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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego 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. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. 2 2016 r. poz. 1311.):
a) Tytut osiggniecia naukowego

Uszkodzenia wybranych elementéw morfotycznych krwi i sktadnikéw osocza u chorych

z przewlekta chorobg nerek poddawanych hemodializom oraz w badaniach modelowych

b) Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego
e Sumaryczny wskaznik oddziatywania (IF): 19,297
¢ Sumaryczna liczba punktéw MNiSW (2018): 171
e Liczba cytowan (Web of Science Core Collection, wrzesier 2018): 4

e bez autocytowan: 2

1. 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,

2014, 3(9), 20-23, IF 1,865*; MNiSW 1 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, 2015:783073, IF 4,492; MNiSW 25 pkt.

3. Pieniazek A, Gwozdzinski K. Karbamylacja biatek — mechanizm, przyczyny i skutki.
Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej (Online). 2016, 70, 514-521, IF 0,690;
MNiSW 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, 105-112, IF 2,866; MNiSW 30 pkt.

5. Pieniazek A, Gwozdzinski K. Carbamylation and oxidation of proteins lead to apoptotic
death of lymphocytes. Chemico-Biological Interaction. 2017, 270, 24-32, IF 3,143;
MNIiSW 30 pkt.
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6. Pieniazek A, Gwozdzinski L, Zbrog Z, Gwozdzinski K. Alterations in conformational state
of albumin in plasma in chronic hemodialyzed patients. PLoS One. 2018, 13, e0192268,
IF 2,809; MNIiSW 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. 2018, DOI: 10.1021/acs.chemrestox.8b00065, IF 3,432;
MNiSW 35 pkt.

Informacje dotyczace mojego wkiadu i wktadu wspotautoréw w  powstawanie
poszczegolnych prac zawarte sg w zatacznikach 3 (wykaz opublikowanych prac naukowych
i osiggniec¢ naukowych oraz informacje o osiagnieciach dydaktycznych, wspdtpracy naukowej
i popularyzacji nauki) i 5 (oswiadczenia wspétautorow prac naukowych wchodzacych w sktad
osiggniecia naukowego).

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

c) Omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw

wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Podstawe rozprawy habilitacyjnej stanowi sze$é¢ oryginalnych prac badawczych

i jedna praca przegladowa, opublikowanych w latach 2014-2018. Wyniki tych prac
wzbogacajg i uzupetniajg aktualny stan wiedzy na temat udziatu toksyn mocznicowych
w uszkodzeniach biatek i lipidow komérek krwi oraz osocza osob z przewlekta chorobg nerek.
Wsrdd chordb cywilizacyjnych XXI wieku, oprocz zaburzen sercowo-naczyniowych,
nadcisnienia tetniczego, otytosci i cukrzycy, od niedawna wymienia sie takze przewlekta
chorobe nerek (PChN). Obecna definicja tej choroby charakteryzuje j3 jako wieloobjawowy
zespot chorobowy powstajacy na skutek trwatego uszkodzenia lub zmniejszenia liczby
czynnych nefronéw, ktére moga by¢ niszczone przez réznorodne procesy chorobowe toczace
sie w migzszu nerek. W zaleznosci od stopnia przesgczania ktebuszkowego eGFR (estimated
glomerular filtration rate) wyrdznia sie 5 stadiow choroby. Za warto$é graniczng przesaczania
ktebuszkowego, ponizej ktérej mozna mowié o niewydolnosci nerek, przyjeto dos¢ umownie

60 ml/min/1,73 m?, utrzymujaca sie co najmniej przez 3 miesigce (Levey i Coresh 2012).
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Leczenie przewlektej choroby nerek jest procesem wielokierunkowym, polegajgcym
w pierwszych stadiach na zahamowaniu jej postepu i, w miare mozliwosci, wyeliminowaniu
przyczyn odpowiedzialnych za jej powstawanie. W koficowych stadiach tej choroby, kiedy
uposledzenie funkcji nerek jest bardzo duze, u chorych wprowadza sie terapie
nerkozastepczg w postaci hemodializ i dializ otrzewnowych oraz transplantacje nerek.

Hemodializa jest jedng z najczesciej podejmowanych terapii u pacjentéw
z przewlekta chorobg nerek. Jej podstawowym celem jest utrzymanie chorego przy zyciu
i zachowanie jego mozliwie najlepszej jakosci. Podczas hemodializy z organizmu usuwane
sq produkty przemiany materii, ktére ze wzgledu na uszkodzenie nerek nie sg wydalane wraz
Z moczem.

Zwigzki chemiczne, ktdére nie sg usuwane z organizmu, a majg na niego negatywny
wplyw, zwane s3 toksynami mocznicowymi. Jednym z wazniejszych toksycznych efektow
dziatania tych zwigzkéw sg uszkodzenia uktadu sercowo-naczyniowego. Klasyfikacja toksyn
mocznicowych opiera sie na ich wifasciwosciach fizykochemicznych, wptywajacych
na zdolnos¢ usuwania z organizmu podczas dializy. Wyrdznia sie trzy grupy toksyn:

— w pierwszej grupie znajduje sie ok. 45 zwigzkéw o matych masach czasteczkowych
dobrze rozpuszczalnych w wodzie;

— druga grupe stanowi ok. 25 zwigzkdéw wigzacych sie z biatkami;

— W trzeciej grupie toksyn mocznicowych znajdujg sie zwigzki, ktorych masa
czasteczkowa waha sie od 555 do 32000 (w wiekszosci_peptydy) (Vanholder i wsp.
2003).

Do pierwszej grupy toksyn mocznicowych nalezy mocznik, ktérego stezenie
w osoczu 0sob zdrowych wynosi okoto 6-7 mmol/L, natomiast u pacjentéw z przewlektg
chorobg nerek poddawanych hemodializom jego sredni poziom to 38 + 18 mmol/L (Malyszko
et al., 2006; Vanholder i wsp. 2003). Oznacza to, ze poziom mocznika u pacjentow z PChN
wzrasta 5-6 - krotnie w porownaniu do osob zdrowych. Produktem metabolizmu mocznika
w organizmie moze by¢ cyjanian. Oba zwigzki wystepuja ze sobg w rownowadze 99:1. Dalsze
przemiany cyjanianu mogg prowadzié do powstania wysoce reaktywnego kwasu
izocyjanowego, ktéry wigze sie z biatkami, prowadzac do ich karbamylacji (Rys. 1) (4b3).
Proces ten prowadzi do tworzenia w biatkach lub w aminokwasach grup , karbamoilowych”

(-CONH_).
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Rys. 1. Drogi powstawania kwasu izocyjanowego w warunkach fizjologicznych (4b3).

Karbamylacji ulegaja grupy aminowe, tiolowe, karboksylowe, hydroksylowe, fenolowe
i imidazolowe biatek oraz wolnych aminokwaséw (Rys. 2). Grupy tiolowe i fenolowe
wykazujg najwyzszg reaktywnos¢ w stosunku do kwasu izocyjanowego, jednak s to reakcje
odwracalne. Z kolei grupy aminowe w reakcji z kwasem izocyjanowym tworzg trwate
produkty, a szybkoé¢ ich reakcji zalezy od lokalizacji grup aminowych w biatku. Takie

modyfikacje biatek moga prowadzi¢ do utraty ich struktury i funkgji.
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Rys. 2. Schemat karbamylacji grup aminowych, tiolowych, hydroksylowych, fenolowych,

karboksylowych i imidazolowych biatek (4b3).
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Do drugiej grupy toksyn zakwalifikowano zwigzki wigzace sie z biatkami. W tej grupie
znajduje si¢ miedzy innymi siarczan indoksylu, ktory jest metabolitem tryptofanu

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

Siarczan indoksylu jest stabo usuwany przez konwencjonalng dialize i stanowi szczegdlne
ryzyko przyspieszonej miazdzycy u pacjentow z przewlekta chorobg nerek (Gao i wsp., 2015).
Srednie catkowite stezenie IS w surowicy u pacjentéw z PChN wynosi okoto 23,2 + 13,0 mg/L,
i jest kilkadziesiat razy wyzsze w poréwnaniu do poziomu obserwowanego u oséb zdrowych
(0,54 + 0,29 mg/L) (Vanholder i wsp. 2003). Jednakze stezenie wolnego siarczanu indoksylu
W 0soczy jest znaczgco mniejsze poniewaz w 90% jest on zwigzany z albuming. Ze wzgledu
na wptyw siarczanu indoksylu na rdéine typy komdrek prowadzacy do powstawania
reaktywnych form tlenu, takich jak nadtlenek wodoru, rodnik hydroksylowy i anion
ponadtlenkowy, moze on przyczyniaé sie do utleniania lipidéw, biatek i uszkodzen DNA.
Zaobserwowano korelacje pomiedzy poziomem IS a stopniem niewydolnosci nerek
u pacjentow. Wykazano, ze Siarczan indoksylu stymuluje postep przewlektej choroby nerek,
co wigze sie prawdopodobnie ze zwiekszonym stresem oksydacyjnym w migsniu sercowym
i naczyniach krwionosnych (Gao i wsp., 2017).

Podstawa wielu chordb jest stres oksydacyjny. W publikacjach naukowych sugeruje
sie, ze reaktywne formy tlenu (RFT) odgrywajg kluczowa role w patofizjologii przewlektej
choroby nerek. U pacjentéw poddawanych regularnym hemodializom proces powstawania

RFT moze by¢ jeszcze dodatkowo nasilony z powodu kontaktu krwi z btong dializacyjna
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o niskiej biozgodnosci. Skutkiem reakcji RFT z biatkami i lipidami czy kwasami nukleinowymi
jest ich utlenianie, co moze prowadzi¢ migdzy innymi do utraty ich funkcji. Niejednokrotnie
wykazano, ze przewlekta choroba nerek charakteryzuje sie obnizong aktywnoscia enzyméw
przeciwutleniajgcych i utrata przeciwutleniaczy o matej masie czasteczkowej (Clermont
i wsp., 2000; Pienigzek i wsp., 2009; Aziz i wsp., 2016). Poniewaz ptyny pozakomdrkowe
zawierajg stosunkowo niewielkie ilosci enzymow przeciwutleniajgcych, to dodatkowe
funkcje przeciwutleniajgce moze petni¢ albumina, chronigc sktadniki osocza przed ich
utlenianiem (Mera i wsp., 2005).

Albumina jest biatkiem globularnym o masie czasteczkowej 67 tys. (609 reszt
aminokwasowych). Zawiera w duzej mierze aminokwasy o charakterze kwasnym,
co determinuje jej ujemny tfadunek. Do fundamentainych funkcji tego biatka nalezy
utrzymanie cisnienia onkotycznego, wigzanie i transport réznych substancji oraz petnienie
roli przeciwutleniacza. Biatko to zawiera jedng reszte cysteinowa (Cys-34) w formie
zredukowanej, zdolng do tiolowania, nitrozylacji i utleniania (Garcia-Martinez i wsp., 2013).
U osob z przewlekia chorobg nerek w wyniku dziatania kompleksowego wielu toksyn
mocznicowych i stresu oksydacyjnego dochodzi jednak do rdznych modyfikacji biatek

i lipidow.

Celem pracy byto okreslenie stopnia uszkodzer sktadnikéw krwi u chorych
z przewlekta chorobg nerek oraz sktadnikéw krwi poddanych dziataniu toksyn
mocznicowych i stresu oksydacyjnego w warunkach in vitro.
Podjete dziatania badawcze polegaty na:
¢ Ocenie wptywu obecnosci toksyn mocznicowych na biatka hemolizatu i albumine
pochodzacych od chorych z przewlekta choroba nerek, poddawanych regularnym
hemodializom.
e Okredleniu udziatu mocznika i stresu oksydacyjnego w uszkodzeniach biatek
erytrocytow
® Ocenie wptywu karbamylacji biatek i stresu oksydacyjnego na wtasnosci strukturalne
i funkcjonalne jednojgdrzastych komorek krwi
e Ocenie wudziatu siarczanu indoksylu w generowaniu stresu oksydacyjnego

w jednojadrzastych komérek krwi
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Ocena uszkodzen erytrocytdw i osocza pochodzacych od chorych z PChN oraz od oséb

zdrowych poddanych dziataniu mocznika.

Przy  uzyciu  znacznikdw  spinowych technikg elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) oceniono stan biatek wnetrza erytrocytow, ktére pochodzity
od oséb z przewlekta chorobg nerek poddawanych hemodializom. Znacznik maleimidowy
(MSL) swobodnie migruje do wnetrza komdrek, gdzie wigze sie z grupami tiolowymi (gtéwnie
z glutationem), a sygnat EPR pozwala oceni¢ jego ruchliwos¢ w cytoplazmie. Wykazano,
ze u pacjéntéw przed rozpoczgciem hemodializy i w pierwszej godzinie jej trwania ruchliwo$c¢
tego znacznika jest o wiele nizsza w poréwnaniu do wartosci uzyskanych w erytrocytach
0os6b  zdrowych  (4b2). Obserwacje te mogg $wiadczy¢ miedzy  innymi
o zmianach lepkosci wnetrza erytrocytéw. Zaburzenia lepkosci erytroplazmy podczas
hemodializy moga by¢ jednym ze skutkéw stresu oksydacyjnego wywotanego tym zabiegiem.
Wykazano, ze bezposredni kontakt krwi z btong dializacyjng prowadzi do aktywacji neutrofili,
monocytoéw oraz ptytek krwi, co prowadzi do wybuchu tlenowego i generowania stresu
oksydacyjnego. Dowiedziono, ze we krwi 0s6b poddawanych hemodializom w 15-20 minucie
od jej rozpoczecia znaczaco wzrasta poziom reaktywnych form tlenu oraz produktow
utleniania biatek i lipidéw (Himmelfarb i wsp., 1991; Gwozdzifski i Janicka 1995). Uzyskane
wyniki przyczynity sie do poszerzenia badan dotyczacych biatek wnetrza erytrocytéow
pochodzacych od pacjentow z przewlekta chorobg nerek. Hemolizat od oséb z PChN
poddano rozdzialowi na przy uzyciu chromatografii jonowymiennej uzyskujac trzy frakcje
biatkowe (4b2). Analiza elektroforetyczna otrzymanych frakeji pozwolita okredli¢, ze pierwsza
frakcje stanowity biatka niehemowe, druga hemoglobina A;. (HbA;.) a trzecig hemoglobina A
(HbA). Przy uzyciu znacznika maleimidowego w technice EPR stwierdzono znaczacy
statystycznie wzrost stopnia jego wunieruchomienia w hemolizacie pochodzacym
od pacjentow z PChN po hemodializie w poréwnaniu do hemolizatu pozyskanego
od pacjentéw zdrowych (4b2). W petnym hemolizacie przed hemodializg nie obserwowano
znaczacych zmian w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ten sam parametr zostat oznaczony
w trzech wyizolowanych z hemolizatu frakcjach biatkowych. Znaczny wzrost unieruchomienia
znacznika maleimidowego zwigzanego z faricuchami globiny HbA;. i HbA obserwowano

zarowno przed hemodializg jak i po jej zakofczeniu w pordwnaniu do kontroli. Co wiecej,
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wzrost tego parametru w HbA oséb z PChN byt prawie dwukrotnie wyzszy anizeli
w przypadku HbA pochodzacej od oséb zdrowych (4b2). Z drugiej strony, stopien
unieruchomienia znacznika maleimidowego zwigzanego z frakcjg biatek niehemowych
pochodzgcych od oséb z PChN przed hemodializg znaczgco obnizat sie w pordwnaniu
do wartosci otrzymanych dla grupy kontrolnej, a po zabiegu jego wartos¢ byta
porownywalna z kontrolg (4b2). Wzrost rotacyjnego czasu korelacji MSL zwigzanego
z biatkiem moze swiadczy¢ o ograniczonej rotacji tego znacznika, a tym samym o zmianach
zachodzgcych w strukturze trzeciorzedowej badanego polipeptydu. Uzyskane rezultaty
korelujg z innymi badaniami, w ktérych wykazano, ze w hemoglobinie utlenianie cysteiny
oraz oksydacyjne modyfikacje tryptofanu i metioniny prowadza do utraty a-helikalnej
struktury tancucha B-globiny (Jia i wsp., 2007). Produktami utleniania reszt cysteinowych
w B Cys93i B Cys112 w hemoglobinie moga by¢: kwas sulfenowy, sulfinowy i kwas sulfonowy
lub inne produkty blokujgce wolne grupy tiolowe. Efektem takich reakcji moze byc¢ utrata
grup tiolowych w hemoglobinie. Przeprowadzone badania wskazujg na istotny spadek
poziomu grup -SH w hemolizacie po hemodializie, jak réwniez we wszystkich otrzymanych
frakcjach biatkowych, zaréwno przed jak i po hemodializie (4b2). Mozliwe jest, ze spadek
poziomu grup tiolowych oraz zmiany w strukturze hemoglobin i innych biatek u pacjentéw
z przewlekia chorobg nerek po hemodializie sg wynikiem ich utleniania z udziatem
reaktywnych form tlenu generowanych podczas dializy.

W prawidtowych komérkach, pochodzacych od zdrowych dawcdw, w wyniku
dziatania systemu przeciwutleniajgcego enzymatycznego i nieenzymatycznego zachowana
jest rownowaga pomiedzy wytwarzaniem reaktywnych form tlenu i ich detoksykacja.
We krwi pacjentow z PChN aktywnos¢ systemu przeciwutleniajgcego jest obnizona
w stosunku do obserwowanego u oséb zdrowych (Clermont i wsp., 2000; Pienigzek i wsp.,
2009; Aziz i wsp., 2016).

W osoczu osob chorych poddawanych hemodializom obserwowano znaczacy wzrost
poziomu wolnych grup tiolowych (Clermont i wsp., 2000; Pienigzek i wsp., 2009). Wsrdd
toksyn mocznicowych wigzacych sie z biatkami znajduje sie homocysteina. U o0s6b
z przewlektg chorobg nerek obserwuje sie okoto 5 —krotnie wyzsze jej stezenie niz u oséb
zdrowych (Vanholder i wsp., 2003). Ze wzgledu na wigzanie sie homocysteiny z biatkami

jej usuwanie z organizmu moze byc¢ utrudnione. Z drugiej strony to wtasnie homocysteina

10
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moze skutkowa¢ pozornym podwyzszeniem sie poziomu grup tiolowych w osoczu oséb
po hemodializie. W osoczu oséb z przewlekta chorobg nerek przed hemodializa
obserwowano znaczaco wyisze stezenie zardwno nadtlenkéw jaki i grup karbonylowych
w porownaniu do wartosci obserwowanych w osoczu oséb zdrowych (Pienigzek i wsp.,
2009). Poziom obu tych parametrow istotnie wzrastat po zabiegu hemodializy w stosunku
do wartosci obserwowanych przed zabiegiem.

Uzyskane wyniki badari hemolizatu i osocza od o0séb z przewlektg chorobg nerek
wykazaty zmiany zachodzace w biatkach w wyniku dziatania wszystkich toksyn mocznicowych
razem. Kolejnym etapem badari bylo okreslenie udziatu mocznika i nadtlenku wodoru
na stopnien modyfikacji btony komérkowej erytrocytdw i biatek hemolizatu (in vitro). Petna
krew pochodzaca od zdrowych dawcéw inkubowano z mocznikiem (35 mmol/L)
lub/i z nadtlenkiem wodoru (50 pmol/L). Pomiar ptynnosci biony erytrocytéw wykazat
jej uptynnienie w wyniku dziatania w/w zwigzkéw, zaréwno w regionie polarnym kwasow
ttuszczowych, jak i na gtebokosci 12-tego atomu wegla faricucha weglowodorowego
znacznika  spinowego. Najwigksze zmiany w ptynnosci dwuwarstwy lipidowej
zaobserwowano po ekspozycji komorek na dziatanie kombinacji mocznika i nadtlenku
wodoru (4b1). Badania stanu konformacyjnego biatek btonowych erytrocytéw réwniez
wykazaty istotny spadek stopnia unieruchomienia znacznika jodoacetamidowego (ISL)
w biatkach w poréwnaniu do wartosci kontrolnych (4b1). Otrzymane wyniki sugeruja,
ze zmiany w ptynnosci btony moga by¢ wynikiem utleniania lipidéw lub/i biatek i zmian
w oddziatywaniach lipid-biatko, jak tez karbamylowania lipidow i biatek. | mocznik,
i nadtlenek wodoru ze wzgledu na niewielka mase czasteczkowa transportowane s3 przez
btong komoérkowa na zasadzie dyfuzji prostej. Dodatkowo rozluZnienie dwuwarstwy
biatkowo - lipidowej w wyniku dziatania mocznika i nadtlenku wodoru utatwia ich migracje
do wnetrza erytrocytu. Stad tez w kolejnym etapie badain dokonano oceny stanu
konformacyjnego biatek hemolizatu przy uzyciu znacznikéw spinowych. Wykazano,
ze kombinacja mocznika i nadtlenku wodoru powodowata spadek stopnia unieruchomienia
znacznika maleimidowego (MSL), przytaczonego do biatek wnetrza erytrocytow
w porownaniu do kontroli (4b1). Dla znacznika ISL obserwowano jedynie nieznaczne
rozluznienie struktury biatek hemolizatu po ich inkubacji z mocznikiem i nadtlenkiem

wodoru. Przeprowadzone badania sugeruja, ze ekspozycja komérek na dziatanie
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pojedynczych toksyn mocznicowych moze przyczyniaé sie do modyfikacji struktury biatek
i lipidow. Obserwacje te mogg by¢ wynikiem krétkotrwatego dziatania mocznika (24 godz.),
ale moga rowniez by¢ spowodowane brakiem innych toksyn mocznicowych, ktére réwniez
odgrywaja wazng role w przewlektej niewydolnosci nerek. Mimo to uzyskane dane
dostarczajg dowodéw na temat mechanizmow uszkodzenia krwinek czerwonych in vivo,
jakie za'chodza pod wptywem podwyzszonego poziomu mocznika i stresu oksydacyjnego

u pacjentow z przewlekta choroba nerek poddawanych hemodializie.

Ocena stanu strukturalnego i funkcjonalnego albuminy pochodzacej od oséb z przewlekta

chorobg nerek

Otrzymane wyniki badan dotyczacych zmian parametréw osocza pochodzacego
od o0s6b z przewlekta chorobg nerek poddawanych hemodializom poprowadzity do bardziej
szczegotowego okreslenia zmian stanu waznego biatka osocza, jakim jest albumina.
Zastosowanie znacznikéw fluorescencyjnych, pozwolito na zbadanie stanu konformacyjnego
roznych regionéw w obrebie czasteczki tego biatka (ANS, bis-ANS, piren, pirenomaleimid
oraz izotiocyjanian fluoresceiny). Przeprowadzone badania albuminy wyizolowanej
od chorych z przewlekta choroba nerek potwierdzity hipoteze badawczg méwiaca o duzych
zmianach strukturalnych tego biatka wynikajacych z obecnosci toksyn mocznicowych
oraz reaktywnych form tlenu (Pieniazek i wsp., 2009). Wielokrotne analizy potwierdzity,
ze albumina odgrywa kluczowg role w neutralizacji reaktywnych form tlenu w osoczu
(Roche i wsp., 2008; Taverna i wsp., 2013). W normalnych warunkach fizjologicznych okres
pottrwania albuminy wynosi okofo 20 dni. W tym czasie jest ona trwale narazona
na dziatanie reaktywnych form tlenu we krwi. Wykazano, ze ponad 70% reaktywnych form
tlenu w osoczu jest neutralizowanych przez to biatko (Bourdon i Blache, 2001).

Celem kolejnego etapu badan byto okreslenie podatnosci albuminy pochodzacej
od pacjentéw z PChN na utlenianie przed hemodializa i po jej zakofczeniu w poréwnaniu
do wiasciwosci tego biatka u oséb zdrowych. Albumine wyizolowang od pacjentéw
poddawano dziataniu dwoéch utleniaczy - nadtlenku wodoru (H,0,) lub tertbutylo -
wodoronadtlenku (t-BOOH). Oba utleniacze stosowane byty w molowym stosunku 1:1
do albuminy i nie utleniaty wszystkich tioli w biatku. Na podstawie doniesien literaturowych

oszacowano, ze zastosowane stezenia 100 pmol/L H,0, 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 hemodializy znaczaco spadat, a ich stgienie przed hemodializg byto
poréwnywalne z obserwowanym u oséb zdrowych (4b6). Przypuszcza sie, ze obnizenie
poziomu grup tiolowych wynika ze wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu podczas
hemodializy oraz z obnizenia potencjatu przeciwutleniajacego. Ekspozycja albuminy
pochodzacej od pacjentdw z PChN na dziatanie wybranych utleniaczy powodowata dalszy
spadek poziomu grup tiolowych w biatku, t-BOOH indukowat wieksze zmiany anizeli H,0,
(4b6). Wyzsza skutecznos¢ t-BOOH w utlenianiu grup tiolowych jest najprawdopodobniej
zwigzana z jego wigkszg hydrofobowoscig w poréwnaniu do nadtlenku wodoru. Dzieki temu
t-BOOH tatwiej wnika w hydrofobowa kieszen o szerokosci 1 nm, w ktérej znajduje sie cys-34
(Jakubowski,2013). Otrzymane wyniki wydaja sie wskazywa¢, ze wstepne utlenianie (in vivo)
albuminy u pacjentéw poddawanych hemodializie powoduje zwiekszong wrazliwoéé na jej
utlenianie w warunkach in vitro. Przy uzyciu metody znakowania spinowego badano réwniez
srodowisko w miejscu wigzania znacznikdw (Cys34), a takze regiony hydrofobowe w biatku
wigzace kwasy ttuszczowe. Pomimo, ze znacznik maleimidowy (MSL) i jodoacetamidowy (ISL)
reaguja z grupa tiolowa w Cys34, widma EPR wykazaty rdéznice w stopniu ich
unieruchomienia w miejscu wigzania. W albuminie pochodzacej od zdrowych pacjentéw
poddanej dziataniu H,O, lub t-BOOH obserwowano znaczace statystycznie zmiany
konformacyjne (4b6). Wyisza skuteczno$¢ w modyfikacji struktury biatka pochodzacego
od zdrowych pacjentéw wykazat t-BOOH. Oba utleniacze miaty natomiast niewielki wptyw
na strukture albuminy pochodzacej od o0séb z przewlekta choroba nerek. Poréwnanie
struktury albuminy w miejscu wigzania MSL i ISL pochodzacej od 0séb zdrowych i pacjentow
z PChN nie wykazato znaczacych zmian (4b6).

Zdecydowanie inaczej przedstawiaty sie wyniki badan albuminy przeprowadzone
z zastosowaniem kwasu 16-doksylostearynowego wigzacego sie do miejsc hydrofobowych
w biatku. Jedng z funkcji albuminy jest transport kwaséw ttuszczowych we krwi. Analiza
krystalograficzna dowiodta, ze albumina zawiera siedem miejsc wiazacych dla érednio-
i dtugotaricuchowych kwasow tluszczowych nasyconych i nienasyconych (Rys. 4)
(Bhattacharya i wsp., 2000). Wykazano, e zastosowany do badan kwas
16-doksylostearynowy jest wysoce specyficzny w badaniach struktury albuminy (Pavicevi¢

i wsp., 2014).
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Rys. 4. Struktura krystaliczna albuminy surowicy ludzkiej skompleksowanej z czgsteczkami

kwasu stearynowego (Bhattacharya i wsp., 2000).

Obserwowano silne zmiany konformacyjne w albuminie pochodzgcej od o0sob zdrowych
poddanej dziataniu H,0, lub t-BOOH (4b6). Jednakze w biatku znakowanym kwasem
16-doksylosterarynowym wigksze zmiany obserwowano po jego ekspozycji na dziatanie
nadtlenku wodoru anizeli t-BOOH. Efekt ten byt odwrotny dla albuminy znakowanej MSL
lub ISL. Dla albuminy pochodzacej od pacjentéw przed hemodializg i po jej zakoriczeniu,
znakowanej 16-DS, réwniez obserwowano istotne zmiany stanu konformacyjnego
w porownaniu do kontroli (4b6). Natomiast utlenianie albuminy pochodzacej od pacjentéw
z PChN nie powodowato dalszych zmian strukturalnych biatka w regionie wigzania kwasu
16-doksylostearynowego.

Uzyskane wyniki badan odzwierciedlajg zmiany konformacyjne albuminy zachodzace
w dwoch obszarach wigzania znacznikéw spinowych. Pierwszy obszar dotyczy modyfikacji
w  mikrosrodowisku Cys34, a drugi zwigzany jest z trzema gtownymi miejscami
odpowiedzialnymi za wigzanie dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych [Lys 351, Lys 475
i Arg 117 (domena IA, IB, 1iB)]. Analiza otrzymanych wynikéw badan wykazata silny wplyw
zastosowanych utleniaczy na strukture albuminy pochodzacej od 0séb zdrowych. Ponadto
wyniki eksperymentéw wskazujg, ze albumina pochodzaca od o0séb z przewlektg chorobg
nerek jest wysoce zmodyfikowana w warunkach in vivo, a tym samym jest mniej podatna

na utlenianie prowadzone w warunkach in vitro.

Zmiany wtasciwosci jednojadrzastych komérek krwi eksponowanych na procesy karbamylacji

i stresu oksydacyjnego

Reakcje cyjanianu z czasteczkami biologicznie czynnymi (aminokwasami, biatkami,

lipidami itp.) prowadzi do modyfikacji ich struktury i funkgji (Jaisson i wsp., 2011). Podobnie
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stres oksydacyjny zmienia strukture i funkcje biologiczne utlenianych czasteczek.
Oba te procesy obserwowane sg w przebiegu wielu choréb, miedzy innymi chordb sercowo -
naczyniowych, miazdzycy czy przewlektej chorobie nerek (Himmelfarb i wsp., 2000;
Pienigzek i wsp., 2009; Jaisson i wsp., 2011).

Wykonane badania dziatania cyjanianu sodu na jednojadrzaste komorki krwi nie
wykazaty zadnego wptywu na ich przezywalno$¢ do stezenia 2 mmol/L (4b4). Nalezy
zauwazyc, ze fizjologiczne stezenie cyjanianu u osdb zdrowych wynosi okoto 50 nmol/L,
a u 0s6b z przewlekty chorobg nerek jego poziom wynosi ok. 150 nmol/L (Nilsson i wsp.,
1996; 453). Mozna wigc przypuszczac, ze in vivo cyjanian nie ma wptywu na przezywalnosé
tych komorek. Niezwykle istotnym wydawato sie jednak okreslenie wptywu potaczonego
dziatania karbamylacji biatek i stresu oksydacyjnego na jednojadrzaste komérki krwi. W tym
celu poddawano je dziataniu cyjanianu sodu i nadtlenku wodoru i oceniano poziom
nieenzymatycznego potencjatu przeciwutleniajgcego. Obserwowano znaczacy spadek tego
parametru po inkubacji komoérek z cyjanianem lub nadtlenkiem wodoru oraz
po zastosowaniu ich kombinacji (4b4). Zgodnie z oczekiwaniami najbardziej obnizat sie
poziom potencjatu przeciwutleniajgcego w komodrkach poddanych dziataniu nadtlenku
wodoru. Nie mniej jednak dziatanie samego cyjanianu oraz jego pofaczonego dziatania
z nadtlenkiem wodoru réwniez skutkowato znacznym wyczerpywaniem sie przeciwutleniaczy
o matych masach czasteczkowych w komérkach. Dodatkowo w komérkach, ktére byty
poddane dziataniu cyjanianu i/lub nadtlenku wodoru zauwazono spadek stezenia
zredukowanego glutationu oraz poziomu grup tiolowych (4b4). Przypuszcza sie wiec,
ze obnizenie zdolnosci przeciwutleniajacej komdrek moze byé spowodowane miedzy innymi
utratg czesci zredukowanego glutationu i innych tioli. Redukcja potencjatu
przeciwutleniajgcego w komorkach po ich inkubacji z kombinacjg cyjanianu i nadtlenku
wodoru byta mniejsza niz po zastosowaniu samego nadtlenku wodoru. Taki wynik moze
swiadczy¢ o tym, ze karbamylowane przeciwutleniacze o matych masach czasteczkowych
sg bardziej odporne na dziatanie nadtlenku wodoru. U pacjentéw z PChN odnotowano
istotnie wyzszy potencjal przeciwutleniajgcy osocza przed hemodializag w pordwnaniu
do poziomu u oséb zdrowych (Pienigzek i wsp., 2002; Clermont i wsp., 2000). Zjawisko
to przypuszczalnie wyjasnia wyzsze stezenie kwasu moczowego w osoczu 0séb z przewlekta

chorobg nerek w poréwnaniu do jego poziomu u oséb zdrowych (Vanholder i wsp. 2003).
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Natomiast obnizenie sie poziomu grup tiolowych w komérkach po inkubacji z kombinacja
cyjanianu i nadtlenku wodoru moze by¢ spowodowane ich utlenianiem przez nadtlenek
wodoru lub/i karbamylacja w wyniku reakcji z cyjanianem.

Na skutek utleniania biatek i lipidow mozliwe jest powstawanie nadtlenkdw.
Podwyzszony poziom nadtlenkéw byt zauwazalny jedynie po inkubacji komorek
z nadtlenkiem wodoru, natomiast w komérkach eksponowanych na dziatanie cyjanianu oraz
potaczonego dziatania cyjanianu i nadtlenku wodoru poziom nadtlenkéw nie zmieniat sie
w stosunku do kontroli (4b4). Wyniki tych obserwacji moga $wiadczy¢é o odpornosci
karbamyliowanych biatek i lipidéw na procesy utleniania. W pracy zbadano réwniez wptyw
karbamylowania, utleniania oraz kombinacji obu proceséw na wtasciwosci btony
plazmatycznej limfocytéw. Zaden z wyzej wymienionych proceséw nie miat wptywu
na ptynnos¢ lipiddw btonowych w ich polarnym regionie (4b4). Zmiany ptynnosci
obserwowano natomiast na gtebokosci 12-tego i 16-tego atomu wegla tfaricuchéw
weglowodorowych kwaséw ttuszczowych. Zaréwno proces karbamylacji jak i utlenianie
powodowaty znaczacy wzrost unieruchomienia znacznika spinowego. Ponadto potgczone
dziatanie obu proceséw potegowato wzrost ptynnosci btony plazmatycznej na gtebokosci
12- i 16-tego atomu wegla tancucha weglowodorowego. Zmiany ptynnosci btony
plazmatycznej moga by¢ konsekwencja karbamylacji biatek btonowych lub tez wynika¢
z interakcji pomiedzy zmodyfikowanymi czasteczkami biatek i lipidéw. W wiekszosci prac
wskazywano, ze proces karbamylacji dotyczy biatek i wolnych aminokwasdw. Jednak
zasugerowano, ze karbamylacja przypuszczalnie dotyczy réwniez innych niebiatkowych
czasteczek zawierajacych pierwszorzedowa grupe aminowq. Do takich czasteczek naleig
fosfatydyloseryna i fosfatydyloetanoloamina obecne w btonie plazmatycznej komorek
(Trepanier and Thibert, 1996). Na wzrost ptynnosci bfony komdrkowej wptywa réwniez
proces utleniania lipidéw. Wprawdzie w dokonanych badaniach nie obserwowano wzrostu
stezenia nadtlenkéw (produktdéw utleniania lipidéw), jednak procesy utleniania biatek
i lipidow sg w stanie réwniez prowadzi¢ do ich fragmentacji i/lub agregacji oraz sieciowania
lipidéw i interakcji biatek z lipidami, ktére w efekcie moga powodowac zmiany ptynnosci
bton plazmatycznych.

Jak opisano we wstepie, karbamylacji ulegajg grupy aminowe, tiolowe, hydroksylowe,

fenolowe, karboksylowe i imidazolowe biatek. W biatkach jednojadrzastych komoérek krwi
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poddanych dziataniu cyjanianu i/lub nadtlenku wodoru okreélono poziom grup aminowych.
Wykazano, ze cyjanian powodowat ich znaczny spadek w biatkach (4b5). Moze to dowodzié
karbamylacji grup aminowych z wytworzeniem pochodnych karbamoilowych. Reakcje grup
aminowych z cyjanianem tworzg trwate produkty - w przeciwieristwie do produktow
powstajacych w wyniku reakcji cyjanianu z grupami tiolowymi (4b3). Z kolei w komérkach
inkubowanych jedynie z nadtlenkiem wodoru nie obserwowano istotnych zmian poziomu
grup aminowych. Prawdopodobnie $wiadczy to o tym, ze nadtlenek wodoru nie reagowat
Z grupami aminowymi.

W nastepstwie utleniania biatek mogg na nich powstawaé grupy karbonylowe.
Zgodnie z oczekiwaniami w komérkach inkubowanych z nadtlenkiem wodoru odnotowano
istotnie podwyzszony ich poziom (4b5). Ponadto potaczone dziatanie cyjanianu i nadtlenku
wodoru przyczyniato sie do nieznacznego wzrostu grup karbonylowych w biatkach.
Otrzymane wyniki potwierdzaja wczesniejsze badania poziomu grup karbonylowych
w osoczu pacjentow z przewlekty chorobg nerek poddawanych hemodializom, $wiadczace
0 obecnosci stresu oksydacyjnego u chorych i o jego nasileniu podczas hemodializy
(Pieniagzek i wsp., 2009).

Bioragc pod uwage modyfikacje biatek i zmiane ptynnosci btony plazmatyczne;j
jednojadrzastych komoérek krwi pod wptywem potaczonego dziatania cyjanianu i nadtlenku
wodoru zasadnym byto okreslenie ich wptywu na potencjat mitochondrialny oraz indukcje
procesu apoptozy. Zmiany morfologiczne i biochemiczne moga przyczyniaé¢ sie do indukgji
procesu apoptozy w celu eliminacji uszkodzonych komérek. W indukgji apoptozy
w komorkach bardzo wazna role odgrywaja mitochondria. Wykazano, ze depolaryzacja btony
mitochondrialnej przez utleniacze prowadzi do utraty potencjatu mitochondrialnego, zmiany
jej przepuszezalnosci i uwolnienia jonédw wapnia, a w konsekwencji do émierci komérki.

Potencjat mitochondrialny w komérkach poddanych dziataniu cyjanianu
i/lub nadtlenku wodoru mierzony byt bezposrednio po inkubacji oraz 30, 60 i 150 min po jej
zakonczeniu (4b5). Niezaleznie od czasu obserwowano statystycznie istotny spadek
potencjatu mitochondrialnego w komérkach inkubowanych z kombinacjg cyjanianu
i nadtlenku wodoru wzgledem komérek kontrolnych. Inkubacja komodrek z samym
cyjanianem spowodowata znaczny spadek potencjatu mitochondrialnego komorek

w stosunku do kontroli po 30 i 150 minutach od jej zakoriczenia.
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Indukcja procesu apoptozy zwigzana jest z aktywacjg kaspaz odpowiedzialnych za jej
przebieg. Uzyskane w trakcie badan wyniki wskazujg na brak znaczacej zmiany aktywnosci
kaspaz -6 i -8 w komdrkach traktowanych cyjanianem, nadtlenkiem wodoru lub ich
kombinacja (4b5). Z drugiej strony, proces karbamylacji oraz stres oksydacyjny powodowaty
istotny wzrost aktywnosci kaspaz -2, -3 i -9 w limfocytach (4b5). Enzymy te byty silnie
aktywowane przez nadtlenek wodoru, a nieco stabiej przez cyjanian. Zwiekszenie aktywnosci
kaspazy-2 obejmuje aktywacje mitochondrialnego szlaku apoptotycznego i wydaje sie by¢
niezalezne od kaspazy-8. Z kolei kaspaza-9 jest aktywowana przez apoptosomy zawierajace
kompleks cytochromu c (cyt c), Apaf-1 (czynnik 1 aktywujacy proteazy apoptotyczne)
i pro-kaspazy-9 (Marek, 2013). Cyt c jest uwalniany z mitochondriéw do cytosolu podczas
utraty potencjatu btonowego.

Oznaczenie aktywnosci kaspazy-3 jest dobrym wskaznikiem procesu apoptozy,
poniewaz stanowi punkt zbiorczy dla zaleznych i niezaleznych od mitochondriéw szlakéw
w $mierci komodrek bedacych na drodze apoptotozy. Przeprowadzone badania wykazaty
wzrost aktywnosci tego enzymu w komodrkach poddanych dziataniu nadtlenku wodoru oraz
kombinacji cyjanianu z nadtlenkiem wodoru (4b5). Otrzymane wyniki badar aktywnosci
kaspaz w jednojadrzastych komérkach krwi byly zgodne z wynikami uzyskanymi przez
Yang i Chang, ktérzy zaobserwowali, ze apoptoza indukowana cyjanianem w linii
komérkowej HCT 116 odbywa sie miedzy innymi przez aktywacje kaspazy-3 (Yang i Chang,
2014).

Wewnetrzny szlak apoptozy wigze sie rowniez z uszkodzeniami DNA, polegajacymi
migdzy innymi na podwdjnych i pojedynczych jego peknieciach. W komoérkach poddanych
dziataniu cyjanianu lub/i nadtlenku wodoru potwierdzono znaczacy wzrost poziomu
uszkodzonego DNA w ogonie komety (4b5). Wyniki wykonanych badan przypuszczalnie
Swiadczg o tym, ze zarédwno karbamylacja jak i utlenianie powodujg zmiany w strukturze
biatek, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do utraty ich funkgcji biologicznych i eliminacji

komorek z krwiobiegu poprzez apoptoze.
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Ocena udziatu siarczanu indoksylu w generowaniu stresu oksydacyjnego w jednojadrzastych

komdrkach krwi

Siarczan indokylu jako metabolit tryptofanu gromadzony jest w organizmie
pacjentdw z przewlekty chorobg nerek w bardzo duzych iloéciach. Jego poziom we krwi
pacjentow moze by¢ ponad 85 razy wyzszy anizeli u 0séb zdrowych (Vanholder i wsp. 2003).
W kilku publikacjach opisano, ze w przypadku przewlekfe] choroby nerek, wysoki poziom
IS indukuje wzrost wytwarzania ROS i zaburzenia ukfadu antyoksydacyjnego w réinych
typach komérek, przyczyniajac sie do postepu choroby (Niwa, 2010; Cruz i wsp., 2014).
Jednakie., pomimo tego, ze IS jest dobrze znang toksyng mocznicowg nadal niewiele
wiadomo na temat jej wptywu na komérki krwi.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze siarczan indoksylu w stezeniach
0,2 lub 1,0 mmol/L nie miat wptywu na przezywalnosé¢ ludzkich jednojadrzastych komdrek
krwi (4b7). Wymienione powyiej stezania IS zostaty opisane w literaturze jako Sredni
i maksymalny poziom obserwowany u pacjentéw z przewleka chorobg nerek
(Vanholder i wsp. 2003). Znaczacy spadek przezywalnosci komérek obserwowano dopiero
po traktowaniu komérek siarczanem indoksylu w stezeniach 5 mmol/L i wiecej. W kolejnym
etapie badan dokonano oceny poziomu reaktywnych form tlenu i azotu w komérkach po
inkubacji z siarczanem indoksylu w stezeniu 0,2 i 1,0 mmol/L przy uzyciu trzech sond
fluorescencyjnych (H,DCF-DA, DHE, DAF-FM). Sonda H,DCF-DA jest niespecyficznym
wskaznikiem reagujacym nie tylko z nadtlenkiem wodoru, ale takze z innymi reaktywnymi
formami tlenu wewnatrz komérek. Uzyskane wyniki wskazujg, ze po 24 godzinach inkubacji
komorek z siarczanem indoksylu (1 mmol/L) poziom reaktywnych form tlenu znacznie wzrést
w porownaniu do kontroli. Jednak stezenie 0,2 mmol/L IS nie zmieniato poziomu nadtlenku
wodoru w jednojadrzastych komodrkach krwi w poréwnaniu do kontroli. Przy uzyciu
dihydroetydyny (DHE) zaobserwowano réwniez znaczacy wzrost poziomu anionorodnika
ponadtlenkowego w jednojadrzastych komérkach krwi traktowanych siarczanem indoksylu
w pordwnaniu do jego poziomu w komérkach kontroinych. Co wiecej wzrostowi tworzenia
aniondw ponadtlenkowych towarzyszyta znaczaco wyzsza aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej w badanych komérkach krwi po inkubacji z IS w obu wybranych stezeniach
(4b7). W komdrkach inkubowanych z siarczanem indoksylu wykazano wzrost natezenia

fluorescencji sondy DAF-FM, odzwierciedlajacy wzrost poziomu tlenku azotu, w poréwnaniu
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do wartosci obserwowanych w kontroli. Wzrost produkcji reaktywnych form tlenu
indukowanych siarczanem indoksylu obserwowano réwniez przy uzyciu H,DCF-DA w
neutrofilach przez Cruz i wspdtpracownikdw (2014). Autorzy tej pracy nie wykazali jednak
znaczacych roznic w poziomie tlenku azotu w neutrofilach po ich inkubacji z siarczanem
indoksylu. Sugeruje sie ze, siarczan indoksylu przez hamowanie szlaku zaleznego od Nrf2
zmniejsza aktywnos¢ enzymatyczng oksygenazy hemowej (HO-1), a to jest jednym
z czynnikéw powodujacych wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (Bolati i wsp., 2013).
Ponadto, siarczan indoksylu moze aktywowaé oksydaze NADPH wywotujac  wzrost
wewnqtr.zkomérkowego wytwarzania reaktywnych form tlenu. Potwierdzeniem wzrostu
stresu oksydacyjnego moze by¢ obserwowany spadek catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej
w jednojadrzastych komérkach krwi po ich inkubacji z siarczanem indoksylu (4b7).
W jednojadrzastych komérkach krwi poddanych dziataniu siarczanu indoksylu obserwowano
rowniez wzrost poziomu grup karbonylowych i nadtlenkéw powstajacych w wyniku
utleniania biatek i lipidéw przez reaktywne formy tlenu (4b7). Przeprowadzone badania
wykazaly ponadto spadek poziomu zredukowanego glutationu po inkubacji komdrek
z siarczanem indoksylu o okofo 10 % w poréwnaniu do poziomu w komérkach kontrolnych
(4b7). Rownolegle w jednojadrzastych komérkach krwi obserwowano zmniejszenie sie
poziomu grup tiolowych. Sugeruje sig, ze dziatanie prooksydacyjne siarczanu indoksylu moze
by¢ nasilone w wyniku hamowania wytwarzania glutationu, bedacego gtéwnym elementem
nieenzymatycznego ukfadu przeciwutleniajgcego w komdrkach zapobiegajgcego utlenianiu
grup tiolowych biatek (Gelasco i wsp., 2006). Uzyskane wyniki pokazuja, ze siarczan indoksylu
indukuje stres oksydacyjny, modyfikujgc réwnowage miedzy mechanizmami pro
i przeciwutleniajgcymi w jednojadrzastych komédrkach krwi, powoduje zmniejszenie
aktywnosci ukfadu antyoksydacyjnego, zwigksza wytwarzanie reaktywnych form tlenu i

prowadzi do uszkodzenia biomolekut oraz zmienia ekspresje cytokin (TNF-a) w komérki.

Przeprowadzone badania pozwolity na wyciagniecie nastepujgcych wnioskéow:

1. Obecno$¢ toksyn mocznicowych we krwi pacjentéw z przewlekty choroba nerek
powoduje zmiany w biatkach hemolizatu i albuminie. Zabieg hemodializy pogtebia

uszkodzenia materiatu biologicznego.
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2. Ekspozycja krwi na dziatanie podwyzszonego stezenia mocznika ma wptyw

na strukture btony komdrkowej erytrocytéw i biatek hemolizatu. Potaczone dziatanie

mocznika i nadtlenku wodoru nasila uszkodzenia badanych komponentéw.

3. Albumina pochodzgca od oséb z przewlekty choroba nerek jest mniej podatna

na utlenianie w warunkach in vitro.

4. Pofaczone dziatanie karbamylacji i stresu oksydacyjnego prowadzi do modyfikacji

biatek i lipidow jednojadrzastych komérek krwi.

5. Karbamylacja biatek jednojadrzastych komodrek krwi moze indukowaé procesy

apoptozy na szlaku mitochondrialnym.

6. Siarczan indoksylu przyczynia sie do oksydacyjnych uszkodzer sktadnikéw komérek
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnigé naukowo - badawczych.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora we wrzeéniu 2005 r. podjetam prace
na etacie adiunkta w Katedrze Inzynierii Srodowiska, Wydziatu Architektury, Budownictwa
i Inzynierii Srodowiska Politechniki todzkiej. W poczatkowym okresie tej pracy moim
gfownym zadaniem byto opracowanie i przygotowanie éwiczenr laboratoryjnych z podstaw
chemii analitycznej oraz biologii dla studentéw | roku Inzynierii Srodowiska, ktore
realizowatam pod kierunkiem dr hab. Krzysztofa Wojciechowskiego oraz dr hab. Macieja
Urbaniaka. Ponadto w kolejnym roku akademickim zostatam zobligowana do przygotowania
i poprowadzenia wyktadu kursowego z biologii dla studentéw Inzynierii Srodowiska.
Przygotowanie w/w zajg¢ wymagato ode mnie zapoznania sie z tematyka i metodykg badan
prowadzonych na kierunku Inzynieria Srodowiska Pt. Ponadto opracowanie, przygotowanie
a nastepnie prowadzenie w/w zaje¢ pozwolito na uksztattowanie moich umiejetnodci
dydaktycznych. Podczas pracy w Pt bratam réwniez udziat w przygotowaniu projektu
badawczego majacego na celu badanie czystosci wod opadowych tédzkiej sieci kanalizacyjnej
w roznych jej punktach. Zadanie to zakonczytam na etapie przygotowania projektu,
poniewaz w marcu 2007 r. podjetam prace na etacie adiunkta w Katedrze Biofizyki
Medycznej (wéwczas Katedrze Termobiologii) Uniwersytetu tédzkiego.

Po rozpoczgciu pracy w Katedrze Biofizyki Medycznej Ut zostatam wigczona jako
wykonawca do realizacji projektu badawczego pod tytutem »Wspotdziatanie antyutleniaczy
z lekami przeciwnowotworowymi w obnizaniu ich kardiotoksycznosci w chemioterapii raka
piersi” finansowanego przez MNiSW (Grant N 401 2337). Hipoteza badawcza tego projektu
zaktadata, ze wybrane nitroksydy (pirolin, pirolid) oraz flawonoidy (kwercetyna,
epigalokatechina) beda ograniczaly kardiotoksycznos¢ lekéw przeciwnowotworowych
stosowanych w leczeniu raka sutka. W ramach tego projektu podjeto réwnie: badania
majace na celu okreslenie czy wybrane przeciwutleniacze beda miaty dziatanie ochronne
na sktadniki osocza i komérki watroby. Otrzymane wyniki wskazujg na hepatotoksyczne
dziatanie doksorubicyny i taksanéw (paklitakselu i docetakselu) w doswiadczalnym modelu

szczurzym in vivo. Pofaczenie doksorubicyny z ktérymkolwiek z taksanéw prowadzito
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do wigkszych zmian w badanych parametrach stresu oksydacyjnego w poréwnaniu
do leczenia gdzie leki podawane byly pojedynczo. Z kolei badania osocza pobranego
od szczuréw z wyidukowanym nowotworem sutka, a nastepnie poddanych leczeniu
kombinacjg lekéw (doksorubicyna i docetaksel) w potgczeniu z nitroksydem (pirolin)
lub flawonoidom (kwercetyna) wykazaty ochronne dziatanie tych ostatnich na uszkodzenia
oksydacyjne spowodowane dziataniem lekéw przeciwnowotworowych. W ramach tego
projektu prowadzitam réwniez badania in vitro wptywu w/w lekéw przeciwnowotworowych
i ich kombinacji z nitroksydami na komorki raka sutka linii MCF-7. Realizowane w tym
projekcie; prace badawcze z moim udziatem zostaty opublikowane w trzech pracach
doswiadczalnych (Tabaczar i wsp., 2012; Pienigzek i wsp., 2013; Tabaczar i wsp., 2013)
oraz zaprezentowane w formie komunikatdw na 19 naukowych konferencjach krajowych
i miedzynarodowych.

Do gtownych moich zainteresowan naukowych naleza zagadnienia zwigzane
ze stresem oksydacyjnym oraz zwigzane z nim uszkodzenia biatek i lipidéw komorkowych.
Zagadnieniem zwigzanym za ta tematyka byly badania wptywu wysitku fizycznego
na strukturg erytrocytéw i wybrane parametry osocza u mtodych, nietrenujgcych mezczyzn.
Badania te realizowatam w ramach grantu pt: ,,Czy préby wysitkowe mogg indukowad zmiany
w strukturze erytrocytéw oraz w wybranych parametrach osocza cztowieka”, finansowanego
przez MNiSW (N 404 1017 33), ktdrego bytam wykonawca. Do realizacji celéw tego projektu
stosowano intensywny, ale krotkotrwaty wysitek fizyczny miodych meiczyzn, jako model
fizjologicznego modulatora indukujacego stres oksydacyjny. Uzyskane wyniki badan wykazaty
znaczacy spadek ptynnosci lipidow btonowych w jej polarnym regionie, zmiany w stanie
konformacyjnym biatek btonowych erytrocytéw oraz biatek hemolizatu, gtéwnie
hemoglobiny po wysitku. Z kolei w osoczu 0séb poddawanych wysitkowi fizycznemu
obserwowano znaczacy wzrost potencjatu przeciwutleniajagcego. Ponadto przeprowadzono
badania frakcji erytrocytéw réinigcych sie czasem wystgpowania w krwiobiegu
(tzw. erytrocyty mtode, w $rednim wieku i stare) u mezczyzn poddanych wysitkowi
fizycznemu. Najstarsze erytrocyty byly najbardziej wrazliwe na Zmiany parametrow stresu
oksydacyjnego indukowanego wysitkiem fizycznym. Analiza catoéci przeprowadzonych badan
wskazywata, ze pojedynczy intensywny wysitek fizyczny moze wywotywac tagodny stres

oksydacyjny odzwierciadlajgcy si¢ w zmianach konformacyjnych biatek, utlenianiu biatek
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i lipidow. Jednoczesnie wykazano, ze krétkotrwaty wysitek moze prowadzi¢ do mobilizacji
defensywnych systemdw przeciwutleniajacych we krwi. Wykonanie badan zwigzanych z tym
projektem i zdobyta wowczas wiedza pozwolita na poszerzenie tego zagadnienia i realizacje
kolejnego projektu badawczego pod tytutem ,Wptyw proby wysitkowej na zmiany
w strukturze erytrocytéw oraz wybranych parametréw osocza krwi u mezczyzn z chorobg
niedokrwienng serca poddanych rehabilitacji kardiologicznej” finansowanego przez MNiSW
(N 404 1784 40). Rehabilitacja kardiologiczna pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca,
po przebytych incydentach kardiologicznych ma na celu poprawienie sprawnosci fizycznej,
ogélnegc; stanu funkcjonowania organizmu oraz zmniejszenia ryzyka ponownych zawatéw
migsnia sercowego. Nie mniej jednak, wptyw rehabilitacji na parametry stresu
oksydacyjnego we krwi pacjentéw pozostaje nie do konca jasny. Celem badan byto
okreslenie wptywu rehabilitacji kardiologicznej na parametry stresu oksydacyjnego
w erytrocytach oraz osoczu pacjentéw po interwencjach kardiologicznych. Badania
prowadzono na grupie mezczyzn pozostajacych pod opieka lekarza przed przystgpieniem
do rehabilitacji oraz po jej zakonczeniu. Poréwnanie ptynnosci lipiddw btonowych oraz stanu
konformacyjnego biatek btonowych i hemoglobiny nie wykazato znaczacych statystycznie
réznic w erytrocytach pacjentéw przed rehabilitacjg i po jej zakorczeniu. W hemolizacie
stwierdzono natomiast nieznaczny wzrost poziomu askorbinianu i zredukowanego glutationu
po zakonczeniu rehabilitacji. Z kolei w osoczu o0s6b poddawanych rehabilitacji,
po jej zakorczeniu obserwowano znaczacy wzrost poziomu askorbinianu oraz wzrost
catkowitego potencjatu przeciwutleniajgcego. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze proces rehabilitacji kardiologicznej pacjentow po przebytych zawafach
migsnia  sercowego  przyczynit sig  do poprawy parametrow biochemicznych
i morfologicznych krwi pacjentéw. Ponadto wykazano spadek parametrow stresu
oksydacyjnego. Zmiany te moga przyczyni¢ sie do zwigkszenia wtasciwosci funkcjonalnych
serca oraz poprawy sprawnosc fizycznej pacjentow. Tym samym, niewymiernym efektem
przebytej rehabilitacji mogg by¢ lepsze rokowania zdrowotne dla pacjentow po przebytych
zawatach migsnia sercowego. Realizowane w ramach tych dwéch projektéw badania zostaty
opublikowane w postaci pieciu publikacji doswiadczalnych (Brzeszczyriska i wsp., 2008;

Gwozdzifski i wsp., 2013; Gwozdzinski i wsp., 2013; Gwozdzirski i wsp., 2016; Gwozdzifski
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I wsp., 2017) oraz zaprezentowane w postaci komunikatéw na 16 konferencjach o zasiegu
miedzynarodowym.

Od grudnia 2012 r. do grudnia 2013 r. bratam udzial w realizacji projektu
wspoifinansowanego przez Unie Europejska ze érodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka na lata
2007-2013 (projekt pod nazwa ,WROVASC - Zintegrowane Centrum Medycyny
Sercowo-Naczyniowej” — ,Wplyw promieniowania NIR na komorki jednojadrzaste krwi
obwodowej cztowieka”). Badania dotyczyly oznaczenia stopnia destrukcji limfocytéw
ludzkich ‘poddanych dziataniu promieniowania z zakresu bliskiej podczerwieni. Wykazano,
iz dawka promieniowania NIR o energi 2,2 |, byta najbardziej bezpieczna
dla napromieniowywanych komérek, gdyz nie powodowata zmian w ich przezywalnosci,
nie uszkadzata ich btony plazmatycznej, DNA i organelli komérkowych {mitochondriéw
i lizosomo6w), nie zaburzata produkcji ATP, nie zaktécita wydajnosci fosforylacji oksydacyjne;j,
nie powodowata zmian potencjatu mitochondrialnego i wycieku cytochromu ¢
z mitochondridw, nie generowata reaktywnych form tlenu i azotu, jak rowniez
nie indukowata apoptozy/nekrozy. Wieksze dawki promianiowania NIR (6,6 oraz 13,2 J)
powodowaty natomiast zmiany niektérych z badanych parametrow. Wartosci tych
parametrow wracaly jednak do pozioméw kontrolnych w ciggu nastepnych 24 godz.
PO napromieniowaniu. Przeprowadzone wieloparametrowe badania pozwolity
na sformutowanie ogdlnego wniosku, ze niskie dawki promieniowania z zakresu bliskiej
podczerwieni nie wykazaty destrukcyjnego wptywu na jednojadrzaste komorki  krwi
obwodowej cztowieka. Obecnie przygotowywana jest publikacja z przeprowadzonych badan.

W kregu moich zainteresowan juz od czaséw studiéw magisterskich sg rowniez
badania zwigzane z oceng czystosci wéd jezior potozonych w pdtnocnej czesci Polski,
na terenie Borow Tucholskich. Catoksztatt waloréw przyrodniczych i hydrologicznych tego
terenu przyczynit si¢ do powstania w 2010 roku Rezerwatu Biosfery Bory Tucholskie
wpisanego na liste rezerwatdéw biosfery UNESCO. Od roku 1998 do chwili obecnej wchodze
w skfad zespotu kierowanego przez prof. dr hab. Krzysztofa Gwozdzinskiego zajmujacego sie
tg tematyka. Ocena parametrdw czystosci wéd z wybranych jezior prowadzona jest
dwukrotnie w ciagu roku; podczas wiosennego mieszania sig woéd (marzec/kwiecien)

oraz podczas stagnacji letniej (sierpien). Klasyfikacja jezior pod wzgledem czystosci wod
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dokonywana jest na podstawie standardowych parametréw fizykochemicznych okreslonych
przez Panstwowg Inspekcje Ochrony Srodowiska w oparciu o aktualne Normy Polskie
dotyczace czystosci wéd powierzchniowych. W wybranych wodach jeziornych wykonywane
s3 rowniez oznaczenia poziomu metali alkalicznych i przejéciowych. Dotychczas badaniami
zostaty objgte wszystkie jeziora na terenie Parku Narodowego ,Bory Tucholskie”, znaczna
czgs¢ jezior z terenu Zaborskiego Parku Krajobrazowego, Wdzydzkiego Parku
Krajobrazowego oraz wiele jezior potozonych w ich otulinie (w sumie okoto 100 jezior).
Wsrod nich dominuja zbiorniki nalezace do drugiej i trzeciej klasie czystodci, ale sg rowniez
jeziora zz;kwalifikowane do pierwszej klasy czystosci. Niejednokrotnie badania opublikowane
przez nasz zespot sg jedynymi jakie prowadzono na tym terenie. W zawigzku z tym wyniki
przez nas uzyskane s3 czesto cytowane w licznych monografiach i opracowaniach innych
autoréw. Rezultaty badan czystosci jezior przeprowadzone z moim udziatem opublikowano
do tej pory w 1 publikacji w czasopismie z listy A MNiSW (Polish Journal of Environmental
Studies) oraz w 13 pracach monograficznych (wymienione ponizej). Miedzy innymi z zakresu
tych badan zespot otrzymat w 2003 roku nagrode zespotowa !l stopnia Rektora Uniwersytetu
todzkiego. Ponadto intensywna dziatalno$¢ naszego zespotu badawczego na terenie Boréw
Tucholskich przyczynita sie do zorganizowania przez nas cyklu konferencji naukowych pt.
»Bory Tucholskie — zasoby i ich ochrona”.

Moje obecne zainteresowania oraz dalsze plany naukowe skupiaja sie gtownie
na tematyce zwigzanej z badaniami wptywu toksyn mocznicowych wigzgcych sie z biatkami
na strukture i funkcjonowanie komérek krwi. Do tej pory podjete zostaty badania udziatu
siarczanu indoksylu w generowaniu stresu oksydacyjnego w jednojadrzastych komérkach
krwi. Doniesienia literaturowe dotyczgce badan tej toksyny (gtéwnie in vivo) wskazujg, ze
moze ona w znaczacy sposéb przyczyniad sie do progresji przewlektej choroby nerek. Jednak
jak sugeruje wiele doniesieri badania in vivo nie pozwalajg okresli¢ mechanizmu dziafania
tylko tej jednej toksyny ze wzgledu na mozliwe interakcji pomiedzy innymi zwigzkami. Stad
tez, moje najblizsze plany badawcze zwigzane s3 z podjeciem préby wyjasnienia
mechanizmoéw dziatania toksyn mocznicowych wigzacych sie z biatkami w komérkach krwi

w badaniach in vitro.
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