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Tytut osiggniecia naukowego:
»0ddziatywanie wybranych polifenoli z erytrocytami ludzi zdrowych i z dyslipidemia”
Cykl monotematycznych prac stanowi podstawe osiggniecia naukowego (rozprawy

habilitacyjnej). W zatgczniku 3 zawarto oswiadczenia wspdtautoréw publikacji wchodzacych
w sktad osiggniecia naukowego. Powyzsze prace zostaty przedstawione w Tabeli 1.
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Tabela 1.

IF z roku Punkty
L.p. Dane biograficzne publikacji | MNiSW
(IF 5-letni) | (2013)
1. |Broncel M., Wojsznis W., Bata A., Duchnowicz P., Koter- 0 30
Michalak M. (2006). Aktywnos¢ ATP-azy w btonach (1,522)*
erytrocytarnych u pacjentéw z hiperlipidemia typu Il (Activity
of ATP-ase in the erythrocyte membranes of patients with
hyperlipidemia type Il). Polskie Archiwum Medycyny
Wewnetrznej, 116, 1017-1022.

2. |Broncel M., Balcerak M., Bata A., Koter-Michalak M., 0 6
Duchnowicz P., Chojnowska-Jezierska J. (2007e). Struktura (0)
bton erytrocytéw u pacjentéw z mieszana hiperlipidemia (The
erythrocyte membrane structure in patients with mixed
hyperlipidemia). Wiadomosci Lekarskie, 60(1-2), 4-9.

3. | Franiak-Pietryga |., Koter-Michalak M., Broncel M., 2,114 35
Duchnowicz P., Chojnowska-Jezierska J. (2009). Anti- (3,125)
inflammatory and hypolipidemic effects in vitro of simvastatin
comparing to epicatechin in patients with type-2
hypercholesterolemia. Food and Chemical Toxicology, 47,
393-397.

4. |Broncel M., Kozirég M., Duchnowicz P., Koter-Michalak M., 1,699 20
Sikora J., Chojnowska-Jezierska J. (2010). Aronia melanocarpa (1,360)
extract reduces blood pressure, serum endothelin, lipid, and
oxidative stress marker levels in patients with metabolic
syndrome. Medical Science Monitor, 16, 28-34.

5. | Duchnowicz P., Broncel M., Podsedek M., Koter-Michalak M. 2,750 30
(2012a). Hypolipidemic and antioxidant effects of (3,151)
hydroxycinnamic acids, quercetin, and cyanidin 3-glucoside in
hypercholesterolemic erythrocytes (in vitro study). European
Journal of Nutrition, 51, 435-443.

6. | Duchnowicz P., Nowicka A., Koter-Michalak M., Broncel M. 1,699 20
(2012b). In vivo influence of extract from Aronia melanocarpa | (1,360)
on the erythrocyte membranes in patients with
hypercholesterolemia. Medical Science Monitor 18, 569-574.
7. |Duchnowicz P., Bors M., Podsedek A., Koter-Michalak M., 1,469 20
Broncel M. (2012c). Effect of polyphenols extracts from (1,975)
Brassica vegetables on erythrocyte membranes (in vitro
study). Environmental Toxicology and Pharmacology, 34,
783-790.

* —IF 3-letni

Sumaryczny IF z roku wydania: 9,731
Sumaryczny 5-letni IF: 12,493
Sumaryczne punkty MNiSW: 161
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Omadwienie osiggniecia naukowego przedtozonego do oceny

Celem prowadzonych przeze mnie badan skfadajacych sie na monotematyczny cykl
publikacji byto okreslenie wptywu polifenoli rodlinnych na btone erytrocytarng w warunkach
in vivo i in vitro ludzi zdrowych i chorych na dyslipidemie.

Dyslipidemia to zaburzenia metabolizmu lipidéw, ktére charakteryzujg sie niepra-
widtowym stezeniem w surowicy jednej lub wiecej frakcji lipoprotein lub ich sktadem.
W zaleznosci od sktadu lipidowego dyslipidemie mozna podzieli¢ na: (1) hipercholeste-
rolemie — stezenie cholesterolu catkowitego (TC) powyzej 190 mg/dl (5 mmol/I) i stezenie
frakcji LDL cholesterolu (LDL-C) powyzej 115 mg/dl (3 mmol/l); (2) hipertriglicerydemie
— stezenie trojglicerydéow (TG) powyzej 150 mg/dl (1,7 mmol/l); (3) hiperlipidemie mieszana.
Zwykle frakcja HDL cholesterolu (HDL-C) jest obnizona, u mezczyzn < 40 mg/dl (1 mmol/I)
a u kobiet < 45 mg/dl (1,2 mmol/l).

Wyréznia sie dyslipidemie pierwotng bedacg wynikiem oddziatywania $Srodowiska
(dieta wysoko kaloryczna i wysoko ttuszczowa, ograniczona aktywno$¢ fizyczna, palenie
tytoniu) lub uwarunkowan genetycznych (hipercholesterolemia typu 2) oraz dyslipidemie
wtérng, ktéra moze wystepowaé w wyniku innych choréb lub stosowania lekéw.

W pierwszym etapie pracy badania dotyczyty uszkodzen btony plazmatycznej
erytrocytow w dyslipidemii. Prawidlowa struktura btony plazmatycznej erytrocytéw
warunkuje najwazniejsze funkcje: stabilnos¢ osmotyczng, odksztatcalnosé¢, transport trans-
btonowy réznych substancji, aktywnosé enzymdéw btonowych, dyfuzje tlenu oraz dziatanie
receptorow btonowych. Erytrocyty sg pozbawione struktur wewngtrzkomérkowych w tym
rowniez jadra i nie majg zdolnosci syntezy biatek i lipidéw. Lipidy btonowe sg w dynamicznej
rownowadze z lipidami osocza. W latach 80. XX wieku w badaniach in vitro wykazano, ze
w Srodowisku bogatym w cholesterol wzrasta stezenie cholesterolu w btonach, co prowadzi
do usztywnienia bton, zmniejszenia plastycznosci i zwiekszonej agregacji komorek.

W naszych badaniach (Broncel et al., 2007e) (2) obserwowano zwiekszone stezenie
cholesterolu catkowitego (TC) o 58%, frakcji LDL cholesterolu (LDL-C) o 80% oraz trojglice-
rydéw (TG) o 75% w osoczu osdb z hiperlipidemig mieszang. Nie stwierdzono rdznic
w stezeniu cholesterolu frakcji HDL (HDL-C) w grupie badanej w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. W erytrocytach badano ptynno$é¢ btony metodg elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) z zastosowanie znacznikdw spinowych, zawartos¢ cholesterolu
w btonach, peroksydacje lipidéw btonowych. W btonach erytrocytéw oséb z hiperlipidemia
stwierdzono wzrost zawartosci cholesterolu o 76% oraz 2-krotny wzrost poziomu peroksy-
dacji lipidéw w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Ptynnos¢ btony zalezy m.in. od zawartosci
cholesterolu, fosfolipidow, stopnia nasycenia kwasow ttuszczowych. Wzrost zawartosci
cholesterolu w btonie komdrkowej jak rowniez produkty peroksydacji lipidow powodujg
wzrost sztywnosci btony komérkowej. W erytrocytach oséb z hiperlipidemig obserwowano
spadek ptynnosci btony w warstwie hydrofilowe] (wzrost parametru uporzadkowania S).
W gtebszych rejonach dwuwarstwy lipidowej nie obserwowano zmian ptynnosci btony.
Zaréwno w grupie kontrolnej jak i w grupie badanej stwierdzono, ze zawartos$¢ cholesterolu
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w btonach, poziom peroksydacji lipidéw oraz ptynnos¢ btony zalezg wprost proporcjonalnie
od stezenia TC i LDL-C w osoczu.

Zmiany w strukturze btony majg rowniez wptyw na strukture i funkcje biatek integral-
nych btony. Jednym z wazniejszych biatek jest ATPaza sodowo-potasowa (Na',K*-ATPaza),
enzym odgrywajacy kluczowa role w homeostazie komdrkowej. Enzym ten uczestniczy
w aktywnym transporcie jonéw sodowych i potasowych, m.in. utrzymuje wysokie stezenie
jonéw Na® na zewnatrz komérki i K* wewnatrz. Na’,K’-ATPaza jest heterotetramerem,
zbudowanym z dwdch podjednostek a i dwéch B. Fosforylacja ATPazy (donorem grupy
fosforowej jest ATP) jak i defosforylacja powodujg zmiany konformacyjne biatka, w czasie
jednego cyklu enzym dwukrotnie zmienia konformacje. Wydaje sie, ze kazda zmiana
ptynnosci lipidow bfonowych w otoczeniu tego enzymu powinna wptywac na jego funkcje.

W pracy Broncel et al. (2006) (1) oceniana byta catkowita aktywnos¢ ATPazowa
i aktywno$¢ Na*,K*-ATPazy oraz stezenie cholesterolu w bfonach erytrocytarnych pacjentéw
z hiperlipidemia typu Il i ludzi zdrowych metodami spektrofotometrycznymi. Wyniki badan
wskazujg na statystycznie istotng mniejszg zawartos¢ cholesterolu w btonie erytrocytéw
ludzi zdrowych i wyzszg aktywnos¢ ATPazowa. Stwierdzono réwniez dodatnig korelacje
miedzy stezeniem cholesterolu catkowitego i frakcji LDL w osoczu z zawartosciag cholesterolu
w btonie erytrocytarnej w obu grupach badanych. Ujemng korelacje obserwowano miedzy
stezeniem cholesterolu catkowitego i frakcji LDL a catkowita aktywnos$cia ATPazowa
i aktywnoscig Na*,K*-ATPazy zaréwno w erytrocytach pochodzacych od ludzi chorych jak
i zdrowych. Tréjglicerydy nie wykazaty wptywu na zawartos¢ cholesterolu w btonie
erytrocytarnej jak i na aktywno$¢ ATPaz. W literaturze istniaty sprzeczne doniesienia na
temat aktywnosci ATPaz btonowych w hiperlipidemii, jednak wiekszo$¢ autoréw obserwo-
wafa obnizenie aktywnoséci Na*,K'-ATPazy wraz ze wzrostem zawartoéci cholesterolu
zarbwno w osoczu jak i w bfonie erytrocytarnej. Wyniki naszych badain pozwalajg na
stwierdzenie, ze wzrost zawartosci cholesterolu w btonie komdérkowej moze wptywaé na
obnizenie aktywnos$¢ ATPaz btonowych. Modulacja aktywnos$ci enzymoéw btonowych moze
zachodzi¢ na drodze bezposredniej interakcji cholesterol-biatko jak i posrednio poprzez
zmiane ptynnosci bfony. Réwniez peroksydacja lipiddw powoduje zmiany ptynnosci btony
i moze posrednio wptywaé na aktywnos$é enzyméw btonowych.

Uszkodzenia struktury i funkcji bton erytrocytéw oséb z dyslipidemig byty obserwo-
wane w kolejnych etapach badan. Wzrost stezenia cholesterolu w btonach, wzrost poziomu
peroksydacji lipidéw oraz spadek ptynnosci btony plazmatycznej erytrocytéw osdb z dyslipi-
demia obserwowano w pracach Franiak-Pietryga et al., (2009), Duchnowicz et al. (20123, b,
c) (3,5, 6, 7). W pracy Duchnowicz et al. (2012a) (5) wzrost peroksydacji lipidéw w btonach
erytrocytdw o0sob z dyslipidemig potwierdzono oznaczajgc stezenie diendw sprzezonych.
Obnizenie aktywnosci ATPaz btonowych w erytrocytach oséb z dyslipidemig odnotowano
w pracach Duchnowicz et al. (2012b, c) (6, 7).

Celem leczenia dyslipidemii jest gtéwnie zmniejszenie stezenia cholesterolu frakcji LDL.
Mozna je podzieli¢ na dwa etapy: leczenie niefarmakologiczne, czyli zmiana diety, zwieksze-
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nie aktywnosci fizycznej, zaprzestanie palenia papieroséw zalecane jest wszystkim chorym
oraz leczenie farmakologiczne w zaleznosci od stopnia rozwoju choroby.

Najczesciej stosowanym lekiem sg statyny, inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metylo-
glutarylo-koenzymu A (HMG CoA). Poprzez hamowanie konwersji HMG-CoA do mewalo-
nianu, ktéry jest prekursorem steroli, zmniejszajg synteze cholesterolu w hepatocytach.
Jednoczesnie zwiekszona zostaje ekspresja genu receptoréw LDL, co skutkuje zwiekszonym
wychwytem frakcji LDL. Dodatkowo statyny korzystnie wptywajg na krzepniecie krwi,
aktywnos¢ trombocytéw oraz poprawiajg funkcje $rédbtonka. Statyny sg dobrze tolerowane
przez organizm cztowieka, ale raz zastosowane w leczeniu muszg by¢ juz brane stale i wraz
z czasem leczenia dawki statyn ulegajg podwyzszeniu. Przeciwwskazaniem do stosowania
statyn w leczeniu dyslipidemii jest cigza oraz przewlekta choroba watroby. Statyny wykazuja
rowniez dziatania niepozgdane jak miopatia, zaburzenia zotgdkowo-jelitowe, bdle gtowy
a nawet uszkodzenia watroby.

Poszukuje sie wcigz nowych lekéw, ktore mogtyby zastgpi¢ obecnie stosowane lub
zosta¢ wigczone do leczenia jako leki pomocnicze w leczeniu skojarzeniowym, np. w celu
obnizenia dawki leku gtéwnego. Stynny ,,paradoks francuski”, czyli stwierdzone na podstawie
badarn epidemiologicznych w populacji francuskiej zmniejszone ryzyko incydentéw
wiencowo-naczyniowych wraz z chorobg niedokrwienng serca przy diecie stosunkowo
bogatej w nasycone kwasy ttuszczowe, zwigzany jest m.in. z wystepowaniem w diecie
i w czerwonym winie polifenoli ros$linnych. Odkrycie to zapoczatkowato badania nad
prozdrowotnymi wtasciwosciami réznych grup polifenoli roslinnych. Wiekszos¢ autoréw
badan prozdrowotne wifasciwosci polifenoli roslinnych faczy przede wszystkim z ich
aktywnoscig antyoksydacyjng. Ponadto polifenole wykazujg witasciwosci przeciwzapalne,
antyalergiczne, antywirusowe i antynowotworowe.

Polifenole roslinne pod wzgledem budowy chemicznej szkieletu weglowego zostaty
podzielone na osiem grup: kwasy hydroksybenzoesowe (C6-C2), kwasy hydroksy-
cynamonowe (C6-C3), kumaryny (C6-C3), ksantony (C6-C1-C6), stilbeny (C6-C2-C6),
antrachinony (C6-C2-C6), flawonoidy (C6-C3-C6) i ligniny (C6-C3),. Flawonoidy, oparte na
szkielecie 2-fenylochromianu, ze wzgledu na rézne podstawniki oraz ich umiejscowienie
mozna podzieli¢ na: antocyjanidyny, flawanole, flawanony, flawony, flawonole, izoflawony
i proantocyjanidyny. W roslinach wystepujg w postaci aglikondw oraz przede wszystkim jako
glikozydy w potgczeniu z glukoza, galaktozg lub fruktozg. Czesto glikozydy sg dodatkowe
estryfikowane kwasami hydroksybenzoesowymi lub hydroksycynamonowymi.

W kolejnym etapie badan pordwnano in vitro wptyw simwastatyny i epikatechiny na
strukture i funkcje bfony erytrocytarnej oséb z hipercholesterolemia typu Il i oséb zdrowych
(Franiak-Pietryga et al., 2009) (3). Simwastatyna jest pétsyntetycznym inhibitorem reduktazy
HMG-CoA. Epikatechina jest polifenolem z grupy flawanoli, wystepuje m.in. w zielonej
herbacie, kakao i czekoladzie, czerwonym winie. W pracy badano zawarto$¢ cholesterolu
w bfonach erytrocytarnych, poziom peroksydac;ji lipidéw (zwigzki reagujgce z kwasem tiobar-
biturowym) oraz ptynnos¢ btony metoda elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(EPR) z uzyciem znacznika spinowego kwasu 5-doksylostearynowego (5-DSA). W naszych
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badaniach in vitro stwierdzono, ze aktywna forma simwastatyny obnizata zawartos¢
cholesterolu w bfonach i zwiekszata ptynnosc btony erytrocytarnej u ludzi z hipercholestero-
lemig. Po inkubacji simwastatyny z erytrocytami ludzi zdrowych obserwowano obnizenie
zawartosci cholesterolu w btonach, jednak wyniki te nie byty jednak istotne statystycznie.
Simwastatyny nie miata wptywu na ptynnos¢ bton erytrocytéw ludzi zdrowych jak réowniez
nie wptywata na peroksydacje lipidow btonowych w obu grupach doswiadczalnych.
Epikatechina podobnie jak simwastatyna obnizata zawarto$é cholesterolu w btonach i zwiek-
szata ptynnos¢ btony erytrocytarnej tylko w erytrocytach osdéb z hipercholesterolemia.
Dodatkowo epikatechina obnizata peroksydacje lipidéw zaréwno w grupie oséb chorych na
hipercholesterolemie jak i zdrowych. Na podkreslenie zastuguje wykazanie, ze zaréwno
simwastatyna jak i epikatechina bezposrednio obnizajg cholesterol w btonie erytrocytow
ludzi chorych na hipercholesterolemie.

W nastepnym etapie badan poréwnywano wptyw in vitro polifenoli na btony
erytrocytarne. Wybrano kwas ferulowy i kwas p-kumarowy (kwasy hydroksycynamonowe),
kwercetyne (flawonol) i 3-glukozyd cyjanidyny (antocyanidyna). W pracy Duchnowicz et al.
(2012a) (5) wptyw wybranych polifenoli po inkubacji z erytrocytami oséb z hipercho-
lesterolemia i oséb zdrowych oceniano na podstawie zawartosci cholesterolu w btonach,
poziomu peroksydacji lipidédw oraz ptynnosci bton. Kwercetyna i 3-glukozyd cyjanidyny
w stezeniu 10 pmol/l obnizaty zawarto$¢ cholesterolu w btonach erytrocytow oséb
z hipercholesterolemia zaréwno po inkubacji z petng krwig jak i z wyizolowanymi erytro-
cytami. W erytrocytach o prawidtowym poziomie cholesterolu obserwowano spadek
zawartosci cholesterolu w btonach wyizolowanych erytrocytéw przy stezeniu 100 umol/I. Nie
obserwowano tego efektu po inkubacji kwercetyny i 3-glukozydu cyjanidyny z petng krwia
0s6b zdrowych. Oba kwasy hydroksycynamonowe nie wptywaty na zawartos¢ cholesterolu
w bfonach erytrocytarnych zaréwno oséb zdrowych jak i z hipercholesterolemia nawet
w stezeniu 100 umol/l. Poziom peroksydacji lipidow btonowych byt oceniany na podstawie
stezenia zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) oraz stezenia dienéw
sprzezonych. Wszystkie badane zwigzki wykazywaty witasciwosci antyoksydacyjne w obu
uktadach. Kwercetyna i 3-glukozyd cyjanidyny juz w stezeniu 1 pmol/l chronity lipidy
btonowe przed utlenianiem, podczas gdy kwasy hydroksycynamonowe dopiero w stezeniu
10 umol/l. Tylko w przypadku inkubacji erytrocytow, od oséb z podwyzszonym poziomem
cholesterolu w btonach, z kwercetyng i 3-glukozydem cyjanidyny obserwowano wzrost
ptynnosci w powierzchniowej warstwie btony (spadek parametru uporzgdkowania S), ktory
moze by¢ rezultatem obnizenia zawartosci cholesterolu w btonie. Nie obserwowano zmian
ptynnosci btony erytrocytéw oséb zdrowych po inkubacji ze wszystkimi badanymi zwigzkami.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze kwercetyna i 3-glukozyd cyjanidyny w stosowanych w pracy
stezeniach bezposrednio obnizajg zawartos¢ cholesterolu w erytrocytach ludzi z hipercholes-
terolemig a co za tym idzie powodujg wzrost ptynnosci btony plazmatycznej. W erytrocytach
0s0b zdrowych nie obserwuje sie podobnych zmian.

Kolejna praca dotyczy wptywu in vitro ekstraktow polifenolowych z roslin kapustnych
na strukture i funkcje bton erytrocytarnych (Duchnowicz et al.,, 2012c) (7). Ponad 40
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zwigzkow polifenolowych zidentyfikowano w warzywach z rodziny kapustowatych
(Brassicaceae), gtownie sg to flawanole (kwercetyna, kemferol i ich glikozydy) oraz pochodne
kwaséw hydroksybenzoesowych i hydroksycynamonowych (kwasy kawowy, ferulowy,
p-kumarowy, synapowy). W odmianach barwnych warzyw kapustnych dodatkowo wystepujg
antocyjaniny (glikozylowane pochodne cyjanidyny). W badaniach uzywano ekstraktéow
z kapusty czerwonej i brukselki. Oba ekstrakty obnizaty zawartos¢ cholesterolu w btonach
erytrocytow osob z hipercholesterolemia, przy czym silniejsze dziatanie wykazywat ekstrakt
z kapusty czerwonej, spadek o 18% przy 5% spadku dla ekstraktu z brukselki przy stezeniu
polifenoli 20 umol/l. Badane ekstrakty nie powodowaty zmian poziomu cholesterolu
w erytrocytach grupy kontrolnej. Oba ekstrakty podobnie obnizaty peroksydacje lipidow
w erytrocytach z podwyzszonym poziomem cholesterolu, natomiast nie wptywaty na poziom
peroksydacji lipidéw w erytrocytach grupy kontrolnej. Pomimo obnizenia zawartosci
cholesterolu btfonowego i obnizenia peroksydacji lipidow nie obserwowano zmian w ptyn-
nosci btony plazmatycznej. Prawdopodobnie spowodowane jest to wbudowywaniem sie
polifenoli w btone komérkowg, co skutkuje zmniejszeniem ptynnosci btony. Aktywnosc
ATPaz btonowych obnizona w erytrocytach osdb z hipercholesterolemig ulegata po inkubacji
z ekstraktami dalszemu obnizeniu, przy czym silniejsze wtasciwosci inhibicyjne obserwowano
dla ekstraktu z kapusty czerwonej. Flawonoidy sg niespecyficznymi inhibitorami ATPaz,
miejsce wigzania z Na',K’-ATPazg jest rdézne od miejsca wigzania oubainy, specyficznego
inhibitora tego enzymu. Ekstrakt z kapusty czerwonej powodowat takze obnizenie
aktywnosci ATPaz btonowych w erytrocytach kontrolnych. Na podstawie uzyskanych
wynikéw, mozina wnioskowaé, ze przede wszystkim antocyjaniny obecne w ekstrakcie
z kapusty czerwonej sg odpowiedzialne za obserwowane zmiany. Pochodne kwercetyny
i kemferolu wystepujace w ekstrakcie z brukselki w stosunkowo niskich stezeniach wykazujg
ograniczony wptyw na btony erytrocytarne.

Nastepny etap badan obejmowat badania kliniczne z zastosowaniem suplementu diety
z owocéw aronii czarnoowocowej o nazwie Aronox. Aronia czarnoowocowa (Aronia
melanocarpa (Michx.) Elliott) jest krzewem z rodziny rézowatych o ciemnogranatowych,
jadalnych owocach. Owoce aronii sg bogatym zrédtem flawonoidow, gtéwnie antocyjanidyn
i proantocyjanidyn. Cztery gtéwne antocyjaniny to 3-galaktozyd, 3-arabinozyd, 3-ksylozyd
i 3-glukozyd cyjanidyny. Kapsutka 100 mg Aronoxu zawiera okoto 50 mg polifenoli w tym nie
mniej niz 20 mg antocyjanin (dane wedtug producenta).

W pracy Duchnowicz et al., 2012b) (6) badano wptyw in vivo ekstraktu z aronii na
strukture i funkcje btony erytrocytéw osdéb z hipercholesterolemia. Pacjenci z hipercholes-
terolemia, zakwalifikowani do badan przez zespét lekarzy pod kierunkiem dr hab. Marleny
Broncel, prof. nadzw. UM 2z Kliniki Farmakologii i Terapii Monitorowanej Uniwersytetu
Medycznego w todzi, poddani zostali suplementacji Aronoxem w dawce 3x 100 mg dziennie
przez 2 miesigce. Po 1 miesigcu suplementacji obserwowano spadek cholesterolu w btonach
erytrocytow (o 18%) oraz obnizenie poziomu peroksydacji lipidow (o 22%) w grupie oséb
z hipercholesterolemia. Po 2 miesigcach obserwowano dalszg poprawe tych parametréw,
odpowiednio spadek o 24% i 39%. Jednak zardwno zawartos¢ cholesterolu w btonach jak
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i poziom peroksydacji lipidédw nadal byty wyzisze w erytrocytach ludzi z dyslipidemia
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Po 2 miesigcach suplementacji Aronoxem obserwowano
wzrost ptynnosci btony plazmatycznej erytrocytéw w warstwie powierzchniowej (obnizenie
parametru uporzadkowania S). Wartos¢ parametru uporzgdkowania S byta nadal wyzsza
w grupie pacjentéow z dyslipidemia w porédwnaniu do grupy kontrolnej. Wzrost ptynnosci
btony plazmatycznej moze by¢ wynikiem obnizenia zawartosci cholesterolu w btonach jak
rowniez obnizenia poziomu peroksydacji lipiddw btonowych. Wyniki tych badan potwier-
dzajg opisane wczesniej wyniki badan in vitro inkubacji 3-glukozydu cyjanidyny z erytro-
cytami, gdzie réwniez obserwowano wzrost ptynnosci btony plazmatycznej (Duchnowicz et
al.,, 2012a) (5). Poziom grup tiolowych moze by¢ markerem uszkodzen biatek btonowych.
W grupie pacjentéw z hipercholesterolemig obserwowano nizsze stezenie grup tiolowych
biatek (0 32%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Spadek stezenia grup —SH dostepnych dla
reakcji chemicznych moze by¢ wynikiem zaréwno uszkodzen oksydacyjnych biatek btono-
wych jak i zmian konformacyjnych tych biatek. Po 2 miesigcach stosowania ekstraktu z aronii
obserwowano 5% wzrost stezenia grup tiolowych biatek btonowych, wynik jednak nie byt
istotny statystycznie. W opisanych wczesniej badaniach stwierdzono spadek aktywnosci
ATPaz btonowych. Réwniez w tych badaniach aktywnos¢ ATPaz byta nizsza w btonach
erytrocytow z podwyzszonym poziomem cholesterolu w pordwnaniu do erytrocytow
kontrolnych. W czasie 2 miesiecznej suplementacji Aronoxem stwierdzono tendencje
wzrostu catkowitej aktywnosci ATPazowej jak i aktywnoéci Na*,K'-ATPazy (wyniki byty
nieistotne statystycznie). Na podstawie wynikdw mozna wnioskowa¢, ze ekstrakt z aronii
korzystnie wptywa na strukture i funkcje erytrocytéw oraz ze potrzebny jest dtuzszy okres
stosowania ekstraktu do osiggniecia wartosci kontrolnych.

Dyslipidemia, jako zaburzenie metabolizmu lipidéw, moze réwniez wystepowac wraz
z innymi jednostkami chorobowymi. Zespét metaboliczny (ZM) to powigzany zbiér czynnikow
zwiekszajgcy ryzyko wystgpienia i rozwoju chordb sercowo-naczyniowych. Dyslipidemia,
obok otytosci brzusznej, nadcisnienia i cukrzycy, jest jednym z kryteriéw ZM. Diagnozowanie
ZM opiera sie na jednym z dwdch kryteridw: kryterium International Diabetes Federation
(IDF) z 2005 roku lub National Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel Il
(NCEP-ATPIII) z 2001 roku.

W pracy Broncel et al. (2010) (4) badano wptyw ekstraktu z aronii na rézne parametry
osocza i erytrocytéw u oséb z ZM. Pacjenci do badan klasyfikowani byli zgodnie z kryteriami
IDF przez zespot lekarzy pod kierunkiem dr hab. Marleny Broncel, prof. nadzw. UM z Kliniki
Farmakologii i Terapii Monitorowanej Uniwersytetu Medycznego w todzi. Pacjenci z ZM
poddani zostali suplementacji Aronoxem w dawce 3x 100 mg dziennie przez 2 tygodnie.
Przed leczeniem w osoczu o0séb z ZM oznaczono zwiekszony poziom cholesterolu
catkowitego i frakcji LDL, tréjglicerydéw oraz obnizony poziom cholesterolu frakcji HDL
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Osoby z ZM miaty réwniez wyzsze cisnienie krwi
zaréwno skurczowe jak i rozkurczowe. W erytrocytach osdéb z ZM stwierdzono wzrost
poziomu peroksydacji lipidow oraz spadek aktywnosci dwdch enzymdw antyoksydacyjnych:
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i peroksydazy glutationowej (GPx). Po 1 miesigcu terapii
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zaobserwowano poprawe badanych parametrow. W erytrocytach oséb z ZM stwierdzono
spadek peroksydacji lipidéow (o 26%), spadek aktywnosci katalazy (CAT) (o 21%) przy
jednoczesnym wzroscie aktywnosci SOD (o 20%) i GPx (o 41%) w poréwnaniu do wartosci
wyjsciowych. Obnizeniu ulegto ci$nienie skurczowe krwi, w osoczu obserwowano spadek
poziomu cholesterolu catkowitego i frakcji LDL oraz tréjglicerydéw. Po 2 miesigcach suple-
mentacji obserwowano dalszg poprawe badanych parametréw. W erytrocytach stwierdzono
dalszy spadek poziomu peroksydacji lipidow (o 50%) oraz wzrost aktywnosci SOD (o 28%)
i GPx (0 52%) w pordéwnaniu do wartosci wyjsciowych. Dtuzsze stosowanie ekstraktu
z owocoéw aronii nie miato wptywu na poziom cholesterolu catkowitego i frakcji LDL oraz
tréjglicerydow w osoczu. Suplementacja Aronoxem nie wptywata na poziom cholesterolu
frakcji HDL. Parametry osocza i erytrocytéw po 2 miesigcach suplementacji ekstraktem
z owocow aronii nie osiggnety jednak wartosci stwierdzonych w grupie kontrolnej. Nadal
obserwowane byty wyzsze wartosci cisnienia krwi, poziomu cholesterolu catkowitego i frakcji
LDL, trdjglicerydéw w osoczu oraz zwiekszony poziom peroksydacji lipidow i nizsza
aktywnos¢ SOD i CAT w erytrocytach. Aktywnosé GPx juz po 1 miesigcu stosowania ekstraktu
byta zblizona do wartosci kontrolnej. Na podstawie wynikéw badaf mozna stwierdzié, ze 2
miesieczne stosowanie suplementu poprawia badane parametrow osocza i erytrocytow
0s6b z zespotem metabolicznym.

Wyniki badan sktadajgcych sie na osiggniecie naukowe dotyczgce oddziatywania
wybranych polifenoli z erytrocytami ludzi zdrowych i z dyslipidemig mozna podsumowac
nastepujaco:

1. Btony erytrocytéw o0sob z dyslipidemig charakteryzowaty sie podwyziszong
zawartoscig cholesterolu, zwiekszonym poziomem peroksydacji lipidéw, obnizong
ptynnoscig btony plazmatycznej, obnizong catkowita aktywnoscia ATPazowg,
obnizong aktywnoscig Na*,K*-ATPazy oraz obnizonym poziomem grup tiolowych
w pordwnaniu do grupy kontrolne;j.

2. Flawonoidy w badaniach in vitro bezposrednio obnizaty poziom cholesterolu
w bfonach erytrocytdw oséb z dyslipidemia.

3. Flawonoidy nie wptywaty na zawartosci cholesterolu btonowego w btonach
erytrocytédw osdb zdrowych.

4. Wszystkie badane polifenole wykazywaty wiasciwosci antyoksydacyjne — obnizaty
peroksydacje lipidow btonowych.

5. Suplementy diety na bazie ekstraktu z owocéw aronii poprawiajg profil lipidowy
osocza os6b z dyslipidemig oraz korzystnie wptywajg na strukture i funkcje
erytrocytdw z podwyzszong zawartoscig cholesterolu btonowego.
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Wyniki badan stanowigce gtéwne osiggniecie naukowe przedstawitem na posiedzeniu
Komisji Biochemiczno-Biofizycznej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego w dniu 21 maja 2013 roku. Tezy rozprawy habilitacyjnej zostaty przyjete
jednogtosnie.

Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Tematyka badan przed uzyskaniem stopnia doktora

Jestem absolwentem Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska) Uniwersytetu tédzkiego. Studia ukoriczytem w 1990 roku uzyskujac
tytut magistra biologii, specjalnos¢ biologia molekularna. Prace magisterska wykonatem
w Katedrze Biofizyki pod kierunkiem Prof. dr hab. Wirgiliusza Dudy nt. , Badanie wptywu
produktow degradacji parakwatu na hemoglobine cztowieka i karpia”.

W czasie studidw, w grudniu 1988 roku zostatem zatrudniony na stanowisku
inzynieryjno-technicznym w Katedrze Biofizyki w zespole Prof. dr hab. Wirgiliusza Dudy (po
reorganizacji Katedra Biofizyki Skazen Srodowiska, Instytut Biofizyki). W poczatkowym
okresie pracy moje zainteresowania naukowe koncentrowaty sie wokét tematéw
badawczych realizowanych w Katedrze. Byty one zwigzane z oddziatywaniem rdéznych
rozpuszczalnikdw oraz ksenobiotykéw z hemoglobing wybranych gatunkéw bezkregowcow
i kregowcow.

Hemoglobina jest biatkiem globularnym, powszechnie wystepujacym u bezkregowcow
i kregowcéw, ponadto stwierdzono obecnos¢ podobnych form biatkowych w roslinach
i bakteriach. U bezkregowcéw hemoglobina wystepuje w formie monomeréw, dimeréw
i oligomerdw zbudowanych z takich samych podjednostek. Hemoglobina dorostych
kregowcow jest tetramerem ztozonym z dwdch a i dwéch B faricuchéw globiny. Analizujgc
geny globiny jak i sekwencje aminokwasowe mozna zauwazy¢ regiony konserwatywne,
w ktorych uktad aminokwaséw jest niezmienny u wielu gatunkdw kregowcdéw. Zagadnienia
dotyczgce ewolucji hemoglobin omdéwione zostaty w pracy przeglgdowej (Duchnowicz
i Duda, 1994) (1)".

Whtasciwosci biologiczne biatek zalezg m.in. od oddziatywan z czasteczkami otaczaja-
cego rozpuszczalnika. Zmiana hydrofobowosci srodowiska zaburza otoczke hydratacyjna
biatka, co moze prowadzi¢ do rozerwania natywnych wigzan wodorowych i ekspozycji
hydrofobowego wnetrza maskowanego w stanie natywnym. Alkohole wielowodorotlenowe,
do ktérych nalezy glikol etylenowy (EG), stabilizujg natywng konformacje biatka wzmagajac
wigzania hydrofobowe. Dodanie EG do roztworu biatka prowadzi do zmniejszenia
powierzchni kontaktu biatko-rozpuszczalnik. Badajgc stabilnos¢ hemoglobiny w uktadzie
woda-EG wykonano jakosciowg analize wptywu EG na struktury mono- i dimerycznych
methemoglobin izolowanych z larw Chironomus thumi thumi (Chironomidae) za pomocg
pomiardw termodynamicznych denaturacji metodg réwnowagowga. Wyniki badan

’ Numeracja publikacji w tej czesci wedtug spisu umieszczonego na koncu autoreferatu.
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denaturacji mono- i dimerycznych form hemoglobiny wskazywaty, ze dodanie do roztworu
biatka globularnego rozpuszczalnika organicznego posiadajgcego réwnoczesnie wtasciwosci
hydrofilowe i hydrofobowe zaburza natywng strukture biatka poprzez zmiane struktury
otoczki hydratacyjnej. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracy Osmulski et al.
(1996) (2).

Postepujaca chemizacja srodowiska jest nieodwracalnym i nieuniknionym procesem
towarzyszacym dziatalnosci cztowieka. Do uzycia czesto wprowadzane byty srodki chemiczne
bez ustalenia czy i w jakim stopniu sg one toksyczne dla cztowieka i zwierzat. Jednym z takich
preparatéw byt Gramoxon, herbicyd o dziataniu nieselektywnym, powszechnie stosowany od
1961 roku. Zwigzkiem czynnym Gramoxonu jest dichlorek 1,1’-dimetylo-4,4’-bipyridyniowy
(parakwat). Gramoxon i parakwat byt przyczyng przypadkowych jak i celowych $miertelnych
zatruc ludzi. Stosowanie jego zostato zabronione w krajach Unii Europejskiej w 2007 roku.
Badania nad wptywem parakwatu i Gramoxonu na hemoglobine cztowieka i karpia byty
kontynuacja badan prowadzonych w ramach pracy magisterskiej. Analiza widm hemoglobiny
po inkubacji z Gramoxonem wskazuje na utlenianie oksyhemoglobiny (Fe*) do methemo-
globiny (Fe**), z pojawieniem sie przejéciowej formy ferrylhemoglobiny (Fe™). Hemoglobina
karpia byta bardziej podatna na degradacje w poréwnaniu do hemoglobiny A cztowieka.
Wyniki badan opisano w pracy Duchnowicz i Duda (1998) (3).

Gtéwnym Zrédtem pochodnych fenolowych w srodowisku jest dziatalnos¢ cztowieka
— powszechne stosowanie srodkéw ochronny roslin oraz réznego rodzaju dodatkéw do pasz.
Jednym ze Zrddet sg zwigzki czynne herbicydéw fenoksyoctowych: kwas 2,4-dichloro-
fenoksyoctowy (2,4-D), kwas 4-chloro-2-metylofenoksyoctowy (MCPA), kwas 2,4,5-trichloro-
fenoksyoctowy (2,4,5-T). Od 1944 roku stosowane s3 jako srodki chwastobdjcze niszczgce
rodliny dwuliscienne w uprawach zbozowych, pastwiskach, trawnikach itp. Herbicydy
fenoksylowe (fenoksyoctowe) zostaty umieszczone w Il i IV klasie toksycznosci, tzn. powinny
wykazywac¢ umiarkowang toksycznos¢ ostrg dla ssakéw. Od stycznia 1962 r. do stycznia
1999 r. opisano 66 przypadkéw zatrucia herbicydami chlorofenoksylowymi. Pierwszymi
objawami sg wymioty, bdle brzucha, i czasami krwotok w jelicie. Neurotoksycznosé objawia
sie spigczky, ataksjg, halucynacjami, konwulsjami i paralizem. Z opisanych przypadkéw w 22
zatrucie doprowadzito do $mierci pacjenta. 2,4-D wbudowuje sie do wewnetrznej warstwy
btony komodrkowej, co powoduje zmiane dyskowatego ksztattu erytrocytéw na kolczasty
(echinocyty).

W pierwszym etapie badano wptyw 2,4-D i MCPA oraz ich metabolitéw 2,4-dichloro-
fenolu, 2,4,5-trichlorofenolu i 2,4-dimetylofenolu na aktywnos$¢ katalazy. Wyniki naszych
badan wskazujg, ze po 1 godzinie inkubacji 2,4-D, MCPA i 2,4-dimetylofenol nie miaty
wptywu na aktywnos$é¢ katalazy w erytrocytach ludzkich, po 3 godzinach inkubacji
obserwowano wzrost aktywnosci katalazy, a nastepnie spadek po 24 godzinach inkubacji. Po
inkubacji erytrocytéw z 2,4-dichlorofenolem i 2,4,5-trichlorofenolem obserwowano spadek
aktywnosci katalazy po wszystkich czasach inkubacji. Najwiekszy spadek aktywnosci katalazy
zanotowano dla 2,4,5-trichlorofenolu po 24 godzinach inkubacji. Wyniki zostaty opubliko-
wane w pracy doswiadczalnej (Bukowska et al., 2000) (4).
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Badane herbicydy i ich pochodne powodowaty hemolize erytrocytéw wprost
proporcjonalng do stezenia. Hemoliza erytrocytéw byta réwniez zalezna od rodzaju
podstawnika. Dla zwigzkéw z podstawnikiem metylowym obserwowano wyziszg hemolize
w poréwnaniu do zwigzkdw z podstawnikiem chlorowym. llos¢ methemoglobiny (metHb)
pojawiajacej sie w puli catkowitej hemoglobiny byta zalezna od stezenia badanych zwigzkéw
i rodzaju podstawnikdéw w pierscieniu fenolowym. Najwiekszy przyrost metHb na zewnatrz
erytrocytow obserwowano dla herbicydow i metabolitdw z podstawnikiem metylowym,
natomiast wewnatrz erytrocytéw dla 2,4-D i 2,4,5-T oraz ich metabolitéw. Moze to
sugerowaé, ze zwigzki z jednym lub dwoma podstawnikami metylowymi w mniejszym
stopniu mogg przenikac przez btone erytrocytarng w poréwnaniu ze zwigzkami z podstaw-
nikami tylko chlorowymi. Zwigzki z podstawnikiem chlorowym (2,4-D, 2,4,5-T i ich meta-
bolity) powodowaty wyiszg peroksydacje lipidéw btonowych w poréwnaniu do zwigzkéw
z podstawnikiem metylowym (MCPA i jego metabolity). Moze to wynika¢ z réznej wydajnosci
generowania rodnika ‘OH przez badane zwigzki. Han i wspodtpracownicy w 1998 badali
generowanie rodnika ‘OH przez zwigzki fenolowe w wodzie ozonowane;j. 2,4-dichlorofenol
i 2-chlorofenol generowaty rodnik ‘OH z najwieksza wydajnoscia. Najmniejszg wydajnosc
tworzenia rodnika "OH obserwowali oni dla fenoli z podstawnikami metylowymi.

W dalszym etapie badano wptyw herbicydéw fenoksyoctowych i ich metabolitéw na
btone erytrocytarng. Pomiardw ptynnosci btony i stopienia uszkodzenia biatek btonowych
dokonano techniky elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) z zastosowaniem
znacznikdéw spinowych. Obserwowano zwiekszenie ptynnosci btony w gtebszych rejonach
dwuwarstwy lipidowe]. Podobnie jak w przypadku peroksydacji, wieksze zmiany obserwo-
wano dla zwigzkdw z podstawnikiem chlorowym w poréwnaniu do podstawnika
metylowego. ROwniez stopien uszkodzenia biatek btonowych, mierzony iloscig wolnych grup
tiolowych wykazywat podobng zaleznos¢. Metabolity powodowaty wzrost ilosci wolnych
grup tiolowych, zwigzki podstawowe nie wptywaty na ten parametr. Badane zwigzki
modyfikowaty rowniez aktywnos$é ATPaz btonowych. Zwigzki podstawowe powodowaty lekki
wzrost aktywnosci ATPaz, natomiast ich metabolity spadek aktywnosci tego enzymu.

Na podstawie badan hemolizy erytrocytow, peroksydacji lipidow, aktywnosci ATPaz
btonowych, ilosci grup —SH i ptynnosci dwuwarstwy lipidowej mozna wysungé wniosek, ze
wyzszg toksycznos$cig charakteryzujg sie metabolity w poréwnaniu do zwigzkéw
podstawowych. Na toksycznos¢ herbicyddw i ich metabolitéw majg wptyw podstawniki
w pierscieniu fenolowym. Zwigzki majgce tylko podstawniki chlorowe w pierscieniu
fenolowym odznaczajg sie wiekszg toksycznoscig i powodujg wieksze uszkodzenia btony
erytrocytu w poréwnaniu do zwigzkéw z podstawnikami mieszanymi chlorowym i metylo-
wym lub tylko z metylowym.

Otrzymane wyniki badan byly podstawg pracy doktorskiej pt.: ,, Wptyw herbicyddw na
erytrocyty cztowieka”, ktérej promotorem byta prof. dr hab. Maria Koter-Michalak. Prace
doktorskg recenzowali: prof. dr hab. Wanda Leyko z Uniwersytetu tddzkiego i prof. dr hab.
Lech Torlinski z Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Publiczna
obrona doktoratu odbyta sie 22 stycznia 2002 r., stopied naukowy doktora nauk
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biologicznych w specjalnosci biofizyka uzyskatem decyzjg Rady Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego 29 stycznia 2002 r.

Do uzyskania stopnia naukowego doktora mdj dorobek sktadat sie z 3 prac
oryginalnych, z czego jedna opublikowana w czasopismie z listy filadelfijskiej oraz 1 pracy
przegladowej. Wyniki badan prowadzonych przed doktoratem prezentowatem w postaci
13 komunikatow, w tym 3 na zjazdach miedzynarodowych.

Cze$¢ wynikow uzyskanych w ramach przygotowania doktoratu zostata opublikowana
po uzyskaniu stopnia naukowego doktora w 3 pracach doswiadczalnych w czasopismach
z listy filadelfijskiej (Duchnowicz et al., 2002, 2005;Duchnowicz i Koter, 2003) (5, 6, 8).

Tematyka badan po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, od pazdziernika 2002 r., zostatem
zatrudniony na stanowisku adiunkta i kontynuowatem badania prowadzone przez Katedre
Biofizyki Skazen Srodowiska Ut.

W latach 2003-2006 we wspétpracy z Uniwersytetem Medycznym im. L. Rydygiera
w Bydgoszczy prowadzono badania dotyczace stresu oksydacyjnego w krwinkach czerwo-
nych oséb w wieku podesztym oraz wptywu suplementacji koenzymem Q na parametry
strukturalne i funkcjonalne erytrocytéw. Proces starzenia sie organizmu jest naturalnym
procesem fizjologicznym, ktéry warunkowany jest zardwno czynnikami genetycznymi jak
i Srodowiskowymi. Jedna z teorii dotyczacych starzenia jest teoria wolnorodnikowa,
sformutowana po raz pierwszy przez Harmana w 1956. Wedtug tej teorii najwiekszy wptyw
na starzenie sie organizmdéw wielokomérkowych majg wolne rodniki tlenowe i nadtlenki,
ktore stanowig posredni lub koncowy produkt wielu reakcji enzymatycznych i nieenzyma-
tycznych. Jednoczesnie ostabieniu ulegajg mechanizmy obronne organizmu. Zachwianie
rownowagi pro- i antyoksydacyjnej prowadzi do nagromadzenia w komédrkach produktéw
degradacji, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do $mierci komorki.

Badaniami objeto osoby zdrowe (Srednia wieku 55 lat) i z pierwotnym nadcisnieniem
tetniczym w wieku podesztym (Srednia wieku powyzej 70 lat). Krew pobierano przed
rozpoczeciem suplementacji oraz po zakwalifikowaniu do dalszego etapu po 3 i 6 tygodniach
suplementacji koenzymem Q w dawce dobowej 60 mg. Wykonano oznaczenia peroksydacji
lipidéw, aktywnosci ATPaz btonowych, stezenia grup tiolowych metodami spektrofoto-
metrycznymi oraz pomiary mikrolepkos¢ wnetrza erytrocytéw i stopnia uszkodzenia biatek
btonowych metoda elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) z uzyciem
znacznikdw spinowych. Wyniki naszych badan wskazujg, ze u oséb w podesztym wieku
dochodzi do nasilenia stresu oksydacyjnego oraz na korzystny wptyw suplementacji
koenzymem Q na parametry strukturalne i czynnos$ciowe erytrocytéw. Wyniki badan zostaty
opublikowane w 4 pracach doswiadczalnych w polskich czasopismach medycznych (Kujawski
et al., 2003, 2005; Kedziora-Kornatowska et al., 2006a, b) (7,9,10,12) oraz zaprezentowane
w postaci 2 komunikatow na zjazdach krajowych.
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Od 2001 r. Katedra Biofizyki Skazerr Srodowiska prowadzi badania w ramach statej
wspotpracy z Katedrg Farmakologii i Terapii Monitorowanej Uniwersytetu Medycznego
w todzi (kierownik: dr hab. Marlena Broncel, prof. nadzw. UM) w zakresie badan wptywu
statyn, fenofibratéw i flawonoidéw na strukture i funkcje erytrocytéw ludzi chorych na
hiperlipidemie oraz z zespotem metabolicznym.

Pierwsze badania dotyczyty uszkodzenia struktury i funkcji bton erytrocytarnych
pacjentéw z zaburzeniami metabolizmu lipidow. Wyniki tych badan zostaty omdwione
w czesci dotyczgcej osiggniecia naukowego.

W dalszym etapie prowadzono badania in vivo wptywu réznych lekéw hypolipide-
mizujgcych z grupy statyn i fibratdw na parametry stresu oksydacyjnego i parametry
strukturalne bfon erytrocytéw u chorych obojga pfci z otyloscig brzuszng, dyslipidemia
i zespotem metabolicznym.

Statyny s3 inhibitorami reduktazy 3-hydroksy-3-metylo-glutarylo-koenzymu A, zmniej-
szajg synteze cholesterolu w hepatocytach. Jednoczesnie zwiekszona zostaje ekspresja genu
receptorow LDL, co skutkuje zwiekszonym wychwytem frakcji LDL. Fibraty aktywuja
receptory PPARa biorgce udziat w regulacji ekspresji gendw zwigzanych z metabolizmem
lipidéw, gtéwnie w watrobie i tkance ttuszczowej. Fibraty redukujg poziom tréjglicerydéw
i cholesterolu frakcji LDL oraz wzrost frakcji HDL.

U chorych z otytoscig i dyslipidemig w stosunku do grupy kontrolnej stwierdzono
istotnie wyzsze stezenie biatka C-reaktywnego (CRP), fibrynogenu, podwyiszony poziom
peroksydacji lipidow oraz obnizong aktywnos$¢ enzymdéw antyoksydacyjnych: katalazy (CAT),
peroksydazy glutationowej (GSH-Px), dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w krwinkach
czerwonych oraz obnizong aktywnos¢ ATPaz btonowych.

Po 4 tygodniach terapii fenofibratem (w dawce 267 mg/dobe) wykazano obnizenie
stezenia cholesterolu catkowitego, triglicerydéw, CRP, fibrynogenu i obnizenie poziomu
peroksydacji lipidéw oraz istotne zwiekszenie aktywnosci CAT, GSH-Px i SOD w stosunku do
wartosci przed leczeniem. Srednie wartosci stezenia frakcji LDL cholesterolu, CRP, fibryno-
genu, poziomu peroksydacji lipidow oraz aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych w grupie
chorych bylty zblizone do wartosci kontrolnych. Wyniki badan wskazujg, ze fenofibrat oproécz
dziatania hypolipidemicznego wykazuje witasciwosci przeciwzapalne i antyoksydacyjne
(Broncel et al., 2006) (11).

Po 4 tygodniach terapii fluwastatyng XL (w dawce 80 mg/dobe) wykazano obnizenie
stezenie cholesterolu catkowitego i frakcji LDL cholesterolu, trojglicerydéw, CRP, choleste-
rolu btonowego i obnizenie poziomu peroksydacji lipiddw w poréwnaniu do wartosci przed
leczeniem. Nie zaobserwowano istotnych zmian w aktywnosci Na',K*-ATPazy. Srednie
wartosci stezenia CRP, cholesterolu btonowego oraz poziomu peroksydacji lipidow w grupie
badanej po leczeniu fluwastatyng byty nadal istotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej.
Czterotygodniowy czas terapii fluwastatyng o powolnym uwalnianiu okazat sie
niewystarczajgcy do petnej kompensacji zaburzen w strukturze bton erytrocytéw pacjentow
z hiperlipidemia (Broncel et al., 2007b) (14).
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Przeprowadzono badania wptywu atorwastatyny i mikronizowanego fenofibratu na
lipidy osocza, fibrynogen, kwas moczowy, glukoze, CRP oraz na strukture btony erytrocytéw
u kobiet w okresie menopauzalnym z otytoscig brzuszng, dyslipidemia aterogenng i zespotem
metabolicznym. Czestos¢ wystepowania zaburzen metabolizmu lipidéw u kobiet wzrasta
wyraznie po 45. roku zycia, co wigze sie z okresem menopauzy.

W grupie kobiet z zespotem metabolicznym (ZM) w okresie menopauzy w poréwnaniu
z grupg poréwnawczg stwierdzono istotnie wieksze stezenie cholesterolu catkowitego, frakcji
LDL cholesterolu, triglicerydéw, fibrynogenu, CRP w osoczu oraz cholesterolu w bfonach
erytrocytarnych. Po 4 tygodniach terapii atorwastatyna (w dawce 10 mg/dobe) jak
i fenofibratem (w dawce 267 mg/dobe) wykazano istotne zmniejszenie stezenia cholesterolu
catkowitego, frakcji LDL cholesterolu, triglicerydéw, fibrynogenu oraz cholesterolu btono-
wego w poréwnaniu z wartoéciami oznaczonymi przed leczeniem. Aktywno$¢ Na*,K*-ATPazy
znaczgco wzrosta po 12 tygodniach terapii atorwastatyng. Srednie wartosci cholesterolu
catkowitego, fibrynogenu i kwasu moczowego po 12 tygodniach terapii atorwastatynag
osiggnety wartosci kontrolne. Trzymiesieczna terapia atorwastatyng w przeciwienstwie do
terapii mikronizowanym fenofibratem okazata sie wystarczajgca do skompensowania
zaburzen w strukturze bton erytrocytéw u kobiet w okresie menopauzy ze stwierdzonym ZM
(Franiak-Pietryga et al., 20093, b) (25,26).

Przeprowadzono takze badania pordwnawcze wptywu atorwastatyny i simwastatyny
na wiasciwosci bton erytrocytéw. Po 8 tygodniach terapii statynami obserwowano spadek
stezenia cholesterolu catkowitego, frakcji LDL i trojglicerydéw. Odnotowano takze spadek
stezenia cholesterolu w bfonach erytrocytarnych oraz wzrost aktywnosci Na®*,K'-ATPazy
i ptynnosci btony. Simwastatyna (w dawce 40 mg/dobe) silniej wptywata na stezenie
cholesterolu w btonach erytrocytarnych i ptynnos¢ btony w poréwnaniu do atorwastatyny
(w dawce 10 mg/dobe) (Broncel et al., 2007f) (17).

Uzyskane wyniki wskazujg, ze stosowanie lekéw hypolipidemizujgcych, statyn
i fibratdw, poprawia strukture i funkcje erytrocytéw u osdb z dyslipidemia. Wyniki badan in
vivo opublikowano w 5 pracach doswiadczalnych w polskich czasopismach medycznych oraz
zaprezentowano w postaci 7 komunikatow na zjazdach krajowych i miedzynarodowych.

W badaniach in vitro skoncentrowano sie na bezposrednim wptywie aktywnych form
statyn oraz flawonoidéw na bfone erytrocytéw ludzi z hipercholesterolemia. Polifenole
roslinne to naturalne substancje wystepujace w niemal wszystkich owocach i warzywach,
ktdre sg istotnym sktadnikiem diety cztowieka. Prozdrowotne dziatanie polifenoli roslinnych
zwigzane jest gtéwnie z ich dziataniem antyoksydacyjnym, ale wykazujg takze witasciwosci
przeciwalergiczne, przeciwzapalne i antynowotworowe. W badaniach uzywano epikatechiny,
ktéra wystepuje w duzym stezeniu w herbacie biatej i zielonej oraz w nasionach kakaowca
i jego przetworach — kakao i czekoladzie oraz kwercytyny, ktora szeroko wystepuje
w lisciach, owocach, warzywach, nasionach, miodzie oraz ich przetworach.

Wyniki uzyskane po inkubacji erytrocytéw oséb z hipercholesterolemig wskazujg, ze
zarébwno prawastatyna jak i polifenole roslinne redukujg poziom cholesterolu w btonie
erytrocytarnej, powodujgc wzrost ptynnosci btony. Polifenole obnizaty peroksydacje lipidéw
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w erytrocytach ludzi zdrowych i z dyslipidemia. Dziatania antyoksydacyjnego nie obserwo-
wano w przypadku prawastatyny. Badania wykazaty, ze kwercytyna obnizata poziom
cholesterolu tylko w erytrocytach oséb chorych a nie miata wptywu na poziom cholesterolu
w btonach erytrocytéow ludzi zdrowych. Wyniki badan in vitro opublikowano w 2 pracach
doswiadczalnych w polskich czasopismach medycznych (Broncel et al., 2007c; Franiak-
Pietryga et al., 2009c) (15,28).

Od 2004 roku w Katedrze Biofizyki Skazers Srodowiska Ut realizowano badania we
wspotpracy z Instytutem Biochemii Technicznej Politechniki todzkiej, Zespotem Biochemii
Zywnosci, w ramach realizacji tematu ,Zmiany aktywnoéci biologicznej skfadnikéw
prozdrowotnych warzyw kapustnych w czasie przetwarzania i sktadowania” nr PBZ-KBN-
094/P06/2003/03. Temat byt realizowany w latach 2004-2007, kierownikiem projektu byta
dr Anna Podsedek z Politechniki tédzkiej. W ramach projektu prowadzono badania wptywu
polifenoli z kapusty czerwonej i brukselki na btone erytrocytdw oséb zdrowych i z dyslipi-
demig. Czes$¢ wynikéw tych badan wchodzi w sktad osiggniecia naukowego bedacego
przedmiotem rozprawy habilitacyjnej i zostata oméwiona wczesniej. Czes¢ wynikdéw zostata
takze przedstawiona w formie 6 komunikatéw na zjazdach krajowych i miedzynarodowych.

Od roku 2004 gtéwnym tematem moich zainteresowan naukowych sg polifenole, jako
naturalne antyoksydanty i zwigzki o potencjalnym dziataniu hypolipidemicznym.

Tarczyca bajkalska (Scutellaria baicalensis Georgi) jest popularnym ziotem stosowanym
w tradycyjnej medycynie chinfskiej. Wysokie stezenie flawonoidéw, jednej z klas polifenoli,
wystepuje w korzeniu tej rosliny. Najwazniejsze z nich to flawonoidy z grupy flawonéw:
bajkaleina i wogonina oraz ich glikozydy: bajkalina i wogonozyd. Zwigzki te majg szerokie
spektrum dziatania: antyoksydacyjne, przeciwzapalne, antynowotworowe, hepatoprotek-
cyjne, przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe. Nasze badania in vitro dotyczyly wptywu
bajkaliny na strukture i funkcje erytrocytédw osdb z mieszang hiperlipidemia. Po 24 godzinnej
inkubacji stwierdzono w btonach erytrocytarnych oséb z dyslipidemia obnizenie stezenia
cholesterolu oraz obnizenie poziomu peroksydacji lipidow btonowych. Nie obserwowano
wptywu bajkaliny na erytrocyty ludzi zdrowych. Otrzymane wyniki dla bajkaliny potwierdzity
wczesniejsze dane, ze polifenole nie oddziatywujg z btong erytrocytéw ludzi zdrowych.
Spadek aktywnosci Na*,K*-ATPazy odnotowano w obu grupach. Wyniki badai opublikowano
w pracy doswiadczalnej opublikowanej w czasopismie z IF (Broncel et al., 2007a) (13),
w pracy doswiadczalnej w monografii (Duchnowicz et al., 2008) (19) oraz zaprezentowano
w postaci 3 komunikatdw na zjazdach krajowych i miedzynarodowych. Badania nad bajkaling
przerwano, mimo obiecujgcych wynikéw, z uwagi na brak mozliwosci stosowania jej
w badaniach in vivo na ludziach.

Bogatym zZrédtem polifenoli s3 owoce uprawianej takze w Polsce aronii czarnoowo-
cowej (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott). Na bazie owocéw produkowany jest suplement
diety o handlowej nazwie Aronox. U oséb z zespotem metabolicznym po 2 miesiecznej
suplementacji stwierdzono obnizenie cisnienia tetniczego, poprawe profilu lipidowego
osocza oraz obnizenie stezenia endoteliny-1, czynnika wptywajgcego m.in. na cisnienie
tetnicze. Obserwowano takze spadek stezenia cholesterolu w btonach erytrocytarnych.
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Wyniki badan opublikowano w 1 pracy doswiadczalnej w polskim czasopismie medycznym
(Broncel et al., 2007d) (16).

Kolejnym tematem byty badania uszkodzenia struktury i funkcji erytrocytéw w zespole
metabolicznym (ZM) oraz wptywu suplementacji melatoning i flawonoidami na strukture
bton erytrocytdw u oséb z ZM. Pacjenci do badan byli kwalifikowani zgodnie z kryteriami
International Diabetes Federation (IDF) z 2005 roku przez zespdt lekarzy pod kierunkiem
dr hab. Marleny Broncel, prof. nadzw. z Uniwersytetu Medycznego w todzi. U pacjentow
z ZM stwierdzono podwyzszenie ci$nienia tetniczego, wzrost stezenia cholesterolu catkowi-
tego, cholesterolu frakcji LDL i trojglicerydéw oraz spadek stezenie cholesterolu frakcji HDL
w porownaniu do oséb zdrowych. Obserwowano takie wzrost stezenia cholesterolu
w btonach erytrocytow, wzmozong peroksydacje lipiddw btonowych, spadek ptynnosci
btony, obnizenie stezenia grup tiolowych biatek btonowych oraz obnizenie aktywnosci ATPaz
btonowych. Stwierdzono réwniez spadek aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych.
Melatonina, ktéra jest naturalnym hormonem, wykazuje dziatanie antyoksydacyjne, obniza
cisnienie tetnicze oraz hamuje procesy zapalne. Po 2 miesigcach suplementacji stwierdzono
spadek cisnienia tetniczego, obnizenie poziomu peroksydac;ji lipidow oraz wzrost aktywnosci
katalazy u chorych z ZM. Wyniki opublikowano w 2 pracach doswiadczalnych w czaso-
pismach z IF (Kozirdg et al., 2010; Ziobro et al., 2013) (28,31), w 2 pracach doswiadczalnych
w monografii (Ziobro et al., 20083, b) (23,24) oraz zaprezentowano w postaci 6 komunikatéow
na zjazdach krajowych i miedzynarodowych.

Poza gtéwnymi zainteresowaniami naukowymi uczestniczytem w innych badaniach
prowadzonych w Katedrze Biofizyki Skazen Srodowiska.

W badaniach dotyczgcych powstawania termotolerancji erytrocytéw stwierdzono, ze
zjawisko to zwigzane jest ze zmianami w btonie plazmatycznej i aktywnoscig Na*,K*-ATPazy
oraz poziomem ATP w erytrocytach. Termotolerancja jest zjawiskiem odwracalnym, ktore
maksimum osigga po 3 h. Wyniki badan opublikowano w 2 pracach doswiadczalnych i jedne;j
pracy przeglagdowej w monografii (Koter-Michalak et al., 2008; Szewczyk et al., 2008a, b)
(18,21,22) oraz przedstawiono w postaci 10 komunikatow na zjazdach krajowych
i miedzynarodowych.

Kolejny temat badan dotyczyt peroksydacji lipidéw bton erytrocytarnych u osdéb
poddanych krioterapii ogdlnoustrojowej. W badaniach stwierdzono wzrost peroksydacji
lipiddw w chorobach o podtozu immunologicznym. Wyniki tych badan opublikowano
w jednym pracy doswiadczalnej w monografii (Staron et al., 2008) (20) oraz przedstawiono
w postaci 4 komunikatéw na zjazdach krajowych i miedzynarodowych.

Kolejnym zagadnieniem byty uszkodzenia erytrocytéw spowodowane sejfnerami.
Sejfnery to substancje chemiczne dodawane do herbicyddw, ktérych zadaniem jest ochrona
roslinny uprawnej przed uszkodzeniami stosowanym herbicydem. Wyniki zwigzane z tym
tematem badan opublikowano w jednej pracy doswiadczalnej w czasopismie z IF i w jednym
artykule przegladowym w monografii (Bernasinska et al., 2011, 2013) (29,32) oraz
przedstawiono w postaci 2 komunikatéow na konferencji krajowej.
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W ramach wspofpracy z zespotem dr hab. Marleny Broncel, prof. nadzw. UM w todzi
prowadzono takze wstepne badania dotyczgce uszkodzen struktury i funkcji erytrocytéw
pacjentdw z nadcisnieniem. Stwierdzono wzrost peroksydacji lipidéw i stezenia grup
tiolowych biatek oraz spadek aktywnosci katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej. Uzyskane
wyniki, wskazujgce na wzmozony stres oksydacyjny, opublikowano w jednej pracy
doswiadczalnej w czasopi$mie z IF (Pytel et al., 2012) (30).

Ostatnio zakonczono rowniez trzyletnie badania dotyczace oceny parametréw
rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej w erytrocytach kobiet chorych na twardzine uktadowa.
Wyniki badan opublikowano w jednej pracy doswiadczalnej w polskim czasopismie
medycznym (Dworniak et al., 2013) (33) oraz przedstawiono w postaci komunikatu na
konferencji miedzynarodowej.

Obecnie w ramach wspédtpracy z Instytutem Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowe;j
Politechniki Wroctawskiej (dr hab. Matgorzata Komorowska, prof. nadzw. PW) prowadzone
sg badania nad wptywem promieniowania bliskiej podczerwieni (NIR) na termotolerancje
erytrocytow cztowieka. Wyniki badan nad indukowaniem termotolerancji promieniowaniem
NIR przedstawiono w postaci komunikatu na konferencji krajowej.

Méj dorobek naukowy po obronie pracy doktorskiej obejmuje 34 recenzowane prace
oryginalne (7 prac wchodzi w skfad cyklu monotematycznego), z czego 16 prac
opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej oraz 2 prace przeglagdowe. Wyniki
badan zostaty réwniez zaprezentowane w formie 56 komunikatéw na zjazdach krajowych
i miedzynarodowych.

Podsumowanie

Moj catkowity dorobek naukowy obejmuje 40 publikacji, z czego 17 recenzowanych
prac doswiadczalnych opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej, 12 recenzo-
wanych prac doswiadczalnych w czasopismach z listy B MNiSW, 6 prac dos$wiadczalnych
i 2 prace przegladowe w monografiach, 2 prace doswiadczalne i 1 praca przeglagdowa
w czasopiSmie z poza list MNiSW oraz 69 komunikatéw prezentowanych na zjazdach
krajowych (46) i miedzynarodowych (23).
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