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1. Zyciorys naukowy

1.1. Zatrudnienie

Od 2001 adiunkt w Katedrze Biochemii Ogélnej Uniwersytetu t.odzkiego
2000-2001 asystent w Katedrze Biochemii Ogélnej Uniwersytetu t.6dzkiego

1.2. Wyksztatcenie

2001 stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii

1996 tytut magistra biologii w zakresie biologii molekularne;

1.3. Zyciorys

W roku 1996 uzyskatam tytut magistra biologii w zakresie biologii molekularne;j,
na podstawie pracy magisterskiej ,Wptyw lipopolisacharydu Proteus mirabilis na
ptytki krwi swini” wykonanej w Katedrze Biochemii Ogdinej na Wydziale Biologii
i Nauk o Ziemi Uniwersytetu todzkiego, pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary

Wachowicz.

Bezposrednio po ukonczeniu studiéw magisterskich, w 1996 r. rozpoczetam
studia doktoranckie, jako stuchaczka Studium Doktoranckiego Biochemiczno-

Biofizycznego przy Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu t.6dzkiego.

W trakcie trwania studiéw doktoranckich, w pazdzierniku 2000 r. zostatam
zatrudniona na stanowisku asystenta w Katedrze Biochemii Ogoélnej Uniwersytetu

tédzkiego.

W kwietniu 2001 r. uzyskatam stopien doktora nauk przyrodniczych nadany
uchwatg Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu tédzkiego, na
podstawie rozprawy na temat ,Zmiany aktywnos$ci biologicznej ptytek krwi wywotane
dziataniem lipopolisacharydéw Proteus mirabilis”, ktérej promotorem byta

prof. dr hab. Barbara \Wachowicz.

W pazdzierniku 2001 r. zostatam mianowana na stanowisko adiunkta

w Katedrze Biochemii Ogélnej Uniwersytetu £ édzkiego.



2. Osiagniecia naukowe

2.1. Dorobek naukowy

Moj catkowity dorobek naukowy obejmuje:

e 50 recenzowanych prac naukowych
IF 58,36 (zgodnie z rokiem ich opublikowania)
pkt. MNiSW2011 842
Indeks cytowan wedtug danych Web of Science — 246
(bez autocytowan 203)
(indeks h—9)

e 41 doniesien konferencyjnych

Na dorobek ten skiada sie:

37 prac eksperymentalnych z tego 36 w jezyku angielskim w czasopismach
znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR) (sumaryczny IF
wynosi 57,40; MNiSWyy4 742)

12 prac przeglagdowych (sumaryczny IF 0,96; pkt. MNiSW3,11 100)

1 rozdziat ksigzkowy w jezyku angielskim (Kotodziejczyk-Czepas J, Tsirigotis-
Wotoszczak M, Saluk J, Pawlaczyk |, Bijak M, Wachowicz B, Gancarz R.
Agrimonia — antioxidative effects and perspectives for medicinal application.
Serial Publication Recent Progress in Medicinal Plants 2012; Vol. 34(2): 21-33

41 drukowanych doniesien na kongresach, zjazdach oraz sympozjach
miedzynarodowych i krajowych:

= 21 doniesien miedzynarodowych

= 20 doniesien na konferencjach krajowych

Ustny referat "Response of blood platelets to bacterial lipopolysaccharide”
wygtoszony podczas XXlst Platelet Meeting odbywajgcego sie w Lutherstadt
Wittenberg w Niemczech w 2006 r.

Przed otrzymaniem stopnia naukowego doktora zostato opublikowanych 5 prac
(IF 2,67; pkt. MNiSWyp1¢ 52).

Na okres po uzyskaniu stopnia doktora przypada:

33 artykuty doswiadczalne (taczny IF 54,73; pkt. MNiSW3q11 690)
11 artykutéw przegladowych (fgczny IF 0,96; pkt. MNiSW2y44 100)
1 rozdziat w ksigzce w jezyku angielskim
28 drukowanych komunikatéw zjazdowych

= 16 doniesien miedzynarodowych

= 12 doniesien na konferencjach krajowych
Referat Ustny



2.2. Stypendia oraz nagrody i wyroznienia za osiggniecia naukowe
W roku 2010 zostatam laureatkg konkursu na stypendia L’'Oréal Polska dla

Kobiet i Nauki przyznawane przy wsparciu Polskiego Komitetu ds. UNESCO, za

wybitny dorobek naukowy Polkom-Naukowcom biorgcym udziat w badaniach

naukowych o charakterze aplikacyjnym w obszarze nauk biologiczno-medycznych,
ktére sg w koncowym etapie realizacji pracy habilitacyjnej.

e Roczne stypendium habilitacyjne ,L’Oréal Polska dla Kobiet i Nauki” dla badaczek
konczacych prace habilitacyjng — 2010 .

e W latach 2008-2010 otrzymywatam stypendium habilitacyjne Ut.

Za cykle publikacji, ktérych jestem wspoétautorkg otrzymatam nagrody zespotowe:

e Nagroda Zespotowa Rektora UL, stopnia pierwszego — 2009 r. za wspétautorstwo
w cyklu publikacji pt. "Biochemiczne zmiany w ukfadzie krgzenia wywotane
stresem oksydacyjnym".

e Nagroda Zespotowa Rektora Ut, stopnia pierwszego, za cykl publikacji — 2004 r.

e Nagroda Zespotowa Ministra Edukacji Narodowej i Sportu za cykl publikacji —
2002 r. za wspotautorstwo w cyklu prac dotyczacych badan stresu i zmian funkcji
ptytek krwi w stanach nowotworowych chemioterapii i pod wptywem wybranych

sktadnikow diety.

2.3. Udziat w realizacji miedzynarodowych projektéw badawczych
Od roku 2007 uczestnicze w pracach badawczych w ramach projektu

WROVASC- Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo-Naczyniowej we \Wroctawiu.

Projekt Kluczowy PO IG, (2007-2013), w ramach Priorytetu 1., Dziatania 1.1 PO IG,

Poddziatania 1.1.2.; zadanie nr 17 w projekcie, zatytutowane: ,Antykoagulanty

pochodzenia roslinnego z perspektywa wykorzystania w profilaktyce i leczeniu

zakrzepic. Przeciwagregacyjne witasciwosci preparatow roslinnych. Badania nad
oddziatywaniem z receptorami bton ptytek krwi”.

e Od czerwca 2011 r. jestem gtdwnym wykonawcg w podzadaniu 17.H: ,Ocena
wiasciwosci antyoksydacyjnych preparatéw roslinnych wobec ptytek krwi od
dawcéw z powiktaniami sercowo-naczyniowymi”.

e Od listopada 2011 r. kieruje podzadaniem 17.G: ,Badania wobec ptytek krwi
ludzkiej w celu oceny potencjalnych wifasciwosci przeciwptytkowych i lub

antyagregacyjnych preparatéw roslinnych oraz ich frakcji”.



2.4. Udziat w konferencjach naukowych

Udziat w organizowaniu konferencji naukowych:

= w roku 2009 podczas organizacji 44 Zjazdu PTBioch w todzi (sesja
,Biochemia hemostazy”)

= w roku 2005 w przygotowaniu IX Konferencji Biologii Komorki w todzi (sesja
,Ptytki krwi i hemostaza”)

Uczestnictwo w:
= 11 konferencjach migdzynarodowych (14 doniesien posterowych)
= 22 konferencjach krajowych (27 doniesien posterowych)

Wyktad ,Response of blood platelets to bacterial lipopolysaccharide” XXlst
Platelet Meeting, Niemcy, 2006 r.

2.5. Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

Od roku 2010 cztonek Polskiego Towarzystwa Biologii Komorki

Od roku 2008 cztonek Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

2.6. Recenzowane publikacje

World Journal of Biological Psychiatry 2007 (IF 1,691)
= |Isoprostanes as indicators of lipid peroxidation in schizophrenia
= The changes of aggregability of blood platelets in schizophrenia

Platelets 2010 (IF 2,117)

= Comparative properties of commercial polyphenol-rich extract from berries of
Aronia melanocarpa and seeds of grape on activities of different antioxidative
enzymes in human blood platelets

= The nitrative and oxidative stress in blood platelets isolated from breast cancer
patients; the protectory action of aronia melanocarpa extract

= Homocysteine and its thiolactone may promote apoptotic events in blood
platelets in vitro

= Response of blood platelets to resveratrol during model of
hyperhomocysteinemia

= The extract from hop cones (Humulus lupulus) as a modulator of oxidative
stress in blood platelets

Platelets 2009 (IF 2,272)
= Effects of garcinol and guttiferone K isolated from Garcinia cambogia on
oxidative/nitrative modifications in blood platelets and plasma
= Effects of polyphenol-rich extract from berries of Aronia melanocarpa on the
markers of oxidative stress and blood platelet activation




3.0siagniecia dydaktyczne

3.1. Promotorstwo prac

Informacja na temat promotora pomocniczego
Nie petnitam funkcji promotora pomocniczego w przewodach doktorskich

Kierowanie 5 obronionymi pracami licencjackimi i jedng biezgca, prowadzonymi na
Kierunku Biotechnologia Ut

o 2011/2012 ,Metody pozyskiwania aktywnych biologicznie sktadnikéw
najpopularniejszych odzywek dla sportowcéw. Ich budowa, wiasciwosci, szlaki
biochemiczne, w ktére ingerujg. Badania kliniczne potwierdzajgce ich
skutecznosc”. (“Methods of obtaining biologically active components of the most
popular sport supplements. Their structure, properties, and biochemical pathways
in which they interfere. Clinical studies confirming their effectiveness”)

e 2010/2011 ,Metody biotechnologiczne uzyteczne w kreowaniu zmienno$ci
genetycznej roslin uprawnych” (“Biotechnological methods useful in creation of
genetic variability of crops”)

e 2009/2010 ,Lipopolisacharyd bakteryjny - immunostymulacja a cytotoksyczno$¢”
(“Bacterial lipopolysaccharide - immunostimulation and cytotoxicity”)

e 2009/2010 ,Probiotyki i prebiotyki jako naturalne immunomodulatory” (“Probiotics
and prebiotics as natural immunomodulators”)

e 2008/2009 ,Ekstrakty roslinne zrédtem biofarmaceutykéw i nutraceutykéw” (“The
extracts from plants as a source of biopharmaceutics and nutriceutics”)

e 2008/2009 ,Wiasciwosci przeciwzapalne ekstraktéw roslinnych — ich
biodostepnos¢ i aktywno$¢ biologiczna” (“Anti-inflammatory properties of plant
extracts — bioavailability and biological activity”)

3.2. Zajecia dydaktyczne

Od roku 1996 prowadze =zajecia dydaktyczne dla studentéw studiow
stacjonarnych oraz niestacjonarnych, kierunkéw biologia, biotechnologia oraz
ochrona $rodowiska, dla réznych specjalnosci (biochemia, biologia $rodowiskowa,
fizjologia, genetyka i mikrobiologia). Prowadzone przeze mnie zajecia to: ¢wiczenia
z biochemii, ¢éwiczenia z chemii organicznej i biochemii, éwiczenia w ramach
pracowni specjalistycznej, ¢wiczenia z enzymologii, ¢wiczenia stanowigce wstep do

analizy biochemicznej, seminarium licencjackie.



4. Dziatalnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia

doktora

Badania prowadzone przeze mnie w ramach przygotowywania pracy
magisterskiej pt. ,Wptyw lipopolisacharydu Proteus mirabilis na ptytki krwi $wini”
stanowity podstawe mojej dalszej pracy badawczej. Po rozpoczeciu studiéw
doktoranckich uczestniczytam w pracach zespotu naukowego kierowanego przez
prof. dr hab. Barbare Wachowicz, prowadzgc badania koncentrujgce sie wokét
zagadnien zwigzanych z witasciwosciami i biologiczng aktywnoscig ptytek krwi.
Podstawowg funkcjg ptytek krwi, zwigzang z ich wysokg reaktywnoscia, prowadzgcg
do adhezji, degranulacji oraz agregacji pobudzonych ptytek, jest utrzymywanie
prawidtowej hemostazy, w ktdérg zaangazowane jest szereg oddziatujgcych ze soba
elementéw, w tym: $ciana naczyn krwionos$nych, ptytki krwi, elementy kaskady
krzepniecia i ukfad fibrynolizy oraz komorki fagocytarne (uktad siateczkowo-
$rodbtonkowy). Zmiany biologicznej aktywnos$ci ptytek, zwigzane gtéwnie z ich
nadmierng aktywacjg, stanowig wazny czynnik ryzyka stanéw patologicznych
bedgcych istotnym elementem rozwoju choréb, w tym wielu uznawanych za tzw.
choroby cywilizacyjne. Prowadzone przeze mnie prace badawcze, stanowigce
podstawe rozprawy doktorskiej, w gtéwnej mierze koncentrowaty sie na poznaniu
mechanizméw przemian metabolicznych towarzyszacych aktywacji ptytek krwi
w wyniku ich interakcji z toksyng bakteryjng. Badania dotyczyly fizjologicznej
odpowiedzi ptytek oraz zmian stopnia ich aktywacji w wyniku bezposredniego
dziatania odpowiedzialnych za rozwoj zapalenia silnych patogendéw, tj. endotoksyn
bakteryjnych (lipopolisacharydéw; LPS) pochodzacych z bakterii Gram-ujemnych.
W swoich pracach wykazatam wyrazny stymulujgcy wptyw LPS na aktywnosc¢
biologiczng ptytek krwi w warunkach in vitro, przede wszystkim na pierwszy etap
aktywacji tj. adhezje ptytek do kolagenu (Platelets, 2001), jak rowniez na sekrecje
biatek oraz nukleotydéw adeninowych ze specyficznych ziarnistosci ptytkowych
(Microbios, 1999). W roku 2001 stosujgc czutg metode cytometrii przeptywowej
potwierdzitam aktywacje ptytek przez LPS oznaczajgc poziom powierzchniowej
ekspresji markera aktywacji ptytek, jakim jest biatko selektyna P (Acta Universitatis
Lodziensis Folia Biochemica et Biophysica, 2001). Stymulacje ptytek przez LPS
w warunkach in vitro oceniatam réwniez poprzez zmiany zachodzgce w statusie

red-ox komoérek poddanych dziataniu toksyny. Otrzymane przeze mnie wyniki



wskazuja, ze LPS indukuje enzymatyczng peroksydacje lipidow ptytkowych, w tym
przemiane arachidonianu prowadzacg do powstania lipidowych mediatoréw
zapalenia - tromboksanu A, (TXA) i prostaglandyn, ktére petnig istotng role
w patogenezie szoku septycznego (Platelets, 1996; Microbiology and Immunology,
1998). LPS powoduje réwniez wzrost produkcji anionorodnika ponadtlenkowego,
oznaczanego metodg redukcji cytochromu c (Microbios, 2000), a takze innych
reaktywnych form: nadtlenku wodoru, rodnika hydroksylowego, tlenu singletowego
i rodnikow lipidowych, co wykazatam stosujgc metode chemiluminescencji (Cell
Biology and Toxicology, 2001). W celu wyjasnienia mechanizméw tworzenia wolnych
rodnikdbw w ptytkach poddanych dziataniu LPS prowadzitam badania z uzyciem
odpowiednich inhibitoréw: staurosporyny, wortmaniny i indometacyny, hamujgcych
aktywnos$¢ kluczowych enzyméw przekazywania sygnatébw w komérce. Badania
wykazaty, ze generowanie O, w pobudzonych przez LPS ptytkach odbywa sie na
drodze kilku szlakéw metabolicznych z udziatem cyklooksygenazy, biatkowej kinazy
C oraz 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (Thrombosis Research, 2001). W kolejnym
etapie prac wykazatam, ze LPS, podobnie jak inni agonisci ptytek, generuje w tych
komorkach nie tylko produkcje reaktywnych form tlenu, ale réwniez zwieksza poziom
wysoce reaktywnego tlenku azotu (Current Microbiology, 2007). Badajgc mechanizm
stresu oksydacyjnego generowanego w ptytkach krwi przez czgsteczki LPS
oznaczatam takze poziom grup tiolowych zwigzkow niskoczgsteczkowych (stosujac
metode HPLC) oraz biatkowych grup —-SH. Wpyniki sugerujg udziat LPS
w metabolizmie zwigzkow tiolowych, miedzy innymi poprzez zdolnos¢ czgsteczek
LPS do wigzania sie z grupami —SH (Current Microbiology, 2005).

Z badan przeprowadzonych przeze mnie jednoznacznie wynika, ze
lipopolisacharyd bakteryjny jest czynnikiem bezposrednio aktywujgcym ptytki krwi
w warunkach in vitro. Wcze$niejsze badania opisywane w literaturze wskazywaty
gtbwnie na posrednie dziatanie LPS na ptytki, przy udziale tzw. mediatoréw
zapalnych uwalnianych z komérek uktadu immunologicznego. Doniesienia te
dotyczyty gtownie wzmozone] agregacji ptytek krwi w wyniku dziatania LPS
w warunkach in vivo, gdzie w petnej krwi istnieje szereg mechanizméw mogacych
wspotuczestniczy¢ w aktywacji ptytek. Moje badania in vitro wykazaty i potwierdzity
istotng role ptytek krwi, jako komoérek istotnych w rozwoju reakcji zapalnych

wywotanych bakteriami Gram-ujemnymi.



Czagsteczka lipopolisacharydu jest polimerem ztozonym z lipidowej czesci rdzeniowej,
potgczonej z nim czesci oligosacharydowej oraz tancuchdéw polisacharydowych.
Analiza poréwnawcza aktywnosci czgsteczek LPS pochodzacych z odpowiednio
zmutowanych szczepoéw bakteryjnych pozwolita mi ocenié¢, ktoéry region czgsteczki
LPS odpowiedzialny jest za aktywacje ptytek, co ma znaczenie w planowaniu terapii.
Z danych literaturowych wynika, ze cze$¢ lipidowa stanowi najmniejszy, czynny
biologicznie fragment LPS i jest uznawana za tzw. centrum aktywne czgsteczki.
Uzyskane przeze mnie wyniki rowniez wykazaty wysokg aktywnos$¢ czesci lipidowej,
jednak nizszg niz czagsteczki kompletnej, co wskazuje na modulujgcy wptyw
fragmentu polisacharydowego (dwie prace w Platelets, 2002).

W swoich badaniach dowiodtam, ze w wyniku bezposredniego oddziatywania
LPS i ptytek krwi zmienia sie biologiczna aktywno$¢ tych komoérek, a przez to ich
fizjologiczne funkcje. Ma to istotne znaczenie w stosowaniu skutecznych terapii
przeciwzapalnych, ktére oprécz hamowania interakcji endotoksyn z komorkami
uktadu immunologicznego powinny by¢ takze skierowane przeciwko oddziatywaniom
LPS z ptytkami krwi.

Na podstawie wynikow prowadzonych doswiadczen powstata moja rozprawa
doktorska pt. ,Zmiany aktywnosci biologicznej ptytek krwi wywotane dziataniem
lipopolisacharydéw Proteus mirabilis” oraz cykl 13 publikacji eksperymentalnych.
Znaczne wzbogacenie mojej wiedzy teoretycznej w trakcie trwania prac badawczych
umozliwito mi napisanie 3 prac przegladowych na temat aktywnosci LPS i jego
wptywu na ptytki krwi (Acta Universitatis Lodziensi, Folia Biochimica et Biophysica,
1999; Postepy Biochemii, 2005; Postepy biologii komorki, 2007).

5. Dziatalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

W trakcie prowadzenia badan zmierzajgcych do wyjasnienia roli oraz
mechanizméw dziatania LPS na ptytki krwi zostatam wtgczona w prace zespotu
koncentrujgce sie wokoét zagadnien zwigzanych z wptywem skfadnikéw codziennej
diety pokarmowej cztowieka na funkcje hemostatyczne ptytek. Pierwsze badania,
w ktorych uczestniczytam, dotyczyty ochronnego wptywu resweratrolu na ptytki
poddane dziataniu LPS (Olas i wsp., 2001a,b; Olas i wsp., 2002), w ktorych



wykazano ochronny, przeciwptytkowy i antyoksydacyjny efekt resweratrolu wzgledem
toksycznego dziatania LPS.

Moje zainteresowania naukowe zaczety stopniowo skupia¢ sie na poszukiwaniu
substancji, ktore dostarczane z pozywieniem mogtyby oddziatywa¢ pozytywnie na
elementy uktadu hemostazy, petnigc istotng role zarédwno w profilaktyce,
jak i w leczeniu chordb uktadu krgzenia. W pierwszym etapie prac rozpoczetam
badania nad rolg wybranych zwigzkéw organicznych selenu w przemianach
biochemicznych zachodzacych w ptytkach krwi w nastepstwie ich aktywacji. Badania
te prowadzitam dzieki wspotpracy z profesorem dr hab. inz. Jackiem Mtochowskim
z Instytutu Chemii Organicznej, Biochemii i Biotechnologii Politechniki Wroctawskie;.
Intensywne badania prowadzone na przestrzeni XX wieku, nad biologiczng
aktywnoscig zwigzkéw selenu doprowadzity do odkrycia, ze organiczne potgczenia
selenu sg znacznie mniej toksyczne, niz potgczenia nieorganiczne (Klayman
i Gunther., 1973). Spowodowato to wzmozenie w latach 80. i 90. XX w. prac nad
biochemig oraz farmakologig organicznych zwigzkéw selenu, zmierzajacych do
zastosowania ich jako terapeutykow petnigcych funkcje antyutleniaczy, modulatoréw
enzymoéw, lekéw przeciwnowotworowych oraz substancji przeciwzapalnych. W toku
badan klinicznych ebselen (2-fenylo-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on), zwigzek
dziatajgcy jako mimetyk peroksydazy glutationowej, uznany zostat za potencjalny
Srodek przeciwzapalny oraz przeciwnowotworowy (Parnham i wsp., 1991).
Przeprowadzone przeze mnie badania porébwnawcze z uzyciem ebselenu oraz 5 jego
pochodnych wykazaty, Zze bis (2-aminofenylo) diselenid jest zwigzkiem
o najsilniejszej aktywnosci antyoksydacyjnej, ocenianej poprzez zdolno$é¢ do
hamowania w  ptytkach  krwi  peroksydacji lipidéw oraz utleniania
niskoczgsteczkowych tioli, a takze poprzez ochrone biatek i lipidédw osocza przed ich
oksydacyjnymi i nitracyjnymi uszkodzeniami. Z moich badan wynika, ze biologiczna
aktywno$¢ diselenidu jest znacznie wyzsza niz ebselenu. Obserwacje te sg zgodne
z doniesieniami literatury naukowej, wskazujgcej na diselenidy, jako na wysoce
efektywne biologicznie syntetyczne analogi ebselenu. Wyniki moich badan zostaty

opublikowane w 2006 roku (Saluk-Juszczak i wsp., 2006; Nowak i wsp., 2006).
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5.1. Osiggniecie naukowe przediozone do oceny

Podstawowg funkcjg ptytek krwi jest ich udziat w utrzymywaniu prawidtowe;j
hemostazy. Aktywnos$¢ biologiczna ptytek, zarbwno w procesach fizjologicznych, jak
I w stanach patologicznych zalezna jest od stopnia ich aktywacji. Aktywacja piytek,
pomimo braku jgdra komoérkowego, jest procesem bardzo ztozonym, zwigzanym
z transdukcjg sygnatu poprzez szereg receptoréw powierzchniowych znajdujgcych
sie¢ w btonie komorkowej ptytek, sprzezonych z elementami enzymatycznych
tancuchow przekazywania sygnatow. Duza liczba swoistych receptoréow btonowych
powoduje, ze ptytki charakteryzujg sie wysokg reaktywnoscig, fatwo ulegajac
aktywacji na skutek dziatania wielu fizjologicznych i niefizjologicznych agonistow
(Sikora i Kostka, 2005). Szlaki przekazywania sygnatu poprzez specyficzne receptory
zalezne sg od rodzaju czynnika stymulujgcego, jednak wieloetapowy proces
aktywacji ptytek prowadzi zawsze do fizjologicznej odpowiedzi tych komoérek, ktora
wyraza sie reorganizacjg cytoszkieletu i zmiang ksztattu komérki, adhezjg do $ciany
naczynia krwionosSnego, sekrecjg zwigzkdbw zmagazynowanych w ptytkowych
ziarnisto$ciach oraz tworzeniem agregatéw ptytkowych przy udziale fibrynogenu.
Zmianom morfologicznym towarzyszg przemiany biochemiczne: kaskadowa
przemiana kwasu arachidonowego, zmiana stezenia cAMP i cGMP, aktywacja kinaz
i fosforylacja biatek, powstawanie reaktywnych form tlenu (RFT) i przemiana
fosfatydyloinozytoli (Kralisz, 2008 a,b).

Nieprawidtowe funkcjonowanie ptytek krwi, zwigzane z ich nadmierng
aktywacja, jest jednym z podstawowych czynnikdw ryzyka choréb w uktadzie
sercowo-naczyniowym, zwigzanych z wystepowaniem powiktan zakrzepowo-
zatorowych (Wu, 1996; Patrono i wsp., 2004). Powiktania zakrzepowo-zatorowe,
prowadzgce do choroby niedokrwiennej serca, zawatu miesnia sercowego, udaru
niedokrwiennego mozgu, miazdzycy, zakrzepicy zyt gtebokich konczyn dolnych, sg
przyczynami zgondw lub przewlektych stanéw chorobowych, ograniczajgcych
w znacznym stopniu jakos¢ zycia chorych oraz generujgcymi duze koszty dalszego
leczenia i opieki (Eby, 1993). Jednym z podstawowych czynnikéw zwiekszajgcych
ryzyko zachorowania jest nieprawidtowa dieta. W zwigzku z kluczowym znaczeniem
funkcjonowania ptytek w wystepowaniu powiktan zakrzepowo—zatorowych,

profilaktyka ograniczajgca nadmierng aktywacje tych komérek, poprzez zachowanie
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wtasciwe] diety, ma priorytetowe znaczenie w przeciwdziataniu chorobom
kardiologicznym (Dutta-Roy, 2002).

Badania epidemiologiczne, podejmowane w celu wyjasnienia mechanizmow
odpowiedzialnych za skutki nieprawidtowej diety, ztych nawykéw zywieniowych
I niewfasciwego trybu zycia, podkreslajg udziat wolnych rodnikow i stresu
oksydacyjnego w powstawaniu i rozwoju choréb ukfadu sercowo-naczyniowego
(Bray, 2000). W zwigzku z tym dostarczanie z pozywieniem naturalnych
przeciwutleniaczy moze mie¢ istotny wptyw na zachowanie prawidtowej hemostazy
w profilaktyce choréb kardiologicznych.

W codzienne] diecie pokarmowej cztowieka zawarte sg liczne zwigzki
o potencjalnych wtasciwo$ciach antyoksydacyjnych, jednak aktywno$¢ biologiczna,
biodostepnos¢ i szlaki metaboliczne wiekszosci z nich wcigz pozostajg stabo
poznane. Dlatego moje zainteresowania naukowe koncentrujg sie na poszukiwaniu
aktywnych biologicznie substancji naturalnych, w celu wdrozenia ich jako
suplementéw diety lub sktadnikéw zywnosci funkcjonalnej w profilaktyce choréb
zwigzanych z nadmierng aktywacjg ptytek krwi, w tym stanowigcych globalny
problem spoteczny chordb sercowo-naczyniowych.

Gtowny cel prowadzonych przeze mnie badan naukowych, stanowigcych
podstawe osiggniecia naukowego przedtozonego do oceny, zwigzany jest z oceng
potencjalnych wifasciwosci antyoksydacyjnych oraz przeciwptytkowych zwigzkow,
ktorych zastosowanie w formie nutraceutykow lub suplementéw diety mogtoby
chroni¢ uktad hemostazy przed skutkami stresu oksydacyjnego. Do badan wybratam
zwigzki naturalne, ktore sg juz stosowane jako suplementy, ale w celach innych niz
ochrona ukfadu hemostazy, a takze substancje stanowigce sktadniki
ogodlnodostepnych w diecie owocéw i warzyw. Sa to: B-glukan - zwigzek stosowany
jako immunostymulator, L-karnityna — suplement diety sportowcéw i sktadnik
preparatow odchudzajgcych, glukaran wapnia — preparat chemoprewencyjny, oraz
inne pochodne kwasu glukarowego i glukonowego obecne w jabtkach i innych
owocach, a takze wycigg antocyjanéw z powszechnej w diecie czerwonej kapusty,
stosowanych jako barwniki spozywcze. Prowadzone przeze mnie badania skupiajg
sie na dostepnych preparatach oraz na substancjach zawartych w roslinach
powszechnie wystepujgcych, tanich i tatwych w uprawie, dzieki czemu stosowanie
ich w ramach profilaktyki nie jest ktopotliwe, natomiast tatwe pozyskanie substancji

czynnej moze obnizy¢ koszty leczenia powiktan choréb naczyniowych.
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Prowadzone badania sg badaniami podstawowymi, in vitro, opartymi na modelu
komérkowym, jakim sg wyizolowane ptytki krwi oraz na osoczu, w ktérym znajdujg
sie podstawowe biatka uktadu krzepniecia oraz fibrynolizy.

Wyniki badan bedgce podstawag osiggniecia naukowego przedtozonego do

oceny zawarte sg w cyklu publikacji naukowych pod wspélnym tytutem: ,,Ochrona
hemostatycznej aktywnosci ptytek krwi oraz elementéw osocza przez
antyoksydanty egzogenne w stresie oksydacyjnym”.
Cykl ten zawiera 11 publikacji, w tym 10 prac eksperymentalnych (wszystkie
w jezyku angielskim, w czasopismach znajdujacych sie w bazie JCR) oraz 1 prace
przegladowg. taczny |IF (zgodny z rokiem opublikowania) cyklu publikagji
wchodzgcych w zakres osiggniecia naukowego wynosi 21,35, a liczba punktéw
MNiSWyo11 232.

Cykl publikacji przediozony do oceny:

1. Saluk-Juszczak J*, Krélewska K, Wachowicz B. Response of blood platelets to
B-glucan from Saccharomyces cerevisiae. Platelets 2010; 21(1): 37-43 (IF 2,117),
(Pkt. MNiISW-20) (udziat 70%: zaprojektowanie do$wiadczen oraz wykonanie czesci
z nich, opracowanie wynikow, napisanie manuskryptu i wspoétudziat w przygotowaniu
publikacji do druku)

2. Saluk-Juszczak J*, Krolewska K, Wachowicz B. B-glucan from Saccharomyces
cerevisiae as a blood platelet antioxidant. Platelets 2010; 21(6): 451-9 (IF 2,117),
(pkt.MNiSW-20) (udziat 65%: zaprojektowanie do$wiadczen oraz wykonanie czes$ci
Z nich, opracowanie wynikow, napisanie manuskryptu i wspoétudziat w przygotowaniu
publikacji do druku)

3. Saluk-Juszczak J*, Krélewska K, Wachowicz B. (1->3)-B-D-Glucan inhibits a dual
mechanism of peroxynitrite  stroke. International Journal of Biological
Macromolecules 2011; 48(3): 488-94 (IF 2,502), (pkt.MNiSW-20) (udziat 70%:
zaprojektowanie doswiadczen oraz wykonanie czesci z nich, opracowanie wynikéw,
napisanie manuskryptu i wspotudziat w przygotowaniu publikacji do druku)

4. Saluk-Juszczak J*, Olas B, Wachowicz B, Glowacki R, Bald E. L-carnitine
modulates blood platelet oxidative stress. Cell Biology and Toxicology 2010; 26(4):
355-65 (IF 2,056), (pkt.MNiISW-20) (udziat 50%: zaplanowanie eksperymentéw oraz
wykonanie cze$ci doSwiadczen, udziat w opracowaniu  wynikéw oraz
w napisaniu i przygotowaniu publikacji do druku)

5. Kotodziejczyk J, Saluk-Juszczak J*, Wachowicz B. L-carnitine protects plasma
components against oxidative alterations. Nutrition 2011; 27(6): 693-9 (IF 2,726),

13



(pkt. MNISW-27) (udziat 50%: zaprojektowanie | wykonanie doswiadczen,
opracowanie wynikow)

6. Olas B, Saluk-Juszczak J, Nowak P, Glowacki R, Bald E, Wachowicz B.
Protective effects of D-glucaro 1,4-lactone against oxidative/nitrative modifications of
plasma proteins. Nutrition 2007; 23(2): 164—-71 (IF 2,104), (pkt. MNiSW-27) (udziat
30%: wspotudziat w projektowaniu i wykonaniu do$wiadczen, opracowanie czesci
wynikow)

7. Saluk-Juszczak J* Olas B, Nowak P, Staron A, Wachowicz B. Protective effects
of D-glucaro 1,4-lactone against oxidative modifications in blood platelets. Nutrition,
Metabolism & Cardiovascular Diseases 2008; 18(6): 422-8 (IF 3,565), (pkt.MNiSW-
32) (udziat 50%: zaplanowanie doswiadczen, wspétudziat w badaniach
I w opracowaniu wynikéw, napisanie wstepnej wersji manuskryptu i wspoétudziat
w przygotowaniu publikacji do druku)

8. Saluk-Juszczak J*. A comparative study of antioxidative activity of calcium-D-
glucarate, sodium-D-gluconate and D-glucono-1,4-lactone in human blood platelet
model. Platelets 2010; 21(8): 632-40 (IF 2,117), (pkt. MNiSW-20)

9. Kotodziejczyk J, Saluk-Juszczak J*, Wachowicz B. In vitro study of the
antioxidative properties of the glucose derivatives against oxidation of plasma
components. Journal of Physiology and Biochemistry 2011; 67(2): 175-83 (IF 1,357),
(pkt. MNiISW-20) (udziat 50%: zaprojektowanie | wykonanie dosSwiadczen,
opracowanie wynikow)

10. Kotodziejczyk J, Saluk-Juszczak J, Posmyk MM, Janas KM, Wachowicz B. Red
cabbage anthocyanins may protect blood plasma proteins and lipids. Central
European Journal of Biology 2011; 6(4): 565-74 (IF 0,685), (pkt. MNiSW-20) (udziat
40%: zaprojektowanie oraz wykonanie dos$wiadczen na otrzymanym ekstrakcie,
opracowanie wynikow)

11. Saluk-Juszczak J* Kotodziejczyk J, Babicz K, Krolewska K. Zywnos$é
funkcjonalna — rola nutraceutykow w profilaktyce choréb uktadu krgzenia. Kosmos
2010; 59(3-4): 527-38 (pkt.MNiSW-6) (udziat 60%: projekt pracy oraz wspotudziat
w pisaniu pracy | w przygotowaniu publikacji do druku)

*autor korespondencyjny
(prace stanowigce cykl zostaty wyréznione w tekscie ponizej)

Badania naukowe skupiajgce sie na poznaniu i wyjasnieniu molekularnych
mechanizméw zaburzen w uktadzie hemostazy, zwigzanych z zaktoceniami
w prawidtowym funkcjonowaniu ptytek krwi oraz biatek osocza, dowodzg, ze jedng
z gtébwnych przyczyn zachwiania dynamicznej rownowagi pomiedzy procesami pro-
I przeciwzakrzepowymi jest stres oksydacyjny. Istotny udziat reaktywnych form tlenu
i azotu (RFT i RFA) w powstawaniu powiktan zakrzepowo-zatorowych zwigzany jest

z indukowaniem znacznego wzrostu potencjatu prokoagulacyjnego krwi, przy
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jednoczesnym obnizeniu funkcji antykoagulacyjnych uktadu fibrynolizy. WWolne rodniki
oraz RFT i RFA odpowiedzialne za oksydacyjne modyfikacje czgsteczek to gtownie
anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy, nadtlenek wodoru, tlen
singletowy, rodnik tlenku azotu (Nowak i wsp., 2010). Jak wykazano w ostatnich
latach, jednym z gtéwnych czynnikdw stresu oksydacyjnego, powstajagcym w uktadzie
krgzenia, zaréwno w ostrych jak i w przewlektych stanach patologicznych, jest
nadtlenoazotyn (ONOO") (Reiter i wsp., 2000). Beckman i wsp. w 1990 roku opisali
powstawanie nadtlenoazotynu w warunkach in vivo. W uktadach biologicznych
ONOO" jest tworzony w wyniku spontanicznej reakcji dwoch stosunkowo mato
reaktywnych, lecz powszechnie wystepujgcych wolnych rodnikéw: anionorodnika
ponadtlenkowego (0O2") i tlenku azotu (‘NO) (Beckman i wsp., 1990). Powstanie
ONOO™ w $cianie naczynia wzmaga synteze czynnikow prozapalnych, powoduje
uszkodzenie komorek $rédbtonka, zmiane wiasciwosci biatek adhezyjnych
i zwiekszong adhezje komorek zapalnych (Eiserich i wsp., 1998; Radi, 1998). ONOO
jest czynnikiem silnie utleniajgcym wiekszo$¢ biomolekut oraz nitrujgcym przede
wszystkim aminokwasy siarkowe i aromatyczne, gtownie tyrozyne. Dotyczy to
zaréwno modyfikacji biatek strukturalnych jak i enzymatycznych biorgcych udziat
w procesach hemostazy (Pacher i wsp., 2005).

Przeciwdziatanie skutkom toksycznej aktywnosci nadtlenoazotynu w uktadzie
krgzenia ma szczegolne znaczenie w profilaktyce i leczeniu chordb sercowo-

naczyniowych.

5.1.1. Wplyw B-glukanu na rownowage uktfadu hemostazy

Jedng z badanych przeze mnie substancji pochodzenia naturalnego byt (1->3)-
B-D-glukan, polisacharyd stanowigcy skfadnik Sciany komoérkowej drozdzy
Saccharomyces cerevisiae, stosowany jako adiuwant wzmacniajgcy dziatanie
preparatéw i suplementéw wzbogacajgcych diete. Jest to zwigzek posiadajgcy
wysokg zdolno$¢ pobudzania uktadu immunologicznego do zwalczania infekcji oraz
do stymulowania jego sprawnosci przeciwnowotworowej (Pelizon i wsp., 2005;
Akramiene i wsp., 2007). Intensywne badania biologicznej aktywnosci B-glukanu,
prowadzone w ciggu ostatnich lat, pozwolity na zastosowanie go w przemysle
farmaceutycznym, spozywczym oraz kosmetycznym (Laroche i Michaud, 2007). Nie
ma jednak danych dotyczgcych wptywu tego polisacharydu na aktywnos$¢ ptytek krwi

oraz na funkcjonowanie uktadu hemostazy.
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Ptytki krwi odgrywajg wazng role w rozwoju reakcji zapalnych, gdyz ich
charakterystyczng cechg jest szybkie reagowanie na niefizjologiczne czynniki,
stanowigce potencjalne zagrozenie dla organizmu, w tym gtéwnie toksyny, komorki
bakteryjne, jad wezdéw, niektore komorki nowotworowe, czy wirusy (Kroll i Schafer,
1989). Pobudzone pfytki wzmacniajg odpowiedz zapalng przekazujac sygnat do
komoérek docelowych. Uwolnione podczas aktywacji ptytkowe mediatory
(IL-1, chemokina RANTES, PDGF, VEGF, PF4, TGFB, sCD40, BTG, NAP2, PAF)
dziatajg jako czgsteczki przekaznikowe powodujgc indukcje sygnatu w komorkach
uktadu immunologicznego (Klinger i Jelkmann, 2002; Pitchford, 2007). W wyniku
rozwoju reakcji zapalnych dochodzi do interakcji pitytek krwi z leukocytami
(Elzey i wsp., 2003). Pobudzone leukocyty wydzielajg czynniki prozapalne inicjujgce
kaskade reakcji zapalnych, w tym oddziatywanie pitytek ze $ciang naczynia
krwionosnego, przez co pitytki stanowig ogniwo tgczgce procesy hemostazy
z rozwojem zapalenia (Shebuski i Kilgore, 2002).

Znaczaca rola ptytek w inicjowaniu i rozwoju procesu zapalnego sktonita mnie
do przeanalizowania wptywu B—glukanu pochodzacego z drozdzy Saccharomyces
cerevisiae na aktywacje tych komérek oraz ich wtasciwosci i biologiczng odpowiedz.
Po raz pierwszy silne antyoksydacyjne wtasciwosci f—glukanu zostaty zbadane pod
katem ochrony ukfadu hemostazy przed skutkami stresu oksydacyjnego. Stosowane
in vitro stezenia B—glukanu (1, 2, 4 pg/ml) byty poréwnywalne do jego fizjologicznego
poziomu we krwi. Zalecana dzienna dawka P-glukanu stosowanego doustnie
w profilaktyce zaburzen odporno$ci wynosi 2 mg na 1kg masy ciata (Babineau i wsp.,
1994).

Nadprodukcja RFT i RFA stanowi czesto pierwszg linie obrony w procesach
zwigzanych z odpowiedziag immunologiczna, gdzie RFT i RFA petnig role
bakteriobdjcza. Jednak utrzymujacy sie permanentnie stres oksydacyjny stanowi
zagrozenie dla prawidtowego funkcjonowania organizmu (Remick, 2007). Moje
badania miaty na celu okreslenie antyoksydacyjnych mozliwosci B—glukanu oraz
mechanizméw jego dziatania na ludzkie pitytki krwi oraz sktadniki osocza
w warunkach stresu oksydacyjnego. W tym celu prowadzitam badania w warunkach
in vitro z uzyciem dwoch silnych oksydantéw endogennych: nadtlenoazotynu oraz
nadtlenku wodoru. Powstajgcy w naczyniach krwionosnych ONOO™ réwnocze$nie
utlenia wiekszos¢ reszt aminokwasowych (co manifestuje sie gtdwnie tworzeniem

grup karbonylowych), jak i nitruje reszty tyrozyny, z przewagg jednej lub drugiej
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aktywnosci, w zaleznosci od warunkéw towarzyszacych reakcjom. Pozbawione jadra
komoérkowego ptytki krwi stanowig doskonaty model do badania funkcjonalnych
i strukturalnych zmian proteomu. Prowadzgc badania z uzyciem czutych metod
immunoenzymatycznych, wykazatam istotny efekt ochronny B—glukanu na utlenianie
I nitrowanie biatek osocza (30-50%) (Saluk-Juszczak i wsp., 2011) oraz biatek
ptytek krwi (50-60%) (Saluk-Juszczak i wsp., 2010 a). W badaniach tych oceniatam
poziom grup karbonylowych, jako ustalonego markera utleniania biatek (Levine,
2002) oraz poziom 3-nitrotyrozyny bedgcej markerem nitrujgcego dziatania RFA,
gtéwnie ONOO™ (Schwemmer i wsp., 2000). Ograniczajgc skutki oksydacyjnego
i nitrujgcego dziatania ONOO°, B—glukan zapobiega zaburzeniom proceséw
fosforylacji biatek sygnatowych. Poprzez oznaczenie poziomu zwigzkéw reagujgcych
z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) stwierdzitam silne zahamowanie peroksydacii
lipidéw btonowych ptytek (Saluk-Juszczak i wsp., 2010 a) oraz zwigzkdw lipidowych
osocza (Saluk-Juszczak i wsp., 2011). Hamujgc wolnorodnikowe uszkodzenia
btony komorkowej ptytek B—glukan chroni przed zmianami struktury i funkgji
receptorow btonowych oraz przed utratg integralno$ci btony. Antyoksydacyjne
dziatanie B-glukanu, wyrazajgce sie w ochronie biatek i lipidow przed utleniajgcym
dziataniem H>O, i ONOQO", wynika z jego niespecyficznego oddziatywania z wolnymi
rodnikami i prawdopodobnie tworzenia rodnika weglowodanowego, jak sugeruja
badania Jaehrig i wsp. (2007). Mozliwy jest tez mechanizm antyoksydacyjny
polegajacy na reakcji grup hydroksylowych tego polisacharydu z czgsteczkg ONOO",
w podobny sposob, jak zostato to opisane dla innych zwigzkéw cukrowych
(Moro i wsp., 1994; Corsaro i wsp.,2004).

W swoich badaniach wykazatam takze, ze p—glukan posiada zdolno$¢ hamowania
enzymatycznej przemiany eikozanoidéw, nastepujgcej w wyniku trombinowej
aktywacji ptytek (Saluk-Juszczak i wsp., 2010 b), co moze byé¢ spowodowane
blokowaniem aktywnos$ci fosfolipazy A i fosfolipazy C, enzymoéw odpowiedzialnych
za uwalnianie reszt kwasu arachidonowego z fosfolipidow bton komoérkowych, jak
rowniez enzymow powodujgcych przemiane kwasu arachidonowego takich jak:
cyklooksygenaza czy 12-lipooksygenaza (Kim i wsp., 2008). Towarzyszaca
enzymatycznym przemianom eikozanoidéow nadprodukcja O, (Wachowicz i wsp.,
2002) byta réwniez wyraznie ograniczona w obecnosci 3-glukanu.

W prowadzonych przeze mnie badaniach aktywno$é B-glukanu oceniona zostata

takze pod katem jego oddziatywania na fizjologiczne funkcje ptytek. Stosujgc szereg

1



naturalnych agonistow ptytkowych wykazatam, ze badany polisacharyd wyraznie
hamuje biologiczng odpowiedz ptytek. Stosowany w szerokim zakresie stezen (1-220
hg/ml) B-glukan zmniejszat sekrecje nukleotyddéw z ziarnisto$ci osmofilnych, oraz
obnizat ilos¢ biatka uwalnianego z ziarnistosci a ptytek stymulowanych trombina.
Szczegolne znaczenie ma fakt, ze zwigzek ten w istotny sposéb hamowat agregacje
ptytek krwi indukowang zaréwno trombing, jak i ADP czy kolagenem (Saluk-
Juszczak i wsp., 2010 b). Otrzymane wyniki wskazujg na zdolno$¢ B-glukanu do
hamowania wieloetapowego procesu aktywacji ptytek krwi, majgcego istotne
znaczenie w rozwoju reakcji zapalnych prowadzgcych in vivo do powstania szoku
septycznego, ktéremu towarzyszy wewnetrzne wykrzepianie zwigzane z tworzeniem
agregatéow ptytek oraz sekrecjg ptytkowych substancji prozapalnych (Levi i wsp.,
1993).

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze B-glukan jest zwigzkiem wykazujgcym
wysokg aktywno$¢ biologiczng, jako immunostymulator uczestniczacy w prewencji
i/lub wspotdziatajacy w terapii wielu choréb. Jego szerokie spektrum dziatania
znajduje zastosowanie w rosnacej liczbie komercyjnych preparatéw zawierajgcych
ten zwigzek, rekomendowanych jako suplementy diety. Moje badania wskazujg na
mozliwo$¢ wykorzystania przeciwptytkowych witasciwosci B-glukanu, ktéry hamujgc
oksydacyjne uszkodzenia ptytek i ograniczajac stopien ich aktywacji moze
przyczynia¢ sie do zapobiegania stanom chorobowym zwigzanym z nadmierng
aktywacjg tych komaérek. Wyniki moich badan dotyczacych roli B-glukanu w ochronie
elementéw hemostazy zostaty opublikowane w 3 pracach eksperymentalnych oraz
jednej pracy przegladowej (dwie prace Platelets, 2010; International Journal of

Biological Macromolecules, 2011; Kosmos, 2010).

5.1.2. Badanie ochronnego wptywu L-karnityny na uktad hemostazy

Jednym z badanych przeze mnie suplementéw diety byta L-karnityna,
substancja powszechnie stosowana przez osoby intensywnie uprawiajgce sport.
Okoto 75% karnityny obecnej w organizmie cziowieka dostarczane jest
z pozywieniem, a podstawowym jej zrodtem sg pokarmy miesne oraz produkty
mleczne. Nieprawidtowo zbilansowana dieta, w tym spozywanie wytgcznie produktow
roslinnych, jak to ma miejsce w przypadku restrykcyjnej diety wegetarianskiej,
wymaga suplementacji L-karnityny. Nie ma jednak jednoznacznie ustalonych dawek

jej dziennego zapotrzebowania (Cerretelli i Marconi, 1990). Karnityna (3-hydroksy-y-
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trimetyloaminomaslan) aktywnie uczestniczy w metabolizmie lipidéw transportujgc
kwasy ttuszczowe do mitochondribw, co wzmaga proces [-oksydacji, ktérego
efektem jest zysk energetyczny wykorzystywany miedzy innymi do dtugotrwatego
wysitku miesni (Lohninger i wsp., 2005).

Istnieje szereg prac, w ktorych wykazano, ze intensywny wysitek fizyczny,
zwigzany ze zwiekszonym zapotrzebowaniem na tlen, powoduje nadprodukcje
reaktywnych form tlenu i wolnych rodnikbw, powyzej sprawnosci dziatania
endogennego systemu antyoksydacyjnego, co generuje stres oksydacyjny (Alessio,
1993; Volek i wsp., 2002). Stres oksydacyjny indukowany nadmierng aktywnoscig
fizyczng ma istotny wptyw na aktywacje ptytek krwi (Di Massimo i wsp., 2004;
El-Sayed i wsp., 2005).

Pomimo powszechnego stosowania L-karnityny przez sportowcoéw w trakcie
treningbw oraz wykazanej zaleznosci pomiedzy intensywnymi ¢wiczeniami,
a nadprodukcjg czynnikow stresu oksydacyjnego, niewiele jest prac dotyczgcych
wptywu L-karnityny na status oksydacyjny w uktadzie hemostazy.

Celem podjetych przeze mnie badan byta préba odpowiedzi na pytanie, czy
stosowana nagminnie przez sportowcow w czasie intensywnego wysitku L-karnityna
wptywa na réwnowage ukfadu hemostazy narazonego na skutki stresu
oksydacyjnego. W badaniach prowadzonych in vitro na ludzkim osoczu oraz
wyizolowanych ptytkach krwi stres oksydacyjny generowany byt poprzez dziatanie
nadtlenoazotynu, ktéry powstaje w naczyniu krwionosnym w trakcie nadmiernej
aktywnosci organizmu i stanowi jeden z gtébwnych czynnikéw prooksydacyjnych.
W moich badaniach antyoksydacyjny efekt L-karnityny, zarédwno na elementy
osocza, jak i na ptytki krwi, manifestowat sie przede wszystkim utrzymaniem
rownowagi redox zwigzkow tiolowych. W obecnosci L-karnityny utlenianie przez
ONOO" niskoczgsteczkowych  zwigzkéw  tiolowych  (glutationu, cysteiny,
homocysteiny) oznaczanych metodg HPLC, jak i biatkowych grup tiolowych byto
silnie zahamowane, a poziom grup —SH utrzymywat sie na poziomie zblizonym do
kontrolnego (Saluk-Juszczak i wsp., 2010 c; Kotodziejczyk i wsp., 2011 a).
Natomiast skutki dziatania ONOO™ w postaci tworzenia grup karbonylowych
oznaczanych przeze mnie w biatkach metodg immunoenzymatyczng, a takze
nitrowania reszt tyrozynowych, ktére oznaczatam z uzyciem kompetycyjnego testu
ELISA, hamowane byly przez L-karnityne jedynie w osoczu (Kotodziejczyk i wsp.,

2011 a). Wyniki tych badan sugerujg, ze L-karnityna ogranicza niekorzystne efekty
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nadprodukcji RFT i RFA w ukfadzie krgzenia prowadzgce do zmian strukturalnych
i funkcjonalnych elementow osocza. Hamujgc oksydacyjne uszkodzenia biatek
ptytkowych L-karnityna moze jednoczesnie regulowaé biologiczng odpowiedz tych
komorek, gtéwnie poprzez wptyw na ich degranulacje oraz agregacje (Essex i Li,
2003). Prowadzgc badania dotyczgce wptywu L-karnityny na fizjologiczng aktywacje
ptytek krwi oraz ich biologiczne wifasciwosci w warunkach stresu oksydacyjnego
wykazatam, ze w ptytkach stymulowanych trombing L-karnityna wyraznie obniza
powstawanie dialdehydu malonowego (MDA), bedgcego markerem enzymatycznej
przemiany kwasu arachidonowego (Saluk-Juszczak i wsp., 2010 c). Istniejg
nieliczne prace, ktére potwierdzajg hamujgcy wptyw L-karnityny na przemiane
eikozanoidéw w ptytkach pobudzonych fizjologicznymi agonistami (Pignatelli i wsp.,
2003). Na podstawie moich doswiadczen oraz wcze$niejszych doniesien mozna
stwierdzi¢, ze L-karnityna hamuje metabolizm kwasu arachidonowego, przez co
zapobiega aktywacji ptytek krwi. W pobudzonych ptytkach enzymatyczna przemiana
kwasu eikozatetraenowego na drodze zaleznej od cyklooksygenazy oraz
12-lipooksygenazy powoduje produkcje RFT (Jahn i Hansch, 1990). Jednak gtéwnym
zrodtem RFT w aktywowanych ptytkach jest dziatanie oksydazy NAD(P)H (Forde
i Fitzgerald 1997) oraz oksydazy ksantynowej (Miller i wsp., 1993). W trakcie
intensywnego wysitku fizycznego rosnie aktywno$¢ oksydazy ksantynowej, co
prowadzi do nadprodukcji O," (Hellsten i wsp., 1988). O, reagujac z jonami Fe®*
powoduje tworzenie rodnika hydroksylowego, odpowiedzialnego za peroksydacje
lipidow bton komoérkowych. Wzrost stezenia produktéw peroksydacji, w tym MDA,
obserwowano in vivo podczas wysitku fizycznego (McBride i wsp., 1998).
Przeciwptytkowy mechanizm dziatania L-karnityny moze by¢ zatem zwigzany z jej
antyoksydacyjnymi wtasciwosciami. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach
L-karnityna obnizata indukowang trombing produkcje O,", co wykazatam stosujac
metode redukcji cytochromu C oraz hamowata wywotang ADP agregacje ptytek
(Saluk-Juszczak i wsp., 2010 c). Hamowanie produkcji O, w pobudzonych
ptytkach skutkuje obnizeniem stopnia agregacji tych komérek, a w warunkach in vivo
ogranicza synteze ONOO". Doniesienia literaturowe z uzyciem innych agonistow
ptytkowych, dowodzg podobnej aktywnosci karnityny (stosowanej w zblizonym
zakresie stezen) w stosunku do ptytek krwi stymulowanych na drodze zaleznej od

kolagenu lub arachidonianu (Pignatelli i wsp., 1998; Pignatelli i wsp., 2003).
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Badania epidemiologiczne wskazuja, ze L-karnityna moze by¢ stosowana jako
wspomagajgcy srodek leczniczy w chorobach uktadu krazenia, gtéwnie zwigzanych
z zaburzeniami gospodarki lipidowej i otytoscig (Brevetti i wsp., 1988). Z moich
doswiadczen wynika, ze L-karnityna wykazuje korzystny wptyw na uktad hemostazy,
a jej spozywanie w czasie wzmozonego wysitku fizycznego moze chroni¢ przed
skutkami stresu oksydacyjnego. Wyniki moich badan zostaty opublikowane w dwoch

pracach (Cell Biology and Toxicology, 2010; Nutrition, 2011).

5.1.3. Ochrona elementéw uktadu hemostazy przez zwigzki cukrowe

Problematyka kolejnych badan, podjetych przeze mnie, obejmowata ocene

potencjalnych mozliwosci ochrony ukfadu hemostazy przez niskoczgsteczkowe
zwigzki cukrowe powszechnie obecne w diecie. Badania dotyczyty pochodnych
kwasu glukarowego (GA): laktonu-1,4-kwasu glukarowego (1,4-GL) oraz soli
wapniowej tego kwasu (CaGL), a takze pochodnych kwasu glukonowego: laktonu-
1,4-kwasu glukonowego i soli sodowej tego kwasu.
Wybrane przeze mnie zwigzki sg naturalnymi sktadnikami wielu owocéw i warzyw,
gtéwnie cytrusow, jabtek, oraz warzyw krzyzowych. Pochodne kwasu glukonowego
sg réwniez obecne w miodzie, herbacie i winie (Walaszek i wsp., 1996; Raspor
i Goranovic, 2008). Pomimo intensywnych badan epidemiologicznych, dzieki ktéorym
ustalona zostata korelacja pomiedzy dietg bogatg w soki owocowe, owoce i warzywa,
a ryzykiem zapadalnosci na choroby o patogenezie zwigzanej ze stresem
oksydacyjnym, wyselekcjonowanie substancji biologicznie czynnych, ktorych
suplementacja przynosi bezposrednie efekty zdrowotne nastrecza wiele trudnosci.
W ostatnich latach rosnie liczba doniesien sugerujgcych istotny efekt
antyoksydacyjny zwigzkéw cukrowych zawartych w produktach roslinnych (Lotito
i Frei, 2004).

Pomimo szerokiego zastosowania w przemys$le, mechanizm biologicznej
aktywnosci badanych przeze mnie zwigzkéw jest stabo opisany. Pochodne kwasu
glukonowego uzywane sg powszechnie jako dodatek do zywnosci i napojow. Sél
sodowa stosowana jest w przemysle spozywczym i kosmetycznym, gdzie petni
funkcje sekwestranta, tj substancji zapobiegajgcej utlenianiu produktu poprzez
wigzanie jonow metali. Kwas glukonowy uzywany jest jako stabilizator kwasowos$ci
(E574) (Ramachandran i wsp., 2006).
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Natomiast pochodna kwasu glukarowego - CaGL jest rekomendowanym
suplementem diety o wtasciwosciach chemoprewencyjnych (Hanausek i wsp., 2003).
Po spozyciu CaGL ulega przemianom do trzech metabolitéw, z ktérych 40% stanowi
GA, 30% 1,4-GL i 30% 6,3 GL, z ktérych najwyzszg aktywno$¢ farmakologiczna
wykazuje lakton-1,4 (Macfadyen i Ho, 1989). Istnieje szereg mechanizmoéw
zapobiegajgcych rozwojowi nowotworow, w ktérych znaczacy jest udziat czynnikoéw
o wiasciwosciach antyoksydacyjnych (Klaunig i Kamendulis, 2004). Udowodniona
jest réwniez rola ptytek krwi w procesie nowotworzenia, a hamowanie ich aktywac;ji
moze ogranicza¢ proces metastazy (Gupta i Massague, 2004). W ostatnich latach
intensywnie prowadzone sg badania sktadnikéw pokarmowych, ktére mogtyby
znalez¢ zastosowanie jako komponenty zywnosci funkcjonalnej lub nutraceutyki
w profilaktyce nowotworéw oraz innych chordéb zwigzanych z hiperaktywacjg ptytek
krwi (Dutta-Roy, 2002).

Przeprowadzone przeze mnie prace badawcze dotyczyly gtdwnie
antyoksydacyjnych wtasciwosci oraz przeciwptytkowej aktywnosci badanych
zwigzkoéw cukrowych.

W literaturze naukowej nie ma danych na temat dziennego zapotrzebowania
organizmu na te substancje, czy maksymalnej dopuszczalnej dawki, gdyz nie
powodujg one skutkéw ubocznych, a ich nadmiar jest tatwo wydalany z moczem.
Producenci suplementu w postaci soli CaGL zalecajg dawke profilaktyczng 200-400
mg, a wspomagajgca w terapii przeciwnowotworowej nawet 3 g na dobe (Walaszek
i wsp., 1997), to jest tyle, ile dostarcza zjedzenie 1 kg jabtek (Walaszek i wsp., 1996).
Stosowane przeze mnie stezenia zawieraty sie w podanym zakresie, natomiast byty
okoto 100 krotnie nizsze (3 mmol/l) niz stosowane in vivo w badaniach na szczurach
(350 mmol/kg), gdzie nie zaobserwowano skutkow ubocznych (Selkirk i wsp., 1980).
Eksperymenty in vitro prowadzone przeze mnie na ludzkich ptytkach krwi oraz na
osoczu poddanych dziataniu utleniajgcemu i nitrujgcemu nadtlenoazotynu wykazaty
wysokg aktywnos$¢ antyoksydacyjng pochodnych kwasu glukarowego oraz kwasu
glukonowego. Pierwsze badania zostaly wykonane dla laktonu-1,4-kwasu
glukarowego z zastosowaniem dwoch silnych oksydantéw ONOO™ oraz H;O..
W obecnosci 1,4-GL zaobserwowatam wprost proporcjonalne do jego stezenia
hamowanie utleniania biatek, co wyrazato sie ograniczeniem tworzenia grup
karbonylowych, ktérych poziom oznaczatam metodg kolorymetryczng oraz metodg

ELISA. Badany zwigzek powodowat réwniez okoto 40% inhibicje peroksydaciji

22



lipidow, natomiast nie wykazywat wptywu na proces nitrowania reszt tyrozyny przez
ONOOQ'. Uzyskane wyniki sugerujg, ze ochronny mechanizm dziatania 1,4-GL oparty
jest na jego wiasciwosciach antyoksydacyjnych. (Olas i wsp., 2007;
Saluk-Juszczak i wsp., 2008). Biatka osocza, wérdéd ktérych znajdujg sie elementy
kaskady krzepnigcia oraz uktadu fibrynolizy sg szczegolnie narazone na modyfikacje
oksydacyjne w wyniku nadprodukcji RFT/RFA w uktadzie krgzenia (Madamanchi
i wsp., 2005). Z przeprowadzonych przeze mnie badan wynika, ze 1,4-GL wptywa na
zachowanie rownowagi redox w osoczu poprzez ochrone szczegolnie wrazliwych na
utlenianie biatkowych grup —SH, a takze niskoczgsteczkowych zwigzkéw tiolowych,
takich jak glutation i homocysteina (HCSH) (Olas i wsp., 2007). W obecnoéci 1,4-GL
utlenianie biatkowych grup —SH byto czesciowo zahamowane, natomiast stosujgc
czutg metode HPLC stwierdzitam, ze niskie stezenia 1,4-GL (0,4-0,8 mM) catkowicie
chronig przed utlenianiem niskoczgsteczkowych zwigzkéw tiolowych w ludzkim
osoczu. (Olas i wsp., 2007). Hamowanie utleniania HCSH zapobiega powstaniu jej
reaktywnej pochodnej — tiolaktonu homocysteiny, uznawanego za istotny czynnik
w patogenezie zmian miazdzycowych oraz zakrzepicy tetnic i zyt gtebokich (Ueland
i wsp., 1992; Jakubowski i wsp., 2000). Chronigc grupy tiolowe przed dziataniem
ONOO" 1,4-GL nie dopuszcza roéwniez do powstawania nitrozotioli (Yourd’heuil
i wsp., 2000). Analizujgc w analogiczny sposob poziom markerow stresu
oksydacyjnego w pozniejszych badaniach, prowadzonych na pochodnych kwasu
glukonowego oraz na glukaranie wapnia, wykazatam podobny mechanizm
antyoksydacyjny badanych zwigzkéw, oparty gtownie na ochronie czgsteczek
biatkowych przed ich karbonylacjg oraz utlenianiem grup —SH. Ponadto, zwigzki te,
poréwnywalnie do 1,4-GL, zapobiegaty utlenianiu endogennego antyoksydanta,
jakim jest glutation oraz peroksydacji lipidow. Jednoczes$nie, badane pochodne
cukrowe, podobnie jak 1,4-GL, tylko w niewielkim stopniu hamowaty nitrujgce
dziatanie nadtlenoazotynu, ograniczajgc tworzenie 3-nitrotyrozyny jedynie w osoczu
(Saluk-Juszczak i wsp., 2010 d; Kotodziejczyk i wsp., 2011 b).

Na podstawie uzyskanych wynikow trudno jest jednoznacznie stwierdzi¢, ktory
z badanych zwigzkéw wykazuje najwyzsza sprawno$¢ antyoksydacyjna.
W przypadku osocza ochronny efekt pochodnych glukonowych byt proporcjonalnie
skorelowany z ich dawka, podczas gdy zalezno$ci takiej nie zaobserwowatam dla
CaGL. W badaniach prowadzonych na ptytkach krwi szczegdlne wiasciwosci

ochronne wykazywata so6l sodowa kwasu glukonowego. Pochodne kwasu

23



glukonowego posiadajg wysokg zdolnos¢ wigzania jonéw metali, dzieki czemu moga
ogranicza¢ reakcje utleniania poprzez wychwytywanie metali petnigcych funkcje
kofaktorow. Mechanizm przeciwutleniajgcego dziatania uzytych przeze mnie
pochodnych cukrowych, moze takze opiera¢ sie, tak jak zostato to stwierdzone
w przypadku innych cukréw, na ich zdolnosci do tworzenia wtornych reaktywnych
metabolitow posrednich (Hawkins i Davies, 1996). Oksydacyjne dziatanie ONOO"
odbywa sie albo na drodze jego bezposredniego dziatania na réznego typu
biomolekuty, lub poprzez dziatanie posrednie, przy udziale wolnych rodnikéw
(gtéwnie CO3™, *NO,, *OH) petnigcych funkcje wtérnych przekaznikéw (Radi, 1998).
Reakcje cukrow z wolnymi rodnikami prowadzg do powstania rodnikéw cukrowych,
ktore wigczone zostajg w dalsze przemiany wolnorodnikowe (Dowell i Martin, 1997).

Chronigc biatka ptytkowe przed utlenianiem badane zwigzki zapobiegaty
jednoczes$nie wzmozonej aktywacji tych komoérek. Uszkodzenia oksydacyjne biatek
prowadzg do zaburzen w transdukcji sygnatu, konsekwencjg czego jest nadmierna
aktywacja ptytek krwi. Pobudzone ptytki generujg RFT i RFA, ktére zostajg wigczane
w proces aktywacji i stajg sie wtornymi przekaznikami sygnatébw w pobudzonych
komérkach. Przyktadem jest O, , ktéry generowany endogennie w ptytkach krwi
indukuje ich agregacje (Krotz i wsp., 2004). W moich pracach pochodne cukrowe
powodowaty wyrazne zahamowanie kaskady enzymatycznych przemian kwasu
eikozatetraenowego indukowanej trombing, w tym produkcje O," (Saluk-Juszczak
i wsp., 2010 d). Natomiast eksperymenty przeprowadzone z uzyciem laktonu-1,4
kwasu glukarowego wykazaty silng, zalezng od stezenia badanego zwigzku, inhibicje
agregacji ptytek krwi wywotanej ADP (Saluk-Juszczak i wsp., 2008).

Wyniki moich badan sugerujg, ze dzieki wiasciwosciom antyoksydacyjnym,
badane zwigzki cukrowe, tatwo pozyskiwane z powszechnie wystepujgcych owocow,
takich jak jabtka, mogtyby by¢ rozpatrywane jako obiecujgce nutraceutyki, stosowane
w suplementacji diety skierowanej na prawidtowe funkcjonowanie uktadu hemostazy.
Wyniki te zostaty opublikowane w czterech pracach (Nutrition, 2007; Nutrition,
Metabolism & Cardiovascular Diseases, 2008; Platelets, 2010; Journal of

Physiology and Biochemistry, 2011).
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5.1.4. Badanie mechanizméw dziatania antocyjanéw na uktad hemostazy

W  kolejnym etapie prac prowadzitam badania dotyczgce wplywu oraz

mechanizmow dziatania ekstraktu antocyjanéw z lisci czerwonej kapusty na elementy
uktadu hemostazy.
Opisana szeroko w literaturze wysoka aktywno$¢ antyoksydacyjna antocyjanéw
(Mazza i wsp., 2002; Bagchi i wsp., 2006; Kaliora i wsp., 2006), w potgczeniu z ich
przeciwzapalnymi (Lai i Roy, 2004) i kardioprotekcyjnymi witasciwosciami ma
szczegolne znaczenie w profilaktyce choréb uktadu sercowo-naczyniowego (Kay
i wsp., 2006). Stosowanie diety bogatej w antocyjany powoduje poprawe parametréw
biochemicznych ustroju, w tym zmniejszenie stezenia cholesterolu catkowitego,
frakcji LDL oraz trojglicerydéw (Noonan i Noonan, 2004), a takze obnizenie poziomu
glukozy (Valcheva-Kuzmanova i Belcheva, 2006). Antocyjany zapobiegajg utlenianiu
LDL (Reed, 2002), co ogranicza rozw6j zmian miazdzycowych i wraz z ich
zdolnoscig do hamowania agregacji ptytek krwi (Mazza, 2007) wptywa na utrzymanie
prawidtowego przeptywu krwi w naczyniu krwiono$nym. Dane literaturowe odnosza
sie gtownie do biologicznej aktywnosci réznorodnych antocyjanéw pochodzgcych
z owocow aronii, winogron, czarnych jagéd i jezyn. Do tej pory zidentyfikowano
kilkkaset antocyjanéw réznigcych sie budowg chemiczng oraz wiasciwosciami
(Clifford, 2000), z ktoérych czes¢ nie zostata jeszcze zbadana.

Celem zaplanowanych przeze mnie eksperymentéw byta ocena potencjalnej
ochrony uktadu hemostazy przez ekstrakt niezbadanych do tych czas antocyjanéw
z lisci czerwonej kapusty. Roslina ta stanowi popularny skfadnik pozywienia
0 wysokiej zawartosci antocyjanéw, wynoszacej okoto 100-300 mg/100g S$wiezej
masy (Wu i wsp., 2006). Cechg charakterystyczng badanych antocyjanéw jest
szczegolnie wysoki poziom acylowania zapewniajacy stabilno$¢ struktury (Charron
I wsp., 2007). Dzigki temu antocyjany z czerwonej kapusty stosowane s3
powszechnie jako barwniki pokarmowe, gdyz zachowujg trwato$¢ w szerokim
zakresie pH, podczas gdy antocyjany pochodzace z innych roslin sg stabilne tylko
w srodowisku kwasnym, znacznie ponizej warunkéw fizjologicznych (McDougall
i wsp., 2007).

Wyniki moich badan, prowadzonych na ludzkim osoczu w warunkach in vitro,
wykazaty bardzo wyrazny, istotny statystycznie, zalezny od stezenia badanego
ekstraktu, hamujgcy wptyw antocyjanéw na peroksydacje lipidow osocza wywotang

H20. i ONOO" (Kotodziejczyk i wsp., 2011 ¢). Nadprodukcja wolnych rodnikéw oraz
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RFT i RFA jest czynnikiem wigzgcym hiperlipidemie z patogenezg miazdzycy (Young
i McEneny, 2001). Bogata w ttuszcze dieta prowadzi do wzrostu stezenia czynnikow
stresu oksydacyjnego, ktére nastepnie wzmagajg peroksydacje lipidow (Harrison
i wsp., 2003). Jesli badane antocyjany, podobnie jak inne opisywane w literaturze,
obnizajg in vivo poziom lipidow w osoczu, to w potgczeniu z wykazanymi przeze
mnie silnymi wiasciwosciami antyoksydacyjnymi, mogg w istotny sposéb wptywac
korzystnie na osoczowe elementy uktadu hemostazy. Stwierdzony przeze mnie efekt
antyoksydacyjny antocyjanow dotyczyt réwniez ich zdolnosci do ochrony biatek
osocza ulegajgcych modyfikacjom na skutek aktywnosci czynnikéw utleniajgcych
oraz nitrujgcego dziatania ONOO™ (Kotodziejczyk i wsp., 2011 c). Badania na
ptytkach krwi potwierdzity antyoksydacyjne witasciwosci antocyjanéw z czerwonej
kapusty, poprzez zapobieganie peroksydacji lipidédw i uszkodzeniom biatek,
prowadzgcym do zaburzenia transdukcji sygnatu w tych komorkach. Badany ekstrakt
wykazywat wyrazny hamujgcy wptyw na wieloetapowy proces aktywacji ptytek
indukowany trombing. Przede wszystkim powodowat silng, zalezng od dawki,
inhibicje agregacji ptytek indukowang trombing oraz hamowat stymulowang tym
agonistg, enzymatyczng przemiane kwasu arachidonowego (poziom powstajgcego
MDA byt nizszy o okoto 50%) wraz z towarzyszgcg mu produkcjg O, hamowang
nawet o 80%. Otrzymane przeze mnie rezultaty sugerujg, ze antocyjany z czerwonej
kapusty wykazujg in vitro aktywno$¢ przeciwptytkowg podobng do innych rodzajow
antocyjanébw opisywanych w literaturze. Silne witasciwosci antyoksydacyjne
antocyjandw zwigzane sg z ich zdolnoscig do zmiatania wolnych rodnikow, w tym
produktéw peroksydacji lipidow, co konczy tancuch reakcji rodnikowych i chroni
komorki przed przerwaniem integralnosci btony (Bagchi i wsp., 2006; Blazovics,
2009). Obecnos¢ i utozenie grup hydroksylowych w pierscieniach antocyjanéw
warunkuje chelatowanie jondéw metali, ktére sg aktywnymi induktorami wolnych
rodnikow (Seeram i Nair, 2002). Natomiast mechanizm antyptytkowego dziatania
antocyjandw oparty jest na hamowaniu aktywnosci cyklooksygenazy (Garbacki
i wsp., 2002; Garcia-Alonso i wsp., 2004), kluczowego enzymu w metabolizmie
kwasu arachidonowego i jest analogiczny do dziatania kwasu acetylosalicylowego
(ASA), podstawowego leku przeciwptytkowego. Dtiugotrwate przyjmowanie ASA
moze prowadzi¢ do przewlekiego krwawienia z przewodu pokarmowego, dlatego

ostatnio powstata koncepcja potgczonego przyjmowania niesteroidowych lekéw
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przeciwzapalnych wraz z wyciggami roslinnymi o podobnych wtasciwosciach
leczniczych (Gum i wsp., 2003).

Z moich badan wynika, ze wycigg antocyjandéw z lici czerwonej kapusty mogtby
stanowi¢ wspomagajgcy preparat przeciwptytkowy. Antocyjany z czerwonej kapusty
dodawane do zywno$Sci jako naturalny barwnik, mogg stanowi¢ skuteczny sktadnik
bioaktywny nadajgcy zywnosci prozdrowotne wtasciwosci. Wyniki badan na osoczu
zostaty opublikowane (Central European Journal of Biology, 2011), a dotyczace
ptytek krwi prezentowane byty na dwdch konferencjach naukowych i zostaty

przygotowane w formie manuskryptu wystanego do redakcji.

5.1.5. Podsumowanie

Gtéwnym celem przeprowadzonych przeze mnie badan byto znalezienie
substancji naturalnych, ktére mogtyby by¢é stosowane jako suplementy diety
i/lub sktadniki zywnosci funkcjonalnej w zapobieganiu rozwojowi miazdzycy,
wspomagajgce zwalczanie stanu zapalnego, dziatajgce przeciwzakrzepowo, jak
i przeciwdziatajgce stresowi oksydacyjnemu. Badaniom poddane zostaty zaréwno
substancje, ktore sg juz stosowane jako suplementy diety jednak w celach innych niz
ochrona uktadu hemostazy, jak i zwigzki stanowigce sktadniki powszechnych
w diecie produktéw roslinnych.
W swoich pracach in vitro badatam wptyw substancji naturalnych na ukfad
hemostazy, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich wifadciwosci antyoksydacyjnych
i wynikajgcych z nich funkcji ochronnych wobec ptytek krwi i elementéw osocza.

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty antyoksydacyjny i antyptytkowy
efekt dwoéch suplementow diety: B-glukanu, ktéry jako silny $rodek
immunostymulujgcy jest stosowany w preparatach uzywanych w profilaktyce
i leczeniu m.in. stanéw zapalnych, oraz L-karnityny powszechnie wystepujgcego
sktadnika wiekszosci odzywek dla sportowcéw oraz preparatéw odchudzajgcych.
Z moich badan wynika, ze stosowany w trakcie infekcji B-glukan oraz L-karnityna
spozywana przy wzmozonym wysitku fizycznym wykazujg ochronny wptyw na uktad
hemostazy narazony na skutki stresu oksydacyjnego.
Badania in vitro naturalnych substancji pochodzenia roslinnego powszechnie
obecnych w diecie wykazaty, ze pochodne kwasu glukarowego oraz kwasu
glukonowego bedace sktadnikami owocéw, w tym tatwo dostepnych jabtek, jak

i antocyjany zawarte w lisciach popularnej w diecie czerwonej kapusty, mogg znalez¢
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zastosowanie jako komponenty zywnosci funkcjonalnej skierowanej na ochrone
uktadu hemostazy.

W ostatnich latach ro$nie liczba publikacji zwracajgcych uwage na istotng role
profilaktyki zdrowotnej wykorzystujgcej naturalne substancje pochodzenia roslinnego
oraz na poszukiwanie nowych fitoterapeutykéw (Jew i wsp., 2009). Opracowana
zostata koncepcja zywnosci funkcjonalnej oraz zwigzana z nig koncepcja
nutraceutykow (Kalra, 2003; Coppens i wsp., 2006). Moje badania od lat koncentrujg
sie na znalezieniu zwigzkéw pochodzenia naturalnego, stanowigcych powszechnie
dostepne skfadniki diety, o korzystnych witasciwosciach biologicznych, w celu
zastosowania ich w formie tatwo dostepnych i tanich nutraceutykéw lub suplementéw
diety w profilaktyce choréb zwigzanych ze wzmozong aktywacjg ptytek, wynikajgcg
z dziatania czynnikéw stresu oksydacyjnego. Zajmujac sie tymi zagadnieniami
wzbogacitam wiedze teoretyczng, co umozliwito mi napisanie pracy przeglgdowej na

temat profilaktyki choréb uktadu krazenia (Kosmos, 2010).

5.2. Aktywnos¢ naukowa niewliczana do osiggniecia naukowego
Poza badaniami dotyczacymi zastosowania suplementéw diety w ochronie
uktadu hemostazy, prowadze takze prace badawcze nad wykorzystaniem w tym celu
substancji czynnych pochodzacych z popularnych ziét leczniczych. Badane przeze
mnie naturalne $rodki roslinne to polifenolowo-polisacharydowe preparaty
wyizolowane z roslin nalezacych do rodzin Asteraceae oraz Rosaceae, z ktérych
pochodzi wiele ziét uwazanych w Polsce za lecznicze. Ten etap badan rozpoczetam
w roku 2006 pracami dotyczgcymi przeciwptytkowych i przeciwoksydacyjnych
wiasciwosci ekstraktu z przymiotna kanadyjskiego (Conyza canadensis).
Weczesniejsze doniesienia dotyczgce antyoksydacyjnych wiasciwosci ekstraktu
z przymiotna (Wozniak i wsp., 2004) zostaty potwierdzone w moich badaniach na
wyizolowanych ludzkich ptytkach krwi. Badany ekstrakt wykazywat zdolno$¢ niemal
catkowitego hamowania nitrowania biatek oraz znacznie ograniczat uszkodzenia
oksydacyjne (Olas i wsp., 2006). Badany przeze mnie ekstrakt zostat w roku 2002
objety wnioskiem patentowym (Pawlaczyk i wsp., 2002), dotyczgcym metod jego
wytwarzania, jako ,preparatu hamujgcego krzepliwos¢ krwi”, jednak mechanizm jego

przeciwzakrzepowego dziatania nie zostat okre$lony. Prowadzone przeze mnie
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badania agregacji ptytek metodg turbidymetryczng przyniosty obiecujgce wyniki
dotyczgce wysokiej aktywno$ci przeciwagregacyjnej zaréwno ekstraktu jak i jego
poszczegoblnych frakcji (Saluk-Juszczak i wsp., 2007). Dzieki temu w roku 2007
prowadzone przeze mnie prace zostaty wigczone w jeden z najwiekszych projektow
badawczych w Polsce — WROVASC- Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo-
Naczyniowej. Jest to projekt wspoéffinansowany przez Unie Europejskg ze srodkow
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka na lata 2007-2013. Celem projektu jest powstanie
i ewaluacja nowych technologii medycznych i metod leczenia choréb sercowo-
naczyniowych. Gtéwnym zamierzeniem projektu jest poprawa jakosci zycia
mieszkancéw  wojewoddztwa dolnoslgskiego i Polski, dzieki utworzeniu
zintegrowanego systemu tgczgcego wiedze i badania naukowcéw reprezentujgcych
rozne dziedziny medycyny, zajmujgcych sie problemami choréb serca i naczyn.
W projekcie wspotpracuje bezposrednio z Zaktadem Chemii Medycznej
i Mikrobiologii Politechniki Wroctawskiej realizujgc zadanie dotyczgce oceny wptywu
wyizolowanych preparatow roslinnych na aktywnosS¢ biologiczng i funkcje
fizjologiczne ptytek krwi. Celem tego zadania jest okreslenie korelacji pomiedzy
chemicznymi i biologicznymi witasciwosciami wyizolowanych roslinnych substanciji
makroczgsteczkowych o charakterze polifenolowo-polisacharydowym, zaliczanych
do grupy pektyn czy hemiceluloz, wykazujgcych dziatanie antykoagulacyjne
i przeciwptytkowe. Do badan wytypowanych zostato 10 ro$lin stosowanych jako
zielarski surowiec leczniczy. Trwajgce i zaplanowane badania zmierzajg do
wytworzenia nowego produktu leczniczego pochodzenia roslinnego, ktéry dziatajgc
jako antykoagulant i réwnocze$nie substancja hamujgca  wtasciwosci
pro-zakrzepowe ptytek krwi, wykazywatby szeroko rozumiang zdolno$¢
przeciwzakrzepowa, dzieki czemu znalazitby istotne zastosowanie w profilaktyce
i leczeniu chorob ukfadu sercowo-naczyniowego. Innowacyjne dziatanie
poszukiwanego produktu ma polegac¢ na jego réwnoczesnym, kilkutorowym dziataniu
hamujgcym, zaréwno na osoczowe elementy kaskady krzepniecia, jak i aktywacje
ptytek krwi. Obecnie nie jest znana substancja lecznicza, ktorej stosowanie
spetniatoby rownoczesnie funkcje antykoagulacyjne i przeciwptytkowe. Ze wzgledu
na naturalne zrodta pochodzenia substancji aktywnej, z ro$lin powszechnie

dostepnych oraz tanich i fatwych w uprawie, uzyskany produkt moze by¢ atrakcyjny
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pod wzgledem stosunkowo niskich kosztéw wytworzenia oraz bezpieczny
ekologicznie.

Moje badania koncentrujg si¢ na roli wytypowanych preparatéw roslinnych
w ochronie procesow krzepnigcia, fibrynolizy oraz wtasciwosci i funkcji ptytek krwi
w stanie zaburzonej réwnowagi oksydacyjnej uktadu hemostazy. Prace prowadzone
sg zarbwno na osoczu i ptytkach krwi pochodzacych od zdrowych dawcéw, jak i na
materiale od pacjentéw z powiktaniami w uktadzie krwionosnym tj. od pacjentéw ze
stabilng przewlektg chorobg sercowo-naczyniowg. W prowadzonych pracach
wyr6zni¢ mozna dwa nurty badawcze. Pierwszy jest kontynuacjg badan dotyczacych
antyoksydacyjnych witasciwosci badanych preparatéw roslinnych. W tym zakresie
opublikowane zostaty wyniki otrzymane dla ekstraktu z przymiotna kanadyjskiego,
ktéry podobnie jak w przypadku ptytek krwi, silnie hamowat nitrowanie oraz
karbonylacje biatek osocza, a takze wykazywat wptyw na potencjat redox grup —SH
biatek oraz niskoczgsteczkowych zwigzkéw tiolowych (Saluk-Juszczak i wsp.,
2010 e). Ponadto opublikowane zostaty wstepne wyniki badan koniugatéw
polifenolowo-polisacharydowych wyizolowanych z szesciu roslin z rodziny
Asteraceae, ktére wskazujg, ze aktywno$¢ antyoksydacyjng wzgledem biatek
osocza, na poziomie zblizonym do przymiotna kanadyjskiego posiadajg takze
preparaty pochodzgce z krwawnika pospolitego, arniki gorskiej i jezéwki purpurowej,
natomiast znacznie stabsza wydaje sie aktywno$¢ preparatow z nawtoci pospolitej
oraz rumianku pospolitego (Saluk-Juszczak i wsp., 2010 f).

Drugi nurt badan odnosi sie do przeciwptytkowych i antykoagulacyjnych
witasciwosci preparatéw roslinnych. Badania fizjologicznych funkcji ptytek krwi
dotyczg hamowania przez polifenolowo-polisacharydowe koniugaty mechanizmoéw
agregacji ptytek na drodze zaleznej od roéznych agonistéw. Zakres tych badan
obejmuje oddziatywania preparatow na pfytki kontrolne oraz pochodzgce od
pacjentéw stosujgcych standardowe leki przeciwptytkowe. Do badania wiasciwosci
oraz biologicznej aktywnosci ptytek stosowana jest turbidymetryczna metoda
agregacji oraz metoda cytometrii przeptywowej. Przedmiotem badan jest rowniez
ustalenie oddziatywan preparatéw roslinnych na hemostatyczne funkcje osocza.
W celu poznania potencjalnych mechanizméw antykoagulacyjnych badanych
koniugatéw oznaczono ogélny potencjat tworzenia skrzepu i fibrynolizy, stosujgc
metody spektrofotometryczne. Ponadto okreslono wptyw preparatow na

koagulacyjne wifasciwosci osocza, poprzez pomiar czaséw PT, TT oraz APTT.
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Oznaczono réwniez udziat preparatow w amidolitycznej aktywnosci trombiny,
kluczowego enzymu kaskady krzepniecia. Uzyskane wyniki sg obecnie analizowane
i przygotowywane do publikacji. Do tej pory w ramach prowadzonych badan powstaty
cztery prace eksperymentalne (Platelets, 2006, General Physiology and Biophysics
2007; Central European Journal of Biology 2010; International Journal of Biological
Macromolecules 2010) oraz trzy prace przegladowe (Przeglad Menopauzalny 2011;
Przeglad Menopauzalny 2012; Przeglad Lekarski 2011) i jeden rozdziat ksigzkowy
(Serial Publication Recent Progress in Medicinal Plants Vol. 34, 2012).

W ostatnich latach wigczona zostatam réwniez w badania kliniczne dotyczace
procesdw pro- i antyoksydacyjnych u chorych na stwardnienie rozsiane. Celem
badawczym byta ocena poziomu markeréow stresu oksydacyjnego oraz uszkodzen
oksydacyjnych, jako czynnikéw odgrywajgcych istotng role w patogenezie tego
schorzenia. Wyniki badan zostaty opublikowane w dwéch pracach (Neurochemical
Research, 2011; Clinical Biochemistry, 2011). Szczegdlny aspekt prowadzonych
prac dotyczyt zmniejszenia negatywnych skutkédw stresu oksydacyjnego
w stwardnieniu rozsianym poprzez zastosowanie kriostymulacji ogélnoustrojowej.
Z przeprowadzonych przez nasz zespét badan klinicznych wynika, ze wykorzystanie
zabiegu z uzyciem temperatur kriogenicznych u chorych na przewlekte stwardnienie
rozsiane poprawia sprawnos$¢ ruchowg chorych oraz wptywa Kkorzystnie na
zwiekszenie aktywnosci uktadu antyoksydacyjnego. Wyniki tych badan opublikowano
w trzech pracach (The World Journal of Biological Psychiatry, 2010; Journal of
Thermal Biology, 2010; European Journal of Applied Physiology, 2011).
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