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1. Imig¢ i nazwisko: Dorota Barbara Bonarska-Kujawa.

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytul rozprawy doktorskiej.
Magister inzynier fizyki technicznej o specjalnosci inzynieria biomedyczna i specjalizacji
optyka biomedyczna, 25.09.2000, Wydziat Podstawowych Probleméw Techniki,
Politechnika Wroctawska. (Tytut pracy magisterskiej: ,,Model uktadu pomiarowego do
badania aberracji oka”, promotor dr inz. Marek Zajac).

Doktor inzynier nauk fizycznych, 07.07.2005, Instytut Fizyki Politechniki Wroctawskiej
tytut rozprawy doktorskiej: ,,Wplyw wybranych zwigzkow organicznych fosforu na
fizyczne wlasciwosci modelowej btony biologicznej” (Promotor dr hab. Halina
Kleszczynska, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, recenzenci: prof. dr hab. Maria
Bryszewska, Uniwersytet 1.6dzki, dr hab. Malgorzata Komorowska, Politechnika
Wroctawska)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

2001-2005 - asystent w Katedrze Fizyki i Biofizyki Akademii Rolniczej we Wroctawiu,
2001-2005 - studia doktoranckie na Politechnice Wroctawskiej, Wydziat Podstawowych
Problemow Techniki, Instytut Fizyki,

2005-2015 - adiunkt w Katedrze Fizyki i Biofizyki Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu,

Urlopy macierzynskie i rodzicielskie: 06.02.2012 - 22.07.2012; 17.07.2014 - 15.07.2015.

4. Wskazanie osiagni¢cia 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. nr 65, poz. 595 ze zm.):
4a. Tytut osiggnigcia naukowego:
»Skutki oddzialywania zwiazkéw polifenolowych wyizolowanych z wybranych roslin
z blonami biologicznymi i lipidowymi”
Powyzsze osiagniecie naukowe zostato udokumentowane w formie jednotematycznego
cyklu publikacji. Kopie publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego zostaly
zawarte W Zalgczniku 4a, a oswiadczenia wspolautorow tych publikacji zawarte s3 w
Zalgczniku 4b.
4b. Publikacje wchodzace w sktad zgtaszanego osiggnigcia naukowego (autor/autorzy,
tytut publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa).
Na osiggni¢cie naukowe sktada sie¢ cykl 8 publikacji, w tym 7 zamieszczonych w
czasopismach znajdujacych si¢ obecnie w bazie Journal Citation Reports (JCR), ktorych
sumaryczny Impact Factor (wedlug roku publikacji) wynosi 1F16,493 oraz jednej
publikacji nieposiadajacej IF. Sumaryczna ilo$¢ punktow MNiISW z roku wydania
publikacji dla wszystkich publikacji wchodzacych w sktad osiagni¢cia naukowego wynosi
188.
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Liczba cytowan tych publikacji wedtug bazy Web of Science na dzien 20.09.2015 wynosi:
44,

1. Bonarska-Kujawa D., Pruchnik H., Oszmianski J., Sarapuk J., Kleszczynska H. (2011):
Changes caused by fruit extracts in the lipid phase of biological and model membranes.
Food Biophysics 6, 58-67. (IF 2.187; 30 pkt MNiSW)

2. Bonarska-Kujawa D., Sarapuk J., Bielecki K., Oszmianski J., Kleszczynska H. (2012 a):
Antioxidant Activity of Extracts from Apple, Chokeberry and Strawberry. Polish Journal
of Food and Nutrition Sciences 62 (4), 229-234. (8 pkt MNiSW)

3. Bonarska-Kujawa D., Pruchnik H., Kleszczynska H. (2012b): Interaction of selected

anthocyanins with erythrocytes and liposome membranes. Cellular & Molecular Biology
Letters 17, 289-308. (I1F 1.953; 15 pkt MNiSW)

4. Bonarska-Kujawa D., Cyboran S., Zytka R., Oszmianski J., Kleszczynska H. (2014 a):
Biological Activity of Blackcurrant Extracts (Ribes nigrum L.) in Relation to Erythrocyte
Membranes. Biomed Research International (Journal of Biomedicine and Biotechnology),
Article ID 783059, doi:10.1155/2014/783059. (IF 2.88; 30 pkt MNiSW)

5. Bonarska-Kujawa D., Pruchnik H., Cyboran S., Zylka R., Oszmianski J., Kleszczynska
H. (2014 b): Biophysical mechanism of the protective effect of the polyphenols extracts
from blue honeysuckle (Lonicera caerulea L. var. kamtschatica Sevast.) against lipid
peroxidation of erythrocyte and lipid membranes. The Journal of Membrane Biology 247,
611-625. (IF 2.457; 20 pkt MNiSW)

6. Pruchnik H., Bonarska-Kujawa D., Kleszczynska H. (2014 c): Effect of chlorogenic acid
on the phase transition in phospholipid and phospholipid/cholesterol membranes. Journal
of Thermal Analysis and Calorimetry 118, 943-950. (I1F 2.206; 25 pkt MNiSW)

7. Cyboran S., Bonarska-Kujawa D., Pruchnik H., Zytka R., Oszmianski J., Kleszczynska
H. (2014 d): Phenolic content and biological activity of extracts of blackcurrant fruit and
leaves. Food Research International 65, 47-58. (1F 3.050; 40 pkt MNiSW)

8. Bonarska-Kujawa D., Cyboran-Mikotajczyk S., Kleszczynska H. (2015): Molecular
mechanism of action of chlorogenic acid on erythrocyte and lipid membranes. Molecular
Membrane Biology 32(2), 46-54. (IF 1.76; 20 pkt MNiSW)

4c. Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiggnigtych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Gléwnym celem przeprowadzonych badan  biofizycznych  zawartych w
monotematycznym cyklu publikacji, bylo okreslenie skutkow oddziatywania wybranych
ekstraktow i zwigzkow polifenolowych na fizyczne wlasciwosci btony biologicznej i
lipidowej. Badania te mialy na celu takze okreslenie prawdopodobnego mechanizmu
oddziatywania polifenoli z blong biologiczng.

Obecnie intensywnie poszukuje si¢ nowych skutecznych substancji dziatajacych
ochronnie na organizm i wspomagajacych leczenie wielu groznych chordb, w tym
cywilizacyjnych, wywotanych w duzej mierze stresem oksydacyjnym. Badania dotycza
glownie substancji naturalnych pochodzenia roslinnego oraz syntetycznych posiadajacych
wlasciwosci przeciwutleniajace. W wielu procesach fizjologicznych lub w wyniku
zewnetrznego dziatania czynnikow fizykochemicznych na organizm powstaja wolne rodniki,
a ich kumulacja, przyczynia si¢ m. in. do utleniania bton komérkowych i ich destrukcji, a w
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zwiazku z tym do powstawania zmian patologicznych w organizmie. Utlenienie lipidow przez
wolne rodniki zmienia wilasciwosci fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej blony
komorkowej poprzez m.in. obnizenie hydrofobowosci lipidowego wnetrza btony, zmiang
organizacji i ptynnosci dwuwarstwy oraz zaburzenie asymetrii lipidow i depolaryzacje btony
[Hendrich, 2006; Bukowska i in., 2007; Suwalsky i in., 2007, 2008]. W konsekwencji tych
zmian oraz utlenienia biatek nast¢puje m.in. inhibicja aktywnos$ci biatek enzymatycznych i
transportowych oraz utrata integralnosci btony prowadzaca do smierci komorki.

W ostatnich latach skutecznych antyoksydantow poszukuje si¢ gtéwnie wsrod
naturalnych substancji polifenolowych, uwazanych za jedne z najlepszych zwigzkow
redukujacych wolne rodniki. Gléwnym Zréodlem substancji polifenolowych w diecie
czlowieka sg owoce i warzywa, zatem zwigzkom zawartym w tych roslinach poswigca si¢
obecnie wiele uwagi. Substancje polifenolowe wystepuja w roznych czesciach roslin, a ich
aktywno$¢ biologiczna zalezy zardwno 0d rodzaju rosliny, jak i od miejsca jej wystgpowania.
Obecna wiedza pozwala stwierdzi¢, ze substancje polifenolowe, oprocz wlasciwosci
antyoksydacyjnych, wykazuja szereg pozytywnych dzialan na organizm jak m.in. dziatanie
przeciwgrzybicze, antybakteryjne i przeciwzapalne [Rice-Evans i in., 1997; Santos-Buelga i
in.,, 2010; Daayf i Lattanzio, 2008]. Nicktore zwigzki polifenolowe i ekstrakty roslinne
wykorzystuje si¢ obecnie, jako suplementy diety w profilaktyce lub jako leki w leczeniu
chorob nowotworowych, uktadéw krazenia, pokarmowego, moczowego, oddechowego oraz
w dermatologii [Benzie, 2003; Kong i in., 2003; Gonzalez-Vallinas i in., 2013]. Racjonalne
wykorzystanie  prozdrowotnych  wilasciwosci  wyciggéw  roSlinnych 1 zwigzkow
polifenolowych jest mozliwe wowczas, gdy zostanie okreslony ich mechanizm oddziatywania
z komorkami.

W badaniach biofizycznych mozemy obserwowac skutki odzialywan tych substancji z
organizmem, a w szczegolnosci z blong biologiczng. Wszelkie substancje biologicznie
aktywne dzialaja na organizm zywy w pierwszym rzedzie poprzez interakcje z blong
komorkows, ktora jest gtownym, a czasem jedynym, miejscem dziatania roznych czynnikow
fizykochemicznych na organizm. Znajomo$¢ mechanizméw odpowiedzialnych za zmiany
wywotane w btonie przez zwigzki polifenolowe ma istotne znaczenie z punktu widzenia
optymalnego ich wykorzystania. Nalezy podkresli¢, ze do chwili obecnej nie zostat w petni
wyjasniony mechanizm oddziatywania pojedynczych zwigzkow polifenolowych i ekstraktow
roslinnych na btong biologiczng, co sktonito mnie do podjg¢cia badan w tym zakresie.

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach biofizycznych zostaty okreslone zmiany
roznych parametrow fizycznych, begdace skutkiem oddziatywania wybranych zwigzkow
polifenolowych z btong biologiczng i lipidowa. Zmiany te pozwolity okresli¢ aktywnosé
biologiczng, w tym przeciwutleniajaca tych substancji polifenolowych, a takze wykluczy¢ ich
dziatanie niepozadane w uzytym zakresie stezen. W literaturze Swiatowej badania biofizyczne
nad wplywem roslinnych ekstraktow polifenolowych na uktady biologiczne sg traktowane
marginalnie, poniewaz przy dopuszczaniu ich, jako suplementow diety, takie badania nie sg
wymagane. O koniecznos$ci prowadzenia takich badan swiadcza jednak doniesienia naukowe,
w ktorych oprocz dziatan pozytywnych wykazano roéwniez szkodliwe dziatanie niektorych
ekstraktow roslinnych na organizm [Myburgh, 2014; Halliwell, 2007; Patel i in., 2013].

Badania zawarte w publikacjach, stanowigcych osiagni¢cie naukowe, zostaty
podzielone na trzy etapy. Pierwszy etap obejmowat analiz¢ ilosciows i jako$ciowa wybranych
ekstraktow polifenolowych z owocow i lisci drzew oraz krzewoéw owocowych. W drugim
ctapie badan okreslitam aktywno$¢ antyoksydacyjna badanych ekstraktow oraz Kilku
zwigzkéw polifenolowych, bedgcych ich glownymi sktadnikami. W trzecim etapie badan
wyznaczytam aktywnos$¢ biologiczng badanych substancji na podstawie wielko$ci zmian
parametrow fizycznych réznych blon biologicznych i lipidowych oraz okreslitam
prawdopodobny mechanizm molekularny odpowiedzialny za te zmiany. Uzyskane przeze
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mnie wyniki badan przeprowadzonych w ramach zrealizowanego osiagniecia naukowego
omowilam ponizej W kolejnosci poszczegolnych etapéw badawczych.

Etapy badan stanowigcych osiggniecie naukowe

1. Analiza ilosciowa i jakosciowa wybranych ekstraktow polifenolowych z owocow i lisci
drzew i krzewow owocowych

W pierwszym etapie badan wodne ekstrakty polifenolowe wykorzystane w badaniach
stanowigcych osiaggniecie naukowe zostaty wyekstrahowane, w ramach wspotpracy naukowe;j
z zespolem pana prof. dr hab. Jana Oszmianskiego z Katedry Technologii Owocow, Warzyw i
Zb6z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Przeprowadzona zostata rowniez analiza
ilosciowa i jakosciowa frakcji zwigzkow polifenolowych zawartych w tych ekstraktach przy
uzyciu metod chromatografii cieczowe;.

Analize ilosciowa zwiazkow polifenolowych zawartych w ekstraktach z owocow
truskawki, aronii i jabtoni, oraz owocow i lisci czarnej porzeczki oraz jagody kamczackiej
przeprowadzono metodg wysokosprawnej i ultrasprawnej chromatografii cieczowej HPLC-
DAD lub UPLC-DAD, a analiz¢ jakosciowa z wykorzystaniem chromatografii cieczowej
potaczonej ze spektrometrig masowg metodami UPLC-ESI-MS i UPLC-PDA-Q/TOF-MS
[Bonarska-Kujawa i in., 2011, 2014 a, b; Cyboran i in., 2014]. W metodach tych zwiazki
polifenolowe zawarte w ekstraktach identyfikowano na podstawie ich wiasciwosci
spektralnych tj. czasu retencji i dtugosci fali odpowiadajacej maksimum absorbancji (Amax)
oraz masy czasteczkowej jonow.

Analiza iloSciowa 1 jakosciowa ekstraktow wykazata, Zze sa one bogate W zwiazki
polifenolowe. Glownymi sktadnikami polifenolowymi badanych ekstraktoéw owocowych byty
antocyjany: pelargonidyno-3-O-glukozyd (ekstrakt z owocow truskawki), cyjanidyno-3-O-
galaktozyd (ekstrakt z owocow aronii), cyjanidyno-3-O-rutynozyd i delfinidyno-3-rutynozyd
(ekstrakt z owocow czarnej porzeczki), cyjanidyno-3-O-glukozyd (ekstrakt z owocow jagody
kamczackiej). Gtownym sktadnikiem ekstraktu z owocow jabtka byt kwas chlorogenowy oraz
polimeryczne procyjanidyny, a ekstraktow z lisci czarnej porzeczki i jagody kamczackiej byt
kwas chlorogenowy i kwercytyno-3-glukozyd.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze ekstrakty z lisci i owocow tej samej rosliny,
znaczgco roznig si¢ 0od siebie zawartoscig polifenoli, dotyczy to zarowno ich rodzaju, jak i
ilosci. Do gléwnych sktadnikéw badanych ekstraktow, jak wykazaty analizy, nalezg
antocyjany oraz kwasy fenolowe m.in. kwas chlorogenowy, a takze pochodne flawonoli, w
szczegoOlnosci kwercetyny i kempferolu. Najwigcej zwigzkéw polifenolowych zawierat
ekstrakt z owocow truskawki, w ktorym stanowity one ponad 75 % wszystkich sktadnikow
ekstraktu [Bonarska-Kujawa i in., 2011]. Wykazano réwniez, ze ekstrakt z owocow czarnej
porzeczki zawieral ponad dwukrotnie wiecej zwigzkow polifenolowych niz liscie tej rosliny
[Bonarska-Kujawa i in., 2014 a, Cyboran i in., 2014], podczas gdy ekstrakty z liSci i owocow
jagody kamczackiej zawieraty podobng ilo$¢ zwigzkow polifenolowych, tj. ok. 30 % suchej
masy ekstraktu [Bonarska-Kujawa i in., 2014 b].

Badania chromatograficzne identyfikujace gléwne sktadniki ekstraktow z chetnie
spozywanych owocow, umozliwity w dalszej cz¢éci badan interpretacje uzyskanych wynikoéw
w powigzaniu ze sktadem ilosciowym i jakosciowym ekstraktow. W badaniach wykorzystano
takze obok wyzej wymienionych ekstraktow nastgpujace zwigzki polifenolowe: kwas
chlorogenowy oraz pelargonidyno-3-O-glukozyd i cyjanidyno-3-O-galaktozyd, bedace
gtownymi skladnikami wybranych ekstraktow. Uzyskane rezultaty badan pozwolity na
zestawienie aktywnos$ci wybranych ekstraktow z aktywnoscig ich gtownych sktadnikow.
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11. Okreslenie aktywnosci antyoksydacyjnej badanych ekstraktow oraz wybranych zwigzkow
polifenolowych

W drugim etapie badan okreslono aktywno$¢ antyoksydacyjng ekstraktow z owocow
jablka, truskawki, aronii oraz owocow 1 liSci czarnej porzeczki i jagody kamczackiej, a takze
zwigzkéw  polifenolowych:  kwasu  chlorogenowego, pelargonidyno-3-O-glukozydu,
cyjanidyno-3-O-galaktozydu, w odniesieniu do blon erytrocytow oraz liposomow
formowanych z lipidow wyekstrahowanych z bton erytrocytow. Aktywnos¢ antyoksydacyjng
wszystkich badanych ekstraktow i zwigzkéw polifenolowych wobec lipidow zawartych w
btonach erytrocytow 0znaczono z wykorzystaniem spektroskopii fluorescencyjnej i przy
zastosowaniu dwoch czynnikéw indukujgcych utlenianie, promieniowania UVC i zwigzku
AAPH. Wyniki badan wykazaty bardzo dobre lub dobre wlasciwosci antyoksydacyjne
uzytych ekstraktow i zwigzkow polifenolowych, w porownaniu z aktywnos$cig standardowych
przeciwutleniaczy, jakimi sa Trolox®, BHT i kwas askorbinowy [Bonarska-Kujawa i in., 2012
aib, 2014 aib, 2015; Cyboran i in., 2014].

W metodzie fluorymetrycznej wolne rodniki, indukowane promieniowaniem UVC lub
zwigzkiem AAPH, utleniaja sond¢ DPH-PA powodujgc spadek intensywnosci jej
fluorescencji. Za miarg stopnia utlenienia lipidéw, przyjeto warto$¢ wzglednej intensywnosci
fluorescenc;ji tej sondy, ktorg obliczano, jako stosunek intensywnosci fluorescencji sondy po
réznych czasach jej utleniania w obecno$ci ekstraktow lub w probce kontrolnej, do
poczatkowej wartosci jej fluorescencji. Substancje polifenolowe zawarte w ekstraktach
zmiatajac wolne rodniki, zmniejszaja spadek intensywnosci fluorescencji sondy DPH-PA. W
obydwu stosowanych metodach, jako miare aktywnos$ci antyoksydacyjnej ekstraktow przyjeto
takie stezenie ekstraktow lub zwigzkow polifenolowych (1Csp), ktore odpowiada za 50 %
zahamowanie procesu peroksydacji lipidow.

Badania aktywnosci antyoksydacyjnej Wykazaty, ze zwigzki zawarte w ekstraktach w
réoznym stopniu chronig lipidy btonowe przed utlenianiem indukowanym czynnikami fizyko-
chemicznymi. Stopien ochrony lipidéw przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnikéw,
zalezal od rodzaju stosowanego induktora wolnych rodnikow (UVC lub AAPH) i od rodzaju
substancji polifenolowych zawartych w ekstraktach. Wykazano, ze wszystkie badane
ekstrakty lepiej chronig blone erytrocytow przed wolnymi rodnikami indukowanymi
zwigzkiem AAPH, w poréwnaniu z ich ochrong przed wolnymi rodnikami indukowanymi
promieniowaniem UVC [Bonarska-Kujawa i in., 2012, 2014 a i b, 2015; Cyboran i in., 2014].

Najwyzsza skuteczno$¢ wobec wolnych rodnikoéw indukowanych promieniowaniem
UVC wykazat ekstrakt z lisci jagody kamczackiej. Ponadto skuteczno$¢ ta byta tylko
nieznacznie mniejsza od skutecznosci wzorcowego antyoksydantu - Troloxu [Bonarska-
Kujawa i in., 2014 b]. Zwiazki polifenolowe pelargonidyno-3-O-glukozyd, cyjanidyno-3-O-
galaktozyd i kwas chlorogenowy wykazaly wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca niz
ekstrakty. Ich aktywnos¢ antyoksydacyjna w odniesieniu do btony erytrocytoéw ponadto byta
porownywalna do Troloxu dla pelargonidyno-3-O-glukozydu i cyjanidyno-3-O-galaktozydu,
a wyzsza od aktywnosci Troloxu dla kwasu chlorogenowego [Bonarska-Kujawa i in., 2011,
2012].

Badania fluorymetryczne, w ktorych wolne rodniki indukowane byty zwigzkiem
AAPH, roéwniez wykazaly, ze najskuteczniejszym antyoksydantem jest ekstrakt z lisci i
owocow jagody kamczackiej, ktorego aktywno$¢ do zmiatania wolnych rodnikow jest
porownywalna do skutecznosci Troloxu [Bonarska-Kujawa i in., 2014 b]. Zwiazek
pelargonidyno-3-O-glukozyd posiadal aktywno$¢ na poziomie Troloxu, natomiast
cyjanidyno-3-O-galaktozyd i kwas chlorogenowy byt aktywniejszy od Troloxu. Badane
zwiazki polifenolowe byly rowniez aktywniejsze niz ekstrakty [Bonarska-Kujawa i in., 2011,
2012].
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Badania aktywnos$ci przeciwutleniajacej wykonane metodami chemicznymi z uzyciem
kwasu linoleowego oraz na podstawie calkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TEAC)
potwierdzity stabsze od Troloxu wtasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow z jabika,
truskawki i aronii [Bonarska-Kujawa i in., 2012]. Ekstrakty z owocoéw i liSci czarnej
porzeczki wykazaly wysoka aktywno$§¢ przeciutleniajagca wobec bton erytrocytow i blon
lipidowych w poroéwnaniu ze standardowymi przeciwutleniaczami takimi jak: Trolox, kwas
askorbinowy i BHT [Bonarska-Kujawa i in., 2014 a; Cyboran i in., 2014].

Ponadto nie wykazano istotnej statystycznie korelacji pomiedzy aktywnoS$cig
antyoksydacyjng ekstraktow a iloscig zwigzkow polifenolowych w nich wystepujacych.
Najwiece] zwigzkoéw polifenolowych zidentyfikowano w ekstrakcie z owocow truskawki (ok.
75 % zawartosci suchej masy) a jego aktywno$¢ przeciwutleniajagca wobec blony erytrocytow
byla najnizsza wsrod przebadanych ekstraktow. Ekstrakty z liSci 1 owocoéw jagody
kamczackiej zawieraly ok. 30 % polifenoli w suchej masie, ale ich aktywno$¢
przeciwutleniajgca w porownaniu z ekstraktem z owocoéw truskawki byta ponad dwukrotnie
wyzsza, przy indukcji utleniania promieniowaniem UVC i blisko dziesigciokrotnie wyzsza,
przy indukcji utleniania zwiazkiem AAPH.

Wykazano natomiast, ze ekstrakty z owocoéw jabtka oraz lisci jagody kamczackiej i
czarnej porzeczki, ktorych dominujagcym skladnikiem jest kwas chlorogenowy miaty
porownywalng z Troloxem aktywno$¢ przeciwutleniajagcg w odniesieniu do blony
erytrocytow. Aktywno$¢ przeciwutleniajagca tych ekstraktéw wobec btony biologicznej
okazata si¢ jednak mniejsza niz kwasu chlorogenowego [Bonarska-Kujawa i in., 2011], ktory
byt lepszym antyutleniaczem niz Trolox.

Uzyskane wyniki badan pozwalaja stwierdzi¢, ze aktywno$¢ przeciwutleniajgca
ekstraktow w odniesieniu do btony biologicznej zalezy przede wszystkim od aktywnos$ci
przeciwutleniajacej dominujacych w nich sktadnikow. Wigksze znaczenie ma, zatem
jakosciowy sktad polifenolowy ekstraktow niz procentowa zawartos¢ polifenoli w ekstrakcie.

Oryginalno$¢ i nowatorstwo przeprowadzonych badan antyoksydacyjnych dotyczy
oprocz aktywnosci antyoksydacyjnej ekstraktow w odniesieniu do blony erytrocytow,
traktowanej czgsto, jako przyktad i model blony biologicznej, okreslenia jej takze w
odniesieniu do lipidéw wyekstrahowanych z blony erytrocytow. W literaturze Swiatowej takie
badania aktywnosci antyoksydacyjnej sg czesto przeprowadzane w odniesieniu do modeli
lipidowych bton, utworzonych z jednego rodzaju lipidow syntetycznych np. z DPPC, DMPC
czy nienasyconych kwasow tluszczowych.

Przeprowadzone badania wskazuja, wigc ze w celu uzyskania podobnego poziomu
ochrony antyoksydacyjnej lipidow zawartych w btonie erytrocytéw i blonie modelowe;,
nalezy zastosowaé wyzsze stezenia ekstraktu niz jego dominujacego zwigzku polifenolowego.
Wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajgca pojedynczych polifenoli, a takze niektorych
ekstraktow, wzgledem btony biologicznej zachgca do stosowania ich, jako skutecznych
antyoksydantow, w tym sktadnikow zywnosci. Ochronny wptyw polifenoli na organizm moze
by¢ zapewniony rowniez przez suplementy diety bogate w te zwigzki lub przez zawierajace je
kosmetyki.

III. Okreslenie aktywnosci biologicznej ekstraktow i zwigzkow polifenolowych na podstawie
wielkosci zmian parametrow fizycznych blon biologicznych

Znajomos¢ sktadu polifenolowego ekstraktow oraz ich bardzo dobre wilasciwosci
przeciwutleniajgce zachecita mnie do rozszerzenia badan nad wptywem tych substancji na
bton¢ biologiczng. W trzecim etapie badan przeprowadzone zostaly badania parametrow
fizycznych bton biologicznych modyfikowanych badanymi ekstraktami i zwigzkami
polifenolowymi. Obserwowane zmiany wtasciwosci fizycznych modeli bton oraz erytrocytow
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pozwolity okresli¢ lokalizacje zwigzkow polifenolowych w btonie oraz wyjasni¢ molekularny
mechanizm ich ochronnego dziatania na blon¢ komorkows.

W przeprowadzonych badaniach biofizycznych zastosowano rézne modele bton, ktore
utatwity interpretacje otrzymanych wynikéw badan oddziatywania zwigzkow i1 ekstraktow
polifenolowych zaréwno z btong biologiczna, jak i z jej faza lipidowa. Badania aktywnos$ci
biologicznej przeprowadzono w odniesieniu do erytrocytow, wyizolowanej btony erytrocytow
(cieni erytrocytow) oraz bton lipidowych. Erytrocyty traktowano, jako przyktad i model
komorki a ich btony, jako przyktad i model blony biologicznej. Liposomy i ptaskie btony
lipidowe stanowily modele btony utworzone z jednego rodzaju lipidow syntetycznych (DPPC,
DMPC, EPC) oraz z r6znego rodzaju lipidow wyekstrahowanych z bton erytrocytoéw (RBCL).

Oddzialywania ekstraktow z btonami okreslano na podstawie zmian parametrow
fizycznych blon stosujac nastepujace techniki badawcze: mikroskopi¢ optyczng i
elektronowa, spektrofotometri¢ w zakresie UV-Vis i IR (FTIR), fluorymetri¢, kalorymetri¢
(DSC), oraz metode elektryczng w odniesieniu do ptaskich bton lipidowych. Badania
hemolityczne i mikroskopowe przeprowadzano na erytrocytach. Badania fluorymetryczne,
spektrofotometryczne metoda FTIR, kalorymetryczne i elektryczne (BLM), przeprowadzono
na roznych modelach bton biologicznych: na blonach erytrocytow oraz liposomach i ptaskich
btonach lipidowych uformowanych z lipidow syntetycznych lub naturalnych. Skutki
oddziatywania zwigzkéw polifenolowych zawartych w ekstraktach z blonami okreslano na
podstawie indukowanej hemolizy oraz zmian ksztattu i opornosci osmotycznej erytrocytow,
ptynnosci blony w obszarze hydrofobowym, stopnia uporzadkowania gtowek polarnych
lipidow btonowych, stopnia hydratacji btony, a takze zmian temperatury przejscia fazowego
oraz rezystancji i pojemnosci elektrycznej lipidowych modeli bton. W dalszej czeSci
autoreferatu zostang omoéwione wyniki opublikowanych badan, stanowigcych osiaggnigcie
naukowe, wedlug metod badawczych stuzgcych do wyznaczenia poszczegolnych parametrow
fizycznych bton.

I11.1. Indukowanie hemolizy oraz badania opornosci osmotycznej erytrocytow poddanych
dzialtaniu ekstraktow roslinnych

Badania aktywnosci hemolitycznej zwigzkéw polifenolowych zawartych w
ekstraktach wzgledem krwinek czerwonych przeprowadzono w szerokim zakresie stezen
przekraczajacych stezenie fizjologiczne, co pozwolito stwierdzi¢, czy zwigzki zawarte w
ekstraktach indukuja hemolize erytrocytow. Proces hemolizy jest, bowiem zwigzany z
destrukcja blony prowadzaca do zniszczenia komorki i wyplywu hemoglobiny. Procent
hemolizy krwinek zmodyfikowanych badanymi substancjami okres§lano metoda
spektrofotometryczng, na podstawie st¢zenia uwolnionej z komoérek hemoglobiny. Aktywnos¢
hemolityczng ekstraktow okreslono na podstawie warto$ci absorbancji zmierzonej przy
dhugosci fali A = 540 nm dla erytrocytow zmodyfikowanych i niemodyfikowanych, wzglgdem
krwinek catkowicie zhemolizowanych. Wyzszy procent hemolizy krwinek w obecno$ci
uzytych substancji §wiadczy o wyzszej aktywnos$ci hemolitycznej zwigzkow.

Wyniki badan hemolitycznych wykazaty, ze uzyte ekstrakty i zwigzki polifenolowe
nie dziatajg destrukcyjnie na btong erytrocytow, poniewaz nie indukujg hemolizy w szerokim
zakresie badanych st¢zen. Oznacza to, ze mogg by¢ one bezpiecznie stosowane bez ryzyka
wystapienia niepozadanych skutkow ich dziatania w odniesieniu do struktur btonowych.
Poziom hemolizy dla wszystkich ekstraktow, przy najwyzszych uzytych stezeniach substancji
pozostawal na poziomie krwinek kontrolnych. Badania hemolityczne wykazaty, zatem brak
toksyczno$ci hemolitycznej badanych ekstraktow i zwigzkéw polifenolowych [Bonarska-
Kujawa i in., 2014 a, b].
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Przy uzyciu metody spektrofotometrycznej okre§lono rowniez wptyw ekstraktow na
opornos$¢ osmotyczng erytrocytow. Na podstawie zmierzonej absorbancji przy dlugosci fali
A=540 nm okreslano procent hemolizy krwinek, ktore wczesniej zmodyfikowano badanymi
substancjami o wybranym stezeniu, W roztworach chlorku sodu o ré6znym stezeniu (od 0,9 %
do 0,5 % zawartosci NaCl). Przesuni¢cie krzywej hemolitycznej w kierunku nizszych stgzen
chlorku sodu dla krwinek w obecno$ci badanych substancji w stosunku do krwinek
niemodyfikowanych, $wiadczy o wzroscie wytrzymalosci blony erytrocytéw na zmiany
toniczno$ci otaczajacego je srodowiska, czyli 0 wzro$cie opornosci osmotycznej erytrocytow.
Wplyw ekstraktow na oporno$¢ osmotyczng erytrocytow wyrazano ilosciowo w postaci
wspotczynnika Csg tj. stezenia chlorku sodu, przy ktorym 50 % erytrocytow ulega hemolizie.

Uzyskane wyniki badan wykazatly, ze ekstrakty nie zmieniaty opornosci osmotycznej,
a niektore z nich (z lisci i owocow czarnej porzeczki i jagody kamczackiej oraz kwas
chlorogenowy) nieznacznie zwigkszaly oporno$¢ osmotyczng krwinek, a wiec ich
wytrzymato$¢ na zmiany ci$nienia osmotycznego w ich otoczeniu [Bonarska-Kujawa i in.,
2014 ai b, 2015].

Badania indukowanej hemolizy i opornosci osmotycznej wykazaty, zatem, ze zwigzki
polifenolowe zawarte w ekstraktach roslinnych nie tylko nie sg toksyczne w odniesieniu do
btony erytrocytow tj., nie dzialaja na nig destrukcyjnie, ale powoduja wzrost jej opornosci
osmotycznej. Mozna, zatem sadzi¢, ze nie wnikaja one gleboko w obszar hydrofobowy btony
komorkowej, a jedynie wiaza si¢ z jej powierzchnig, powodujac jej uszczelnienie i
wzmocnienie oraz ograniczaja wnikanie wody do erytrocytow. Staje si¢ ona przez to mniej
wrazliwa na zmiany ci$nienia osmotycznego wystepujacego w srodowisku.

111.2. Okreslenie amfifilowosci ekstraktow

W celu zbadania wlasciwosci zwigzkow polifenolowych zawartych w wybranych
ekstraktach okreslono ich powinowactwo do fazy wodnej i lipidowej. Spektrofotometrycznie
wyznaczono wspotczynnik podziatu pomiedzy oktanol i bufor fosforanowy dla ekstraktow z
owocow 1 liSci czarnej porzeczki 1 jagody kamczackiej oraz kwasu cholorogenowego.
Badania te pozwolity na wstgpne oszacowanie czy badane substancje wykazuja charakter
hydrofobowy czy hydrofilowy, w zwigzku z tym czy beda wbudowywaé si¢ w obszar
hydrofobowy czy pozostawa¢ na powierzchni w obszarze hydrofilowym btony. Ekstrakty
dodawano do oktanolu i po ustalonym czasie inkubacji spektrofotometrycznie rejestrowano
widma tych roztworow. Absorbancj¢, odpowiadajaca maksymalnemu stg¢zeniu badanych
zwiazkOw w fazie organicznej, reprezentowanej przez oktanol, odczytywano przy dtugosciach
fali, przy ktérych wystepowaty maksima pochtaniania. Nastgpnie do oktanolu dodawano
bufor fosforanowy. Po inkubacji usuwano bufor fosforanowy i ponownie rejestrowano widma
roztworow, dla ktorych odczytano absorbancje, opowiadajaca stezeniu badanych substancji,
jakie pozostaty w fazie organicznej. Na podstawie maksimOw absorbancji wyznaczano
wspotczynniki podziatu (P) ekstraktow pomiedzy oktanol i bufor fosforanowy, i obliczano
jego logarytm. Dodatnie wartosci log P, $wiadcza o hydrofobowym charakterze zwigzkow, a
wigc ich wigkszym powinowactwie do fazy organicznej, reprezentowanej przez oktanol. Ze
wzrostem ujemnych wartosci log P, rosnie hydrofilowy charakter zwigzkéw, a wigc ich
powinowactwo do fazy wodnej. Uzyskane w badaniach ujemne wartosci wspotczynnika
amfifilowosci dla badanych substancji wskazujg na hydrofilowy charakter polifenolowych
sktadnikow ekstraktow z owocow i lisci jagody kamczackiej i czarnej porzeczki. Ekstrakty z
lisci jagody kamczackiej i1 czarnej porzeczki wykazaty bardziej hydrofilowy charakter, niz
ekstrakty z owocow tych roslin. Najbardziej hydrofilowy charakter wykazat jednak kwas
chlorogenowy i Trolox, z ktorym poréwnywano wyniki uzyskane dla substancji
polifenolowych.
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I111.3 Ksztalty erytrocytow indukowane polifenolami obserwowane w mikroskopach
optycznym i elektronowym

Znajac powinowactw0 badanych substancji do fazy wodnej i organicznej podjetam
probe okreslenia lokalizacji zwigzkéw polifenolowych w btonie komorkowej na podstawie
ksztaltow erytrocytow. Erytrocyty modyfikowane badanymi ekstraktami obserwowano pod
mikroskopem $wietlnym i skaningowym mikroskopem elektronowym. Ksztatty tych komorek
wskazywaty na lokalizacj¢ zwigzkow polifenolowych zawartych w tych ekstraktach w blonie,
oraz na rodzaj ich oddziatywania z btong. Na podstawie zarejestrowanych zdje¢ krwinek
modyfikowanych substancjami polifenolowymi i krwinek kontrolnych przeprowadzono
klasyfikacje ksztaltow erytrocytéw wg skali Bessis’a i Brecher’a, w ktorej okreslonym
ksztattom sg przypisane odpowiednie wartosci indeksow morfologicznych; zerowy dla
dyskocytow, ujemne dla stomatocytéw oraz dodatnie dla echinocytéw. Okreslono procentowy
udzialu poszczegodlnych ksztaltow erytrocytow w ich populacji wynoszacy ok. 800 komorek
dla kazdej proby. Powstawanie echinocytow w obecnosci badanych substancji, zgodnie z
teorig Sheetz’a i Singer’a, §wiadczy o ich lokalizacji glownie w zewngtrznej monowarstwie
lipidowej blony erytrocytow, natomiast powstanie stomatocytow $wiadczy o inkorporacji
zwiazkow glownie do monowarstwy wewngtrznej. Badania mikroskopowe wykazaty, ze
substancje zawarte w ekstraktach zmieniajg dyskoidalny ksztatt krwinki czerwonej. Indukuja
one rozne formy echinocytow, W zaleznosci od uzytego st¢zenia. Przy wyzszych stezeniach
ekstraktow (0,1 mg/ml) obserwowano zwickszony udziat procentowy echinocytow w
populacji krwinek, ktorym odpowiadajg wyzsze indeksy morfologiczne tj. echinocyty (+2) i
sferoechinocyty (+3), a nawet sferocyty (+4) [Bonarska-Kujawa i in., 2011, 2012 b, 2014 a i
b, 2015]. Iloséciowe badania mikroskopowe wykonane przy uzyciu mikroskopu $wietlnego,
jak réwniez obrazy zarejestrowane mikroskopem elektronowym wykazaty, ze w obecno$ci
ekstraktow oraz wybranych zwigzkéw polifenolowych erytrocyty przyjmuja gtownie rdzne
formy echinocytow, co wskazuje na ich obecno$¢ w zewnetrznej monowarstwie lipidowej
btony biologicznej, a ich oddziatywania z btong erytrocytow majg charakter elektrostatyczny.

111.4. Badania plynnosci i parametru uporzgdkowania blon modelowych i biologicznych
metodq fluorymetryczng

Wyniki badan indukowanej hemolizy, ksztaltow erytrocytow oraz wilasciwosci
amfifilowych ekstraktoéw wskazaly na mozliwo$¢ wigzania si¢ ich z powierzchnig btony.
Kolejne badania wykonane metoda spektroskopii fluorymetrycznej ,,steady — state” w statej
temperaturze 37°C mialy na celu wyznaczenie i zlokalizowanie w blonie zmian, ktére
wywotujg badane substancje polifenolowe. Badania zostaly wykonane dla ré6znych modeli
bton, od prostych bton modelowych utworzonych z jednego rodzaju lipidow liposomoéw,
poprzez liposomy utworzone z mieszaniny roznych lipidow, az do biatkowo-lipidowej blony
erytrocytow. Uzycie wielu modeli blon pozwolilo oceni¢ wptyw, jaki maja polifenole na
zmiany wiasciwosci fizycznych czgsci hydrofilowej 1 hydrofobowej btony erytrocytow i
lipidowej. Blony erytrocytow i liposomow, roznig si¢ mi¢dzy sobg uporzadkowaniem oraz
upakowaniem i dynamika lipidow. Btona erytrocytow w stosunku do blony lipidowe;j jest
bardziej uporzadkowana i wykazuje wigksze upakowanie czasteczek lipidowych, ktore w
zwiazku z tym maja mniejszg ruchliwos$¢, co wynika niewatpliwie z obecnosci bialek. Nalezy
takze podkreslic, ze tylko w btonie erytrocytow lipidy sa asymetrycznie roztozone w
dwuwarstwie i odpowiednie mechanizmy aktywne i bierne ten rozktad utrzymujg, natomiast
taki rozktad nie wystepuje w liposomach.

Przy uzyciu réznych sond fluorescencyjnych: DPH, TMA-DPH i Laurdanu zbadano
wpltyw ekstraktow 1 zwigzkéw polifenolowych na wiasciwosci hydrofobowego i
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hydrofilowego obszaru btony. Modyfikacja zaréwno czgsci hydrofilowej, jak i hydrofobowej
bton, spowodowana obecnoscig zwigzkéw polifenolowych, wplywata na intensywnos¢
fluorescencji emitowanej przez sondy zlokalizowane odpowiednio w wymienionych
obszarach blony, a w konsekwencji na obliczone wartosci odpowiednio anizotropii
fluorescencji (A) lub uogodlnionej polaryzacji (GP).

Ptynnos¢ bton w obszarze hydrofobowym, czyli na poziomie tancuchow alkilowych
okreslano na podstawie anizotropii wartosci fluorescencji (A) sond DPH i TMA-DPH.
Znaczniki te lokuja si¢ w hydrofobowym obszarze bton na réznych glebokosciach, a zmiany
anizotropii fluorescencji tych sond odzwierciedlajg ruchliwo$¢ znacznika w btonie, ktéra
zalezy od ruchliwosci i uporzadkowania czasteczek lipidow. Fluoryzujaca czgs¢ sondy DPH,
emituje fluorescencje z hydrofobowego wnetrza btony, gdzie zlokalizowane sg tancuchy
alkilowe lipidow btonowych. Sonda TMA-DPH natomiast wysyta fluorescencj¢ z poziomu
czwartego atomu wegla tancucha alkilowego lipidow [Lakowicz, 2006].

Badania ptynno$ci bton wykazaty, ze ekstrakty polifenolowe z owocow truskawki,
jabtka, aronii, liSci i owocow czarnej porzeczki, jagody kamczackiej, a takze kwas
chlorogenowy, pelargonidyno-3-O-glukozyd oraz cyjanidyno-3-O-galaktozyd, nie powoduja
znaczgcej statystycznie zmiany wartos$ci anizotropii fluorescencji sondy DPH, a wigc nie
zmieniaja plynnosci wszystkich uzytych modeli blon w obszarze tancuchow
weglowodorowych, w ktorym znajduje si¢ sonda [Bonarska-Kujawa i in., 2011, 2012 b, 2014
a i b, 2015]. Brak istotnych zmian lub bardzo niewielkie zmiany anizotropii fluorescencji
wykazano takze dla sondy TMA-DPH, ktorej chromofor lokuje si¢ w poblizu szkieletu
glicerolowego dwuwarstwy lipidowej zmodyfikowanej zwigzkami polifenolowymi.
Otrzymane wyniki badan wskazuja, ze badane ekstrakty praktycznie nie zmieniajg ptynnos$ci
bton.

Badania wykonane z zastosowaniem hydrofobowych sond fluorescencyjnych dla
réznych bton zmodyfikowanych zwigzkami polifenolowymi wykazaty, ze nie modyfikuja one
hydrofobowego obszaru blony, zarowno na poziomie czwartego wegla tancuchow
alkilowych, jak i w obszarze zakonczen tancuchéw. Wyniki te pozwalajg przypuszczac, ze
substancje polifenolowe wigza si¢ z powierzchnig blon, oddzialujac z nimi elektrostatycznie.
Mozna, zatem sadzi¢, ze albo nie wnikaja do obszaru hydrofobowego btony, albo znajduja si¢
tam w matych ilosciach.

Zmiany zachodzace w czeg$ci hydrofilowej blon pod wpltywem dziatania badanych
substancji, okre§lone zostaly na podstawie warto$ci uogolnionej polaryzacji (GP) sondy
Laurdan, ktorej chromofor lokuje si¢ na poziomie glicerolu. Parametr uporzadkowania czesci
hydrofilowe] — uogolniona polaryzacja (GP) zalezy od polarnosci otoczenia chromoforu
sondy. Zmiany GP §wiadcza o zmianach w uporzadkowaniu gtowek polarnych lipidow w
btonie biologicznej 1 lipidowej. Spadek wartosci GP w obecnosci substancji modyfikujacych
Swiadczy o wzro$cie nieuporzadkowania glowek polarnych lipidow i ich wigkszej dynamice,
natomiast wzrost GP zwigzany jest ze wzrostem uporzadkowania i mniejsza dynamika
gtowek polarnych lipidéw [Lakowicz, 2006]. Badania z uzyciem tej sondy wykazaty znaczne
zmiany uporzadkowania czesci hydrofilowej w badanych modelach blon w obecnosci
substancji polifenolowych. Spadek wartosci GP oznacza, ze substancje zawarte w ekstraktach
w wyniku oddziatywania z hydrofilowym obszarem dwuwarstwy lipidowej, powodujga wzrost
nieuporzadkowania tego obszaru. Ponadto, wartos¢ GP zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem
stezenia ekstraktow, czyli wraz z ilo$cig zwigzkoéw polifenolowych przytaczonych do obszaru
hydrofilowego btony [Bonarska-Kujawa i in., 2011, 2012 b, 2014 a i b, 2015].

Najwigksze zmiany w hydrofilowym obszarze btony erytrocytdéw obserwowano w
obecnosci ekstraktow z jablka, liSci jagody kamczackiej oraz kwasu chlorogenowego.
Substancje te wykazaly takze porownywalng Iub wyzsza od Troloxu aktywno$é
przeciwutleniajaca. Mozna przypuszczaé, wige ze aktywno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow i
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zwiazkow polifenolowych jest tym wyzsza im wigcej czasteczek i Silniej wiaze si¢ z czgscia
hydrofilowg dwuwarstwy lipidowej. Ponadto wazng role odgrywa rodzaj substancji
polifenolowych zawartych w ekstraktach. Ekstrakty z lisci jagody kamczackiej i jablka
zawieraja w swoim sktadzie procentowo duzg zawartos¢ kwasu chlorogenowego, ktory
rowniez powodowal najwigksze zmiany w obszarze hydrofilowym badanych blon.

IIl. 5. Badania temperatury przejscia fazowego liposomow fluorymetrycznie |
kalorymetrycznie

Badania temperatury przej$cia fazowego przeprowadzono dla bton utworzonych z
jednego rodzaju lipidow w roéznych temperaturach przy uzyciu spektroskopii
fluorymetrycznej ,,steady — steate” oraz skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC).
Okreslono wptyw zwiazkéw polifenolowych na parametry termodynamiczne liposomow
jedno- i wielowarstwowych.

W badaniach fluorymetrycznych okreslono termotropowe parametry anizotropii
fluorescencji 1 uogodlnionej polaryzacji. Dla bton utworzonych z jednego rodzaju czasteczek
lipidowych mozliwe jest wyznaczenie temperatury przejscia blony z fazy zelu, gdzie
czasteczki lipidow sa ciasniej upakowane i1 wykazuja mniejsza ruchliwo$¢ lancuchow
weglowodorowych, do fazy cieklokrystalicznej charakteryzujacej si¢ duzo wicksza
ruchliwos$cig i luzniejszym upakowaniem czasteczek. Zmiany temperatur przej$cia fazowego
w lipidowych modelach bton utworzonych z DPPC i DMPC, ktore wystepujg rowniez w
btonie erytrocytow sa dobrze znane i opisane w literaturze [Blume, 1991, Taylor i in., 1995].
Badania fluorymetryczne przeprowadzono wykorzystujac  hydrofobowy  znacznik
fluorescencyjny DPH i hydrofilowe sondy Laurdan i Prodan. Badania wykonano w r6znych
temperaturach dla liposomow  jednowarstwowych (SUV) utworzonych z DPPC
potraktowanych wybranym stezeniem ekstraktow z owocow jabtka, truskawki i aronii oraz z
lisci i owocow czarnej porzeczki i jagody kamczackiej [Bonarska-Kujawa i in., 2011, 2014b,
Cyboran i in., 2014]. Dla zwiazkéw polifenolowych: kwasu chlorogenowego, pelargonidyno-
3-O-glukozydu oraz cyjanidyno-3-O-galaktozydu, wykonano badania dla liposomow
utworzonych z DPPC oraz z DPPC z dodatkiem cholesterolu, a takze dla liposoméw
uformowanych z DMPC, poddanych dziataniu wyzej wymienionych zwigzkéw o okreslonym
stezeniu [Bonarska-Kujawa i in., 2012 b, Pruchnik i in., 2014]. Badania z uzyciem
hydrofobowego znacznika DPH przeprowadzone dla ekstraktow z lici i owocoOw czarnej
porzeczki oraz dla kwasu chlorogenowego wykazaty, ze badane substancje polifenolowe nie
zmieniajg temperatury glownego przejécia fazowego oraz anizotropii fluorescencji, a tym
samym plynnosci blony w fazie ciektokrystalicznej, a takze w fazie zelu w odniesieniu do
liposomow niemodyfikowanych [Cyboran i in., 2014, Pruchnik i in., 2014].

Otrzymane ta technikg wyniki uzyskane dla sond hydrofilowych Laurdan i Prodan
wykazujg termotropowe zmiany wartosci uogolnionej polaryzacji bton zmodyfikowanych
substancjami polifenolowymi. Chromofor sondy Laurdan zlokalizowany na poziomie
glicerolu rejestruje zmiany polarno$ci i wlasciwosci dynamicznych blony, w regionie glowek
polarnych lipidéow i na granicy lipid/srodowisko wodne. Chromofor sondy Prodan jest
ulokowany powyzej glicerolu, na granicy cz¢sci hydrofilowej, a sSrodowiskiem wodnym i jest
wrazliwy na zmiany upakowania i uwodnienia czasteczek lipidowych, a takze na temperature
przedprzejscia, charakteryzujacg fazg przejsciowa miedzy fazg ciektokrystaliczng, a faza zelu
[Parasassi i in., 1998]. Uzyte ekstrakty i1 zwiazki polifenolowe zmniejszaly warto§¢
uogolnionej polaryzacji (GP) sondy Laurdan w fazie zelu oraz zwigkszaty ja w fazie
ciektokrystalicznej, ale nie zmieniaty temperatury glownego przejscia fazowego. Wyniki
uzyskane dla sondy Prodan wykazaty podobnie zmiany wywotane badanymi substancjami
zardbwno w fazie zelu, jak 1 w fazie cieklokrystalicznej, bez zmiany temperatury gtéwnego
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przejscia fazowego, ale jednak ze zmianami w fazie przejsciowej. Takie wyniki wskazuja, ze
substancje polifenolowe obecne w ekstraktach oraz pojedyncze zwigzki polifenolowe nie
zmieniajg struktury blony i nie wnikaja do hydrofobowego wnetrza blony. Wiaza sie
natomiast z jej powierzchnig, zmieniajac upakowanie glowek polarnych czgsteczek lipidow i
ich dynamike, czyli zmieniaja uporzadkowanie btony w tym regionie zaréwno w fazie zelu,
jak 1 w fazie cieklokrystaliczne;.

W celu potwierdzenia wynikow uzyskanych w badaniach fluorymetrycznych
przeprowadzono eksperymenty przy uzyciu skaningowej kalorymetrii roznicowej (DSC),
ktora jest precyzyjng, nieinwazyjng technika termodynamiczng, pozwalajaca na bardzo
doktadng analize przej$¢ fazowych. Wyznaczone tg technikg parametry termotropowe bton
lipidowych, to temperatury, przy ktorych zachodza przejscia fazowe tj.: temperatura
gltownego przejscia fazowego (Tm) | temperatura przedprzejscia (Tp), a takze kooperatywno$¢
(ATyp) 1 zmiany entalpii (AH) tych przejs¢. Btony liposoméw utworzonych z jednego rodzaju
czasteczek lipidowych ponizej temperatury przedprzejscia znajduja si¢ w fazie zelu, a
tancuchy weglowodorowe lipidow znajdujg si¢ konformacji ,,all trans”. Natomiast powyzej
gldwnego przejScia fazowego btona lipidowa znajduje si¢ w fazie cieklokrystalicznej. W
zakresie temperatur: od temperatury przedprzejscia do temperatury gldwnego przejscia
fazowego obserwowana jest faza posrednia, gdzie dwuwarstwa lipidowa charakteryzuje si¢
wspotistnieniem fazy zelu i fazy cieklokrystalicznej, zwana w literaturze ,ripple phase”.
Whprowadzenie dodatkowego sktadnika, w postaci zwigzkéw polifenolowych czy cholesterolu
do modelowej btony lipidowe; wplywa na zmiane powyzszych parametrow, a w
szczegoOlnosci temperatury przejécia fazowego lipidow, z ktorych uformowana jest blona.
Obecnos¢ cholesterolu w blonach lipidowych powoduje uptynnienie fazy zelu, natomiast
usztywnienie fazy cieklokrystalicznej, czego dowodem jest zmiana lub brak temperatury
przedprzejscia 1 przejscia pomiedzy faza zelu 1 cieklokrystaliczng (przy stezeniu cholesterolu
powyzej 50 mol%). Zmiany temperatury gtdwnego przejscia fazowego wywotane obecnoscia
w btonie dodatkowych zwigzkoéw sg zwigzane ze zmianami ptynnosci dwuwarstwy lipidowe;j
i struktury blony. Zmiany temperatury przedprzejscia $wiadcza raczej o zmianach
zachodzacych w polarnej czesci btony, skutkujagcymi rozluznieniem jej struktury [McMullen i
in., 1993, 1995; Blume, 1991] .

Badania kalorymetryczne przeprowadzono dla modeli lipidowych blon w postaci
wielowarstwowych liposomow (MLV), uformowanych z syntetycznych lipidow: DMPC,
DPPC, a takze DPPC z dodatkiem cholesterolu, ktore zmodyfikowano ekstraktami i
zwigzkami polifenolowymi [Bonarska-Kujawa i in., 2011, 2014b, 2015, Cyboran i in., 2014,
Pruchnik i in., 2014]. Wyniki badan kalorymetrycznych wykazaty niewielkie zmiany
temperatury glownego przejscia fazowego lipidow (Tr) z fazy zelu w faze ciektokrystaliczng
jedynie dla bardzo duzych stezen uzytych substancji polifenolowych (5 mg/ml), natomiast dla
nizszych stezen praktycznie nie stwierdzono zmian. W niewielkim stopniu natomiast zwiazki
polifenolowe zmieniaty temperature przedprzejscia (T,) w blonach lipidowych, likwidujac je
przy najwyzszych stezeniach i nieznacznie zwigkszajac szerokos¢ potowkowa piku gldéwnego
przejscia fazowego (ATiyp). Brak wplywu substancji polifenolowych na temperature
gtownego przejscia fazowego dowodzi, ze nie zmieniaja one struktury 1 organizacji
dwuwarstwy lipidowej, czyli nic wnikajg gl¢boko do obszaru hydrofobowego bton, a zmiany
temperatury przedprzejscia i kooperatywnosci piku Tp, $wiadcza 0 obecnoSci uzytych
substancji na powierzchni bton. Dla bton liposoméw uformowanych z DPPC z dodatkiem
cholesterolu wykazano wicksze uporzadkowanie bton liposoméw. Dla tych liposoméw
potraktowanych pojedynczymi zwigzkami polifenolowymi; pelargonidyno-3-O-glukozydem
oraz cyjanidyno-3-O-galaktozydem i kwasem chlorogenowym wykazano, ze likwiduja
przedprzejscie juz w obecnosci 10 mol% cholesterolu [Bonarska-Kujawa i in., 2011, Pruchnik
i in., 2014]. Stwierdzono rowniez zwigkszenie kooperatywnosci piku oraz zwigkszong
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entalpi¢ przejscia fazowego. Taki wynik potwierdza przypuszczenia, ze zwigzki te nie
zmieniajg struktury blony, ale modyfikujg jej cze$¢ hydrofilowa, poprzez oddzialywania
elektrostatyczne z gtéwkami polarnymi lipidow.

I11. 6. Badanie elektryczne plaskich blon lipidowych (BLM)

Badania fluorymetryczne i kalorymetryczne wskazaty, ze zwiazki polifenolowe w
postaci ekstraktow wiaza si¢ z czescig hydrofilowa uzytych bton. Zostaty, wiec podjete
badania elektryczne majace na celu okreslenie wplywu substancji polifenolowych na
oporno$¢ i pojemnos$¢ elektryczng plaskich bton lipidowych, zwanych czarnymi (BLM),
utworzonych z lipidow wyekstrahowanych z blon erytrocytow (RBCL) oraz
fosfatydylocholiny jajecznej (EPC). Badania opornosci i pojemno$ci czarnych bton
lipidowych wykonano dla ekstraktow z owocow i lisci jagody kamczackiej [Bonarska-
Kujawa i in., 2014 b] oraz dla kwasu chlorogenowego [Bonarska-Kujawa i in., 2015].

Zmiany pojemnosci 1 oporno$ci BLM s3 zwigzane ze zmiang grubosci dwuwarstwy
lipidowej, spowodowanej obecnoscig zwigzkow polifenolowych w btonie. Wynikajg takze ze
wzrostu jej hydratacji, co w konsekwencji prowadzi do zaburzenia transportu jonowego przez
ptaska dwuwarstwe lipidowa. Po dodaniu ekstraktow do elektrolitu otaczajacego btone
lipidowa (BLM) obserwowano zaburzenie réwnowagi uktadu elektrolit - dwuwarstwa.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze obecnos$¢ badanych ekstraktow w otoczeniu dwuwarstwy
lipidowej powoduje spadek jej pojemnosci zalezny od stezenia ekstraktu. Spadek ten,
$wiadczy o wptywie substancji zawartych w ekstraktach na obszar hydrofilowy dwuwarstwy
lipidowej i moze by¢ spowodowany zmianami grubosci blony oraz/lub zmianami jej
przenikalno$ci elektryczne;j.

W obecnosci kwasu chlorogenowego (CGA) badania wykazaty spadek pojemnosci i
rezystancji BLM. Zmiany tych parametrow elektrycznych dowodza, ze zwigzek ten wigze si¢
z plaska blong lipidowa w obszarze gtéwek polarnych fosfolipidow blonowych. Obecnosé
CGA w obszarze hydrofilowym btony, traktowanym umownie, jako podwdjna warstwa
elektryczna, powodowal zmiany pojemnosci elektrycznej BLM. Przyczyna spadku
pojemnosci i rezystancji BLM mogly by¢ zarowno zmiany w rozkladzie tadunku
elektrycznego w obecnosci CGA, jak i zmiany przestrzennej orientacji gtowek polarnych
lipidow [Movileann i in., 2000, Everitt i Heydon, 1968]. Kwas chlorogenowy wptywal, zatem
prawdopodobnie na rozktad sit w oddziatywaniach elektrostatycznych w warstwie
hydrofilowej dwuwarstwy lipidowej, zmieniajac tym samym potencjal dipolowy btony.
Zmiany te mogly wynika¢ z obecnosci polarnych grup OH w czasteczce CGA. Zwiazki o
wlasciwosciach hydrofilowych, do jakich nalezy kwas CGA, jak si¢ uwaza, moga
powodowa¢ nawet kilkakrotne zmiany rezystancji ptaskich bton lipidowych [Bender i Tien,
1987; Lauger i in., 1967].

Ekstrakty z owocow i liSci jagody kamczackiej, rowniez powodowaty niewielki
spadek pojemnosci elektrycznej plaskich blon lipidowych. Obserwowane mate zmiany
opornosci BLM, pod wpltywem ekstraktow dowodza, ze lokujg si¢ one gltownie w
powierzchniowej czgsci btony, modyfikujac jej wilasciwosci. Ich obecno$¢ w czesci
hydrofilowej btony prawdopodobnie wptywata na reorientacje gtowek polarnych lipidow
btonowych, a w rezultacie na zmian¢ potencjatu dipolowego blony, spowodowang zmiang
oddziatywan elektrostatycznych w warstwie hydrofilowej. Badania pojemnosci BLM,
utworzonych z lipidéow blonowych, wykazaly ponadto, ze badane ekstrakty nie tylko nie
dziataty destabilizujgco na dwuwarstwe lipidowa, ale nieznacznie jg stabilizowaty [Bonarska-
Kujawa i in., 2014b].

I11. 7. Badania strukturalne blon z zastosowaniem techniki FTIR
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Aby oceni¢ zmiany w czesci hydrofilowej bton modyfikowanych ekstraktami i
zwigzkami polifenolowymi spektrofotometrycznie wykonano badanie stopnia hydratacji bton
lipidowych (DPPC lub EPC) w zakresie podczerwieni, metodg FTIR. W badaniach hydratacji
bton metoda FTIR, na podstawie otrzymanych widm, brano pod uwage cztery widoczne w
widmie pasma. Sg to nastgpujace przedziaty wartosci liczb falowych: a) 3000 — 2800 cm™® -
dotyczy drgan grup metylenowych i metylowych (CH; i CH3) tancuchow alkilowych; b) 1780
— 1700 cm™ - odpowiada drganiom grup karbonylowych C=0; c) 1300 — 1200 cm™ -
odpowiada drganiom grup fosforanowych PO,. oraz przedziat d) 1000 — 900 cm™ jest
zwigzany z drganiami grup cholinowych N-CHs.

Czgstosci drgan grup metylenowych i metylowych tancuchow alkilowych zalezg od
ruchliwosci (ptynnos$ci) tancuchdéw i rosng np. wraz z temperaturg czy w czasie przejscia ze
stanu zelu do cieklokrystalicznego. Oznacza to, ze wzrost liczby falowej tych pasm §wiadczy
o wzroscie ptynnosci cz¢s$ci hydrofobowej blony. Grupy karbonylowe, a w jeszcze wigkszym
stopniu grupy fosforanowe tworza wigzania wodorowe z wodga. Grupa karbonylowa moze
zwigza¢ jedng czasteczke wody, grupa fosforanowa kilka. Stad tez pasma karbonylowe i
fosforanowe fosfolipidow odpowiadajg sumie drgan grup C=0 lub PO, bedacych na réznym
stopniu hydratacji. Drganiom grup C=0 i PO, niewiazacych si¢ z woda odpowiadaja liczby
falowe odpowiednio ok. 1740 cm™ i ok. 1260 cm™. Kazda zwiazana czasteczka wody
przesuwa te wartosci o okoto 20 cm™ w kierunku mniejszych warto$ci. Zmiany obserwowane
w tych pasmach $wiadcza, zatem 0 zmianach stopnia hydratacji btony w rejonie grup
karbonylowych i fosforanowych. Czgstosci drgan grup metylowych czesci cholinowej
(trimetyloamoniowej) zalezg od wlasciwosci otaczajacego je osrodka i rosng nieznacznie
wraz ze zmniejszaniem si¢ jego lepkosci. Liczba falowa drgan catkowicie suchego lipidu jest
nieco ponad dwie jednostki mniejsza od catkowicie uwodnionej btony lipidowe;j (liposomu).
Szeroko$¢ potowkowa tego pasma zalezy od ,,sztywnosci” gléwki polarnej, czyli od
mozliwo$ci ruchu wzdtuz szkieletu -N-C-C-0O-P-O- [Lewis i in., 1994, Attar i in., 2000].

Przy uzyciu techniki FTIR zbadano zmiany poszczegdlnych elementéw strukturalnych
bton liposoméw uformowanych z DPPC i lecytyny jajecznej (EPC) w obecnosci ekstraktow z
lisci 1 owocow jagody kamczackiej [Bonarska-Kujawa i in., 2014 b] oraz z lisci i owocow
czarnej porzeczki [Cyboran i in., 2015]. Badania wykazaty, ze ekstrakty te nie powodowaty
zmian w czg$ci hydrofobowej bton liposoméw w zakresie czgstosci odpowiadajacej drganiom
wigzan grup CH; i CHjs tancuchéw weglowodorowych czasteczek lipidowych. Wykazano
natomiast niewielkie przesunigcia w pasmie karbonylowym, cholinowym i fosforanowym
absorpcyjnych widm promieniowania podczerwonego (IR). Charakter zmian w czeSci
hydrofilowej btony liposoméw, odzwierciedlony w zmienionym nieznacznie ksztalcie widma
z dodatkowym maksimum pasma karbonylowego, wskazywat jednak na brak bezposredniego
wigzania migedzy zwigzkami polifenolowymi ekstraktow a grupami karbonylowymi lipidow.
Obserwowane zmiany moga by¢ wynikiem formowania si¢ wigzania wodorowego pomiedzy
grupami OH polifenoli a tlenem w wigzaniu estrowym lipidéw, co sugerowali réwniez inni
autorzy [Pawlikowska-Pawlega i in., 2013]. W cze$ci widma odpowiadajacej drganiom grup
fosforanowych zaobserwowano réwniez przesunigcia maksimum w kierunku mniejszych
czestosci, nieco wieksze dla ekstraktow z lisci, co $wiadczy 0 wigkszym uwodnieniu tego
pasma w obecno$ci ekstraktow. Ponadto w pasmie cholinowym wykazano redukcje w
szerokosci potowkowej piku, rowniez nieco wicksza dla ekstraktow z lisci. Ksztalt widma w
pasmie cholinowym $§wadczy o ograniczeniu ruchliwosci grupy cholinowej na skutek
oddziatywan z czagsteczkami ekstraktow. Wyniki te wskazujag na prawdopodobienstwo
wigzania si¢ czasteczek polifenoli z gtowkami polarnymi lipidow, ograniczajace ich
ruchliwo$¢ w obszarze grupy cholinowej, a takze na wzrost stezenia czasteczek wody w
regionie polarnym btony. Otrzymane wyniki badan FTIR wykazaty, wiec wzrost hydratacji
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bton utworzonych z lipidow DPPC lub EPC modyfikowanych ekstraktami, ktory jest wigkszy
dla ekstraktow z lisci czarnej porzeczki i jagody kamczackiej. Prawdopodobnie substancje te
wigzac si¢ z hydrofilowa czegscia membrany wigzaniami wodorowymi, powoduja wzrost
stezenia czasteczek wody w tym rejonie.

Podsumowanie badan

Badania przedstawione w osiggnieciu naukowym miaty na celu okreslenie skutkow
oddzialywania wybranych ekstraktow i zwigzkow polifenolowych na fizyczne wtasciwosci
btony biologicznej i lipidowej oraz pozwolity na zlokalizowanie tych substancji w
zmodyfikowanych przez nie obszarach blony. Uzyskane wyniki pozwolily takze
zaproponowa¢ mechanizm odpowiedzialny za bardzo dobre wilasciwosci antyoksydacyjne
ekstraktow polifenolowych w odniesieniu do bton biologicznych. Badania dotyczyty
ekstraktow z owocow truskawki, aronii i jabtoni, oraz z owocow i lisci czarnej porzeczki i
jagody kamczackiej, a takze pojedynczych zwigzkow polifenolowych. W tym celu zbadano
wptyw badanych substancji na wtasciwosci fizyczne bton erytrocytow i modelowych bton
lipidowych oraz aktywno$¢ przeciwutleniajaca tych zwigzkéw. Badania wykonane w ramach
osiagniecia naukowego pozwolity na wyciagnigcie nastepujacych wnioskow:

e Uzyte ekstrakty sg bogatym zrédlem zwigzkéw polifenolowych, a w szczegodlnosci
ekstrakty z lisci r6znych roslin, mniej popularne i niespozywane bezposrednio w dziennej
diecie cztowieka.

e Ekstrakty polifenolowe posiadajg wysoka aktywno$¢ antyoksydacyjng w odniesieniu do
bton biologicznej i lipidowej. Niektore z nich sg aktywniejsze niz uznane standardowe
antyoksydanty, takie jak kwas askorbinowy czy Trolox".

e Aktywnos$¢ antyoksydacyjna ekstraktow polifenolowych zalezy nie tylko od ilosci
zwigzkow polifenolowych w nich zawartych, ale przede wszystkim od ich rodzaju. Rodzaj
polifenoli i ich zawarto§¢ procentowa w ekstrakcie, zalezy z kolei, od gatunku roliny, a
takze od tego, z jakiej czg$ci rosliny ekstrakt zostal pozyskany.

e Zwigzki polifenolowe obecne w ekstraktach nie wykazuja dzialan niepozgdanych. W
zakresie uzytych stezen nie dziataja destrukcyjnie na blone erytrocytow, natomiast
zwigkszaja jej wytrzymato$§¢ na zmiany ci$nienia osmotycznego otaczajacego ja
srodowiska. Zwigzki polifenolowe praktycznie nie modyfikuja czg¢sci hydrofobowej bton
tj. obszaru tancuchow weglowodorowych. Nie zmieniajg ptynnosci czegsci hydrofobowej,
poniewaz nie wnikaja gleboko do wnetrza btony.

e Ekstrakty i1 zwigzki polifenolowe modyfikuja wyraznie czes¢ hydrofilowa bton
erytrocytow i lipidowych modeli bton. Zmieniaja uporzagdkowanie i upakowanie czgsci
hydrofilowej bton. Nie zmieniaja wlasciwosci termotropowych bton lipidowych.
Koncentrujagc sie¢ w czesci hydrofilowej btony erytrocytow powodujg zmiany
morfologiczne komorek polegajace na powstawaniu echinocytow. Poprzez oddziatywania
z glowkami polarnymi lipidéw blonowych zwigzki polifenolowe powodujg zmiany w
rozkladzie tadunku elektrycznego na powierzchni blon, skutkujace zmianami opornosci i
pojemnosci elektrycznej ptaskich bton lipidowych. Powoduja rowniez zmiany hydratacji
obszaru wigzania karbonylowego, cholinowego i fosforanowego gtowek polarnych
lipidow btonowych.

Na podstawie uzyskanych rezultatéw mozna przypuszcza¢, ze ochronne dziatanie
ckstraktow w odniesieniu do btony biologicznej zalezy od ilo$¢ czasteczek polifenoli
przytaczonych do obszaru gtowek polarnych lipidow na powierzchni btony, ktore stanowia
specyficzng barier¢ ochronng. Molekularny mechanizm, odpowiedzialny za ochron¢ btony
biologicznej przed wolnymi rodnikami przez te substancje, mozna okresli¢ w nastgpujacy
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sposob. Zwiagzki polifenolowe wchodzace w sklad ekstraktow, obecne w roztworze i
przytaczone do czgsci hydrofilowej btony, zmniejszajg stgzenie wolnych rodnikow zarowno
w otoczeniu blony, jak rowniez stanowig barier¢ dla tych wolnych rodnikéw, ktore dotra do
powierzchni btony. Wzmacniajgc i uszczelniajgc blone, poprzez wigzanie si¢ z glowkami
polarnymi lipidow, zmieniajg ich uwodnienie i ograniczaja dyfuzj¢ wolnych rodnikoéw do jej
wnetrza.

Mozliwosci praktycznego zastosowania uzyskanych wynikow:

e Badane ekstrakty, w szczegélnosci mniej popularne wyciagi z liSci, moga by¢ z
powodzeniem stosowane, jako naturalne, tatwo dostgpne i bezpieczne zrédio substancji
polifenolowych w zewnetrznej i wewnetrznej ochronie organizmu. W $wietle uzyskanych
wynikow, w celach profilaktycznych, nalezy zwroci¢ uwage przede wszystkim na
korzys$ci wynikajace dla organizmu z diety bogatej w warzywa i owoce. Ponadto ekstrakty
polifenolowe z owocéw 1 lisci moga =zostaé uzyte W przemysle spozywczym,
farmaceutycznym lub kosmetycznym, jako naturalne przeciwutleniacze, suplementy diety,
sktadniki lekéw lub jako dodatki do zywnosci czy kremow pielggnacyjnych.

e Rezultaty tych badan mogg postuzy¢ rowniez do projektowania nowych preparatow lub
nanotechnologicznych sktadnikow zywnosci z udziatem polifenoli, wspomagajacych
leczenie i ochrong organizméw przed chorobami, ktore sa wynikiem stresu oksydacyjnego
powstajagcego w organizmie.

* Badania zrealizowane w ramach osiggniecia naukowego byly finansowane z projektow
badawczych MNiSW w latach 2008 - 2011, nr N N305 337034 oraz w latach 2011- 2014, nr
N N304 173840, kierowanych przez panig prof. dr hab. Haling Kleszczynska, w ktorych
habilitantka byta wykonawca oraz w latach 2011- 2014, nr N N312 422340, kierowanym
przez habilitantke.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych.
Tematyka badan realizowanych przed uzyskaniem stopnia doktora

Jestem absolwentkg Wydzialu Podstawowych Probleméw Techniki Politechniki
Wroctawskiej. Studia ukonczytam we wrzesniu 2000 roku uzyskujac tytut magistra inzyniera
fizyki technicznej o specjalno$ci inzynieria biomedyczna. Prace magisterskg pt.: ,,Model
uktadu pomiarowego do badania aberracji oka” wykonatam pod kierunkiem dr hab. inz.
Marka Zajaca.

W kwietniu 2001 roku na drodze konkursu zostatam zatrudniona na stanowisku
asystenta w Katedrze Fizyki i Biofizyki Akademii Rolniczej we Wroctawiu. W pierwszych
miesigcach pracy przygotowywatam si¢ do prowadzenia ¢wiczen laboratoryjnych z fizyki,
biofizyki i agrofizyki oraz intensywnie zapoznawatam si¢ z tematykg badan realizowanych w
Katedrze.

W pazdzierniku 2001 roku w ramach wroctawskiego porozumienia o wspotpracy
miedzyuczelnianej, podjetam studia doktoranckie w Instytucie Fizyki na Wydziale
Podstawowych Probleméw Techniki Politechniki Wroctawskiej, jednoczesnie pracujgc na
stanowisku asystenta w Katedrze Fizyki i Biofizyki Akademii Rolniczej we Wroctawiu.

Badania do pracy doktorskiej rozpoczetam w 2001 i prowadzitam je w ramach
realizowanego w latach 2001-2004 projektu badawczego MNISW pt. ,,Optymalizacja
oddzialywania aminofosfonianéw 1 wybranych herbicyddw poprzez ich synergiczne
wspotdziatanie na uktady biologiczne naturalne i modelowe. Proba wyjasnienia mechanizmu
synergizmu”, (grant nr 6 PO4G 096 21), ktorego kierownikiem byta pani prof. dr hab. Halina
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Kleszczynska. Grant ten realizowany byt we wspotpracy z zespolem kierowanym przez pana
prof. dr hab. inz. Romana Gancarza z Instytutu Technologii Organicznej, Biochemii i
Biotechnologii Politechniki Wroctawskiej. W instytucie tym przeprowadzono synteze¢ nowych
zwigzkow organicznych fosforu (aminofosfonianow). Badania dotyczace aktywnos$ci
biologicznej tych zwigzkdéw oraz ich mieszanin ze znanymi i stosowanymi powszechnie
herbicydami, stanowily glowna tres¢ mojej rozprawy doktorskiej, ktorej przewod zostat
otwarty w pazdzierniku 2002 roku w Instytucie Fizyki Politechniki Wroctawskiej, a
promotorem pracy zostata pani prof. dr hab. Halina Kleszczynska.

Przedstawione w pracy doktorskiej badania mialy na celu oceng aktywnosci
biologicznej nowych zwigzkow z grupy aminofosfonianéw 0 potencjalnych wlasciwosciach
herbicydowych. Badania miaty na celu takze znalezienie korelacji migdzy aktywnoscia
biologiczng zwigzku, a jego strukturg chemiczng oraz wylonienie nowych najaktywniejszych
zwigzkoéw. Substancje najaktywniejsze byly wstepnie zakwalifikowane, jako potencjalne
pestycydy, i poddawane dalszym testom na roslinach - docelowych uktadach biologicznych.
Otrzymane w tej pracy wyniki badan byly wykorzystane do projektowania struktur i syntezy
nowych zwigzkéw 0 optymalnych wiasciwosciach herbicydow.

Badania  aktywnosci  biologicznej  wykonalam dla  kilkunastu = nowych
aminofosfoniandow o roéznej strukturze chemicznej (acykliczne, cykliczne i pochodne
fluorenu) o charakterze amfifilowym, podobnych strukturalnie do stosowanych w rolnictwie
herbicydéw. Aktywno$¢ biologiczng tych zwigzkéw okreslatam na podstawie ich
oddzialywania z btong erytrocytow oraz poréwnywatam z ich wptywem na inhibicj¢ wzrostu i
kietkowania ro$lin wyzszych. Aktywnos¢ uzytych w pracy substancji okreslitam na podstawie
zmian parametrow fizycznych blon erytrocytow takich jak: wytrzymato$¢ mechaniczna,
opornos¢ osmotyczna, plynno$¢ btony i indeksy ksztaltow erytrocytow.

W celu otrzymania skuteczniejszych srodkéw ochrony ros$lin 1 opdznienia procesu
Uodparniania si¢ roslin na jeden rodzaj substancji, nowe zwiazki otrzymane na drodze syntezy
taczytam takze w mieszaniny ze stosowanymi herbicydami. W badaniach przeprowadzonych
w ramach rozprawy doktorskiej oceniatam rowniez aktywno$¢  biologiczng
dwusktadnikowych mieszanin, utworzonych z jednego nowego zwigzku z grupy
aminofosfoniandow oraz dwoch aktywnych 1 powszechnie stosowanych w uprawach
herbicydow: kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D), wchodzacego w sktad preparatu
herbicydowego o nazwie Pielik oraz fosfonometyloglicyny (glifosat, FMG), glownego
sktadnika preparatu Roundoup.

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly, ze najwyzsza aktywnos¢
hemolityczng miaty zwigzki acykliczne i pochodne fluorenu. Badane zwigzki wbudowywaty
si¢ zarbwno do zewnetrznej, jak 1 do wewngtrznej monowarstwy blony erytrocytow.
Wszystkie zwigzki powodowaly zmiany w ptynnos$ci i stopniu uporzagdkowania btony, ktore
zalezaly od struktury zwigzku i jego stezenia. Wykazano, ze zwigzki dziatajace destrukcyjnie
na blong erytrocytow, wykazuja réwniez wickszy wpltyw na inhibicj¢ wzrostu ogorka i
pszenicy oraz na kietkowanie nasion gorczycy. W odniesieniu do kilku z kilkunastu
mieszanin nowych aminofosfonianow ze zwigzkiem 2,4-D lub glifosatem wykazatam
dziatanie synergiczne, co oznaczato, ze ich aktywnos$¢ hemolityczna w odniesieniu do btony
erytrocytow byta wyzsza niz aktywno$¢ pojedynczych sktadnikow mieszanin.

Badania nad aktywnos$cia pojedynczych aminofosfonianéw i ich mieszanin zostaty
opublikowane w 10 pracach [Kleszczynska i in., 2001 a, b, 2003; Bonarska i in., 2002, 2003 a
i b, Sarapuk i in., 2003, 2005, 2009; Bielecki i in., 2005] i przedstawione w 9 komunikatach
konferencyjnych.

Tematyka badan realizowanych po uzyskaniu stopnia doktora
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Zarowno przed jak i po uzyskaniu stopnia doktora, realizowatam badania bgdace
czgscig kompleksowych badan prowadzonych w Katedrze Fizyki 1 Biofizyki, ktore w
ogolnosci dotycza biofizyki blon biologicznych. Badania te miaty na celu poznanie
mechanizmow oddziatywania réznych substancji biologicznie aktywnych z btonami
biologicznymi i modelowymi na podstawie skutkéw tego oddziatywania. Badania takie
prowadzitlam przez caty czas mojej dziatalnosci naukowej z réznymi grupami zwigzkéw w
ramach wspoélpracy naukowej z o$rodkami w kraju oraz, w ostatnich latach, z o$rodkiem
zagranicznym. Realizowane przeze mnie badania podzielitam tematycznie, wedtug grup
badanych zwiazkow, o okreslonym przeznaczeniu.

1. Ciwartorzedowe sole amoniowe

Przed obrong pracy doktorskiej podjetam badania realizowane w Katedrze Fizyki i
Biofizyki nad aktywnos$cig biologiczng nowych zwigzkéw z grupy czwartorzgdowych soli
amoniowych, zsyntetyzowanych w ramach wspolpracy naukowej w latach 2002-2008 z
zespotem pana prof. dr hab. inz. Stanistawa Witka z Wydziatu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej. Czwartorzedowe sole amoniowe zostaty zaprojektowane, jako potencjalne
pestycydy, gdyz w testach biologicznych wykazaly dobrg aktywno$¢ grzybo-, glono- i
bakteriobdjcza. Zwiazki te, jako substancje o charakterze amfifilowym, byty rowniez aktywne
w odniesieniu do bton biologicznych. Ich aktywnos$¢ byta zalezna zarowno od dlugosci
tancuchow weglowodorowych, jak i od struktury gléwki polarnej. We wczesniejszych
badaniach wykazano, ze substancje 0 podobnej strukturze indukuja hemolize¢ i modyfikuja
transport anionéw przez blong. W grupie czwartorzgdowych soli amoniowych
zsyntetyzowano tzw. zwiazki dwufunkyjne roéznigce si¢ dtugosciami tancuchow alkilowych i
strukturami chemicznymi czgsci polarnych, ktore przy odpowiednich stezeniach mogg byc¢
wykorzystywane, jako pestycydy, a dzigki podstawnikowi fenolowemu w stezeniach znacznie
nizszych moga petnié¢ rolg¢ zmiataczy wolnych rodnikow. Zwiazki te, wigc wpiSywaty sie
rowniez w nurt badawczy poszukiwania nowych, skutecznych antyoksydantow. Méj udziat w
badaniach nad aktywnos$ciag tych zwiazkéw polegal na wyznaczeniu ich aktywnosci
hemolitycznej oraz aktywnos$ci antyoksydacyjnej w stosunku do lipidow zawartych w btonie
erytrocytow utlenianych promieniowaniem UV. Badania byty przeprowadzone na cieniach
erytrocytow, otrzymanych metoda Dodge’a. Stopien utlenienia lipidow okreslatam na
podstawie stezenia dialdehydu malonowego, bedacego produktem utleniania.

W badaniach tych wykazatam, ze czwartorzedowe sole amoniowe w st¢zeniach
znacznie nizszych od litycznych skutecznie chronig lipidy btonowe przed utlenieniem.
Wysoka aktywno$¢ antyoksydacyjng wykazaty zwiagzki o odpowiednio dtugich tancuchach
alkilowych, ktore najlatwiej wigzaly si¢ z blong erytrocytow, co uwzgledniono w syntezie
dalszych zwiagzkow tego typu. Badania te stanowity tre$¢ 3 prac magisterskich, ktorych bytam
opiekunem naukowym oraz zostaly zawarte w 5 artykutach: w tym cztery prace
opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora [Kleszczynska i in., 2002, 2003 a, b, c] i
jedna po doktoracie [Kleszczynska i in., 2008 a] oraz w 4 komunikatach konferencyjnych.

2. Zwiqzki lizosomotropowe

Zwigzki lizosomotropowe, ktore rowniez byly przedmiotem moich badan w latach
2002-2005, zostaty zsyntetyzowane w postaci szeregéw homologicznych trzeciorzedowych
amin rowniez W ramach wspotpracy z zespotem pana prof. dr hab. inz. Stanistawa Witka z
Wydziatlu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Nazwa tych substancji zwigzana jest z
faktem, ze gromadzg si¢ one szczegdlnie w lizosomach komorek zwierzgcych lub wakuolach
komoérek roslinnych, ktére posiadaja najnizsze pH sposréd wszystkich organelli
komorkowych. Zwigzki te zsyntetyzowano, jako potencjalne leki przeciwnowotworowe.
Zwiazki lizosomotropowe ze wzgledu na swoje wlasciwosci kumuluja si¢ w lizosomach
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komorek nowotworowych, w ktorych pH jest nizsze niz w komorkach zdrowych. Duze
stezenie tych substancji w lizosomach prowadzi do zniszczenia blony i wyplywu enzymow
niszczacych komorke. Zwigzki lizosomotropowe byly réwniez projektowane, jako
potencjalne leki przeciwdziatajace opornosci wielolekowej (MDR). Dla nowych
potencjalnych zwiazkow lizosomotropowych, o charakterze amfifilowym réznigcych sie
strukturg czesci polarnej czasteczki 1 dtugoscig jej tancuchéw weglowodorowych, okreslatam
w podstawowych badaniach biofizycznych toksycznos¢ hemolityczng oraz wptyw na zmiany
ptynnosci btony erytrocytéw i okreslitam zalezno$¢ miedzy ich aktywnoscia wobec blony
erytrocytow, a ich strukturg chemiczng.

Wyniki tych badan zostaty zamieszczone w dwoch pracach jednej przed doktoratem
[Kleszczynska 1 in., 2005a] i jednej po doktoracie [Kleszczynska i in., 2005a] oraz dwoch
komunikatow konferencyjnych.

3. Koniugaty roslinne polifenolowo-polisacharydowe

W ramach wspoélpracy z zespotem prof. dr hab. inz. Romana Gancarza z Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej w latach 2001-2013 prowadzitam badania nad
polifenolowo-polisacharydowymi koniugatami roslinnymi, wyizolowanymi z 10 ro6znych
ro$lin leczniczych z terenu Polski: krwawnik pospolity, arnika gorska, jezowka purpurowa,
przymiotno kanadyjskie, nawto¢ pospolita, rumianek pospolity, rzepik pospolity, poziomka
pospolita, jezyna faldowana oraz krwisciag lekarski. Rosliny te zostaly wybrane do badan ze
wzgledu na wykazane wczesniej w testach in vitro wlasciwosci antykoagulacyjne
(heparynopodobne) w odniesieniu do krwi ludzkiej. Poniewaz choroby uktadu krazenia sa
obecnie w krajach rozwinigtych najczestsza przyczyna $mierci, na catym $wiecie trwaja, wigc
nieustanne  poszukiwania  nowych, skutecznych  substancji o  wtasciwosciach
antykoagulacyjnych i przeciwplytkowych, niewykazujacych skutkow ubocznych. Badania
takie coraz czgsciej skupiajg si¢ na substancjach roslinach.

Z uzyciem wyzej wymienionych polifenolowo-polisacharydowych koniugatow
roslinnych przeprowadzitam badania hemolityczne i opornosci osmotycznej erytrocytow oraz
ptynnosci i stopnia utlenienia bton erytrocytéw. Preparaty roslinne nie indukowaty hemolizy
erytrocytow, nie zmieniaty rowniez ich opornosci osmotycznej, a takze nie zmieniaty
ptynnosci bton erytrocytow. Wiasciwosci przeciwutleniajace preparatow roslinnych zbadano
w odniesieniu do bton erytrocytow, ktorych utlenianie indukowano promieniowaniem UV.
Stopien utlenienia lipidéw okreslano spektrofotometrycznie na podstawie st¢zenia
powstajacego w tym procesie dialdehydu malonowego (MDA).

Rezultaty tych badan zamieszczono w 3 pracach magisterskich, ktorych bylam
opickunem naukowym. Ponadto zostaly zawarte w 3 artykutach [Pawlaczyk i in., 2003, 2013,
Klober i in., 2007] (jedna przed doktoratem i dwie po uzyskaniu stopnia doktora) oraz w
jednym komunikacie konferencyjnym. Badania nad tymi substancjami sg obecnie
kontynuowane in vivo w ramach projektu WROVASC - Zintegrowane Centrum Medycyny
Sercowo-Naczyniowej 1 daja nadzieje na zastosowanie w przysziosci nowego,
skuteczniejszego wyciagu leczniczego.

4. Zwigzki organiczne cyny i olowiu

Innym tematem badawczym z zakresu toksykologii realizowanym przeze mnie
zarowno przed jak i po uzyskaniu stopnia doktora byl wptyw zwigzkéw organicznych cyny i
otowiu na btony erytrocytow. Zwiagzki te zanieczyszczaja sSrodowisko naturalne, a ich stezenie
ro$nie ze wzgledu na ich liczne zastosowanie w przemysle i rolnictwie. Sg to substancje
toksyczne stanowigce powazne zagrozenie dla cztowieka i innych organizmow. Skuteczna
ochrona przed zwigzkami organicznymi cyny i otlowiu wymaga wyjasnienia mechanizméow
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ich dziatania na poziomie molekularnym i komérkowym. Badania nad tymi zwigzkami byty

przez szereg lat prowadzone w Katedrze Fizyki i Biofizyki przez zespo6t pana prof. dr hab.

Stanistawa Przestalskiego. Uczestniczytam w tych badaniach w ramach czterech grantow,

kierowanych przez prof. dr hab. Stanistawa Przestalskiego, jako wykonawca. Realizowatam

badania w nastepujacych projektach badawczych:

e Antagonizm i synergizm w oddziatywaniach zwiazkéw organicznych cyny i otowiu z
btonami biologicznymi i modelowymi - zminimalizowanie wptywu toksycznych
zwigzkOw na organizmy, projekt realizowany od 2001 do 2004 (nr 6 P04G 019 21),

e Badanie mechanizmoéw toksycznosci wybranych organicznych zwigzkéw cyny i otowiu
na blony biologiczne i modelowe oraz ochrony bton przed toksykantami, projekt
realizowany od 2004 do 2007 (nr 2 P0O4G 089 27),

e Mechanizm dzialania wybranych zwigzkéw metaloorganicznych na kanaly btonowe
(jonowe i ztgczy komérkowych) pewnych komorek i na inne biatka i lipidy blonowe oraz
ochrona przed dzialaniem tych zwigzkow, projekt realizowany 2008 do 2011 (nr N N305
336434),

e Ochrona $rodowiska przed toksycznym wplywem zwigzkéw organicznych olowiu i cyny
metoda elektryczng, projekt realizowany od 2011 do 2014 (nr N N305 133540).

Badania przeze mnie realizowane dotyczyly ochronnego wplywu na blony
erytrocytow zwigzkéw: DTT (ditiotreitol) i dwusiarczek sodowy (Na,S) w odniesieniu do
tributylo- i trifenylootowiu. Dla zwiazkow trifenylo- i tributylo- otowiu oraz tributylo- i
trifenylocyny wykonalam rowniez badania hemolityczne, fluorymetryczne - ptynnosci i
uporzadkowania btony erytrocytéw oraz mikroskopowe badania ksztatltow erytrocytow.
Wyniki badan toksycznosci wyzej wymienionych zwigzkéw w odniesieniu do btony
erytrocytow wykazaty, ze zalezy ona od stezenia tych zwigzkow i ich lokalizacji w blonie.
Najbardziej toksyczny okazat si¢ zwigzek tributylootow, ktéry wnikal do wewnetrznej
monowarstwy erytrocytow, podczas gdy pozostale zwigzki kumulowaly si¢ w zewngtrznej
monowarstwie btony. Wyniki wykonanych przeze mnie badan z uzyciem zwigzkow
organicznych cyny i otowiu zostaty opublikowane w 4 pracach [Kleszczynska i in., 2004,
2008b, Zytka i in., 2009, Bonarska-Kujawa i in., 2012c] (1 przed doktoratem i 3 po uzyskaniu
stopnia doktora) oraz w 4 komunikatach konferencyjnych.

5. N-tlenki trzeciorzedowych amin

Po uzyskaniu stopnia doktora uczestniczytam w badaniach, jako wykonawca grantu
MNISW ,,Ochrona uktadow biologicznych przed stresem oksydacyjnym przez nowe
substancje z funkcjg antyoksydantu”, realizowanym od 2004 do 2007 (nr 2 PO4G 088 27) we
wspolpracy z zespotem prof. dr hab. inz. Stanistawa Witka z Wydzialu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej. Celem projektu bylo wyselekcjonowanie sposrod otrzymanych,
szeSciu szeregdw homologicznych N-tlenkow trzeciorzedowych amin typu mono- i
diamidoamin oraz mono- i diaminoestrow. Zostaly one zaprojektowane, jako potencjalnie
efektywne antyutleniacze bialek i tluszczow, a wigc mogace stuzyé, jako $rodki do
konserwacji zywnoS$ci oraz wyrobow przemystu kosmetycznego i chemii gospodarczej. N-
tlenki byly zwigzkami o niskiej toksycznosci w stosunku do organizméw wyzszych, poniewaz
ulegaty biodegradacji, zatem nie byty szkodliwe dla srodowiska naturalnego. Badania
przeprowadzone na btonach erytrocytow miaty na celu okreslenie aktywnos$ci biologicznej, w
tym antyoksydacyjnej N-tlenkow, w powigzaniu z ich strukturg chemiczng. W szczegdlnosci
okre$lono wptyw tancuchéw alkilowych, grup amidowych i estrowych na aktywnos$¢ tych
zwigzkéw. Podjete badania pozwolity na wyselekcjonowanie, wsrod badanej grupy N-
tlenkow, tych zwigzkow, ktore wykazywaty wysoka aktywnos¢ przeciwutleniajaca.
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W ramach projektu zbadatam toksyczno$¢ hemolityczng tych zwigzkow oraz ich
wplyw na plynno$¢ 1 uporzadkowanie blony biologicznej, a takze ich aktywnos¢
przeciwutleniajacg w odniesieniu do bton erytrocytow. Wyniki badan wykazaly zwigzek
miedzy aktywno$cig biologiczng tych zwigzkow, a okre§lonymi grupami funkcyjnymi
zawartymi w ich czasteczkach, jednak ich wilasciwosci przeciwutleniajace nie okazaty sig¢
wystarczajgco dobre. Tylko 3 z ponad 20 przebadanych N-tlenkéw skutecznie chronity lipidy
przed utlenieniem. Pozostate zwigzki albo wykazaty niewielkg aktywnos$¢ przeciwutleniajacg
albo dziataty prooksydacyjne. Badania te zaowocowaty 4 publikacjami [Kleszczynska i in.,
2005b, 2006; Bielecki i in., 2007; Bonarska-Kujawa i in., 2007a] i 6 komunikatami
konferencyjnymi oraz jedna prac¢ magisterska, ktorej bytam opiekunem naukowym.

6. Migkkie substancje biologicznie czynne o strukturze gemini

W ramach wspoétpracy z Wydziatem Chemicznym Politechniki Wroctawskiej w latach
2009-2012 uczestniczytam w badaniach prowadzonych w ramach grantu MNiSW , Migkkie
substancje biologicznie czynne o strukturze typu gemini” (nr N N209 337737) kierowanego
przez zesp6t dr inz. Jacka Luczynskiego. Badania byly prowadzone nad nowymi
syntetycznymi surfaktantami z grupy czwartorzedowych soli amoniowych o strukturze
dimerycznej tzw. ,,gemini”. Zwiazki te, jako estry glicyny lub alaniny czwartorzedowych soli
amoniowych, 0 zroéznicowanej strukturze chemicznej, zostaly zaprojekowane, jako
potencjalne inhibitory pomp opornosci wielolekowej (MDR). Substancje te charakteryzuja si¢
rowniez niskg toksycznoscig i sg zdolne do tworzenia kompleksow z DNA, co w
perspektywie mogto okazac¢ si¢ uzyteczne w terapii genowej. Okreslenie ,,mi¢kkie” odnosi si¢
do zwigzkow, ktore po zastosowaniu tracg swoja aktywnos$¢ i moga ulega¢ rozkladowi
hydrolitycznemu, zatem sa przyjazne dla Srodowiska naturalnego. Waznym elementem
rzutujacym na wiasciwosci zwiagzku jest, obok rodzaju ugrupowania hydrofobowego (dtugosc¢
tancucha weglowodorowego) i rodzaju tacznika migdzy tancuchami alkilowymi. Substancje
te moga znalez¢ zastosowanie, jako biocydy. Mniej aktywne zwigzki moga by¢ rozwazane,
jako no$niki lekow lub DNA w terapii genowe;.

W ramach projektu realizowatam badania toksycznosci hemolitycznej tych zwiazkow
w odniesieniu do erytrocytow oraz badania ptynnosci i uporzadkowania blony erytrocytow.
Badania te miaty na celu okreslenie aktywnosci biologicznej tych zwiazkéw w powiazaniu z
ich strukturg chemiczng. W szczegodlnosci okreslono aktywnos$¢ zwigzkéw w zaleznosci od
dhugosci ich tancuchéw alkilowych 1 lacznika wystepujacego miedzy tymi tancuchami.
Zbadano pond 20 zwigzkéw typu gemini, zsyntetyzowanych w postaci czterech szeregoéw
homologicznych estréow glicyny i alaniny. Wysoka aktywno$¢ hemolityczng i zmiany w
czesci hydrofilowej 1 hydrofobowej btony erytrocytow wykazaly zwigzki o odpowiednio
dhugich tancuchach alkilowych i wigkszym taczniku miedzy tancuchami, ktére najlatwiej
wigzaly si¢ z blong erytrocytow. W ramach tego projektu bytam opiekunem naukowym 4 prac
magisterskich studentow Wydzialu Chemicznego Politechniki  Wroctawskiej oraz
wspoétautorem komunikatu konferencyjnego i pracy wystanej do czasopisma Tenside,
Surfactants, Detergents.

7. Substancje polifenolowe: zwigzki i ekstrakty roslinne

Poniewaz poszukiwania nowych i skutecznych antyoksydantow wsréod nowych
zwigzkéw syntetycznych nie daty oczekiwanych rezultatow w ramach kolejnego projektu we
wspotpracy z prof. dr hab. Janem Oszmianskim z Katedry Technologii Owocow, Warzyw i
Zbo6z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu rozpoczeliSmy badania nad zwigzkami i
ekstraktami polifenolowymi wyizolowanymi z wielu ro$lin. Badania te przede wszystkim
skupiaty si¢ na ochronnym dziataniu zwiazkéw polifenolowych w odniesieniu do bton
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erytrocytow i byly wykonywane w ramach dwoch grantow. W latach 2008-2011 bratam
udziat, jako wykonawca w projekcie ,,Ochrona organizmow zywych przed wolnymi
rodnikami przez naturalne substancje polifenolowe” grant MNiSW (nr N N305 337034) oraz
w latach 2011-2014, w projekcie: ,,Ochronny wplyw ekstraktow roslinnych na uktady
biologiczne narazone na dzialanie promieniowania UV”, grant MNiSW (nr N N304 173840),
kierowanymi przez panig prof. dr hab. Haling¢ Kleszczynskg. Bardzo dobre wlasciwos$ci
przeciwutleniajace tych zwiazkow 1 ekstraktow w odniesieniu do bton erytrocytow i
lipidowych zachg¢city mnie do podjecia badan nad wptywem tych substancji na wiasciwosci
fizyczne blon erytrocytow i bton modelowych. Powyzsze badania prowadzitam w ramach
kierowanego przeze mnie projektu MNiSW w latach 2011 do 2014 pt.: ,,Oddziatywanie
polifenoli roslinnych z modelowymi i naturalnymi btonami biologicznymi w aspekcie
nanotechnologii” (nr N N312 422340). Badania przedstawione przeze mnie, jako osiaggniecie
naukowe byly prowadzone w ramach 3 powyzszych projektow i dotyczyly wynikow
uzyskanych dla wybranych ekstraktow z owocoéw i liSci oraz niektorych pojedynczych
zwiagzkow polifenolowych. Badania przeprowadzone w ramach projektow miaty na celu
okreslenie wtasciwosci przeciwutleniajagcych i ochronnych polifenolowych ekstraktow
ro$linnych oraz przyblizenie molekularnego mechanizmu oddziatywania polifenoli z blong
biologiczng na podstawie biofizycznych badan strukturalnych. Zbadano w sumie ponad 20
polifenolowych ekstraktow roslinnych: z owocow 1 lisci czarnej porzeczki, jagody
kamczackiej, jagody lesnej, a takze z owocow: jablka, truskawki, aronii, boréwki wysokiej i
niskiej, czerwonej porzeczki i zurawiny oraz z liSci mini kiwi, a takze z eciny i tuski gryki,
kocanki, gtogu, dziurawca i tarczycy bajkalskiej, a takze ekstrakty z owocow wisni w postaci
nanoczastek enkapsulowanych z dodatkiem maltodekstryny lub inuliny. Wyzej wymienione
ekstrakty miaty oznaczony sktad polifenolowy metodami chromatograficznymi HPLC-DAD i
UPLC-DAD-MS. Ponadto w badaniach wykorzystano kilkanascie zwigzkow polifenolowych
w tym: kwas chlorogenowy, glikozydy kwercetyny, epikateching, rutyne oraz Kklika
antocyjanow: pelargonidyno-3-O-glukozyd, cyjanidyno-3-O-glukozyd, cyjanidyno-3-O-
galaktozyd, malwinidyno-3-O-glukozyd i delfinidyno-3-O-glukozyd, ktére jak wykazaty
analizy UPLC, sg gtownymi sktadnikami badanych ekstraktow.

W badaniach zastosowano rozne modele bton, ktére postuzyty do okreslenia
charakteru oddziatywan badanych zwigzkow 1 ekstraktow polifenolowych zarowno z blong
biologiczna, jak i z jej faza lipidowa. Dla wyzej wymienionych ekstraktow i zwigzkow
polifenolowych przeprowadzitam szereg badan réznymi metodami 1 technikami
pomiarowymi, omoéwionymi rowniez w osiggnieciu naukowym. Fluorymetrycznie i
spektrofotometrycznie oznaczano poziom inhibicji utleniania bton biologicznych, ktore
utleniano promieniowaniem UV i zwigzkiem AAPH. Ponadto przeprowadzitam badania
hemolityczne, oporno$ci osmotycznej | ksztaltow erytrocytow poddanych dziataniu badanych
ekstraktow. Zbadatam takze metoda fluorymetryczng uporzadkowanie czgsci hydrofilowej
btony i ptynnos¢ hydrofobowego obszaru bton erytrocytéw i lipidowej. Ponadto w obecnosci
ekstraktow zostaty przeprowadzone badania temperatury przejscia fazowego w liposomach
utworzonych z lipidow syntetycznych DPPC i DMPC metodg fluorymetryczng i przy uzyciu
réznicowe] kalorymetrii skaningowej (DSC). Zbadano stabilno$¢ ptaskich bton lipidowych
(BLM), uformowanych z DPPC, lecytyny jajecznej oraz z lipidow wyekstrahowanych z blony
erytrocytow i wyznaczono ich parametry elektryczne: pojemno$¢ i opornosé. Ponadto
metodami FTIR i NMR okre$lono zmiany wywotane w btonach lipidowych przez wybrane
substancje i pojedyncze zwiazki polifenolowe. Na podstawie uzyskanych rezultatow badan,
oméwionych w duzej czesci, jako osiggniecie naukowe, mozna stwierdzi¢, ze zwiagzki
polifenolowe nie dziatajg destrukcyjnie na blony i praktycznie nie wnikaja do ich
hydrofobowego wnetrza natomiast tacza si¢ z nig w obszarze hydrofilowym. Mozna
przypuszcza¢, wiec ze ochronne dzialanie ekstraktoéw wobec blony biologicznej zalezy od
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ilosci czasteczek polifenoli przytaczonych do powierzchni btony komorkowej, ktore tworza
specyficzng bariere ochronng, w szczegolnosci dla wolnych rodnikéw. Z jednej strony, jako
zmiatacze wolnych rodnikéw substancje polifenolowe redukujg ich stg¢zenie w roztworze, z
drugiej strony taczac si¢ z btona, ograniczaja ich dyfuzje do jej wnetrza. Wyniki badan
pozwolily réwniez zwroci¢ uwage na fakt, ze uzyte ekstrakty sa bogatym zréodiem zwigzkoéw
polifenolowych, w szczegdlnosci dotyczy to ekstraktow z lisci réznych roélin, ktore sg mniej
popularne i niestosowane bezposrednio W dziennej diecie cztowieka. Ekstrakty polifenolowe
wykazuja wysoka aktywno$¢ antyoksydacyjng, a niektore z nich sg aktywniejsze niz uznane
standardowe antyoksydanty jak kwas askorbinowy czy Trolox®. Rezultaty tych badan moga
postuzy¢ do komponowania sktadu nowych preparatow lub lekow oraz nanotechnologicznych
sktadnikéw zywnosci wspomagajacych leczenie niektorych chordéb wywotanych stresem
oksydacyjnym.

Przeprowadzone w ramach projektéw badania, zostaly zamieszczone w 16 pracach
[Bonarska-Kujawa i in., 2007 a, 2008 a i b, 2011 ai b, 2012 a i b, 2013, 2014 a i b, 2015;
Wrtoch i in., 2008, 2009; Cyboran i in., 2011, 2014; Pruchnik i in., 2014], z czego 8 stanowi
osiaggniecie naukowe, a takze w 27 komunikatach konferencyjnych. Czg¢s¢ wynikéw badan
uzyskanych w ramach projektéw zostala zawarta w pracy doktorskiej pani dr inz. Sylwii
Cyboran, ktorej bytam promotorem pomocniczym. Obrona pracy doktorskiej, zrealizowanej
na podstawie dorobku naukowego, miata miejsce na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu L.odzkiego, gdzie zostala zatwierdzona 26 lutego 2014 roku. Czgs¢ wynikow
badan uzyskanych w tych projektach zostala rowniez zawarta w dwoch pracach
magisterskich, ktorych bytam promotorem. Pierwsza z nich obroniona w 2009 na Wydziale
Biologii i Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu przez panig
Karoling Baczynska pt.: ,,Wlasciwos$ci naturalnych zwigzkéw polifenolowych w odniesieniu
do bton”. Druga obroniona w 2013 na Wydziale Biologii i Hodowli Zwierzat Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu przez pana Damiana Lyko pt.: ,,Oddziatywanie ekstraktow
ro$linnych z btong biologiczng™.

W badaniach nad zwigzkami pochodzenia ros§linnego wspolpracowatam roéwniez z
zespotem pani prof. dr hab. Marii Zamaraevej z Katedry Biofizyki Uniwersytetu w
Biatymstoku. Wspotpraca dotyczyta badan nad ekstraktem wyizolowanym z lisci sumaka,
wykazujacym wiasciwosci antyhemolityczne i antybakteryjne. W ramach tej wspotpracy
wykonatam mikroskopowe badania ksztattu erytrocytoéw modyfikowanych ekstraktem, a
wspolpraca ta zaowocowata publikacja [Olchowik-Grabarek i in., 2014].

Badania na innych blonach komorkowych

W latach 2011-2012 podjetam badania w ramach grantu MNiSW, w programie
luventus Plus, ,,Modyfikacja zawartosci cholesterolu w btonach komorkowych plemnikéw
kogutéw w celu poprawy zywotnos$ci i ruchliwosci gamet po kriokonserwacji nasienia” (nr 62
IP2011 040171), kierowanego przez panig dr inz. Agnieszke Partyke z Katedry Rozrodu z
Klinikg Zwierzat Gospodarskich z Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu. Istota tego projektu byto okreslenie optymalnego stezenia
wybranych substancji cyklodekstryny lub kompleksu cyklodekstryna-cholesterol dodawanego
do nasienia koguta przed zamrozeniem, ktore w znaczny sposob poprawitoby zywotno$¢ i
ruchliwos¢ plemnikéw po rozmrozeniu. Ponadto celem naukowym projektu byto okreslenie
wplywu zawartosci cholesterolu w btonach komoérkowych plemnikéw kogutéw na:
zywotno$¢, ruchliwos¢ 1 stan akrosomow gamet przed 1 po kriokonserwacji; zawarto$¢
cholesterolu w btonach komorkowych plemnikoéw przed i po kriokonserwacji oraz zmiany
ptynnosci oraz stopnia uporzadkowania lipidow w blonach komoérkowych plemnikow
poddanych tej procedurze. M¢j wklad w te badania dotyczyt okreslenia plynnosci i
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uporzadkowania blony plemnikéw koguta przed i po kriokonserwacji takze z dodatkiem
cholesterolu i kompleksu cyklodekstryna-cholesterol. Badania te zostaly zamieszczone w
dwoch komunikatach i pracy wystanej do czasopisma Zygote.

W 2014 roku podjetam takze wspotprace naukowa z Institute of Microbiology and
Immunobiolology, Uniwerstetu w Szeged na We¢grzech z zespotem prof. Josepha Molnara,
gdzie zostala okreslona aktywnos$¢ antyproliferacyjna i zdolno$¢ do odwrocenia opornosci
wielolekowej (Multi Drug Resistance) komorek nowotworowych chloniaka myszy (L5178)
przez ekstrakty z owocOw czerwonej porzeczki i zurawiny oraz z liSci mini kiwi. Ekstrakty te
wybrane zostaly do badan ze wzgledu na obecno$¢ w ich sktadzie polifenolowym
antocyjanow i procyjanidyn, ktore wykazuja rowniez udokumentowane dziatanie
antyproliferacyjne i antymutagenne [Santos-Buelga and Scalbert, 2000; Faria i in., 2006].
Wybrane ekstrakty wykazaty ponadto wysoka aktywno$¢ antyoksydacyjng i zdolnos¢ do
modulacji plynnosci bton biologicznych i modelowych, przez co mogly by¢ potencjalnie
skuteczne w zwalczaniu komorek nowotworowych. Uzyskane wyniki dla tych ekstraktow nie
wykazaty jednak ich wiasciwosci antyproliferacyjnych i wptywu na odwrdcenie opornosci
wielolekowej (MDR). Badania te zostaly zaprezentowane w jednym komunikacie
konferencyjnym.

Warto tez zaznaczy¢, ze w 2009 roku w celu poszerzenia swojej wiedzy i umiejgtnosci
w zakresie technik fluorescenyjnych uczestniczytam w szkoleniu w The Fluorescence
Education Center, Instituto Italiano di Technologia w Genui we Wloszech. Po ukonczeniu
kursu pt.: "Principles of Fluorescence Techniques”, otrzymatam certyfikat. Przez ostatnie lata
pracy naukowej intensywnie staratam si¢ rozszerza¢ swoj warsztat naukowy 0 nowe techniki i
metody badawcze, w szczegdlnosci metody spektroskopowe, a takze o inne obiekty badawcze
tj. komorki plemnikow czy chloniaka myszy. Planuje, wigc w najblizszym czasie dalsze
poszerzanie swojego warsztatu badawczego oraz kontynuacj¢ i poszerzanie wspOlpracy
naukowej z innymi osrodkami naukowymi w kraju i zagranica. W najblizszym czasie, w celu
pozyskania $rodkow finansowych, planuj¢ ztozy¢ wniosek o grant do NCN w programie
»Sonata Bis” na dalsze badania nad aktywnoscig i ochronnym dziataniem zwiazkow
polifenolowych w odniesieniu do bton komorkowych.

Podsumowanie dorobku naukowego

Moj dotychczasowy dorobek obejmuje 1Iacznie 45 opublikowanych prac
doswiadczalnych, w tym 8 prac zostalo wiaczonych w osiggnigcie naukowe stanowigce
rozprawe habilitacyjng. Wsrod opublikowanych artykutow 25 znajduje si¢ w czasopismach z
bazy JCR, oraz 20 posiada punktacje MNiSW, ponadto dwie nowe prace zostaty wystane do
czasopisma, jedna z nich jest po pozytywnej recenzji. Opublikowatam takze 62 komunikaty
konferencyjne w tym 6 zamieszczonych jest w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie JCR.
Laczna ilo$¢ cytowan publikacji na dzien 25.09.2015 wedtug bazy Web of Sciences to 143
(111 bez autocytowan).

Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora

Artykulty w czasopismach z IF w jezyku angielskim 10
Artykuly w czasopismach bez IF w jezyku angielskim z punktacja MNiSW 7
Komunikaty konferencyjne 17wtym1lzIF
Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora
Artykuty w czasopismach z IF w jezyku angielskim 15
Artykuty w czasopismach bez IF w jezyku angielskim z punktacja MNiSW 10
Artykuty w czasopismach w jezyku polskim z punktacjg MNiSW 3
Komunikaty konferencyjne: 45wtym5zIF
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47,224
Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania IF podany wg. roku publikacji dla artykuty 36,391
artykutéw i komunikatow komunikaty
10,833
. . . 684
Sumaryczne punkty MNiSW podane wg roku publikacji dla artykutow i
S artykuty 550
komunikatow .
komunikaty 134
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