikacji nr 2.

Badania stanowigce tres¢ publikacji nr 1 przeprowadzone zostaty w ramach projektu
GAZLEN (Global Allergy and Asthma European Network) bedacego siecig doskonatosci
dziatajaca pod auspicjami Unii Europejskiej. Ocena wzajemnych zaleznosci sportu
wyczynowego i astmy oraz chorob alergicznych stanowita tematyke wiodgca jednego z
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pakietow pracy (workpackages) w ramach tego projektu, a przeprowadzone w Polsce
badanie nad wystepowaniem astmy i alergii wérdd sportowcédw wyczynowych otrzymato
akronim A?POLO (Allergy and Asthma in Polish Olympic Athletes). Cele tej pracy obejmowaty:

e ocene czestosci wystepowania objawow astmy i choréb alergicznych u sportowcow
wyczynowych na podstawie danych uzyskanych z badan kwestionariuszowych

e weryfikacje danych kwestionariuszowych poprzez badanie lekarskie, badania
czynnosciowe ptuc oraz testy skorne

Badaniem objeto 222 sportowcdéw (140 mezczyzn, 63.1%) tzw. ,szerokiej kadry”
reprezentacji Polski na Igrzyska Olimpijskie w Pekinie w 2008 roku. Ostatecznie 179 0s6b z
tej grupy reprezentowato Polske podczas Igrzysk. Mediana wieku badanych sportowcow
wynosita 26 lat. Ocena sportowcow w ramach opisywanego badania opierata sig o:

e wywiad i badanie lekarskie

e kwestionariusz AQUA® (Allergy Questionnaire for Athletes)

e punktowe testy skorne (PTS) ze standardowym panelem alergenow wziewnych
e spirometrie z probg odwracalnosci obturacji

e nieswoistg wziewng prowokacje z metacholing

W badaniu kwestionariuszowym 28.4% sportowcow zgtaszato co najmniej jeden objaw
astmy indukowanej wysitkiem fizycznym (kaszel, uczucie braku tchu, ucisk w klatce
piersiowej bagdz swisty oddechowe). W odniesieniu do objawow astmy nie obserwowano
istotnych roéznic w czestosci ich wystepowania miedzy sportowcami uprawiajacymi
dyscypliny wytrzymatosciowe (endurance) i niewytrzymatosciowe (non-endurance). Ocena
kliniczna pozwolita na rozpoznanie astmy u 11.3%, czyli 25 badanych sportowcow. Wart
odnotowania jest fakt, ze przed wigczeniem do badania rozpoznanie astmy byto postawione
jedynie u 5.9% sportowcdw, a 8.6% sportowcow deklarowato w kwestionariuszu, ze
kiedykolwiek przyjmowali leki przeciwastmatyczne z grupy B2-agonistow,
glikokortykosteroidéw badz antagonistow receptora leukotrienowego.

Atopie definiowanga jako obecnos¢ dodatniego wyniku PTS z co najmniej jednym
alergenem stwierdzono u 38.9% badanych. Alergeny, na ktére najczesciej uczuleni byli polscy
sportowcy to: roztocze kurzu domowego (19.6%), pytek bylicy (16.7%), pytki traw (16.2%),
pytek brzozy (15.7%), olchy (13.7%) oraz leszczyny (12.7%). W Swietle podnoszonej coraz
czesciej roli alergenow karalucha w patogenezie alergii uktadu oddechowego warto
odnotowac, ze sensytyzacje na te alergeny stwierdzono u 10.3% sportowcow.

Sposrad 25 sportowcow, u ktorych rozpoznano astme, jedynie u niewiele ponad jednej
trzeciej (n=9; 36%) obserwowano dodatni wynik proby odwracalnosci obturacji oskrzeli.
Ogotem dodatni wynik proby odwracalnosci zanotowano u 14 badanych sportowcéw. Co
ciekawe, 22 sposrod 25 sportowcow z rozpoznang astma spetfniato jedno z kryteriow
dodatniej proby rozkurczowej, czyli 200 ml wzrost FEV1 w stosunku do wartosci wyjsciowe].
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Objawy typowe dla alergicznego niezytu nosa (ANN) byty podawane przez 27%
ankietowanych sportowcow, choc¢ tylko 9% miato postawione rozpoznanie ANN przed
wigczeniem do badania A’POLO. Ostatecznie, badanie lekarskie i badania dodatkowe
pozwolity na rozpoznanie ANN u 46 sposrod 222, tj. u 21% badanych olimpijczykow.

Kwestionariusz AQUA (Allergy Questionnaire for Athletes) zostat opracowany w 2009
przez Boniniego i wspotpracownikow jako potencjalne narzedzie badania przesiewowego
sportowcow wyczynowych w kierunku choréb alergicznych. Poszczegolnym pytaniom
przyporzadkowane sg wartosci liczbowe. Autorzy ustalili wartosé 5 lub wiecej punktow jako
pozwalajgca na zidentyfikowanie chorych na alergie sportowcéw z 97.1% swoistoscia przy
czutoéci 58.1%. W badanej populacji polskich olimpijczykéw u 43.8% (n=96) uzyskano 5 lub
wiecej punktow w kwestionariuszu AQUA. Wsrod tych sportowcdw ponad potowa (52.8%)
nie miata uprzednio rozpoznanej zadnej choroby alergicznej. Wsrod sportowcow z
rozpoznanym ANN wartos$c punktacji AQUA 25 obserwowano u 77.4%, a wsrdd sportowcow
z astma u 74.1%. Srednia wartos¢ punktowa AQUA byta istotnie wyZsza u sportowcow
atopowych w poréwnaniu ze sportowcami nieatopowymi (9.49 + 0.93 vs
4.27 +0.50; P = 0.00001; sredniatSEM).

W omawianej pracy wykazano, ze u sportowcéw wyczynowych czestosc
wystepowania objawdw typowych dla astmy i alergii uktadu oddechowego znacznie
przewyzsza czestos$¢ rozpoznan tych schorzen. Niedodiagnozowanie astmy i alergii u
uprawiajgcych sport wyczynowo moze wptywac na osiggane wyniki oraz znaczaco
uposledzac jakos¢ zycia sportowcow. Wyniki badania A2POLO wskazujg na koniecznos¢
edukacji sportowcow, kadry trenerskiej, jak rowniez sportowego personelu medycznego, w
zakresie astmy i choréb alergicznych.

Celem badan zawartych w publikacji nr 2 byto okreslenie czestosci wystepowania
klinicznych i immunologicznych wyktadnikéw astmy i alergii w wybranych grupach mtodziezy
uprawiajacej sport wyczynowo. Badaniem objeto 48 ptywakdw oraz 20 zapasnikéow w wieku
11-18 lat. Ocena kliniczna badanych obejmowata: badanie lekarskie, wypetnienie
kwestionariusza AQUA, punktowe testy skorne z podstawowym panelem alergenow
wziewnych oraz spirometrie spoczynkowa i probe rozkurczowa. Ponadto, u 14 ptywakow
przeprowadzono nieswoistg wziewng prébg prowokacyjng z metacholing. Cechy atopii,
definiowanej jako dodatni punktowy test skdrny z co najmniej 1 alergenem stwierdzono u
31,25% ptywakow oraz 55% zapasnikow. W grupie ptywakow objawy ze strony nosa
wystepowaty u 18,75%, objawy ze strony oczu u 10,4%, kaszel u 6,25% a dusznosc u 4,2%
badanych. Wsérdd zapasnikow objawy ze strony nosa wystepowaty u 15%, kaszel u 5%, a
dusznosé u 20% sportowcow. Wartosci spoczynkowe FEV1 nie roznity sie istotnie miedzy
badanymi grupami. Préba rozkurczowa byta dodatnia u 18,75% ptywakow i 5% zapasnikow.
Mimo to, roznica czestosci wystepowania dodatniego wyniku préby odwracalnosci obturacji
miedzy badanymi grupami nie byta statystycznie istotna. Nieswoista wziewna probe
prowokacyjna z metacholing przeprowadzono — ze wzgledéw organizacyjnych — jedynie u 14
losowo wybranych ptywakéw. U 9 z nich (tj': u 64,3 %) préba byta dodatnia. Mediana PC20
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metacholiny wynosita 3,156 mg/ml (odstep miedzykwartylowy: 2,12-3,815), a mediana PD20
— 0,614 mg (0,344-1,152). Sposrod 9 ptywakow z dodatnig probg prowokacyjng z
metacholing jedynie u 3 (33,3%) odnotowano dodatni wynik préby odwracalnosci obturacji.

Podsumowujac, w grupie mtodziezy uprawiajacej wyczynowo ptywanie badz zapasy
wykazano, ze intensywny, regularny wysitek fizyczny — zwtaszcza wykonywany w
niekorzystnych warunkach srodowiskowych — moze mie¢ negatywny wptyw na drogi
oddechowe i prowadzi¢ do rozwoju nieswoistej nadreaktywnosci oskrzeli bedacej
wyktadnikiem przewlektego stanu zapalnego. Uwage zwraca réwniez brak zwigzku dodatnich
wynikow préby odwracalnosci obturacji, jak rowniez nieswoistej wziewnej proby
prowokacyjnej z obecnoscia deklarowanych objawdéw typowych dla astmy i alergii drog
oddechowych. Rozbieznosci te mogga by¢ interpretowane na kilka sposobdw:

e Objawy astmy i powysitkowego skurczu oskrzeli bardzo czesto sg mylnie
interpretowane przez sportowcéw i uwazane za normalne objawy zwigzane
ze zmeczeniem spowodowanym intensywnym treningiem

e Intensywny wysitek sportowy na poziomie wyczynowym moze zwiekszac
prawdopodobienstwo rozwoju przewlektych zmian zapalnych w drogach
oddechowych, ktérych jedynym klinicznym wykfadnikiem moze byc¢
nadreaktywnos¢ dréog oddechowych na bodzZce nieswoiste

Kazda z powyzej przedstawionych interpretacji znajduje potwierdzenie w
opublikowanym dotychczas pismiennictwie. Ponadto, prawdopodobienstwo rozwoju
nadreaktywnos$ci drég oddechowych wzrasta wraz z diugoscig wyczynowego uprawiania
sportu. Istotng role odgrywa takze ekspozycja na niekorzystne czynniki srodowiskowe, np.
zwiazki chloru badz zimne, suche powietrze.

Przedstawione dane potwierdzajg takze, ze préba odwracalnosci obturacji oskrzeli
oraz wziewna proba prowokacyjna z metacholing majg ograniczong wartosc diagnostyczng w
odniesieniu do astmy indukowanej wysitkiem.

4.3.4 Biatko CC16 a objawy astmy i alergii oraz infekcje uktadu oddechowego u
sportowcow wyczynowych

Ocene stezen biatka CC16 w surowicy krwi sportowcow wyczynowych, jak réwniez
poszukiwanie zwigzku stezern CC16 z obecnoscig objawdw astmy i alergii, infekcji uktadu
oddechowego oraz z wyktadnikami swoistej humoralnej odpowiedzi na infekcje wybranymi
patogenami oddechowymi stanowity temat publikacji nr 3 wchodzacej w skfad niniejszego
osiggniecia naukowego. Biatko komorek Clary (CC16) posiada wiasciwosci
immunomodulujace i przeciwzapalne. Pomiar jego stezenia w surowicy moze stuzy¢ takze do
oceny uszkodzenia nabtonka oddechowego. Badanie przeprowadzono w grupie 203 polskich
sportowcow reprezentujacych poziom olimpijski. Grupy kontrolne obejmowaty 49 chorych
na astme tagodng oraz 53 zdrowych ochotnikéw. W oparciu o dane z kwestionariusza AQUA
zidentyfikowano 39 sportowcow (19.2%), u ktorych wystepowaty czeste infekcje uktadu
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oddechowego. Miedzy sportowcami atopowymi a nieatopowymi nie obserwowano istotnych
roznic w odniesieniu do czestosci infekcji oraz do surowiczego stezenia CC16. U sportowcow
z czestymi infekcjami oddechowymi obserwowano istotnie nizsze surowicze stezenie biatka
CC16 w porownaniu ze sportowcami nie deklarujgcymi wystepowania czestych infekcji w
kwestionariuszu (mediana 5.57 vs 7.03 ng/ml; p = 0.01, test U Manna-Whitneya). Analiza z
wykorzystaniem regresji logistycznej po przyjeciu zmiennej niezaleznej,CC16<4.99 ng/ml”
wykazata, ze ryzyko czestych infekcji uktadu oddechowego byto istotnie wieksze u
sportowcow z niskim (definiowanym jako nizsze badz réwne 4.99 ng/ml) surowiczym
stezeniem CC16 (OR = 2.56; 95%Cl:1.19-5.50; p < 0.02). U sportowcoéw wyczynowych
obserwowano takze niezbyt silne dodatnie korelacje surowiczego stezenia CC16 ze
stezeniami przeciwciat przeciw wybranym patogenom wywotujgcym infekcje uktadu
oddechowego:

e anty-PIV1,2,3 1gG (R=0.2, p<0.01) — w catej grupie sportowcow

e anty-RSV IgG (R=0.29, p=0.009) — u sportowcow atopowych

e anty-PIV 1,2,3 IgG (R=0.31, p=0.01) — u sportowcow atopowych

e anty-AdV IgG (R=0.27, p=0.02) — u sportowcdw atopowych
Ponadto, u uprawiajgcych sport wyczynowo istotnie rzadziej obserwowano dodatnie wyniki
badan serologicznych wykrywajacych 1gG przeciw PIV1,2,3 , RSV oraz M. pneumoniae.

Zebrane w tej publikacji wyniki sg interesujgce ze wzgledu na wielowymiarowa role
przypisywang biatku CC16 w patologiach uktadu oddechowego. Z jednej strony CC16 jest
jednym z markerow integralnosci bariery nabtonkowej, z drugiej natomiast — aktywnie
uczestniczy w procesach immunomodulacji i regulacji zapalenia. Udziat i znaczenie biatka
CC16 w tych zjawiskach wciaz jest przedmiotem dyskusji. Uzyskane dane wskazuja, ze
zmniejszone stezenie CC16 posiadajacego wiasciwosci przeciwzapalne moze przyczyniac sig
do zwiekszonej podatnosci na infekcje uktadu oddechowego u oséb uprawiajgcych
regularnie wysitek fizyczny na poziomie wyczynowym. Posrednio na immunomodulujace
wtasciwosci CC16 wskazujg takze dodatnie korelacje surowiczego stezenia tego biatka oraz
przeciwciat klasy 1gG swoistych dla wybranych patogenéw powodujacych infekcje uktadu
oddechowego. Fakt, ze istotne dodatnie korelacje obserwowano przede wszystkim u
sportowcow atopowych, sugeruje —w kontekscie niestwierdzenia roznic miedzy stezeniami
CC16 u sportowcow atopowych i nieatopowych — mozliwg role atopii jako czynnika
modyfikujacego per se odpowiedz immunologiczng na wirusowe patogeny oddechowe.

4.3.5 Wplyw warunkéw atmosferycznych oraz obcigzenia wysitkiem fizycznym na stezenie
wybranych parametrow nieswoistej odpowiedzi immunologicznej

Badania prowadzone u sportowcow uprawiajgcych zarowno zimowe, jak i letnie
dyscypliny wytrzymatosciowe w niekorzystnych warunkach atmosferycznych wykazaty
istotny wptyw epizodu ostrego, intensywnego wysitku na powstanie stanu zapalnego w
drogach oddechowych. Mniej uwagi poswiecano dotychczas wptywowi wysitku

powtarzanego regularnie w dtuzszym okresie czasu na zapalenie drég oddechowych oraz na
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nieswoistg odpowiedz immunologiczna. Ponadto, jak wspomniano we wstepie, u
sportowcow w wielu przypadkach epizodow rozpoznawanych jako infekcje drog
oddechowych nie udaje sie zidentyfikowac patogenu odpowiedzialnego za ich powstanie, co
pozwala domniemywac, ze czesc tych epizodéw wynika z zaostrzenia stanu zapalnego drog
oddechowych i nie ma zwigzku z zakazeniem. Przytoczone powyzej fakty staty sie inspiracja
do przeprowadzenia badan oceniajacych wptyw wysitku fizycznego na wybrane parametry
nieswoistej odpowiedzi immunologicznej u sportowcéw wyczynowych, z uwzglednieniem
mozliwego wptywu warunkow atmosferycznych. Oceniano nastepujace parametry
odpowiedzi nieswoiste;j:
e cytokiny o silnym dziataniu prozapalnym: TNF-q, interleukina (IL-)6, IL-1B
e |L-10ilL-1ra (antagoniste receptora interleukiny 1) jako zwigzki o dziataniu
przeciwzapalnym, w odniesieniu do ktorych zaobserwowano zmniejszenie stezen
osoczowych w zwigzku z wysitkiem fizycznym u osob predysponowanych do czestych
infekcji drog oddechowych.
e Rozpuszczalng forme receptora bakteryjnego lipopolisacharydu (sCD14) jako markera
aktywacji monocytow.
e Zewnatrzkomoérkowe biatko szoku cieplnego (HSPA1, HSP-70) uwazane za ,sygnat
niebezpieczenstwa” (danger signal) dla mechanizmow odpornosci nieswoistej.

Wyniki tych badan zostaty zawarte w publikacji nr 4 wchodzgcej w skfad niniejszego

osiagniecia naukowego. Grupe badang stanowili tyzwiarze szybcy (n=36, mediana wieku 15
lat) uprawiajacy te dyscypline od co najmniej 3 kolejnych sezondéw. Czworo sportowcow
miato wczesniej rozpoznang astme, alergiczny niezyt nosa badz alergie pokarmowa. Grupe
kontrolna (n=22) stanowili niepalgcy studenci medycyny bez rozpoznanej astmy badz alergii.
W celu oceny wptywu warunkow atmosferycznych na parametry odpowiedzi nieswoistej
oraz nadreaktywnos¢ drog oddechowych sportowcy badani byli dwukrotnie:

1) Podczas zimowego sezonu treningowego (WTP, winter training period) —w tym
okresie sportowcy trenowali intensywnie w czesto niekorzystnych warunkach
otoczenia (odkryty tor do jazdy szybkiej na lodzie) oraz czesto uczestniczyli w
zawodach.

2) Podczas letniego sezonu treningowego (STP, summer training period) — w tym
okresie regularny trening obejmowat gtéwnie jazde na rolkach, rowniez na odkrytym
torze.

Warto zaznaczy¢, ze — mimo odmiennej charakterystyki i warunkow — catkowite
obcigzenie wysitkiem fizycznym mierzone kwestionariuszem IPAQ (International Physical
Activity Questionnaire) nie roznito sie istotnie miedzy wymienionymi powyzej okresami
treningowymi.

Prawie 80% tyzwiarzy szybkich podawato w kwestionariuszu wystepowanie objawow
powysitkowego skurczu oskrzeli (EIB). Najczesciej wystepowaty kaszel i ucisk w klatce
piersiowe]j (77.8%), dusznosc¢ (55.6%) oraz Swiszczacy oddech (48.1%). U przewazajgcej
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wiekszosci sportowcow (88.9%) objawy te pojawialy sie nieregularnie, zazwyczaj w ciggu
pierwszych 10 minut po zakonczeniu wysitku i ustepowaty w ciggu 30 minut.
Nadreaktywnos¢ drog oddechowych na bodZce nieswoiste oceniono w obu okresach
treningowych metodg wziewnej proby prowokacyjnej z metacholing u 21 sportowcow. W
okresie zimowym dodatni wynik uzyskano u 42.9%, a w okresie letnim u 19.1% sportowcow;
u 4 sportowcow prowokacja z metacholing byta dodatnia zaréwno podczas WTP, jak i STP.

U sportowcéw w czasie letniego sezonu treningowego srednie surowicze stezenia IL-1ra i
HSPA1 byty istotnie nizsze w poréwnaniu z sezonem zimowym, jak rowniez w poréwnaniu z
grupg kontrolng. W odniesieniu do IL-1ra opisane sezonowe zmiennosci stezen w surowicy
ograniczone byty do sportowcow, u ktorych nie wystepowaty czeste infekcje drog
oddechowych.

Podczas zimowego sezonu treningowego (WTP) obserwowano istotne korelacje miedzy
surowiczym stezeniem IL-1ra a temperaturg powietrza atmosferycznego, zaréwno w dniu
badania jak i ze srednig temperaturg w okresie poprzedzajacych 7 oraz 28 dni. W tym samym
okresie zanotowano takze istotne dodatnie korelacje stezenia IL-1ra w surowicy z
wilgotnoscia wzgledng powietrza oraz z obcigzeniem wysitkiem mierzonym
kwestionariuszem IPAQ.

Wyniki przedstawione w omawianej publikacji potwierdzaja, ze regularne uprawianie
intensywnego wysitku fizycznego w niekorzystnych warunkach otoczenia sprzyja
powstawaniu stanu zapalnego drég oddechowych. Swiadczy o tym wysoka czestosé
dodatnich wynikow nieswoistych wziewnych prob prowokacyjnych z metacholing w
zimowym okresie treningowym.

Ponadto, przeprowadzone badania dostarczyly nowych informacji na temat roli
parametrow atmosferycznych w rozwoju procesu zapalnego zwigzanego z wysitkiem.
Surowiczy poziom IL-1ra odzwierciedla przewlekta, dtugotrwata ekspozycje na niska
temperature otoczenia podczas jazdy szybkiej na lodzie. IL-1ra pojawia sie jako czynnik
przeciwzapalny, w odpowiedzi na rozwoj zapalenia stymulowany zarowno wysitkiem
fizycznym, jak i niekorzystnymi warunkami otoczenia. Ze wzgledu na fakt, ze stezenie IL-1ra
wzrastato wraz ze spadkiem temperatury tylko w zimowym okresie treningowym, mozna
przypuszczad, iz surowicze IL-1ra jest — przynajmniej w czesci — markerem zmian zapalnych
indukowanych przez ekspozycje na zimne powietrze. Obcigzenie wysitkiem byto podobne
zimg i latem, tak wiec niekorzystne warunki atmosferyczne, w ktérych odbywa sie trening,
mogg przyczyniac sie do rozwoju zapalenia niezaleznie od natezenia wykonywanego wysitku.
Wptyw wysitku fizycznego na stymulacje syntezy IL-1ra niezalezny jest z kolei od warunkéw
treningowych i w badanej grupie obserwowany byt zarowno w okresie letnim, jak i
zimowym, co dodatkowo potwierdza oddzielny i wyjgtkowy wptyw czynnikow
atmosferycznych na rozwéj zapalenia u 0sob intensywnie trenujgcych.

W badanej grupie sportowcéw obserwowano zwigkszone stezenia IL-1ra u 0séb
negujacych wystepowanie czestych infekcji uktadu oddechowego. Potwierdza to
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przeciwzapalne dziatanie IL-1ra w kontekscie mozliwego dobroczynnego wptywu wysitku
fizycznego na stan odpornosci oraz na podatnos¢ na infekcje drog oddechowych.

Biatko szoku cieplnego HSPA1 stanowi sygnat niebezpieczenstwa (danger signal)
aktywujacy mechanizmy odpowiedzi nieswoistej (komaorki NK, monocyty). Opisano jego
wydzielanie pod wptywem ostrych bodzcow stresowych, m.in. wysitku fizycznego.
Prezentowane badania dowodzg, ze nie tylko ostry, lecz takze powtarzalny, przewlekty
wysitek fizyczny moze indukowac synteze biatek szoku cieplnego i tym samym dodatkowo
stymulowac odpowiedZ immunologiczng. W badanej grupie szczegélnie widoczne jest to
podczas zimowego sezonu treningowego.

Podwyzszone stezenia sCD14 bez wzgleau na sezon treningowy odzwierciedlajg
przewlekty stymulacje procesu zapalnego wigzang z intensywnym wysitkiem fizycznym. Nie
obserwowano zwigzku sCD14 z deklarowang podatnoscig na infekcje oddechowe, co jest
zjawiskiem odmiennym niz opisywane przez innych autorow, ktorzy wigzali zwiekszone
stezenie sCD14 ze wzrostem podatnosci na infekcje wskutek modyfikacji odpowiedzi na
bakteryjny lipopolisacharyd. Zmiany sCD14 towarzyszgce intensywnemu wysitkowi
fizycznemu wymagaja zatem dalszych badan.

4.3.6 Wptyw wysitku fizycznego na stezenia cytokin pro- i przeciwzapalnych oraz
wybranych biatek odpowiedzi nieswoistej w gornych i dolnych drogach oddechowych

Wptyw wysitku fizycznego na obecno$é wybranych cytokin i biatek odpowiedzi nieswoistej
w drogach oddechowych byt przedmiotem badan opisanych w publikacji nr 5. Oceniano
stezenia TNF-q, IL-1ra, IL-10, HSPA1 oraz sCD14 w kondensacie powietrza wydychanego
(EBC) oraz poptuczynach nosowych. Badano zmiany stezen wymienionych biatek pod
wptywem narazenia zarowno na ostry, krotkotrwaty, jak i przewlekty intensywny wysitek
fizyczny. Badania prowadzono w trzech grupach: u sportowcéw wyczynowych (ptywakow i
tyzwiarzy szybkich), u chorych na astme nie wykonujacych regularnie wysitku sportowego
oraz u 0s6b zdrowych, réwniez niec¢wiczacych regularnie. Materiat do badania pobierano
przed i po prowokacji wysitkiem fizycznym na biezni w dwoch punktach czasowych w
okresach zwiekszonej i zmniejszonej aktywnosci treningowej, odpowiednich dla kazdej z
dyscyplin.

Wyniki badan zawartych w omawianej publikacji pokazujg, ze w dolnych drogach
oddechowych zaleznosci i proporcje miedzy stezeniami prozapalnego TNF-a i
przeciwzapalnej cytokiny IL-1ra sg podobne u sportowcow wyczynowych i u chorych na
astme, natomiast réznig sie istotnie od stezel obserwowanych u oséb zdrowych nie
uprawiajacych regularnego wysitku fizycznego.

Spoczynkowe stezenia EBC TNF-a u sportowcow w obu okresach treningowych i chorych
na astme byty istotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej. Warto podkreslic, ze tylko jeden z
badanych sportowcéw miat rozpoznang astme, natomiast 2/3 z nich odczuwato dyskomfort
oddechowy zwigzany z wysitkiem fizycznym. Moze to oznaczac, ze w drogach oddechowych
u sportowcow obecny jest proces zapalny o podobnym natezeniu jak ten wystepujacy u
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chorych na astme. Badani sportowcy uprawiali dyscypliny uwazane za sprzyjajace rozwojowi
zapalenia w drogach oddechowych, mozna wiec zatozy¢, ze obserwowany proces zapalny
jest niekorzystnym skutkiem regularnie powtarzanego intensywnego wysitku fizycznego. Na
korzys¢ takiej interpretacji przedstawionych wynikéw przemawia fakt, ze znaczacy odsetek
sportowcow odczuwato objawy sugerujgce astme indukowang wysitkiem, mimo braku
takiego rozpoznania w wywiadzie.

Spoczynkowe stezenia IL-1ra — cytokiny o dziataniu przeciwzapalnym —w EBC
sportowcow wyczynowych oraz chorych na astme byly istotnie nizsze w poréwnaniu z grupa
kontrolna. Wyniki te dodatkowo przemawiajg na korzys¢ przedstawionej powyzej hipotezy
zaktadajacej indukcje stanu zapalnego w drogach oddechowych przez regularny wysitek
fizyczny o duzej intensywnosci.

W odniesieniu do stezern TNF-a w wydzielinach nosowych nie obserwowano réznic miedzy
badanymi grupami. W przypadku IL-1ra obserwowano istotnie wyzsze stezenia u
sportowcow oraz chorych na astme w poréwnaniu z grupg kontrolna. Inni autorzy (Benson et
al. Int Arch Allergy Immunol 2004; De Kluijver et al. Clin Exp Allergy 2003) obserwowali
zmniejszone stezenia IL-1ra w poptuczynach nosowych u chorych na astme. Ze wzgledu na
nowatorski charakter badan cytokin w NLF w kontekscie stymulacji wysitkiem fizycznym,
trudno jest odniesc przedstawione wyniki do wezesniejszych obserwacji. W badanych przez
nas populacjach sportowcow i chorych na astme zwigkszone stezenie IL-1ra w wydzielinach
nosowych prawdopodobnie odzwierciedla miejscowa odpowiedz przeciwzapalna.

Wysitek fizyczny wykonywany podczas préby prowokacji na biezni nie wywotywat
istotnych zmian w stezeniach TNF-a ani IL-1ra w EBC i wydzielinach nosowych w zadnej z
badanych grup. Zwraca jednak uwage znaczna niekiedy wewnatrzgrupowa zmiennosc
wplywu wysitku na zmiane stezenia cytokin — obserwowano zaréwno kilku- kilkunastokrotny
wzrost, jak i spadek stezenia poszczegdlnych biatek pod wptywem prowokacji wysitkiem
fizycznym. Najmniejszg zmienno$¢ miedzyosobniczg w omawianym kontekscie
obserwowano w odniesieniu do stezern TNF-a w EBC, niezaleznie od badanej grupy.

Obserwowano istotne statystycznie dodatnie korelacje spoczynkowego stezenia TNF-a w
EBC i procentowego spadku FEV1 podczas proby prowokacji wysitkiem fizycznym w grupie
sportowcow (R=0.74, p<0.01) oraz u chorych na astme (R=0.64, p<0.05). Wskazuje to, ze
stezenia TNF-a w EBC odzwierciedlaja toczacy si¢ miejscowo proces zapalny zwigzany z
nadreaktywnoscig drog oddechowych. Ze zjawiskiem tym mamy do czynienia zaréwno u
chorych na astme, jak i u uprawiajgcych regularnie intensywny wysitek fizyczny, szczegolnie
w niekorzystnych warunkach otoczenia. Jak wspomniano wyzej, stezenia TNF-a w EBC w
niewielkim stopniu podlegaja modyfikacji pod wptywem wysitku fizycznego. Obserwacja ta
rowniez potwierdza, ze TNF-a jest stabilnyr, lokalnym markerem procesu zapalnego
dolnych drég oddechowych.

W omawianej pracy wykazano po raz pierwszy obecnos¢ HSPA1 i sCD14 w EBC oraz
obecno$é HSPA1 w wydzielinach nosowych, a takze potwierdzono obecnos¢ sCD14 w
wydzielinach nosowych. W odniesieniu do steze HSPA1, sCD14 oraz IL-10 w EBC i
wydzielinach nosowych nie zaobserwowano roéznic ani zaleznosci miedzy grupami. Analiza i

15



Autoreferat w jezyku polskim

porownanie stezen HSPA1 i sCD14 w dolnych drogach oddechowych w poszczegdlnych
grupach wskazuje, ze obecnosc tych biatek w EBC nie ma zwigzku z ostrym badz przewlektym
stanem zapalnym. Nie obserwowano wptywu przewlekfego zapalenia ani stymulacji
wysitkiem na stezenie biatka HSPA1 w gornych drogach oddechowych.

Najistotniejszy wniosek wynikajacy z wynikow zawartych w omawianej publikacji dotyczy
podobnego charakteru zaburzen rownowagi miedzy prozapalnym TNF-a a przeciwzapalnym
IL-1ra w dolnych drogach oddechowych zarowno u chorych na astme, jak i u sportowcow
wyczynowych. Praca zawiera takze nowe dane dotyczgce miejscowej obecnosci wybranych
biatek odpowiedzi nieswoistej w gornych i dolnych drogach oddechowych oraz wptywu
wysitku fizycznego na ich stezenia.

4.3.7 Podsumowanie

W publikacjach bedgcych podstawg do sformutowania wniosku o nadanie stopnia doktora
habilitowanego przedstawitem wyniki badan nad zjawiskami zwigzanymi z wystepowaniem
objawow astmy i alergii u sportowcow wyczynowych, jak rowniez z wptywem wysitku
fizycznego na proces zapalny w drogach oddechowych. Wyniki te pozwolity mi na
sformutowanie nastepujacych wnioskow:

1) Rzeczywista czestos¢ wystepowania objawow astmy i alergii u sportowcow
wyczynowych znacznie przewyzsza czestos¢ rozpoznan tych choréb. Wykazane
niedodiagnozowanie astmy i alergii w tej populacji moze wptywac na osiggane wyniki
sportowe oraz znaczgco uposledzac jakos¢ zycia.

2) W populacji sportowcow wyczynowych osoby, ktore czesciej zapadajg na infekcje
uktadu oddechowego majg zmniejszone surowicze stezenie immunomodulacyjnego
biatka CC16.

3) Obecnosc cech atopii jest czynnikiem modyfikujagcym odpowiedz immunologiczna na
wirusowe patogeny oddechowe.

4) Surowicze stezenie antagonisty receptora interleukiny 1 (IL-1ra) — cytokiny o
dziataniu przeciwzapalnym - jest potencjalnym, posrednim wskaZznikiem zapalenia
rozwijajacego sie wskutek przewlektej, dtugotrwatej ekspozycji na niekorzystne
warunki atmosferyczne podczas treningu sportowego.

5) Niekorzystne warunki atmosferyczne, w ktérych odbywa sie trening sportowy,
przyczyniajg sie do rozwoju zapalenia niezaleznie od natezenia wykonywanego
wysitku.

6) U sportowcéw wyczynowych rzadziej zapadajgcych na infekcje uktadu oddechowego
protekcyjne dziatanie wysitku fizycznego w tym zakresie moze by¢ zwigzane
z modyfikacjg wydzielania IL-1ra.

7) W dolnych drogach oddechowych u sportowcow toczy sie przewlekty proces zapalny,
ktorego wyktadnikiem jest zwiekszone stezenie prozapalnego TNF-a i zmniejszone
stezenie przeciwzapalnego IL-1ra w kondensacie powietrza wydychanego. Zaburzenie
rownowagi stezen cytokin pro- i przeciwzapalnych w dolnych drogach oddechowych
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u sportowcow jest podobne do dysproporcji obserwowanych u chorych na astme,
natomiast rézni sie istotnie od obserwowanych u 0séb zdrowych nie uprawiajgcych
regularnego wysitku fizycznego.

5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).
5.1 Tematyka badan przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych

Szeroko pojeta tematyka alergologii i immunologii klinicznej zainteresowatem sie na lll
roku studiéow medycznych. W latach 1996-1999 miatem indywidualny tok studidw w Klinice
Pneumonologii i Alergologii Akademii Medycznej w todzi, a moim opiekunem naukowym byt
prof. dr hab. Piotr Kuna. Efektem studiow indywidualnych w wymienionej Klinice byty 2
publikacje pogladowe dotyczace zespotu przewlektego zmeczenia (1997) oraz szczepionek
DNA iich potencjalnego wykorzystania w immunoterapii chordb alergicznych (1999). Po
uzyskaniu dyplomu lekarza rozpoczatem studia doktoranckie w Klinice Pneumonologii i
Alergologii Akademii Medycznej w todzi. W roku 2004 obronitem prace doktorska pt.
,'Farmakoprofilaktyka objawoéw sezonowego alergicznego niezytu nosa z zastosowaniem
leku antyleukotrienowego i wybranych lekow przeciwhistaminowych", ktérej promotorem
byt prof. dr hab. Pawet Gérski. Gtowny wniosek wyptywajacy z mojej pracy doktorskiej
dotyczyt wysokiej skutecznosci potagczenia montelukastu i cetyryzyny (w poréwnaniu z
placebo oraz z kazdym lekdw zastosowanych osobno) w 6-tygodniowej przedsezonowej
farmakoprofilaktyce objawéw sezonowego alergicznego niezytu nosa u chorych uczulonych
na alergeny pytku traw. Wyniki pracy doktorskiej zostaty opublikowane jako artykut
oryginalny w ,Allergy” (2004; 59: 280-8).

W okresie XIl 2002 — X1 2003 przebywatem na stypendium European Respiratory Society
(ERS) w laboratorium kierowanym przez prof. prof. lana M. Adcocka i Petera Barnesa w
Imperial College w Londynie. Pobyt ten pozwolit mi nauczyc sie technik hodowli
komorkowych oraz metod biologii molekularnej. Umiejetnosci te wykorzystatem w
poziniejszej dziatalnosci naukowe].

5.2 Tematyka badan po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych

Rozprawe doktorskg obronitem w pazdzierniku 2004 roku, a 1 listopada zaczagtem prace w
Klinice Immunologii, Reumatologii i Alergii Uniwersytetu Medycznego w todzi, poczatkowo
na stanowisku asystenta, nastepnie — od grudnia 2008 roku — adiunkta. W poczatkowym
okresie pracy zaangazowany bytem w rozwijanie dziatalnosci Pracowni Immunologii
Molekularnej istniejacej w strukturach Kliniki. Plonem mojej aktywnosci naukowej w ramach
wspomnianej pracowni byt udziat w powstaniu nastepujacych publikacji:

e Kowalski ML, Borowiec M, Kurowski M, Pawliczak R. Alternative splicing of
cyclooxygenase-1 gene: altered expression in leucocytes from patients with bronchial
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asthma and association with aspirin-induced 15-HETE release. Allergy 2007; 62: 628-
34. (IF 5.014 MNiSW 24 )

Zjawisko alternatywnego sktadania (splicingu) komorkowego pre-mRNA pozwala na
powstanie réznych mRNA z jednego genu i jest jednym z mechanizmdw regulujacych
ekspresje oraz potencjalnie modyfikujacym biologiczne wiasciwosci biatka kodowanego
przez dany gen. Zjawisko to pisano takze w odniesieniu do genu cyklooksygenazy 1 (COX-1) -
enzymu odgrywajgcego istotng role w patogenezie objawodw astmy z nadwrazliwoscia na
niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ). Celem powyzszej pracy byto zbadanie obecnosci
alternatywnego splicingu mRNA dla COX-1 w leukocytach krwi obwodowej chorych na astme
oraz 0sob zdrowych. W analizie wynikow badan molekularnych uwzgledniono wiele
aspektdw charakterystyki klinicznej chorych, witgczajac w to nadwrazliwos¢ na NLPZ.
Obecnos¢ alternatywnego splicingu COX-1 analizowano takze w odniesieniu do indukowanej
przez aspiryne produkcji kwasu 15-hydroksyeikozotetraenowego (15-HETE) przez leukocyty,
ktore to zjawisko opisane zostato jako charakterystyczne dla populacji chorych na tzw. astme
aspirynowa. Nasze badania wykazaty istotnie wiekszg ekspresje alternatywnego transkryptu
COX-1 w catej populacji chorych na astme bez istotnych roznic miedzy chorymi z
nadwrazliwoscig i bez nadwrazliwosci na NLPZ. Wykazano takze, ze obecnos¢
alternatywnego mRNA COX-1 u osob nadwrazliwych na NLPZ wigze sie ze zwiekszong
syntezg i uwalnianiem 15-HETE, co sugeruje udziat alternatywnych produktéw genu COX-1 w
patogenezie astmy z nadwrazliwoscig na NLPZ.

e Kowalski ML, Wolska A, Grzegorczyk J, Hilt J, Jarzebska M, Drobniewski M, Synder M,
Kurowski M. Increased responsiveness to toll-like receptor 4 stimulation in
peripheral blood mononuclear cells from patients with recent onset rheumatoid
arthritis. Mediators of Inflammation, vol. 2008, Article ID 132732, 7 pages, 2008.
doi:10.1155/2008/132732 (IF 1.395 MNiSW 10)

Przekazywanie sygnatu przez receptory Toll-podobne (TLR) przyczynia sie do pobudzenia
mechanizmow procesu zapalnego w przebiegu réznych stanéw patologicznych. Nie inaczej
jest w przypadku zlokalizowanego w btonie maziowej zapalenia w przebiegu
reumatoidalnego zapalenia stawow. Celem powyzszej pracy byta wiec ocena efektéw
stymulacji TLR2 i TLR4 na synteze mediatoréw zapalenia przez komorki jednojgdrowe krwi
obwodowej (PBMC) chorych na RZS, pacjentdw ze zmianami zwyrodnieniowymi stawow oraz
od 0s6b zdrowych. U chorych na RZS stwierdzono zauwazalny, kilkudziesieciokrotny wzrost
syntezy cytokin prozapalnych (IL-6 i TNF-a) pod wptywem stymulacji lipopolisacharydem
(LPS) tj. agonistg TLR4. W pozostatych grupach obserwowano znacznie nizszy, najwyzej 8-
krotny wzrost produkcji ww. cytokin. Wykazano takze, ze ekspresja TLR2 i TLR4
modyfikowana jest w odmienny sposéb u osob chorujacych i nie chorujgcych na RZS.
Ekspresja mRNA TLR4 w komorkach niestymulowanych oraz stymulowanych LPS badz
cytokinami prozapalnymi byta podobna u chorych na RZS i chorobe zwyrodnieniowa,
natomiast znacznie nizsza w porownaniu do ekspresji u oséb zdrowych. Ekspresja mRNA
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TLR2 po stymulacji LPS byta istotnie (kilkanascie razy) wieksza jedynie u 0oséb zdrowych,
podczas gdy ten sam bodziec wywotywat istotne zmniejszenie ekspresji mRNA TLR4 u
pacjentow z chorobg zwyrodnieniowg. Stymulowanie PBMC mieszaning cytokin
prozapalnych powodowato zmniejszenie ekspresji mRNA zarowno TLR2, jak i TLR4 we
wszystkich grupach, chociaz istotnosc statystyczng obserwowano u chorych na osteoartroze
(w odniesieniu do TLR2 i TLR4) oraz w odniesieniu do TLR4 w grupie kontrolnej.
Podsumowujac, wykazano, ze PBMC od chorych ze swiezo rozpoznanym RZS wykazuja
wysoka reaktywnos$¢ na stymulacje lipopolisacharydem bakteryjnym, a ekspresja receptoréw
toll-podobnych jest rézna u zdrowych i u chorych na zapalne choroby stawdw.

e Kurowski M, Majkowska-Wojciechowska B, Wardzyriska A, Kowalski ML. Associations
of allergic sensitization and clinical phenotypes with innate immune response genes
polymorphisms are modified by house dust mite allergen exposure. Arch Med Sci
2011; 7: 1029-1036 (IF 1.214 MNiSW 25)

Inspiracja do podjecia badan bedacych tematem tej pracy byty liczne doniesienia na temat
zwigzku predyspozycji do rozwoju astmy i alergii z obecnoscig polimorfizmoéw pojedynczych
nukleotydow (SNP) w genach kodujacych biatka biorgce udziat w nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej. W dotychczasowych badaniach oceniano zwigzek SNP z cechami
klinicznymi choréb bez uwzglednienia stopnia ekspozycji na alergen. Celem pracy byta wiec
ocena zwigzku wystepowania wybranych SNP w genach kodujacych czasteczki CD14
(receptor lipopolisacharydu bakterii Gram-ujemnych) oraz TLR4 i TLRY (receptor Toll-
podobny typu 4 i 9) z fenotypowymi cechami alergii atopowej w kontekscie ekspozycji na
alergeny roztoczy kurzu domowego (HDM). Pod uwage brano nastepujgce SNP: C-159T i G-
1359T w genie CD14, AB96G w genie TLR4 oraz G2848A w genie TLR9. Badanie
przeprowadzono u 326 dzieci w wieku 12-16 lat mieszkajacych na obszarach miejskich (m.
todz, n=168) badz typowo wiejskich (powiaty wieluriski i skierniewicki, n=158). Alergiczny
niezyt nosa, astma oraz atopia wystepowaly czesciej u dzieci miejskich. Chociaz stezenia
alergenow roztoczy byty wigksze w gospodarstwach domowych na terenach wiejskich, to
czestosc uczulen na alergeny HDM (mierzona obecnoscia IgE swoistych dla alergenu
gtownego Der p 1) byta wieksza u dzieci miejskich. W catej grupie 326 dzieci nie stwierdzono
zwigzku miedzy stopniem ekspozycji na HDM a sensytyzacjg. U dzieci z genotypami CD14/—
159CC, CD14/-159TT and TLR9/2848GA wieksza ekspozycja na alergeny HDM wigzata sie z
rzadszym wystepowaniem alergicznego niezytu nosa. Obserwowano statystycznie istotne
zwigzki miedzy zwiekszonym narazeniem na alergeny HDM a mniejsza czestoscig atopii u
0s0b z wariantami CD14/-159CC, CD14/-1359GT, TLR4/896AA oraz TLR9/2848GA. U dzieci z
genotypami CD14/-159CC oraz CD14/-1359GG obserwowano natomiast istotne dodatnie
korelacje miedzy stezeniami alergenu roztoczy w gospodarstwie domowym a stezeniami
swoistych IgE dla tego alergenu (R = 0.66; p = 0.005 dla CD14/-159CCi R =0.57; p = 0.003 dla
CD14/-1359GG). Przeciwny efekt obserwowano w odniesieniu do wariantu 896AG
polimorfizmu w obrebie genu dla TLR4: osoby z tym genotypem narazone na najwyisze
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stezenia alergenu Der p 1 (>2ug/g kurzu) w domu byty uczulone na roztocze istotnie rzadziej
niz narazeni na mniejsze stezenia alergenu.

Podsumowujac, powstanie swoistego uczulenia na alergeny jak rowniez objawow chorob
alergicznych moze by¢ zwigzane z obecnoscig okreslonych polimorfizmoéw w obrebie genow
kodujgcych biatka odpowiedzi nieswoistej oraz podlega¢ modyfikacji w zaleznosci od stopnia
ekspozycji na alergen.

e Lewandowska-Polak A, Brauncajs M, Paradowska E, Jarzebska M, Kurowski M,
Moskwa S, Lesnikowski ZJ, Kowalski ML. Human parainfluenza virus type 3 (HPIV3)
induces production of IFNy and RANTES in human nasal epithelial cells (HNECs). J
Inflamm (Lond) 2015 Feb 21;12:16. doi: 10.1186/s12950-015-0054-7. (IF 1.975
MNiSW 20)

Infekcje wirusowe moga stanowic¢ wazny czynnik wywotujacy zaostrzenia astmy i innych
choréb obturacyjnych dréog oddechowych. W odniesieniu do zaostrzen astmy istotnym
patogenem jest wirus paragrypy typu 3 (PIV3). Pod wptywem infekcji wirusowej w nabtonku
drég oddechowych dochodzi do aktywacji mechanizmow nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej, w tym do zwiekszonego uwalniania cytokin prozapalnych. Jak dotad,
wptyw infekcji PIV3 na nabtonek gérnych drég oddechowych nie zostat dokfadnie opisany. W
zwiazku z tym, celem omawianej pracy byta ocena wptywu zakazenia wirusem PIV3 na
synteze i uwalnianie interferonu (IFN-) y oraz cytokin prozapalnych przez komorki nabtonka
gornych drég oddechowych (HNECs human nasal epithelial cells) linii RPMI 2650. Pod
wptywem zakazenia PIV3 w HNECs zaobserwowano istotny wzrost ekspresji mRNA IFN-y po
24 godzinach. W supernatantach hodowli komérkowych obserwowano istotny wzrost
wydzielania IFN-y po 24 i 48 godzinach od zakazenia wirusem. PIV3 indukowat takze istotny
wzrost ekspresji mRNA oraz syntezy biatka prozapalnej cytokiny RANTES (CCL5) po 72
godzinach od zakazenia. W odniesieniu do pozostatych analizowanych cytokin: TNF-a, IL-10,
TSLP, IL-8, GM-CSF oraz eotaksyny nie obserwowano wptywu zakazenia wirusem PIV3 na
synteze i uwalnianie przez HNECs.

W powyzszej pracy wykazano po raz pierwszy, ze komorki nabtonka gornych drog
oddechowych wydzielajg IFN-y pod wptywem stymulacji wirusem paragrypy. Efekt ten byt
proporcjonalny do ilosci wirusa a jego szczytowe natezenia obserwowano 24 godziny po
zakazeniu. Wydzielanie IFN-y przez komorki nabfonka oddechowego w nastepstwie infekcji
wirusowej stanowi¢ moze istotny mechanizm obronny ograniczajacy destrukcyjny efekt
rozwijajgcego sie zapalenia w odniesieniu ¢o otaczajgcych tkanek.

Wzmozone wydzielanie RANTES po zakazeniu wirusem obserwowano takze w innych
modelach badawczych. Zjawisko to moze przyczyniac sie do powstawania indukowanych
infekcjg wirusowa zaostrzen przewlektych choréb obturacyjnych uktadu oddechowego.

Opisane zjawiska wymagajg dalszych badan na komaorkach z hodowli pierwotnych
pobranych od pacjentow z réznymi schorzeniami drég oddechowych.
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Od roku 2008 zaangazowany bytem w realizacje miedzynarodowego projektu GAZLEN
(Global Allergy and Asthma European Network) — sieci doskonatosci w ramach 5. Programu
Ramowego UE. Bytem wspotwykonawcg badania A2POLO (Alergia i Astma wsrod POLskich
Olimpijczykéw) w ramach pakietu zadaniowego 2.8 , Allergy, Asthma and Sports” — wyniki
badania stanowig podstawe publikacji nr 1 wchodzacej w sktad niniejszego wniosku. Polscy

olimpijczycy uczestniczacy w Igrzyskach w Pekinie byli takze jedng z grup, u ktorych oceniano
podatnosc na infekcje, stezenie biatka CC16 oraz odpowiedZ immunologiczna przeciw

patogenom oddechowym (publikacja nr 3). Zagadnienia zwigzane z wystepowaniem astmy i
alergii u sportowcow oraz z wptywem wysitku na odpowiedz immunologiczng byty tez
gtownym tematem projektu naukowego ,,Rola odpornosci nieswoistej i czynnikow
infekcyjnych w patogenezie astmy powysitkowej i zapalenia w drogach oddechowych u
sportowcdw wyczynowych”, ktéry uzyskat finansowanie MNiSW w ramach grantu nr
5981/B/P01/2011/40 realizowanego w latach 2011-2015. Wyniki uzyskane podczas badan
prowadzonych w ramach tego projektu stanowig czes¢ przedktadanego osiggniecia
naukowego (publikacje 4 i 5).

W ramach projektu GA?LEN bytem takze zaangazowany w badanie majace na celu
ocene roznych technik pozyskiwania materiatu biologicznego z nabtonka nosa dla oceny
zakazen wirusowych gérnych drog oddechowych. Poréwnywano ptukanie, szczotkowanie,
wymaz oraz aspiracje (zasysanie). Wykazano, ze poprzez ptukanie jamy nosowej mozna
uzyskac dobrej jakosci materiat umozliwiajacy wykrycie wirusa przy stosunkowo niewielkim
dyskomforcie dla pacjenta. Wyniki zostaty opublikowane jako artykut oryginalny: Irini S.
Spyridaki, loannis Christodoulou, Lieke de Beer, Vegard Hovland, Marcin Kurowski , Agnieszka

Olszewska-Zigber, Kai-Hakon Carlsen, Karin Lodrup-Carlsen, Cornelis M. van Drunen, Marek
L. Kowalski, Richard Molenkamp, Nikolaos G. Papadopoulos. Comparison of four nasal
sampling methods for the detection of viral pathogens by RT-PCR—A GAZ2LEN project. J Virol
Methods 2009; 156: 102—-106. Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na ttumaczeniu i
przystosowaniu kwestionariusza do wykorzystania w badaniu polskich pacjentow oraz na
zebraniu danych kwestionariuszowych.

W latach 2013-2016 bytem zaangazowany w projekt Centrum Badan nad Zdrowym
Starzeniem (Healthy Aging Research Center — HARC) finansowany przez Unie Europejska.
Bytem kierownikiem zadania (Task Leader) w ramach pakietu zadaniowego “Virtual Research
Laboratory and Biobank — increasing the research potential by improving infrastructure (V-
Lab)”. Moja rola w tym projekcie polegata na udziale w organizacji Biobanku na terenie
Miedzywydziatowe]j Katedry Immunologii Klinicznej i Mikrobiologii UM w todzi. Dziatajacy w
strukturach Katedry Biobank umozliwia obecnie przechowywanie ok. 10 000 prébek
materiatu biologicznego w ciektym azocie oraz okoto 40 000 probek w temperaturze -80C.

W tym samym okresie Klinika Immunologii, Reumatologii i Alergii brata udziat w
dotyczacym alergii pokarmowej projekcie iFAAM (Integrated Approaches to Food Allergen
and Allergy Management) finansowanym w ramach 7. Programu Ramowego Unii
Europejskiej. W wymieniony projekt bytem zaangazowany w latach 2015-2016 jako
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wspotwykonawca w ramach pakietu zadaniowego WP1 ,Early life nutrition and allergy in a
EuroPrevall birth cohort”. Sposréd ponad 1500 dzieci wigczonych do tédzkiej kohorty
urodzeniowej w latach 2005-2006 ponownie — po 10 latach — przebadano 868, z czego 408
przybyto na wizyty kliniczne celem oceny sensytyzacji i ewentualnej kwalifikacji do
podwajnie slepej proby prowokacji pokarmowej. W opisywanym projekcie bytem jednym z
lekarzy przeprowadzajgcych wizyty kliniczne oraz nadzorujacych kwalifikacje i
przeprowadzanie prob prowokacyjnych. Wieloosrodkowe publikacje podsumowujace
projekt sg obecnie w przygotowaniu.

5.3 Podsumowanie
Moj dorobek naukowy obejmuje:
e 12 prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej o taczne;j
punktacji IF 29,580 (MNiSW 277),
e 2 prace oryginalne w czasopismach spoza w/w listy o tacznej punktacji 11 pkt.
MNiSW,
e 2 prace poglagdowe opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej o facznej
punktacji IF 13,696 (MNiSW 85);
» 10 prac pogladowych w czasopismach spoza w/w listy — 27 pkt. MNiSW,
e 8 rozdziatow w monografiach badz podrecznikach
e 2 publikacje w suplementach/wydaniach specjalnych czasopism

taczny Impact Factor moich publikacji wynosi 43,276 a taczna punktacja MNiSW 400 .
Prace oryginalne, ktérych jestem pierwszym badz ostatnim autorem majg taczng wartosc
IF=14,887 i 162 pkt. MNiSW. Moje prace cytowane byty (wytaczajac autocytowania) 256 razy
wg bazy SCOPUS, 155 razy wg bazy Web of Science oraz 119 razy wg bazy Web of Science
Core Collection (dane na 22.09.2017). M¢j indeks Hirscha wynosi 7 (wg SCOPUS), 6 (wg Web
of Science) oraz 5 (wg Web of Science Core Collection).

Wyniki badan przedstawiam od kilkunastu lat na krajowych i miedzynarodowych
zjazdach i konferencjach, przede wszystkim European Academy of Allergy and Clinical
Immunology (EAACI), European Respiratory Society (ERS) oraz Polskiego Towarzystwa
Alergologicznego (PTA).

Od roku 2015 rokrocznie jestem cztonkiem komitetéw naukowych (Scientifc Program
Committee) kolejnych zjazdow European Academy of Allergy and Clinical Immunology
(EAACI).

Od wielu lat jestem tez zaangazowany w dziatalnos$¢ organizacyjng EAACI i PTA.

W strukturach EAACI dziatatem w Sekcji Mtodych (2005-2009), bytem sekretarzem (2011-
2015) oraz przewodniczacym (2015-2017) Grupy Zainteresowan ,Allergy, Asthma and
Sports”. Od czerwca 2017 jestem cztonkiem zarzadu (Board Member) Sekcji Astmy.

W ramach PTA bytem przewodniczacym Sekcji Mtodych Alergologéw (2005-2009), a od
czerwca 2011 jestem sekretarzem grupy zainteresowan ,Alergia, Astma i Sport”.




