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4. Wskazanie osiqgniqcia* wynikajqcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.

o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz. U. 2OL6r. poz.882 ze zm. w Dz. U.z2OL6 r. poz. 1311.):

a) Tytuf osiqgniqcia naukowego

Uszkodzenia wybranych element6w morfotycznych krwi i skfadnik6w osocza u chorych

z przewleklq chorobq nerek poddawanych hemodializom oraz w badaniach modelowych

Publikacje wchodzqce w sklad osiqgniqcia naukowego

Sumaryczny wskaln ik oddzialywan ia (l F): 19,297

Sumaryczna liczba punkt6w MNiSW (201.8): I71,

Liczba cytowari (Web of Science Core Collection, wrzesieri 2018): 4

bez autocytowa6: 2

Pieniazek A, Gwozdzinski K, Czepas J. EPR study of erythrocyte properties after in vitro

treatment with urea and hydrogen peroxide. International Journal of Scientific Research,

20L4,3(9),20-23, lF 1-,865*; MNiSW L pkt.

2. Pieniazek A, Gwozdzinski K. Changes in the conformational state of hemoglobin

in hemodialysed patients with chronic renal failure. Oxidative Medicine and Cellular

Longevity 2015,201-5:783073, lF 4,492; MNiSW 25 pkt.

3. Pieniazek A, Gwozdzinski K. Karbamylacja biatek - mechanizm, przyczyny i skutki.

Postepy Higieny i Medycyny DoSwiadczalnej (Online). 201.6, 70, 51.4-52L, tF 0,690;

MN|SW 15 pkt.

4. Pieniazek A, Gwozdzinski K. Changes in lymphocytes properties after employment

of combination of carbamylation and oxidative stress, an in vitro study. Toxicology

in vitro. 2016, 34, 1,05-L12, lF 2,866; MN|SW 30 pkt.

5. Pieniazek A, Gwozdzinski K. Carbamylation and oxidation of proteins lead to apoptotic

death of lymphocytes. Chemico-Biological Interaction. 2OL7, 27O, 24-32, lF 3,1,43;

MN|SW 30 pkt.
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6. Pieniazek A, Gwozdzinski L, ZbrogZ, Gwozdzinski K. Alterations in conformational state

of albumin in plasma in chronic hemodialyzed patients. PLoS One. 201-8, 13, e0t92268,

lF 2,809; MN|SW 35 pkt.

7. Pieniazek A, Gwozdzinski L, Hikisz P, Gwozdzinski K. Indoxyl sulfate generates free

radicals, decreases antioxidant defense and leads to damage to mononuclear blood cells.

Chemical Research in Toxicology.20L8, DOI: 10.102L/acs.chemrestox.8b00065, lF 3,432;

MN|SW 35 pkt.

Informacje dotyczqce mojego wkladu i wktadu wsp6lautor6w w powstawanie

poszczegolnych prac zawarte sq w zalqcznikach 3 {wykaz opublikowanych prac naukowych

i osiqgniqi naukowych oraz informacje o osiqgniqciach dydaktycznych, wspdfpracy naukowej

i popularyzacji nauki) i 5 (oSwiadczenia wsp6tautor6w prac naukowych wchodzqcych w skfad

osiqgn iqcia naukowego).

* - dane ze strony tytufowej numeru czasopisma ISSN No. 2277 -8179

c) Om6wienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy lprac i osiqgniqtych wynik6w

wraz z om6wieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Podstawq rozprawy habilitacyjnej stanowi sze5i oryginalnych prac badawczych

i jedna praca przeglqdowa, opublikowanych w latach 201.4-201.8. Wyniki tych prac

wzbogacajq i uzupetniajq aktualny stan wiedzy na temat udziatu toksyn mocznicowych

w uszkodzeniach biatek i lipid6w kom6rek krwi oraz osocza os6b z przewlektq chorobq nerek.

WSr6d chor6b cywilizacyjnych XXI wieku, oprocz zaburzef sercowo-naczyniowych,

nadci5nienia tqtniczego, otyto5ci i cukrzycy, od niedawna wymienia siq takze przewlekfq

chorobq nerek (PChN). Obecna definicja tej choroby charakteryzuje j4jako wieloobjawowy

zesp6f chorobowy powstajqcy na skutek trwatego uszkodzenia lub zmniejszenia liczby

czynnych nefron6w, kt6re mogq byi niszczone przez 162norodne procesy chorobowe toczEce

siq w miqzszu nerek. W zalezno6ci od stopnia przesqczania ktqbuszkowego eGFR (estimated

glomerular filtration rate) wyr62nia siq 5 stadi6w choroby. Za wartoSi granicznq przesqczania

ktqbuszkowego, ponizej kt6rej mo2na m6wii o niewydolno6ci nerek, przyjqto do6i umownie

60 ml/minf 1,,73 m2, utrzymujqcq siq co najmniej przez 3 miesiqce (Levey i Coresh 201.2).
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Leczenie przewleklej choroby nerek jest procesem wielokierunkowym, polegajqcym

w pierwszych stadiach na zahamowaniu jej postqpu i, w miarq mo2liwo6ci, wyeliminowaniu

przYczYn odpowiedzialnych za 1e1 powstawanie. W korlcowych stadiach tej choroby, kiedy

upo5ledzenie funkcji nerek jest bardzo du2e, u chorych wprowadza siq terapiq

nerkozastqpczE w postaci hemodializ i dializ otrzewnowych oraz transplantacjq nerek.

Hemodializa jest jednq z najczq6ciej podejmowanych terapii u pacjent6w

z przewlekfq chorobq nerek. Jej podstawowym celem jest utrzymanie chorego przy 2yciu

i zachow.anie jego mo2liwie najlepszej jako6ci. Podczas hemodializy z organizmu usuwane

sq produkty przemiany materii, kt6re ze wzglqdu na uszkodzenie nerek nie sq wydalane wraz

z moczem.

Zwiqzki chemiczne, kt6re nie sq usuwane z organizmu, a majq na niego negatywny

wpfyw, zwane sq toksynami mocznicowymi. Jednym z wa2niejszych toksycznych efekt6w

dzialania tych zwiqzk6w sq uszkodzenia uktadu sercowo-naczyniowego. Klasyfikacja toksyn

mocznicowych opiera siq na ich wfaSciwo6ciach fizykochemicznych, wptywajqcych

na zdolno:ii usuwania z organizmu podczas dializy. Wyr62nia siq trzy grupy toksyn:

- w pierwszej grupie znajduje siq ok. 45 zwiqzkow o matych masach czqsteczkowych

dobrze rozpuszczalnych w wodzie;

- drugq grupq stanowi ok. 25 zwiqzk6w wiq2qcych siq z biafkami;

- w trzeciej grupie toksyn mocznicowych znajdujq sie zwiqzki, kt6rych masa

czqsteczkowa waha siq od 555 do 32000 (w wiqkszo5ci_peptydy) (Vanholder i wsp.

2003).

Do pierwszej grupy toksyn mocznicowych nalezy mocznik, kt6rego stq2enie

w osoczu os6b zdrowych wynosi okoto 6-7 mmol/l, natomiast u pacjent6w z przewleklq

chorobq nerek poddawanych hemodializom jego Sredni poziom to 381 18 mmol/L (Malyszko

et al., 2006; Vanholder i wsp. 2003). Oznacza to, 2e poziom mocznika u pacjent6w z PChN

wzrasta 5-6 - krotnie w por6wnaniu do os6b zdrowych. Produktem metabolizmu mocznika

w organizmie mo2e byi cyjanian. Oba zwiqzki wystqpujq ze sobq w r6wnowadze 99:l-. Dalsze

przemiany cyjanianu mogA prowadzii do powstania wysoce reaktywnego kwasu

izocyjanowego, kt6ry wiqze siq z biatkami, prowadzqc do ich karbamylacji (Rys. 1) (4b3).

Proces ten prowadzi do tworzenia w biatkach lub w aminokwasach grup ,,karbamoilowych"

(-coNH2),
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Rys. 1-. Drogi powstawania kwasu izocyjanowego w warunkach fizjologicznych (ab3).

Karbamylacji ulegajq grupy aminowe, tiolowe, karboksylowe, hydroksylowe, fenolowe

i imidazolowe bialek oraz wolnych aminokwas6w (Rys. 2). Grupy tiolowe i fenolowe

wykazujq najwyzszq reaktywno6i w stosunku do kwasu izocyjanowego, jednak sq to reakcje

odwracalne. Z kolei grupy aminowe w reakcji z kwasem izocyjanowym tworzq trwate

produkty, a szybko:ii ich reakcji zale2y od lokalizacji grup aminowych w biatku. Takie

modyfikacje bialek mogE prowadzii do utraty ich struktury i funkcji.
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Rys. 2. Schemat karbamylacji grup aminowych, tiolowych, hydroksylowych, fenolowych,

karboksylowych i imidazolowych bialek (4b3).
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Do drugiej grupy toksyn zakwalifikowano zwiqzki wiq2qce siq z bialkami. W tej grupie

znajduje siq miqdzy innymi siarczan indoksylu, kt6ry jest metabolitem tryptofanu

pochodzqcym z indolu (Rys. 3) (Vanholder i wsp. 2003).
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Rys. 3 Szlak metabolizmu tryptofanu prowadzqcy do powstania siarczanu indoksylu

Siarczan indoksylu jest stabo usuwany przez konwencjonalnq dializq istanowi szczeg6lne

ryzyko przyspieszonej mia2d2ycy u pacjent6w z przewlektq chorobq nerek (Gao i wsp., 2015).

Srednie cafkowite stq2enie lS w surowicy u pacjent6w z PChN wynosi okoto 23,2 ! !3,0 mgfL,

i jest kilkadziesiqt razy wy2sze w por6wnaniu do poziomu obserwowanego u os6b zdrowych

(0,54 t 0,29 mB/L') (Vanholder i wsp. 2003). Jednakze stq2enie wolnego siarczanu indoksylu

w osoczy jest znaczqco mniejsze poniewa2 w 90% jest on zwiqzany z albuminq. Ze wzglqdu

na wptyw siarczanu indoksylu na 162ne typy kom6rek prowadzqcy do powstawania

reaktywnych form tlenu, takich jak nadtlenek wodoru, rodnik hydroksylowy i anion

ponadtlenkowy, moze on przyczyniai siq do utleniania lipid6w, bialek i uszkodzefi DNA.

Zaobserwowano korelacjq pomiqdzy poziomem lS a stopniem niewydolno5ci nerek

u pacjent6w. Wykazano, ze Siarczan indoksylu stymuluje postqp przewlektej choroby nerek,

co wiq2e siq prawdopodobnie ze zwiqkszonym stresem oksydacyjnym w miq5niu sercowym

i naczyniach krwiono6nych (Gao i wsp., 2OL7).

Podstawq wielu chor6b jest stres oksydacyjny. W publikacjach naukowych sugeruje

siq, ze reaktywne formy tlenu (RFT) odgrywajq kluczowq rolq w patofizjologii przewlektej

choroby nerek. U pacjent6w poddawanych regularnym hemodializom proces powstawania

RFT mo2e byi jeszcze dodatkowo nasilony z powodu kontaktu krwi z btonq dializacyjnq
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o niskiej biozgodno:ici. Skutkiem reakcji RFT z biatkami i lipidami czy kwasami nukleinowymi

jest ich utlenianie, co moze prowadzii miqdzy innymi do utraty ich funkcji. Niejednokrotnie

wykazano, 2e przewlekfa choroba nerek charakteryzuje siq obnizonq aktywno:iciq enzym6w

przeciwutleniajqcych i utratq przeciwutleniaczy o mafej masie czqsteczkowej (Clermont

i wsp., 2000; Pieniqzek i wsp., 20o9; Aziz i wsp., 2016). Poniewa2 ptyny pozakom6rkowe

zawierajq stosunkowo niewielkie iloSci enzym6w przeciwutleniajqcych, to dodatkowe

funkcje przeciwutleniajqce mo2e peinii albumina, chroniqc skladniki osocza przed ich

utlenianiem (Mera i wsp., 2005).

Albumina jest biatkiem globularnym o masie czqsteczkowej 67 tys. (609 reszt

aminokwasowych). Zawiera w du2ej mierze aminokwasy o charakterze kwaSnym,

co determinuje jej ujemny tadunek. Do fundamentalnych funkcji tego biatka nale2y

utrzymanie ci5nienia onkotycznego, wiqzanie i transport r6znych substancji oraz petnienie

roli przeciwutleniacza. Biatko to zawiera jednq resztq cysteinowq (Cys-3a) w formie

zredukowanej, zdolnq do tiolowania, nitrozylacji i utleniania (Garcia-Martinez i wsp., 2013).

U osob z przewlekfq chorobq nerek w wyniku dziafania kompleksowego wielu toksyn

mocznicowych i stresu oksydacyjnego dochodzi jednak do 162nych modyfikacji bialek

ilipid6w.

Celem pracy bylo okre6lenie stopnia uszkodzeri skfadnik6w krwi u chorych

z przewleklq chorobq nerek oraz skladnik6w krwi poddanych dziafaniu toksyn

mocznicowych i stresu oksydacyjnego w warunkach in vitro.

Podjqte dzialania badawcze polegaly na:

o Ocenie wptywu obecno6ci toksyn mocznicowych na biafka hemolizatu i albuminq

pochodzqcych od chorych z przewlekfq chorobq nerek, poddawanych regularnym

hemodializom.

o Okre6leniu udziatu mocznika istresu oksydacyjnego w uszkodzeniach biatek

erytrocytow

o Ocenie wptywu karbamylacji biafek i stresu oksydacyjnego na wtasno5ci strukturalne

i funkcjonalne jednojqdrzastych kom6rek krwi

o Ocenie udziatu siarczanu indoksylu w generowaniu stresu oksydacyjnego

w jednojqdrzastych kom6rek krwi
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Ocena uszkodzei ervtrocvt6w i osocza pochodzacvch od chorvch z PChN oraz od os6b

zdrowvch poddanvch dziataniu mocznika.

Przy u2yciu znacznik6w spinowych technikq elektronowego rezonansu

paramagnetycznego (EPR) oceniono stan biafek wnqtrza erytrocyt6w, kt6re pochodzily

od os6b z przewlektq chorobq nerek poddawanych hemodializom. Znacznik maleimidowy

(MSL) swobodnie migruje do wnqtrza kom6rek, gdzie wiq2e siq z grupamitiolowymi (gt6wnie

z glutationem), a sygnaf EPR pozwala ocenii jego ruchliwoSi w cytoplazmie. Wykazano,

2e u pacjentow przed rozpoczqciem hemodializy i w pierwszej godzinie jej trwania ruchliwo6i

tego znacznika jest o wiele ni2sza w por6wnaniu do warto6ci uzyskanych w erytrocytach

os6b zdrowych (4b2). Obserwacje te mogq Swiadczyi miqdzy innymi

o zmianach lepkoSci wnqtrza erytrocyt6w. Zaburzenia lepkoSci erytroplazmy podczas

hemodializy mogA byi jednym ze skutk6w stresu oksydacyjnego wywotanego tym zabiegiem.

Wykazano, 2e bezpo6redni kontakt krwi z blonq dializacyjnq prowadzi do aktywacji neutrofili,

monocyt6w oraz plytek krwi, co prowadzi do wybuchu tlenowego i generowania stresu

oksydacyjnego. Dowiedziono,2e we krwi os6b poddawanych hemodializom w 15-20 minucie

od jej rozpoczqcia znaczEco wzrasta poziom reaktywnych form tlenu oraz produkt6w

utleniania biatek i lipid6w (Himmelfarb i wsp., 1"991; Gwoldziriski i Janicka L995). Uzyskane

wyniki przyczynity siq do poszerzenia badari dotyczqcych biatek wnetrza erytrocyt6w

pochodzqcych od pacjent6w z przewlekfq chorobq nerek. Hemolizat od os6b z PChN

poddano rozdziafowi na przy u2yciu chromatografii jonowymiennej uzyskujqc trzy frakcje

biatkowe (4b2). Analiza elektroforetyczna otrzymanych frakcji pozwolila okre6lii, 2e pierwszq

frakcjq stanowily biafka niehemowe, drugq hemoglobina 41. (HbA1.) a trzeciq hemoglobina A

(HbA). Przy u2yciu znacznika maleimidowego w technice EPR stwierdzono znaczEcv

statystycznie wzrost stopnia jego unieruchomienia w hemolizacie pochodzqcym

od pacjent6w z PChN po hemodializie w por6wnaniu do hemolizatu pozyskanego

od pacjent6w zdrowych (ab2). W petnym hemolizacie przed hemodializq nie obserwowano

znaczqcych zmian w por6wnaniu do grupy kontrolnej. Ten sam parametr zostat oznaczony

w trzech wyizolowanych z hemolizatu frakcjach bialkowych. Znaczny wzrost unieruchomienia

znacznika maleimidowego zwiqzanego z laricuchami globiny HbAlc i HbA obserwowano

zarowno przed hemodializq jak i po jej zakoriczeniu w por6wnaniu do kontroli. Co wiqcej,
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wzrost tego parametru w HbA os6b z PChN byt prawie dwukrotnie wy2szy anizeli

w przypadku HbA pochodzqcej od os6b zdrowych (4b2). Z drugiej strony, stopieri

unieruchomienia znacznika maleimidowego zwiqzanego z frakcjq bialek niehemowych

pochodzqcych od os6b z PChN przed hemodializq znaczqco obni2af siq w por6wnaniu

do warto5ci otrzymanych dla grupy kontrolnej, a po zabiegu jego warto(i byta

por6wnywalna z kontrolq (4b2). Wzrost rotacyjnego czasu korelacji MSL zwiqzanego

z bialkiem moZe Swiadczyc o ograniczonej rotacji tego znacznika, a tym samym o zmianach

zachodzqcych w strukturze trzeciorzqdowej badanego polipeptydu. Uzyskane rezultaty

korelujq z innymi badaniami, w kt6rych wykazano, 2e w hemoglobinie utlenianie cysteiny

oraz oksydacyjne modyfikacje tryptofanu i metioniny prowadzq do utraty a-helikalnej

struktury tafcucha p-globiny (jia i wsp., 2007). Produktami utleniania reszt cysteinowych

w p Cys93 i p Cys112 w hemoglobinie mogq byi: kwas sulfenowy, sulfinowy i kwas sulfonowy

lub inne produkty blokujqce wolne grupy tiolowe. Efektem takich reakcji mo2e byi utrata

grup tiolowych w hemoglobinie. Przeprowadzone badania wskazujE na istotny spadek

poziomu grup -SH w hemolizacie po hemodializie, jak r6wnie2 we wszystkich otrzymanych

frakcjach bialkowych, zar6wno przed jak i po hemodializie (ab2). Mozliwe jest, 2e spadek

poziomu grup tiolowych oraz zmiany w strukturze hemoglobin i innych bialek u pacjent6w

z przewlekfq chorobq nerek po hemodializie sq wynikiem ich utleniania z udziatem

reaktywnych form tlenu generowanych podczas dializy.

W prawidtowych kom6rkach, pochodzqcych od zdrowych dawc6w, w wyniku

dzialania systemu przeciwutleniajqcego enzymatycznego i nieenzymatycznego zachowana

jest r6wnowaga pomiqdzy wytwarzaniem reaktywnych form tlenu i ich detoksykacjq.

We krwi pacjent6w z PChN aktywnoSi systemu przeciwutleniajqcego jest obni2ona

w stosunku do obserwowanego u os6b zdrowych (Clermont i wsp., 2000; Pieniqzek i wsp.,

2009; Aziz iwsp., 20L6).

W osoczu os6b chorych poddawanych hemodializom obserwowano znaczEcy wzrost

poziomu wolnych grup tiolowych (Clermont i wsp., 2000; Pieniq2ek i wsp., 2009). W5r6d

toksyn mocznicowych wiqzqcych siq z biaikami znajduje siq homocysteina. U os6b

z przewlekfq chorobq nerek obserwuje siq okoto 5 -krotnie wy2sze jej stqzenie ni2 u os6b

zdrowych (Vanholder i wsp., 2003). Ze wzglqdu na wiqzanie siq homocysteiny z biafkami

jej usuwanie z organizmu mo2e byi utrudnione. Z drugiej strony to wtaSnie homocysteina
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mo2e skutkowai pozornym podwy2szeniem siq poziomu grup tiolowych w osoczu os6b

po hemodializie. W osoczu os6b z przewleklq chorobq nerek przed hemodializq

obserwowano znaczEco wy2sze stqzenie zar6wno nadtlenk6w jaki i grup karbonylowych

w porownaniu do warto6ci obserwowanych w osoczu os6b zdrowych (Pieniqzek i wsp.,

2009). Poziom obu tych parametr6w istotnie wzrastat po zabiegu hemodializy w stosunku

do wartoici obserwowanych przed zabiegiem.

Uzyskane wyniki badari hemolizatu i osocza od os6b z przewlektq chorobq nerek

wykazaty.zmiany zachodzEce w biaikach w wyniku dziatania wszystkich toksyn mocznicowych

razem. Kolejnym etapem badari bylo okreSlenie udziafu mocznika i nadtlenku wodoru

na stopnieri modyfikacji btony kom6rkowej erytrocyt6w i biatek hemolizatu (in vitro). Pefnq

krew pochodzqcE od zdrowych dawc6w inkubowano z mocznikiem (35 mmol/L)

lub/i z nadtlenkiem wodoru (50 pmol/L). Pomiar plynno6ci blony erytrocyt6w wykazat

jej uptynnienie w wyniku dziatania w/w zwiqzk6w, zar6wno w regionie polarnym kwas6w

tluszczowych, jak i na gtqbokoSci 1-2-tego atomu wqgla tafcucha wqglowodorowego

znacznika spinowego. Najwiqksze zmiany w ptynno:ici dwuwarstwy lipidowej

zaobserwowano po ekspozycji kom6rek na dzialanie kombinacji mocznika i nadtlenku

wodoru (4b1). Badania stanu konformacyjnego biatek btonowych erytrocyt6w r6wnie2

wykazaty istotny spadek stopnia unieruchomienia znacznika jodoacetamidowego (lSL)

w bialkach w por6wnaniu do warto6ci kontrolnych (4b1). Otrzymane wyniki sugerujq,

2e zmiany w plynno5ci btony mogE byi wynikiem utleniania lipid6w lub/i biatek i zmian

w oddziatywaniach lipid-biaf ko, jak te2 karbamylowania lipid6w i bialek. I mocznik,

i nadtlenek wodoru ze wzglqdu na niewielkE masQ czqsteczkowq transportowane sE przez

bfonq kom6rkowq na zasadzie dyfuzji prostej. Dodatkowo rozlulnienie dwuwarstwy

biatkowo - lipidowej w wyniku dzialania mocznika i nadtlenku wodoru utatwia ich migracjq

do wnqtrza erytrocytu. Stqd te2 w kolejnym etapie badari dokonano oceny stanu

konformacyjnego biatek hemolizatu przy uzyciu znacznik6w spinowych. Wykazano,

ze kombinacja mocznika i nadtlenku wodoru powodowata spadek stopnia unieruchomienia

znacznika maleimidowego (MSL), przyfqczonego do biafek wnqtrza erytrocyt6w

w porownaniu do kontroli (4b1). Dla znacznika ISL obserwowano jedynie nieznaczne

rozlulnienie struktury biatek hemolizatu po ich inkubacji z mocznikiem i nadtlenkiem

wodoru. Przeprowadzone badania sugerujq, 2e ekspozycja kom6rek na dzialanie
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pojedynczych toksyn mocznicowych mo2e przyczyniai siq do modyfikacji struktury bialek

i lipid6w. Obserwacje te mogq byi wynikiem kr6tkotrwafego dziatania mocznika (24 godz.j,

ale mogq r6wnie2 byi spowodowane brakiem innych toksyn mocznicowych, kt6re r6wnie2

odgrywajq waznq rolq w przewlekfej niewydolnoSci nerek. Mimo to uzyskane dane

dostarczajq dowod6w na temat mechanizm6w uszkodzenia krwinek czerwonych in vivo,

jakie zachodzq pod wptywem podwy2szonego poziomu mocznika i stresu oksydacyjnego

u pacjent6w z przewlektq chorobq nerek poddawanych hemodializie.

Ocena stanu strukturalnego i funkcionalnego albuminv pochodzacei od os6b z przewlekfa

-".r. **
Otrzymane wyniki badari dotyczqcych zmian parametr6w osocza pochodzqcego

od os6b z przewleklq chorobq nerek poddawanych hemodializom poprowadzity do bardziej

szczeg6lowego okreSlenia zmian stanu wa2nego biafka osocza, jakim jest albumina.

Zastosowanie znacznik6w fluorescencyjnych, pozwolilo na zbadanie stanu konformacyjnego

ro2nych region6w w obrqbie czqsteczki tego bialka (ANS, bis-ANS, piren, pirenomaleimid

oraz izotiocyjanian fluoresceiny). Przeprowadzone badania albuminy wyizolowanej

od chorych z przewlektq chorobq nerek potwierdzity hipotezq badawczq m6wiqcq o du2ych

zmianach strukturalnych tego bialka wynikajqcych z obecnoSci toksyn mocznicowych

oraz reaktywnych form tlenu (Pieniq2ek i wsp., 2009). Wielokrotne analizy potwierdzily,

2e albumina odgrywa kluczowq rolq w neutralizacji reaktywnych form tlenu w osoczu

(Roche i wsp., 2008; Taverna i wsp., 2013). W normalnych warunkach fizjologicznych okres

p6ftrwania albuminy wynosi okofo 20 dni. W tym czasie jest ona trwale nara2ona

na dzialanie reaktywnych form tlenu we krwi. Wykazano,2e ponad 70% reaktywnych form

tlenu w osoczu jest neutralizowanych przezlo biatko (Bourdon i Blache, 2OO1).

Celem kolejnego etapu badari byto okre6lenie podatno:ici albuminy pochodzqcej

od pacjent6w z PChN na utlenianie przed hemodializq i po jej zakonczeniu w por6wnaniu

do wla5ciwo6ci tego biatka u os6b zdrowych. Albuminq wyizolowanq od pacjent6w

poddawano dziataniu dw6ch utleniaczy - nadtlenku wodoru (HzOz) lub tertbutylo

wodoronadtlenku (I-BOOH). Oba utleniacze stosowane byty w molowym stosunku L:L

do albuminy i nie utleniaty wszystkich tioli w bialku. Na podstawie doniesiefi literaturowych

oszacowano, 2e zastosowane stqzenia 100 pmol/L H2O2 lub t-BOOH utlenia ok. 55% tioli
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w albuminie (Carballal i wsp., 2003). Wykazano, ze poziom grup tiolowych w albuminie

w czasie zabiegu hemodializv znaczqco spadat, a ich stqzenie przed hemodializq byto

por6wnywalne z obserwowanym u os6b zdrowych (4b6). Przypuszcza siq, 2e obni2enie

poziomu grup tiolowych wynika ze wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu podczas

hemodializY oraz z obni2enia potencjafu przeciwutleniajqcego. Ekspozycja albuminy

pochodzqcej od pacjent6w z PChN na dziatanie wybranych utleniaczy powodowala dalszy

spadek poziomu grup tiolowych w biatku, t-BOOH indukowat wiqksze zmiany ani2eli H2O2

(4b6). W.y2sza skuteczno6i I-BOOH w utlenianiu grup tiolowych jest najprawdopodobniej

zwiqzana z jego wiqkszq hydrofobowo6ciq w por6wnaniu do nadtlenku wodoru. Dziqki temu

I-BOOH latwiej wnika w hydrofobowq kieszeri o szeroko6ci 1 nm, w kt6rej znajduje siq cys-34

(Jakubowski,2}t3). Otrzymane wyniki wydajq siq wskazywai,2e wstqpne utlenianie (in vivo)

albuminy u pacjent6w poddawanych hemodializie powoduje zwiqkszonq wra2liwoSi na jej

utlenianie w warunkach in vitro. Przy u2yciu metody znakowania spinowego badano r6wnie2

Srodowisko w miejscu wiqzania znacznik6w (Cys34), a tak2e regiony hydrofobowe w biafku

wiq2qce kwasy tfuszczowe. Pomimo, ze znacznik maleimidowy (MSL) ijodoacetamidowy (lSL)

reagujq z SrupE tiolowq w Cys34, widma EPR wykazaty r6znice w stopniu ich

unieruchomienia w miejscu wiqzania. W albuminie pochodzqcej od zdrowych pacjent6w

poddanej dziataniu HzOz lub I-BOOH obserwowano znaczqce statystycznie zmiany

konformacyjne (ab6). Wy2szq skuteczno6i w modyfikacji struktury biafka pochodzqcego

od zdrowych pacjent6w wykazat I-BOOH. Oba utleniacze mialy natomiast niewielki wplyw

na strukturq albuminy pochodzqcej od os6b z przewlekfq chorobq nerek. Por6wnanie

struktury albuminy w miejscu wiqzania MSL i ISL pochodzqcej od os6b zdrowych i pacjent6w

z PChN nie wykazato znaczqcych zmian (4b6).

Zdecydowanie inaczej przedstawiaty siq wyniki badari albuminy przeprowadzone

z zastosowaniem kwasu 16-doksylostearynowego wiqzqcego siq do miejsc hydrofobowych

w biatku. Jednq z funkcji albuminy jest transport kwas6w tfuszczowych we krwi. Analiza

krystalograficzna dowiodta, ze albumina zawiera siedem miejsc wiq2qcych dla :irednio-

i dlugolaricuchowych kwas6w tfuszczowych nasyconych i nienasyconych (Rys. 4)

(Bhattacharya i wsp., 2000). wykazano, Le zastosowany do badari kwas

1-6-doksylostearynowy jest wysoce specyficzny w badaniach struktury albuminy (Paviievii

i wsp., 201.4).
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Rys. 4. Struktura krystaliczna albuminy surowicy ludzkiej skompleksowanej z czqsteczkami

kwasu stearynowego (Bhattacharya i wsp., 2000).

Obserwowano silne zmiany konformacyjne w albuminie pochodzqcej od os6b zdrowych

poddanej dzialaniu HzOz lub t-BOOH (4b5). Jednak2e w bialku znakowanym kwasem

L6-doksylosterarynowym wiqksze zmiany obserwowano po jego ekspozycji na dziatanie

nadtlenku wodoru ani2eli t-BOOH. Efekt ten byf odwrotny dla albuminy znakowanej MSL

lub lSL. Dla albuminy pochodzqcej od pacjent6w przed hemodializE i po jej zakoriczeniu,

znakowanej 16-DS, r6wnie2 obserwowano istotne zmiany stanu konformacyjnego

w porownaniu do kontroli (4b6). Natomiast utlenianie albuminy pochodzqcej od pacjent6w

z PChN nie powodowalo dalszych zmian strukturalnych biatka w regionie wiqzania kwasu

16-doksylostea rynowego.

Uzyskane wyniki badari odzwierciedlajq zmiany konformacyjne albuminy zachodzqce

w dw6ch obszarach wiqzania znacznik6w spinowych. Pierwszy obszar dotyczy modyfikacji

w mikroSrodowisku Cys34, a drugi zwiqzany jest z trzema gf6wnymi miejscami

odpowiedzialnymi za wiqzanie dtugotaricuchowych kwas6w ttuszczowych [Lys 351, Lys 475

i Arg LL7 (domena lA, lB, llB)1. Analiza otrzymanych wynik6w badari wykazafa silny wplyw

zastosowanych utleniaczy na strukturq albuminy pochodzqcej od os6b zdrowych. ponadto

wyniki eksperyment6w wskazujq,2e albumina pochodzqca od os6b z przewlektq chorobq

nerek jest wysoce zmodyfikowana w warunkach in vivo, a tym samym jest mniej podatna

na utlenianie prowadzone w warunkach in vitro.

i stresu oksvdacvinego

Reakcje cyjanianu z czqsteczkami

lipidami itp.) prowadzi do modyfikacji ich

biologicznie czynnymi (aminokwasami, biatkami,

struktury i funkcji (Jaisson i wsp., 201,L). podobnie
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stres oksydacyjny zmienia strukturq i funkcje biologiczne utlenianych czqsteczek.

Oba te procesy obserwowane sE w przebiegu wielu chor6b, miqdzy innymi chor6b sercowo -

naczyniowych, mia2dzycy czv przewleklej chorobie nerek (Himmelfarb i wsp., 2000;

Pieniq2ek i wsp., 2O09; Jaisson i wsp., 201L).

Wykonane badania dzialania cyjanianu sodu na jednojqdrzaste kom6rki krwi nie

wykazaly 2adnego wptywu na ich prze2ywalno5i do stqzenia 2 mmol/L (4b4). Nalezy

zauwaiy(, ze fizjologiczne stq2enie cyjanianu u os6b zdrowych wynosi okolo 50 nmol/l,

a u os6b. z przewlektq chorobq nerek jego poziom wynosi ok. 150 nmol/L (Nilsson i wsp.,

1996; 4b3). Mo2na wiqc przypuszcza(, ie in vivo cyjanian nie ma wptywu na przezywalno5i

tych kom6rek. Niezwykle istotnym wydawato siq jednak okreSlenie wpfywu polqczonego

dzialania karbamylacji bialek i stresu oksydacyjnego na jednojqdrzaste kom6rki krwi. W tym

celu poddawano je dzialaniu cyjanianu sodu i nadtlenku wodoru i oceniano poziom

nieenzymatycznego potencjalu przeciwutleniajqcego. Obserwowano znaczEcy spadek tego

parametru po inkubacji kom6rek z cyjanianem lub nadtlenkiem wodoru oraz

po zastosowaniu ich kombinacji (aba). Zgodnie z oczekiwaniami najbardziej obni2af siq

poziom potencjatu przeciwutleniajqcego w kom6rkach poddanych dziafaniu nadtlenku

wodoru. Nie mniej jednak dzialanie samego cyjanianu oraz jego polqczonego dziatania

z nadtlenkiem wodoru r6wnie2 skutkowato znacznym wyczerpywaniem siq przeciwutleniaczy

o mafych masach czqsteczkowych w kom6rkach. Dodatkowo w kom6rkach, kt6re byty

poddane dziafaniu cyjanianu i/lub nadtlenku wodoru zauwazono spadek stq2enia

zredukowanego glutationu oraz poziomu grup tiolowych (4b4). Przypuszcza siq wiqc,

ze obni2enie zdolno6ci przeciwutleniajqcej kom6rek mo2e byi spowodowane miqdzy innymi

utratq czq5ci zredukowanego glutationu i innych tioli. Redukcja potencjafu

przeciwutleniajqcego w kom6rkach po ich inkubacji z kombinacjq cyjanianu i nadtlenku

wodoru byla mniejsza ni2 po zastosowaniu samego nadtlenku wodoru. Taki wynik mo2e

Swiadczyi o tym, 2e karbamylowane przeciwutleniacze o matych masach czqsteczkowych

sq bardziej odporne na dziatanie nadtlenku wodoru. U pacjent6w z PChN odnotowano

istotnie wy2szy potencjat przeciwutleniajqcy osocza przed hemodializq w por6wnaniu

do poziomu u os6b zdrowych (Pieniq2ek i wsp., 2002; Clermont i wsp., 2000). Zjawisko

to przypuszczalnie wyja:inia wy2sze stq2enie kwasu moczowego w osoczu os6b z przewlektq

chorobq nerek w por6wnaniu do jego poziomu u os6b zdrowych (Vanholder i wsp. 2003).
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Natomiast obni2enie siq poziomu grup tiolowych w kom6rkach po inkubacji z kombinacjq

cyjanianu i nadtlenku wodoru moze byi spowodowane ich utlenianiem przez nadtlenek

wodoru lub/i karbamylacjq w wyniku reakcji z cyjanianem.

Na skutek utleniania bialek i lipid6w mo2liwe jest powstawanie nadtlenk6w.

Podwyzszony poziom nadtlenk6w byl zauwa2alny jedynie po inkubacji kom6rek

z nadtlenkiem wodoru, natomiast w kom6rkach eksponowanych na dziatanie cyjanianu oraz

pofqczonego dzialania cyjanianu i nadtlenku wodoru poziom nadtlenk6w nie zmienial siq

w stosunku do kontroli (4b4). Wyniki tych obserwacji mogq Swiadczyi o odporno6ci

karbamylowanych biafek i lipid6w na procesy utleniania. W pracy zbadano r6wniez wpfyw

karbamylowania, utleniania oraz kombinacji obu proces6w na wladciwojci blony

plazmatycznej limfocyt6w. Zaden z wy2ej wymienionych proces6w nie mial wpfywu

na pfynno6i lipid6w btonowych w ich polarnym regionie (4b4). Zmiany plynno6ci

obserwowano natomiast na glqbokoSci 1-2-tego i 16-tego atomu wqgla la6cuch6w

wqglowodorowych kwas6w tluszczowych. Zar6wno proces karbamylacji jak i utlenianie

powodowaly znaczqcy wzrost unieruchomienia znacznika spinowego. ponadto potqczone

dzialanie obu proces6w potqgowalo wzrost plynno:fci btony plazmatycznej na gtqboko:ici

12- i 16-tego atomu wqgla taricucha wqglowodorowego. Zmiany pfynno5ci bfony

plazmatycznej mogq byi konsekwencjq karbamylacji biafek btonowych lub tez wynikai

z interakcji pomiqdzy zmodyfikowanymi czqsteczkami bialek i lipid6w. W wiqkszo:ici prac

wskazywano, 2e proces karbamylacji dotyczy biatek i wolnych aminokwasow. Jednak

zasugerowano, 2e karbamylacja przypuszczalnie dotyczy r6wnie2 innych niebiatkowych

czqsteczek zawierajqcych pierwszorzqdowq grupQ aminowq. Do takich czqsteczek nalezq

fosfatydyloseryna i fosfatydyloetanoloamina obecne w btonie plazmatycznej kom6rek

(Trepanier and Thibert, 1996). Na wzrost ptynno5ci btony kom6rkowej wptywa r6wniez

proces utleniania lipid6w. Wprawdzie w dokonanych badaniach nie obserwowano wzrostu

stqzenia nadtlenk6w (produkt6w utleniania lipid6w), jednak procesy utleniania biatek

i lipid6w sq w stanie r6wniez prowadzii do ich fragmentacjii/lub agregacji oraz sieciowania

lipid6w i interakcji biatek z lipidami, kt6re w efekcie mogq powodowai zmiany ptynno6ci

bton plazmatycznych.

Jak opisano we wstqpie, karbamylacji ulegajq grupy aminowe, tiolowe, hydroksylowe,

fenolowe, karboksylowe i imidazolowe biatek. W biatkach jednojqdrzastych kom6rek krwi
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poddanych dziafaniu cyjanianu i/lub nadtlenku wodoru okreSlono poziom grup aminowych.

Wykazano, 2e cyjanian powodowat ich znaczny spadek w biatkach (4b5). Mo2e to dowodzii

karbamylacji grup aminowych z wytworzeniem pochodnych karbamoilowych. Reakcje grup

aminowych z cyjanianem tworzE trwafe produkty - w przeciwieristwie do produkt6w

powstajqcych w wyniku reakcji cyjanianu z grupami tiolowymi (4b3). Z kolei w kom6rkach

inkubowanych jedynie z nadtlenkiem wodoru nie obserwowano istotnych zmian poziomu

grup aminowych. Prawdopodobnie Swiadczy to o tym, 2e nadtlenek wodoru nie reagowat

z grupam.i aminowymi.

W nastqpstwie utleniania biatek mogq na nich powstawai grupy karbonylowe.

Zgodnie z oczekiwaniami w kom6rkach inkubowanych z nadtlenkiem wodoru odnotowano

istotnie podwy2szony ich poziom (4b5). Ponadto potqczone dziatanie cyjanianu i nadtlenku

wodoru przyczyniafo siq do nieznacznego wzrostu grup karbonylowych w biatkach.

Otrzymane wyniki potwierdzajq wczeSniejsze badania poziomu grup karbonylowych

w osoczu pacjentow z przewleklq chorobq nerek poddawanych hemodializom, Swiadczqce

o obecno6ci stresu oksydacyjnego u chorych i o jego nasileniu podczas hemodializy

(Pieniq2ek i wsp., 2009).

Biorqc pod uwagQ modyfikacje biatek i zmianq plynno6ci blony plazmatycznej

jednojqdrzastych kom6rek krwi pod wptywem potqczonego dziafania cyjanianu i nadtlenku

wodoru zasadnym byto okre5lenie ich wptywu na potencjaf mitochondrialny oraz indukcjq

procesu apoptozy. Zmiany morfologiczne i biochemiczne mogE przyczynia( siq do indukcji

procesu apoptozy w celu eliminacji uszkodzonych kom6rek. W indukcji apoptozy

w kom6rkach bardzo wa2nq rolq odgrywajq mitochondria. Wykazano, 2e depolaryzacja bfony

mitochondrialnej przez utleniacze prowadzi do utraty potencjatu mitochondrialnego, zmiany

jej przepuszczalnoSci i uwolnienia jon6w wapnia, a w konsekwencji do 6mierci kom6rki.

Potencjat mitochondrialny w kom6rkach poddanych dziataniu cyjanianu

i/lub nadtlenku wodoru mierzony byt bezpoSrednio po inkubacji oraz 30, G0 i l-50 min po jej

zakoriczeniu (abs). Niezale2nie od czasu obserwowano statystycznie istotny spadek

potencjalu mitochondrialnego w kom6rkach inkubowanych z kombinacjq cyjanianu

i nadtlenku wodoru wzglqdem kom6rek kontrolnych. Inkubacja kom6rek z samym

cyjanianem spowodowata znaczny spadek potencjatu mitochondrialnego kom6rek

w stosunku do kontroli po 30 i 150 minutach od jej zakoriczenia.
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Indukcja procesu apoptozy zwiqzana jest z aktywacjq kaspaz odpowiedzialnych za jej

przebieg. Uzyskane w trakcie badari wyniki wskazujq na brak znaczqcej zmiany aktywno6ci

kaspaz -6 i -8 w kom6rkach traktowanych cyjanianem, nadtlenkiem wodoru lub ich

kombinacjq (4b5). Z drugiej strony, proces karbamylacli oraz stres oksydacyjny powodowafy

istotny wzrost aktywno6ci kaspaz -2, -3 i -9 w limfocytach (4b5). Enzymy te byfy silnie

aktywowane przez nadtlenek wodoru, a nieco sfabiej przez cyjanian. Zwiqkszenie aktywno5ci

kaspazy-2 obejmuje aktywacjq mitochondrialnego szlaku apoptotycznego i wydaje siq byi

niezale2ne od kaspazy-8. Z kolei kaspaza-9 jest aktywowana przez apoptosomy zawierajqce

kompleks cytochromu c (cyt c), Apaf-1 (czynnik L aktywujqcy proteazy apoptotyczne)

i pro-kaspazy-9 (Marek, 2013). Cyt c jest uwalniany z mitochondri6w do cytosolu podczas

utraty potencjatu bfonowego.

Oznaczenie aktywnodci kaspazy-3 jest dobrym wskalnikiem procesu apoptozy,

poniewa2 stanowi punkt zbiorczy dla zale2nych i niezaleznych od mitochondri6w szlak6w

w Smierci kom6rek bqdqcych na drodze apoptotozy. Przeprowadzone badania wykazaty

wzrost aktywno6ci tego enzymu w kom6rkach poddanych dziataniu nadtlenku wodoru oraz

kombinacji cyjanianu z nadtlenkiem wodoru (ab5). Otrzymane wyniki badari aktywno6ci

kaspaz w jednojqdrzastych kom6rkach krwi byfy zgodne z wynikami uzyskanymi przez

Yang i Chang, kt6rzy zaobserwowali, 2e apoptoza indukowana cyjanianem w linii

kom6rkowej HCT 116 odbywa siq miqdzy innymi przez aktywacjq kaspazy-3 (Yang i Chang,

2OL4).

Wewnqtrzny szlak apoptozy wiqze siq r6wnie2 z uszkodzeniami DNA, polegajqcymi

miqdzy innymi na podw6jnych i pojedynczych jego pqkniqciach. W kom6rkach poddanych

dziafaniu cyjanianu lub/i nadtlenku wodoru potwierdzono znaczEcy wzrost poziomu

uszkodzonego DNA w ogonie komety (4b5). Wyniki wykonanych badari przypuszczalnie

:iwiadczq o tym, ze zar6wno karbamylacja jak i utlenianie powodujq zmiany w strukturze

biatek, co w konsekwencji moze prowadzii do utraty ich funkcji biologicznych i eliminacji

kom6rek z krwiobiegu poprzez apoptozq.
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ocena udzialu siarczanu indoksvlu w generowaniu stresu oksvdacvinego w iednoiadrzastvch

kom6rkach krwi

Siarczan indokylu jako metabolit tryptofanu gromadzony jest w organizmie

pacjent6w z przewlektq chorobq nerek w bardzo duzych iloiciach. Jego poziom we krwi

pacjentow mo2e byi ponad 85 razy wy2szy ani2eli u os6b zdrowych {Vanholder i wsp. 2003).

W kilku publikacjach opisano, 2e w przypadku przewlektej choroby nerek, wysoki poziom

lS indukuje wzrost wytwarzania ROS i zaburzenia ukladu antyoksydacyjnego w r6znych

typach kom6rek, przyczyniajqc siq do postqpu choroby (Niwa, 2OIO; Cruz i wsp., 20L4).

Jednak2e, pomimo tego, 2e lS jest dobrze znanq toksynq mocznicowq nadal niewiele

wiadomo na temat jej wplywu na kom6rki krwi.

Przeprowadzone badania wykazafy, 2e siarczan indoksylu w stq2eniach

0,2 lub 1-,0 mmol/L nie miat wpiywu na przezywalnoii ludzkich jednojqdrzastych kom6rek

krwi (ab7). Wymienione powy2ej stq2ania lS zostaty opisane w literaturze jako dredni

i maksymalny poziom obserwowany u pacjent6w z przewlekq chorobq nerek

(Vanholder i wsp. 2003), Znaczqcy spadek przezywalno6ci kom6rek obserwowano dopiero

po traktowaniu kom6rek siarczanem indoksylu w stq2eniach 5 mmol/L i wigcej. W kolejnym

etapie badaf dokonano oceny poziomu reaktywnych form tlenu i azotu w kom6rkach po

inkubacji z siarczanem indoksylu w stq2eniu 0,2 i 1,0 mmol/L przy uzyciu trzech sond

fluorescencyjnych (H2DCF-DA, DHE, DAF-FM). Sonda H2DCF-DA jest niespecyficznym

wskalnikiem reagujqcym nie tylko z nadtlenkiem wodoru, ale takze z innymi reaktywnymi

formami tlenu wewnqtrz kom6rek. Uzyskane wyniki wskazujq, 2e po 24 godzinach inkubacji

kom6rek z siarczanem indoksylu (1 mmol/L) poziom reaktywnych form tlenu znacznie wzr6st

w por6wnaniu do kontroli. Jednak stq2enie 0,2 mmolfl lS nie zmieniafo poziomu nadtlenku

wodoru w jednojqdrzastych kom6rkach krwi w por6wnaniu do kontroli. przy u2yciu

dihydroetydyny (DHE) zaobserwowano r6wniez znaczEcv wzrost poziomu anionorodnika

ponadtlenkowego w jednojqdrzastych kom6rkach krwi traktowanych siarczanem indoksylu

w por6wnaniu do jego poziomu w kom6rkach kontrolnych. Co wiqcej wzrostowi tworzenia

anion6w ponadtlenkowych towarzyszyta znaczqco wy2sza aktywnoSci dysmutazy

ponadtlenkowej w badanych kom6rkach krwi po inkubacji z lS w obu wybranych stqzeniach

(4b7). W kom6rkach inkubowanych z siarczanem indoksylu wykazano wzrost natq2enia

fluorescencji sondy DAF-FM, odzwierciedlajqcy wzrost poziomu tlenku azotu, w por6wnaniu
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do wartoSci obserwowanych w kontroli. Wzrost produkcji reaktywnych form tlenu

indukowanych siarczanem indoksylu obserwowano r6wniez przy uzyciu H2DCF-DA w

neutrofilach przez Cruz i wsp6tpracownik6w (201.4). Autorzy tej pracy nie wykazali jednak

znaczqcych ro2nic w poziomie tlenku azotu w neutrofilach po ich inkubacji z siarczanem

indoksylu. Sugeruje siq ze, siarczan indoksylu przez hamowanie szlaku zale2nego od Nrf2

zmniejsza aktywno6i enzymatycznq oksygenazy hemowej (Ho-1), a to jest jednym

z czynnik6w powodujqcych wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (Bolati i wsp., 2013).

Ponadto, siarczan indoksylu mo2e aktywowai oksydazq NADPH wywolujqc wzrost

wewnqtrzkom6rkoweSo wytwarzania reaktywnych form tlenu. Potwierdzeniem wzrostu

stresu oksydacyjnego moze byi obserwowany spadek catkowitej zdolno6ci antyoksydacyjnej

w jednojqdrzastych kom6rkach krwi po ich inkubacji z siarczanem indoksylu (4b7).

W jednojqdrzastych kom6rkach krwi poddanych dziataniu siarczanu indoksylu obserwowano

r6wnie2 wzrost poziomu grup karbonylowych i nadtlenk6w powstajEcych w wyniku

utleniania biafek i lipid6w przez reaktywne formy tlenu (4b7). Przeprowadzone badania

wykazaly ponadto spadek poziomu zredukowanego glutationu po inkubacji kom6rek

z siarczanem indoksylu o okolo L0 % w por6wnaniu do poziomu w kom6rkach kontrolnych

(4b7). R6wnolegle w jednojqdrzastych kom6rkach krwi obserwowano zmniejszenie siq

poziomu grup tiolowych. Sugeruje siq, 2e dziatanie prooksydacyjne siarczanu indoksylu moze

byi nasilone w wyniku hamowania wytwarzania glutationu, bqdqcego gf6wnym elementem

nieenzymatycznego ukladu przeciwutleniajqcego w kom6rkach zapobiegajqcego utlenianiu

grup tiolowych biafek (Gelasco i wsp., 2006). Uzyskane wyniki pokazujq, 2e siarczan indoksylu

indukuje stres oksydacyjny, modyfikujqc r6wnowagq miqdzy mechanizmami pro

i przeciwutleniajqcymi w jednojqdrzastych kom6rkach krwi, powoduje zmniejszenie

aktywnorici ukladu antyoksydacyjnego, zwiqksza wytwarzanie reaktywnych form tlenu i

prowadzi do uszkodzenia biomolekul oraz zmienia ekspresjq cytokin (TNF-a) w kom6rki.

Przeprowadzone badan ia pozwolilv na wvciagniecie nastepu iacvch wniosk6w:

L. Obecno6i toksyn mocznicowych we krwi pacjent6w z przewlekfq chorobq nerek

powoduje zmiany w biafkach hemolizatu i albuminie. Zabieg hemodializy pogtqbia

uszkodzenia materiafu biologicznego.
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2- Ekspozycja krwi na dziafanie podwyzszonego stq2enia mocznika ma wplyw

na strukturq btony kom6rkowej erytrocyt6w i biatek hemolizatu. pofqczone dziatanie

mocznika i nadtlenku wodoru nasila uszkodzenia badanych komponent6w.

3' Albumina pochodzqca od os6b z przewleklq chorobq nerek jest mniej podatna

na utlenianie w warunkach in vitro.

4' Pofqczone dziatanie karbamylacji i stresu oksydacyjnego prowadzi do modyfikacji

biatek i lipid6w jednojqdrzastych kom6rek krwi.

5. Karbamylacja biatek jednojqdrzastych kom6rek krwi mo2e indukowai procesy

apoptozy na szlaku mitochondrialnym.

6. Siarczan indoksylu przyczynia siq do oksydacyjnych uszkodzeri sktadnik6w kom6rek
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5. Om6wienie pozostafych osiqgniq6 naukowo - badawczych.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora we wrzesniu 2005 r. podjqtam pracq

na etacie adiunkta w Katedrze In2ynierii Srodowiska, Wydziafu Architektury, Budownictwa

i Inzynierii Srodowiska Politechniki t"6dzkiej. W poczqtkowym okresie tej pracy moim

gl6wnyni zadaniem byto opracowanie i przygotowanie iwiczeri laboratoryjnych z podstaw

chemii analitycznej oraz biologii dla student6w I roku In2ynierii Srodowiska, kt6re

realizowalam pod kierunkiem dr hab. Krzysztofa Wojciechowskiego oraz dr hab. Macieja

Urbaniaka. Ponadto w kolejnym roku akademickim zostalam zobligowana do przygotowania

i poprowadzenia wykfadu kursowego z biologii dla student6w In2ynierii Srodowiska.

Przygotowanie w/w zajqi wymagalo ode mnie zapoznania siq z tematykq i metodykq badari

prowadzonych na kierunku In2ynieria Srodowiska Pt. Ponadto opracowanie, przygotowanie

a nastqpnie prowadzenie w/w zajqi pozwolito na uksztaftowanie moich umiejqtno6ci

dydaktycznych. Podczas pracy w Pt bralam r6wniez udziaf w przygotowaniu projektu

badawczego majqcego na celu badanie czysto6ci w6d opadowych t6dzkiej sieci kanalizacyjnej

w 162nych jej punktach. Zadanie to zakoriczytam na etapie przygotowania projektu,

poniewa2 w marcu 2007 r. podjqfam pracQ na etacie adiunkta w Katedrze Biofizyki

Medycznei (w6wczas Katedrze Termobiologii) Uniwersytetu t6dzkiego.

Po rozpoczqciu pracy w Katedrze Biofizyki Medycznej Ut zostatam wfqczona jako

wykonawca do realizacji projektu badawczego pod tytulem ,,Wsp6ldziafanie antyutleniaczy

z lekami przeciwnowotworowymi w obnizaniu ich kardiotoksyczno6ci w chemioterapii raka

piersi" finansowanego przez MNiSW (Grant N 401 2337). Hipoteza badawcza tego projektu

zakladata, 2e wybrane nitroksydy (pirolin, pirolid) oraz flawonoidy (kwercetyna,

epigalokatechina) bgdE ograniczaty kardiotoksycznoSi lek6w przeciwnowotworowych

stosowanych w leczeniu raka sutka. W ramach tego projektu podjqto r6wnie2 badania

majqce na celu okreSlenie czy wybrane przeciwutleniacze bqdq miaty dziatanie ochronne

na skfadniki osocza i kom6rki wqtroby. Otrzymane wyniki wskazujq na hepatotoksyczne

dzialanie doksorubicyny i taksan6w (paklitakselu i docetakselu) w do6wiadczalnym modelu

szczunYm in vivo. Potqczenie doksorubicynv z kt6rymkolwiek z taksan6w prowadzifo
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do wiqkszych zmian w badanych parametrach stresu oksydacyjnego w por6wnaniu

do leczenia gdzie leki podawane byly pojedynczo. Z kolei badania osocza pobranego

od szczur6w z wyidukowanym nowotworem sutka, a nastqpnie poddanych leczeniu

kombinacjq lek6w (doksorubicyna i docetaksel) w potqczeniu z nitroksydem (pirolin)

lub flawonoidom (kwercetyna) wykazaty ochronne dziafanie tych ostatnich na uszkodzenia

oksydacyjne spowodowane dziafaniem lek6w przeciwnowotworowych. W ramach tego

projektu prowadzitam r6wniez badania in vitro wptywu w/w lek6w przeciwnowotworowych

i ich kombinacji z nitroksydami na kom6rki raka sutka linii MCF-7. Realizowane w tym

projekcie prace badawcze z moim udzialem zostaty opublikowane w trzech pracach

do6wiadczalnych (Tabaczar i wsp., 20L2; pieniq2ek i wsp., 2or3; Tabaczar i wsp., 2013)

oraz zaprezentowane w formie komunikat6w na 19 naukowych konferencjach krajowych

i miqdzynarodowych.

Do gl6wnych moich zainteresowa6 naukowych nale2q zagadnienia zwiqzane

ze stresem oksydacyjnym oraz zwiqzane z nim uszkodzenia biatek i lipid6w kom6rkowych.

Zagadnieniem zwiqzanym za tE tematykq byfy badania wptywu wysifku fizycznego

na strukturq erytrocyt6w iwybrane parametry osocza u mtodych, nietrenujqcych mqzczyzn.

Badania te realizowafam w ramach grantu pt: ,,Czy pr6by wysilkowe mogE indukowai zmiany

w strukturze erytrocyt6w oraz w wybranych parametrach osocza cztowieka", finansowanego

przez MNiSW (N 404 10L7 33), kt6rego bytam wykonawcq. Do realizacji cel6w tego projektu

stosowano intensywny, ale kr6tkotrwaly wysitek fizyczny mlodych mq2czyzn, jako model

fizjologicznego modulatora indukujqcego stres oksydacyjny. Uzyskane wyniki badari wykazaty

znaczEcY spadek ptynno6ci lipid6w blonowych w jej polarnym regionie, zmiany w stanie

konformacyjnym bialek btonowych erytrocyt6w oraz biafek hemolizatu, gl6wnie

hemoglobiny po wysitku. Z kolei w osoczu os6b poddawanych wysilkowi fizycznemu

obserwowano znaczEcy wzrost potencjatu przeciwutleniajqcego. Ponadto przeprowadzono

badania frakcji erytrocyt6w 162niqcych siq czasem wystqpowania w krwiobiegu

(tzw. erytrocyty mtode, w Srednim wieku i stare) u mq2czyzn poddanych wysitkowi

fizycznemu. Najstarsze erytrocyty byty najbardziej wra2liwe na zmiany parametr6w stresu

oksydacyjnego indukowanego wysilkiem fizycznym. Analiza cato:ici przeprowadzonych badari

wskazywafa, 2e pojedynczy intensywny wysitek fizyczny moze wywolywai fagodny stres

oksydacyjny odzwierciadlajqcy siq w zmianach konformacyjnych biatek, utlenianiu bialek
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i lipid6w. Jednocze6nie wykazano, 2e kr6tkotrwaly wysilek moze prowadzii do mobilizacji

defensywnych system6w przeciwutleniajqcych we krwi. Wykonanie badafi zwiqzanych z tym

projektem i zdobyta w6wczas wiedza pozwolila na poszerzenie tego zagadnienia i realizacjq

kolejnego projektu badawczego pod tytutem ,,wpiyw p16by wysitkowej na zmiany

w strukturze erytrocyt6w oraz wybranych parametr6w osocza krwi u mq2czyzn z chorobq

niedokrwiennE serca poddanych rehabilitacji kardiologicznej" finansowanego przez MNiSW

(N 404 1784 40). Rehabilitacja kardiologiczna pacjent6w z chorobq niedokrwiennE serca,

po przebytych incydentach kardiologicznych ma na celu poprawienie sprawno5ci fizycznej,

og6lnego stanu funkcjonowania organizmu oraz zmniejszenia ryzyka ponownych zawal6w

miqSnia sercowego. Nie mniej jednak, wplyw rehabilitacji na parametry stresu

oksydacyjnego we krwi pacjent6w pozostaje nie do korica jasny. Celem badafi byto

okre5lenie wptywu rehabilitacji kardiologicznej na parametry stresu oksydacyjnego

w erytrocytach oraz osoczu pacjent6w po interwencjach kardiologicznych. Badania

prowadzono na grupie mq2czyzn pozostajEcych pod opiekq lekarza przed przystqpieniem

do rehabilitacji oraz po jej zakodczeniu. Por6wnanie ptynno:ici lipid6w btonowych oraz stanu

konformacyjnego biatek bfonowych i hemoglobiny nie wykazalo znaczqcych statystycznie

ro2nic w erytrocytach pacjent6w przed rehabilitacjq i po jej zakoriczeniu. W hemolizacie

stwierdzono natomiast nieznaczny wzrost poziomu askorbinianu i zredukowanego glutationu

po zakoriczeniu rehabilitacji. Z kolei w osoczu os6b poddawanych rehabilitacji,

po jej zakofczeniu obserwowano znaczEcy wzrost poziomu askorbinianu oraz wzrost

calkowitego potencjatu przeciwutleniajqcego. Na podstawie przeprowadzonych badari

stwierdzono, ie proces rehabilitacji kardiologicznej pacjent6w po przebytych zawatach

miq5nia sercowego przyczynil siq do poprawy parametr6w biochemicznych

i morfologicznych krwi pacjent6w. Ponadto wykazano spadek parametr6w stresu

oksydacyjnego. Zmiany te mogq przyczynic siq do zwiqkszenia wfa5ciwo5ci funkcjonalnych

serca oraz poprawy sprawno:ii fizycznej pacjent6w. Tym samym, niewymiernym efektem

przebytej rehabilitacji mogq byi lepsze rokowania zdrowotne dla pacjent6w po przebytych

zawatach miq5nia sercowego. Realizowane w ramach tych dw6ch projekt6w badania zostaly

opublikowane w postaci piqciu publikacji doSwiadczalnych (Brzeszczyfiska i wsp., 2008;

Gwo2dziriski i wsp., 201'3; Gwoldziriski i wsp., 2Ot3; Gwoldziriski i wsp., 2OL6; Gwoldziriski
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i wsp., 2OI7) oraz zaprezentowane w postaci komunikat6w na 16 konferencjach o zasiqgu

miqdzynarodowym.

Od grudnia 20L2 r. do grudnia 20L3 r. bralam udzial w realizacji projektu

wsp6ffinansowanego przez Uniq Europejskq ze 6rodk6w Europejskiego Funduszu Rozwoju

Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego lnnowacyjna Gospodarka na lata

2007-201.3 (projekt pod nazwE ,,wRovASc Zintegrowane centrum Medycyny

Sercowo-Naczyniowej" - ,Wplyw promieniowania NIR na kom6rki jednojqdrzaste krwi

obwodowej cztowieka"). Badania dotyczyly oznaczenia stopnia destrukcji limfocyt6w

ludzkich poddanych dzialaniu promieniowania z zakresu bliskiej podczerwieni. Wykazano,

i2 dawka promieniowania NIR o energii 2,2 J, byta najbardziej bezpieczna

dla napromieniowywanych kom6rek, gdy2 nie powodowata zmian w ich prze2ywalno6ci,

nie uszkadzala ich bfony plazmatycznej, DNA i organelli kom6rkowych (mitochondri6w

i lizosom6w), nie zaburzata produkcji ATP, nie zaki6cita wydajno6ci fosforylacji oksydacyjnej,

nie powodowala zmian potencjaf u mitochondrialnego i wycieku cytochromu c

z mitochondri6w, nie generowaia reaktywnych form tlenu i azotu, jak r6wnie2

nie indukowala apoptozy/nekrozy. Wiqksze dawki promianiowania NIR (6,6 oraz 1.3,2 J)

powodowafy natomiast zmiany niekt6rych z badanych parametr6w. Warto5ci tych

parametrow wracaly jednak do poziom6w kontrolnych w ciqgu nastqpnych 24 godz.

po napromieniowaniu. Przeprowadzone wieloparametrowe badania pozwolity

na sformulowanie og6lnego wniosku, 2e niskie dawki promieniowania z zakresu bliskiej

podczerwieni nie wykazafy destrukcyjnego wptywu na jednojqdrzaste kom6rki krwi

obwodowej czlowieka. Obecnie przygotowywana jest publikacja z przeprowadzonych badari.

W krqgu moich zainteresowan ju2 od czas6w studi6w magisterskich sq r6wniez

badania zwiqzane z ocenq czysto5ci w6d jezior pofozonych w p6lnocnej czq$ci polski,

na terenie Bor6w Tucholskich. Caloksztatt walor6w przyrodniczych i hydrologicznych tego

terenu przyczynit siq do powstania w 20L0 roku Rezerwatu Biosfery Bory Tucholskie

wpisanego na listq rezerwat6w biosfery UNESCO. Od roku 1998 do chwili obecnej wchodzq

w sktad zespolu kierowanego przez prof. dr hab. Krzysztofa Gwoldziriskiego zajmujqcego siq

tq tematykq. Ocena parametr6w czysto6ci w6d z wybranych jezior prowadzona jest

dwukrotnie w ciqgu roku; podczas wiosennego mieszania sig w6d (marzec/kwiecieri)

oraz podczas stagnacji letniej (sierpieri), Klasyfikacja jezior pod wzglqdem czystoSci w6d
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dokonywana jest na podstawie standardowych parametr6w fizykochemicznych okreSlonych

przez Pafstwowq Inspekcjq Ochrony Srodowiska w oparciu o aktualne Normy polskie

dotyczqce czysto5ci w6d powierzchniowych. W wybranych wodach jeziornych wykonywane

sq r6wnie2 oznaczenia poziomu metali alkalicznych i przej5ciowych. Dotychczas badaniami

zostaly objqte wszystkie jeziora na terenie Parku Narodowego ,,Bory Tucholskie", znaczna

czq6i jezior z terenu Zaborskiego Parku Krajobrazowego, Wdzydzkiego parku

Krajobrazowego oraz wiele jezior polozonych w ich otulinie (w sumie okoto 100 jezior).

WSr6d nich dominujq zbiorniki nalezqce do drugiej i trzeciej klasie czysto6ci, ale sq r6wnie2

jeziora zakwalifikowane do pierwszej klasy czysto6ci. Niejednokrotnie badania opublikowane

przez nasz zesp6f sq jedynymi jakie prowadzono na tym terenie. W zawiqzku z tym wyniki

przez nas uzyskane sq czqsto cytowane w licznych monografiach iopracowaniach innych

autorow. Rezultaty badari czysto5ci jezior przeprowadzone z moim udziatem opublikowano

do tej pory w L publikacji w czasopi:imie z listy A MNiSW (Polish Journal of Environmental

Studies) oraz w L3 pracach monograficznych (wymienione poni2ej). Miqdzy innymi z zakresu

tych badari zesp6f otrzymaf w 2003 roku nagrodq zespofowq ll stopnia Rektora Uniwersytetu

t6dzkiego. Ponadto intensywna dzialalnoii naszego zespotu badawczego na terenie Bor6w

Tucholskich przyczynita siq do zorganizowania przez nas cyklu konferencji naukowych pt.

,,Bory Tucholskie - zasoby i ich ochrona".

Moje obecne zainteresowania oraz dalsze plany naukowe skupiajq siq gt6wnie

na tematyce zwiqzanej z badaniami wplywu toksyn mocznicowych wiq2qcych siq z bialkami

na strukturq i funkcjonowanie kom6rek krwi. Do tej pory podjqte zostaty badania udzialu

siarczanu indoksylu w generowaniu stresu oksydacyjnego w jednojqdrzastych kom6rkach

krwi. Doniesienia literaturowe dotyczqce badaf tej toksyny (gl6wnie in vivo) wskazujq, ze

mo2e ona w znaczEcy spos6b przyczyniac siq do progresji przewlekfej choroby nerek. Jednak

jak sugeruje wiele doniesieri badania in vivo nie pozwalajq okreSlii mechanizmu dziatania

tylko tej jednej toksyny ze wzglqdu na mo2liwe interakcji pomiqdzy innymi zwiqzkami. Stqd

te2, moje najblizsze plany badawcze zwiqzane sE z podjqciem p16by wyja:inienia

mechanizm6w dziatania toksyn mocznicowych wiq2qcych siq z biafkami w kom6rkach krwi

w badaniach in vitro.
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Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Liczba

publikacji
Liczba

komunikat6w
IF

Pu n kty
MNiSW

Publikacje w czasopismach z lF 3 5,584 75

Publikacje bez lF 15 70

Komunikaty konferencyjne 20

Komunikaty konferencyjne
opublikowane w czasopismach z lF

2 l_1,066*

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Publikacje w czasopismach z lF 22 48,166 535

Publikacje bez lF 7 36

Komu nikaty konferencyjne 51

Kom u n ikaty konferencyjne
opublikowane w czasopismach z lF

6 L8,209*

Sumaryczny dorobek naukowy 47 79
53,750

(83,025)* *
7L6

*- lF czasopism; **publikacje + komunikaty konferencyjne
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