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1. Imig i Nazwisko.

Pawel Kowalczyk

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskie;j.

- stopien naukowy: doktor nauk biologicznych w zakresie biochemii

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie; rok uzyskania 2005; tytut rozprawy doktorskiej:
»Sekwencyjnie zalezna indukcja egzocyklicznych adduktow zasad DNA przez trans-4-hydroxy-2-
nonenal oraz aldehyd chlorooctowy, mutageneza i naprawa w komoérkach Escherichia coli”, praca w
jezyku angielskim; promotor: prof. dr hab. Barbara Tudek

- tytul zawodowy: magister inzynier W zakresie biotechnologii rolniczej

Wydzial Rolnictwa i Biologii, Szkoly Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie; rok
uzyskania 1998; tytut pracy magisterskiej: ,,Lokalizacja uszkodzen ludzkiego genu p53 przez aldehyd
chlorooctowy metoda odcisku palca polimerazy DNA”- praca obroniona z wyroéznieniem.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Od 2016 - specjalista w Instytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej
Akademii Nauk.

2012-2013- adiunkt, Wydzial Rolnictwa i Biologii SGGW, Samodzielny Zaklad Biologii
Mikroorganizmoéw, praca naukowa i dydaktyczna, prowadzenie zaje¢ ze studentami.

2011-2012- starszy specjalista naukowo-techniczny, Interdyscyplinarne Centrum Modelowania
Matematycznego i Komputerowego Uniwersytetu Warszawskiego (ICM UW).

2007-2010- adiunkt, Interdyscyplinarne Centrum Modelowania Matematycznego i Komputerowego
Uniwersytetu Warszawskiego (ICM UW).

2005-2007- asystent, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN. Kontynuacja badan nad naprawa i
oksydacyjnymi uszkodzeniami DNA w komorkach bakteryjnych i zwierzecych.

1998-2005- studia doktoranckie w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie w Zakladzie
Biologii Molekularnej w pracowni Oksydacyjnych Uszkodzen DNA o specjalnosci zwigzanej z
uszkodzeniami i naprawa DNA w komorkach bakteryjnych i zwierzecych.

1993-1998 - studia magisterskie na Wydziale Rolniczym Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego

w Warszawie.

4. Wskazanie osiagnigcia* 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.
2016r. poz. 882 ze zm. W Dz, U, z 2016r.poz. 1311., Dz.U. 2017 poz 1852).

a) tytul osiagnig¢cia naukowego



Analiza stanéw zapalnych, jednostek chorobowych oraz stresu oksydacyjnego w tkankach
organizmow zywych pod wplywem wybranych patogenéw szczepoéw bakteryjnych i ich

interakcje z czwartorzedowymi amonowymi cieczami jonowymi

b. Publikacje wchodzace w sklad osiagnigcia naukowego:

B. 1. Miskiewicz A, Kowalczyk P.”, Mahdi-Oraibi S., Cybulska K., Misiewicz A. (2018) Bird
feathers as potentially source of pathogen microorganisms- a new look at old diseases. Antonie van
Leeuwenhoek International Journal of General and Molecular Microbiology vol 111, Nr 3, 1-15,
10.1007/s10482-018-1048-2. (IF=1,795), (MNiSW=20).

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji artykutu, syntezie dostepnej
literatury; dotyczqcej podrozdziatu opisujacego choroby bakteryjne ptakéw indukowanych przez
bakterie z rodzaju E.coli i Salmonella, wspottworzeniu rozdziatu opisujqcego choroby bakteryjne
ptakow indukowanych przez bakterie z rodzaju Bacillus i Pseudomonas, wspottworzeniu rozdziatu
opisujqcych choroby wirusowe i grzybowe ukltadu oddechowego i pokarmowego u ptakow,
przygotowaniu koricowej wersji manuskryptu wraz z wystaniem do czasopisma.

Modj udzial procentowy okreslam na 50%.

B. 2. Borkowski A., Kowalczyk P.”, Czerwonka G., Ciesla J., Ctapa T., Misiewicz A., Szala M.,
Drabik M. (2017) Interaction of quaternary ammonium ionic liquids with bacterial membranes -
Studies with Escherichia coli R1-R4-type lipopolysaccharides. Journal of Molecular Liquids 246,
282-289. (IF=3,648), (MNiSW=30).

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na wspélopracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu i
wykonaniu doswiadczen zwiqzanych z. syntezq cieczy jonowych i ich prekursorow, wspotwykonaniu
badarn mikrobiologicznych w zakresie oznaczen toksycznosci cieczy jonowych, modyfikacji cieczami
jonowymi i ich prekursorami komérek wybranych szczepéw bakteryjnych; K12, R1-R4, oznaczeniu
zywotnosci komorek bakteryjnych metodq MIC i MBC po modyfikacji, uczestnictwie w wykonaniu
pomiarow potencjatu elektrokinetycznego cieczy jonowych oraz komorek wybranych szczepow
bakteryjnych K12, R1-R4 po modyfikacji cieczami jonowymi (od C8-C18) i ich prekursorow,
syntezie dostepnej literatury, opracowaniem graficznym rysunkow, wspotudziatu w opracowaniu
wstepu, metodyki badawczej, wynikow 1 ich dyskusji, przygotowaniu koncowej wersji manuskryptu,
redakcji manuskryptu, wystaniu manuskryptu do czasopisma.

Moj udzial procentowy okreslam na 40 %.

B. 3. Kowalczyk P., Jaworek J., Kot M., Sokotowska B., Bielen A., Janowska B., Ciesla J.M.,
Szparecki G., Sado$ B., Tudek B. (2016) Inflammation increases oxidative DNA damage repair and
stimulates preneoplastic changes in colons of newborn rats. Journal of Physiology and Pharmacology,
vol 67, No 2, 277-286. (IF=2.883), (MNiSW=25)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu i
wykonaniu doswiadczen (polegajqcych na oznaczeniu aktywnosci enzymatycznych z wykorzystaniem
biatek naprawy DNA w analizowanych homogenatach tkankowych metodq wycinania zasad, analizie
ekspresji genow naprawy DNA oraz genow stanow zapalnych metodq Real time-PCR, analizie
mikroskopowej stanow przednowotworowych w  analizowanych tkankach), syntezie dostepnej
literatury, wspdtudziate w opracowaniu wynikéw i ich dyskusji, przygotowaniu koncowej Wersji
manuskryptu . Mdj udziat procentowy okreslam na 40 %.



B 4. Langie S.A.S., Kowalczyk P., Tomaszewski B.,Vasilaki A., Maas L.M., Moonen E.J., Palagani
A., Godschalk R.W.L., Tudek B., van Schooten F.J., Berghe W. V., Zabielski R., Mathers J.C. (2014)
Redox and epigenetic regulation of the APE1 gene in the hippocampus of piglets: The effect of early
life exposures. DNA Repair, 18, 52-62. (1F=3,111), (MNiSW=35)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wspdélopracowaniu koncepcji badan, przygotowaniu
tkanek do analiz, zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen polegajacych na; oznaczeniu aktywnosci
ciecia DNA z wykorzystaniem biatek naprawy powiqzanych z system wycinania zasad i nukleotydow
w analizowanych homogenatach tkankowych, analize ekspresji genu Apel z wykorzystaniem metod
Real time-qPCR), wspétudziale w opracowaniu wstepu, metodyki i dyskusji, analize wynikow, syntezie
dostepnej literatury, przygotowaniu koncowej wersji manuskryptu.

Modj udzial procentowy okreslam na 25 %.

B 5. A16. Langie S.A.S., Kowalczyk P., Tudek B., Zabielski R., Dziaman T., Olinski R., van
Schooten F.J, Godschalk R.W.L. (2010) The effect of oxidative stress on nucleotide-excision repair in
colon tissue of newborn piglets. Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis. VVol. 695, Nr 1-2, 75-80. (1IF=2,938), (MNiSW=32).

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspétopracowaniu koncepcji badarn , przygotowaniu
tkanek do analiz, zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen polegajacych na, oznaczeniu aktywnosci
enzymatycznych z wykorzystaniem biatek naprawy DNA w analizowanych homogenatach tkankowych
metodq wycinania nukleotydow, nadzorowanie analizy probek moczu na zawartos¢ 8-oxoGua
wspotudziale w opracowaniu wstepu, metodyki i dyskusji, analize wynikow, Syntezie dostepnej
literatury, oraz przygotowaniu koricowej wersji manuskryptu.

Moj udzial procentowy okreslam na 30 %.

Punktacja pigciu prac wchodzacych w sklad jednotematycznego cyklu publikacji zgodnie z
rokiem wydania lub zgodnie z ostatnia dostgpng wartoscia: Laczny IF= 14,375, MNiSW=142

¢) Oméwienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wstep

Stres oksydacyjny jako czynnik toksyczny dla komoérek poprzez reakcje redoks moze
regulowa¢ szlaki naprawy DNA. Podstawowym enzymem nhaprawy miejsc purynowych i
pirymidynowych jest endonukleaza 1 (APE1) w szlaku btednie sparowanych zasad tzw. BER (ang.
Base Excision Repair) oraz NER (z ang. Nucleotide Excision Repair). Czynniki srodowiskowe moga
zmienia¢ metylacje genéw naprawy DNA i ich ekspresjg, modulowa¢ aktywnos¢ BER lub NER oraz
podatno$¢ na oksydacyjne uszkodzenie DNA. Oprocz aktywnosci Ap-endonukleazy w BER i jej roli
w rekrutacji innych biatek systemu naprawy, APEL (inaczej Ref-1) dziala réwniez jako czynnik
redoks kontrolujacy wewnatrzkomorkowy stany utleniania i redukcji, modulujac ekspresje genow
takich jak: AP-1, Egr-1, p53, HIF i CREB.

Mechanizm, w ktorym stres oksydacyjny moze wptywaé¢ na ekspresje enzymow
naprawczych DNA, wciaz nie jest w pelni zrozumialy. Liczne dane sugeruja, ze ekspozycje
srodowiskowe (np. styl zycia, zanieczyszczenie powietrza i metale cigzkie, nanoczastki, ciecze

jonowe) moga zmienia¢ status metylacji promotoréw genow, modyfikujac ich ekspresje i funkcje



komorek. Zaobserwowano iz, ekspozycje na te czynniki we wczesnym okresie zycia utrzymuja si¢
przez caty cykl zycia powodujac deregulacje mechanizméw obronnych w tym metylacji DNA.

W ciagu catego zycia jesteSmy narazeni na rozne endogenne (patogeny bakteryjne) lub
egzogenne czynniki tworzace reaktywne formy tlenu (ROS). Moga one powodowac¢ stres oksydacyjny
czyli zaburzenie stanu w wyniku braku rownowagi migdzy formowaniem ROS a dostgpnymi
systemami antyoksydacyjnymi (np. glutation, enzymy antyoksydacyjne). Tego typu przyktadem sa
narodziny i przejcie z zycia ptodowego na noworodkowe, ktére zwiazane jest ze zwigkszonym
stresem oksydacyjnym spowodowanym przeniesieniem z wewnatrzmacicznego Srodowiska
niedotlenionego (PO2 = 20-25 mmHg) do $rodowiska normotycznego anektro-macicy (PO2 = 100
mmHg) (Shoji i Koletzko 2007). To 5-krotne zwigkszenie cis$nienia tlenu moze zwigkszy¢
wytwarzanie ROS (Shoji i Koletzko 2007) i powodowaé uszkodzenia oksydacyjne i alkilacyjne w
DNA. Dodatkowo, domigsniowe wstrzykniecie zelaza w postaci dekstranu tzw. FeDex w trzeciej
dobie po stymulacji porodu, moze katalizowa¢ wytwarzanie ROS poprzez reakcje Fentona (Meneghini
1997), podobnie jak to opisano u szczuréw (Wellejus and Paulsen 2000).

Jesli uszkodzenia oksydacyjne nie zostana usunigte przez mechanizmy naprawy DNA, BER
lub NER, wowczas akumulujg si¢ W postaci licznych modyfikacji kwasow nukleinowych szczegdlnie
w tkankach takich jak hipokamp mozgu, jelito cienkie i grube. W tkankach tych moga utrwala¢ sie
samoczynnie mutacje, powodujace zaburzenia w genomie w mlodym wieku a podczas starzenia sie
organizmu moga prowadzi¢ powstawania stanéw zapalnych indukujacych réznego typu jednostki
chorobowe co w konsekwencji przyczynia sie do rozwoju nowotworu (Ames 1989, Seeberg i wsp.
1995, Luo i wsp. 2010, Langie i wsp. 2007, 2010, Cooke i wsp. 2003, Zawia i wsp. 2009) .

Hipokamp mozgu - jako organ docelowy, jest dobrym modelem badawczym poniewaz
posiada ggsta Sie¢ neurondéw postmitotycznych i jest szczegoélnie podatny na stres oksydacyjny w
wyniku wysokiego stezenia tlenu, wysokiej zawarto$ci wielonienasyconych kwasow ttuszczowych,
wzglednie wysokich poziomdéw jondéw metali przejsciowych i niskich poziomdéw antyoksydantow.
Ponadto staba aktywno$¢ enzymow naprawy DNA w dojrzatej tkance nerwowej jest bezposrednio
powiazana z chorobami neurodegeneracyjnymi (Luo i wsp. 2010, Langie i wsp.2010). Jelito cienkie i
grube z uwagi na swoja budowe i wlasciwosci oraz specyficzna biote bakteryjna jest rowniez
idealnym modelem do badan metylacji i oksydacji kwasow nukleinowych.

Ponadto, jelito grube zostalo wybrane jako narzad docelowy, poniewaz duze ilosci ROS sa
wytwarzane podczas choréb zapalnych, takich jak wrzodziejace zapalenie okrgznicy, ktore
predysponuje pacjentow do raka jelita grubego (Kitahora i wsp.1988, Babbs 1992, Seril i wsp. 2003,
Lee i wsp. 2006). Rowniez inne badania sugeruja, ze nieprawidlowosci lub niedobory w NER
odgrywaja kluczowa role w powstawaniu sporadycznych rakow jelita grubego (Takebayashi i wsp.
2001, Steffensen i wsp. 2006).



Metylacja DNA jest epigenetyczna modyfikacja genomu, ktora moze powodowaé zmiany w
ekspresji genow 1 fenotypie bez zmiany sekwencji DNA. Proces ten wystgpuje glownie w 5-
metylocytozynie (5 mC) w dinukleotydach CpG, poniewaz grupa metylowa przytacza si¢ do cytozyny
w pozycji 5 przez metylotransferazy DNA (Bird 2002). Do chwili obecnej niewiele wiadomo na temat
zwiazku migdzy metylacja DNA w moézgu a jego oksydacja i alkilacja, podobnie jest w przypadku
tkanek przewodu pokarmowego jelita cienkiego i grubego.

Uszkodzenia alkilacyjne i oksydacyjne zasad DNA moga by¢ indukowane zaréwno in vitro
przez niektore kancerogeny $rodowiskowe takie jak chlorek winylu (ang. vinyl chloride VC) i jego
metabolit aldehyd chlorooctowy (CAA), jak rowniez moga powstawaé in vivo w toku normalnych
procesow metabolicznych w komérce - ktore moga prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego i peroksydacji
lipidéow (LPO) w odpowiedzi na czynnik stresowy. Podczas peroksydacji dochodzi do utlenienia i
fragmentacji wielonienasyconych kwasow tluszczowych z wytworzeniem wtérnych stabilnych
produktéw takich jak aldehydy, hydroksyaldehydy, ketony, weglowodory, czy wolne kwasy
thuszczowe. Jak dotad najdokladniej scharakteryzowana grupa sa aldehydy, takie jak; dialdehyd
malonowy (MDA), aldehyd akrylowy czy hydroksyaldehyd; trans-4-hydroksy-2-nonenal (HNE)
(Schaur 2003), (ryc.1).

Ze wzgledu na swoje specyficzne wlasciwosci elektrofilowe, aldehydy i hydroksyaldehydy w
warunkach tlenowych in vivo moga atakowa¢ wiele czasteczek wystepujacych w komorce w tym
biatka 1 kwasy nukleinowe, tworzac z nimi trwale zwiazki z sze$cio- lub siedmiowgglowym
fahcuchem bocznym do wszystkich czterech zasad DNA tworzac tzw. addukty (rys.1), (Cadet i wsp.
2000).

Wsrod adduktow na szczegdlng uwage zastuguja - egzocykliczne addukty zasad DNA. Moga
by¢ one typu eteno- i propano- takie jak: 1,N°-etenoadenina (eA), 3,N‘-etenocytozyna (C), N?3-
etenoguanina (G), 1,N-propanoaddukty-guaniny (4 diastereoizomery), oraz — 8 oksoguanina (8-
0x0G), (ryc.1). Uszkodzenia te sa usuwane z matrycy DNA glownie przez system naprawy wycinania
zasad (ang. Base Excision Repair). Naprawa w tym systemie jest inicjowana przez enzymy z grupy
glikozylaz DNA rozpoznajacych zmodyfikowane zasady do ktorych zaliczamy: glikozylazg OGG1
rozpoznajaca 8-0X0G, glikozylaze ANPG rozpoznajaca €A i €G oraz glikozylaze TDG rozpoznajaca
€C. Enzymy te usuwaja uszkodzona zasade z nici DNA w miejscu jej uszkodzenia.

Zwiazki te w dwuniciowym DNA, indukuja pgkanie wiazan podwojnych, tworzac wiazania
krzyzowe DNA-DNA (Kowalczyk i wsp. 2004) oraz zwigkszaja ekspresje genow naprawy DNA
zaangazowanych w ochrong komorek przed stresem oksydacyjnym (Kowalczyk i wsp. 2016), (ryc.1).

Zmodyfikowane zasady DNA typu eteno lub propano i ich formy posrednie (ryc.l) takie jak
aldehydy i hydroksyaldehydy indukowane przez stany zapalne, ujawniaja takze wysoki potencjat
nieprawidtowego kodowania w komorkach bakterii i ssakéw. Powoduja one m.in. aberracje
chromosomowe, wymiang chromatyd siostrzanych, oraz tworzenie wszelkiego typu mutacji. Moga

one rowniez dziata¢ kancerogennie, klastogennie i cytotoksycznie powodujac niestabilno$¢ genomu i
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prowadzac do powstawania licznych mutacji somatycznych bedacych prekursorami transformacji
nowotworowej. Poznanie genotoksycznych wlasciwosci endogennych uszkodzen DNA oraz szlakow
ich naprawy w organizmach zywych ma fundamentalne znaczenie dla zrozumienia mechanizméow
chordb zaleznych od chronicznych stanéw zapalnych takich jak nowotwory czy choroby
neurodegeneracyjne oraz procesOw starzenia.

Niezaleznie od powszechno$ci wystgpowania egzocyklicznych adduktow jako uszkodzen
DNA ze zrodet endo- i egzogennych, metody ich detekcji oraz wptyw na wilasciwosci biologiczne i
naprawg w roznych tkankach organizmu w oparciu takze o inne zwiazki takie jak czwartorzgdowe
amonowe ciecze jonowe (z ang. lonic Liquids-IL) i ich prekursory teofilinowe (z ang. Theopfylline

lonic Liquids-TIL) - sa nadal fragmentaryczne.

Zrddlaendogenne (Zwiazki zawarte w diecie) Zwiazki mutagenne/kancerogenne
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Ryc.1. Gléwne szlaki powstawania eteno i propano adduktow ze zrodel egzo i endogennych



Niezaleznie od tworzenia si¢ in vivo egzocyklicznych adduktow zasad DNA, waznym
aspektem w analizie wewnatrzkomérkowego tworzenia sig stanow zapalnych i stresu oksydacyjnego-
sq interakcje czwartorzegdowych amonowych cieczy jonowych (IL) z btonami komérek bakteryjnych
produkujacych endotoksyny. Ciecze jonowe sa nowa niedawno odkryta grupa zwiazkéw (Copeland
1974) ktore wywieraja wplyw na aktywno$¢ mikrobiologiczna w glebie i srodowiskach wodnych
(Borkowski i wsp. 2016, EI-Shamy i wsp. 2015, Lawniczak i wsp 2016, Pernak i wsp. 2013, 2014,
2015, Choudhary i wsp. 2017). Ciecze jonowe sa intensywnie badanymi zwigzkami z powodu ich
potencjalnego zastosowania w technologiach przemystowych, medycynie i mikrobiologii (niska
lotno$¢, niskie czeSciowe ciSnienie pary, niepalno$¢). Moga one zastapi¢ toksyczne lotne
rozpuszczalniki. (Marsh i wsp. 2004, Hang i wsp. 2011).

Ciecze jonowe to sole w stanie cieklym, w ktorych jony kationy i aniony sa stabo skoordynowane i
maja temperature topnienia ponizej 100°C (Welton 1999, Wilkes 2002). Dodatni tadunek kationu,
moze znajdowac sig przy atomie azotu, fosforu, siarki lub tlenu (Plechkova and Seddon 2008).

Z synteza IL oraz wykorzystaniem wigze si¢ znaczne nadzieje upatrujac mozliwos$é
zastapienia  toksycznych, lotnych rozpuszczalnikow  organicznych w  wielu procesach
technologicznych jako przyklad tzw. ,zielonej chemii”. Obecnie sa one powszechnie stosowane w
procesach chemicznych jako rozpuszczalniki. Posiadaja one potencjalnie korzystne wilasciwoscei;
zdolno$¢ do rozpuszczania szerokiego zakresu zwiazkéw metaloorganicznych i nieorganicznych oraz
wodnych rozpuszczalnikoéw organicznych do biokatalizy (Thuy Pham i wsp. 2010). Wiasciwosci
biobdjcze cieczy jonowych oraz ich prekursoréw do ktorych naleza czwartorzedowe halogenki
amoniowe umozliwiaja stosowanie ich od lat jako srodkéw aktywnych w sterylizacji lub jako $rodkow
dezynfekujacych, bakteriobojczych 1 grzybobdjeczych w ochronie roznych powierzchni np.
drewnianych, przed atakiem grzybow Najczesciej sa stosowane w postaci antyseptykoéw: chlorku i
bromku benzalkoniowego (Foksowicz-Flaczyk i Walentowska 2013).

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa zwiazkéw zalezy przede wszystkim od struktury
kationu, a w szczegolnosci od dtugosci podstawnikow i liczby tancuchow alkilowych w czasteczcee lub
alkoksymetylowych. Jest ona najwyzsza dla zwiazkéw zawierajacych od 8 do 16 atoméw wegla w
tancuchu alkilowym lub od 8 do 14 atoméw wegla w grupie alkoksymetylowej (Payagala i Armstrong
2002). Zmiana anionu dla tych samych kationow zwykle nie wptywa na aktywno$¢ biologiczna
(Hough-Troutman i wsp. 2009). Istnieja cztery podstawowe mechanizmy dziatania zwiazkow
chemicznych na komoérki bakteryjne: denaturacja biatek 1 rozrywanie kompleksow
nukleoproteinowych, uszkodzenie btony komoérkowej, utlenianie grup sulfhydrylowych, reakcje z
grupami aminowymi.

Ostatnio pojawita si¢ nowa generacja IL-ow jako sktadniki herbicydow i zamiennikow
antybiotykow o szerszym zakresie dziatania (Choudhary i wsp. 2017, Pernak i wsp. 2013, 2015).
Jednak zwigkszone zastosowanie nieznanych w przyrodzie nowych zwiazkéw o charakterze

ksenobiotykow moze wiaza¢ si¢ z zagrozeniami zwigzanymi z nieznanym poziomem ich



toksycznosci, genotoksycznosci i bioakumulacji. Ciecze jonowe w swojej budowie posiadaja fancuch
alkilowy zaré6wno o wilasciwosciach hydrofobowych, jak i hydrofilowych (z grec.amfifil), ktory
prawdopodobnie moze silnie oddziatywa¢ na wlasciwosci blon biologicznych bakterii Gram-
ujemnych otoczonych zewngtrzng membrang zawierajacg lipopolisacharyd (LPS) o réznej dlugoscei i
w ten sposob wplywac na toksycznosé¢ IL-6w. LPS jest gtownym sktadnikiem bakterii Gram-ujemnej,
i pokrywa do 75% powierzchni komorki (Lukaszewicz i wsp. 2003). LPS z E. coli zawiera
hydrofobowy lipid A, rdzeniowy oligosacharyd, oraz polisacharydy tworzace antygen O (Appelmelk i
wsp. 1994, Amor i wsp. 2000).

Szorstki LPS (znaleziony w szczepach typu R) nie ma antygenu O i ma skrocony rdzeniowy
oligosacharyd (Amor i wsp. 2000). LPS zakotwiczone w zewnetrznej btonie bakterii Gram-ujemnych,
odgrywaja kluczowa role nie tylko w interakcjach pasozytéw zywicielskich bytujacych na réznych
organizmach (Nnalue i wsp. 1999) ale takze w interakcjach z otaczajacym S$rodowiskiem np. w
piorach ptakoéw (Heinricks i wsp. 1998).

IL w swojej budowie zawieraja anion naturalnego pochodzenia, ktéry moze powodowac
zmiany przepuszczalnosci membrany poprzez interkalacj¢ z LPSami E. coli charakteryzujacymi sig
réznym stopniem ,,szorstkosci” - co moze decydowac¢ o ich toksycznosci IL-ow.

Toksycznos¢ ILs czesto moze rozni¢ sie w roznych bakteriach Gram-ujemnych. Dlatego
szczepy E. coli z LPS typu R1-R4 sa odpowiednie do tego typu badan. Moze to potencjalnie
skutkowa¢ zmianami niektorych  wilasciwos$ci  fizykochemicznych, takich jak potencjat
elektrokinetyczny i boczna dyfuzja lipidow w membranach zaleznych od struktury Sciany komorkowej
bakterii; Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Dlatego tez, ILs moga potencjalnie funkcjonowaé jako
antybiotyki, co jest istotne w odniesieniu do drobnoustrojéw chorobotworczych.

Analizowane zwiazki naleza do cieczy jonowych trzeciej generacji zawierajacych aniony
hydrofobowe pochodzenia naturalnego. Wstepne dane literaturowe, dotycza gtéwnie IL jako
prekursoréw czwartorzgdowych chlorkéw alkiloamoniowych, ale nastgpna generacja IL-6w obejmuje
juz aniony pochodzenia naturalnego (Markiewicz i wsp. 2014) Iub aniony w postaci
czwartorzegdowych bromkéw alkilo-amoniowych (prekursory) oraz jondw alkiloamoniowych opartych
na teofilinie (TIL), (Borkowski i wsp. 2016). Mimo tego, wiedza na temat ILs i ich wlasciwosci
mikrobiologicznych (przeciwgrzybiczych i przeciwbakteryjnych) oraz biologicznych jest nadal

niewystarczajaca.

Omowienie wynikéw badan

Cykl pieciu publikacji stanowiacych Osiagnigcie naukowe wyjasnia procesy zwiazane z analizg stresu
oksydacyjnego w indukcji stanow zapalnych w tkankach organizméw zywych pod wptywem:

- specyficznych szczepow bakteryjnych, bytujacymi w piorach ptakow i ich endotoksyn
wywolujacych zoonozy u cztowieka.

- analiza toksycznosci cieczy jonowych i ich interakcji z LPS E.coli w szczepach R1-R4.


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pl&prev=search&rurl=translate.google.pl&sl=sv&sp=nmt4&u=https://sv.wikipedia.org/wiki/Hydrofob&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700168,15700173,15700186,15700201&usg=ALkJrhiCFcWwy_qSsqEd-gm7bPJWYxPTkg

- analiza ekspresji genow naprawy DNA i ich aktywnosci w powstawaniu etenoadduktow zasad
indukujacych stany zapalne wywotane przez bakteryjne LPS pochodzace z E.coli i S.typhimurium w
(tkankach gryzoni) z wykorzystaniem metody wycinania zasad (ang. nicking assay)

- analiza stanéw zapalnych oraz poziomem metylacji DNA i stanow redox zwiazanych ze stresem
oksydacyjnym w hipokampie i jelitach prosiat suplementowanych dieta wysokottuszczowa.

Powyzsze zagadnienia moga by¢ pomocne w analizie genomu czlowieka i ich potencjalnej roli
w spontanicznej kancerogenezie DNA.

W pierwszej pracy zatytutowanej; ,,Bird feathers as potentially source of pathogen

microorganisms- a new look at old diseases”, zostala opisana epidemiologia oraz okres inkubacji
wybranych szczepow bakteryjnych ktore pasozytuja w pidrach i skrzydtach ptakoéw. Wywoluja one
charakterystyczne choroby u ptakow ktore w sposob posredni lub bezposredni moga by¢ przenoszone
na cztowieka, indukujac grozne dla niego choroby odzwierzece tzw. zoonozy.
Rosnaca zachorowalno$¢ na zoonozy jest znaczacym problem w zakresie globalnego zdrowia w
Europie. Zoonozy jako choroby zakazne lub pasozytnicze przenoszone przez zwierzeta do ludzi,
powoduja grozne infekcje grypopodobne dla jego zdrowia (ptasia grypa) a nawet zycia. Opisano
metody ich przenikania do organizmu czltowieka réznymi drogami; (i) przez przewod pokarmowy,
infekcje bakteriami z gatunku Escherichia i Salmonella, (Mellata 2013, Cohen et al. 2012; Liebana et
al. 2013). (ii) przerwy w ciagto$ci skory w wyniku skaleczen - infekcje patogenami wirusa, gronkowce
i paciorkowce (iii) oraz przez uktad oddechowy w sposob posredni lub bezposredni (przez wdychanie
powietrza lub pylu w ktérym obecne sg patogeny pochodzace np. z wydzielin ptakow lub ich pior).

Bakterie rozkladajace pidra ptakow sa grupa mikroorganizméw, zidentyfikowana zarowno u
dzikiego ptactwa zyjacego na wolnosci jak i drobiu. Odkrycie bakterii rozktadajacych piora ptakow,
jest wzgledne nowym wydarzeniem w mikrobiologii i ornitologii. W roku 1990, bakterie zdolne do
degradacji pior byly wyizolowane od kurczat. Dziewig¢ lat pozniej, potwierdzono obecno$¢ bakterii o
podobnych wtasciwosciach metabolicznych u dzikich ptakow. Wydaje sig, ze w dzikiej przyrodzie
wystgpowanie tych mikroorganizmow jest niemal wszechobecne. Ostatnie badania sugeruja iz 39%
poszczegélnych ptakow wykazywata obecno$é takich bakterii w swoim upierzeniu. W postaci
tabelarycznej zostaty przedstawione aktualne dane z Unii Europejskiej w latach 2011-2017, ktore
dotycza réwniez chordb i $miertelnos$ci oraz kosztow ponoszonych przez krajowe systemy opieki
zdrowotnej w leczeniu chorob odzwierzecych wystepujacych u ludzi.

Pierwszym rodzajem bakterii rozktadajacym pioéra zidentyfikowanym u dzikich ptakow byt
Bacillus. W tym czasie zidentyfikowano trzy konkretne gatunki: B. subtilis, B. licheniformis i B.
pumilus.(Coker i wsp.. 2002, Lista i wsp. 2006). Udowodniono, ze te bakterie sa powszechne wsrod
ptakow a ich obecnos$¢ i liczebno$é zalezata od pory roku i $rodowiska zerowania okre$lonych
gatunkow ptakow. Od tego czasu zidentyfikowano wiele gatunkow bakterii do ktorych oprocz rodzaju
Bacillus, znaleziono takze gronkowce (S. epidermidis, S. hominis, S. hemolytics) i enterokoki (E.

faecalis) a takze Micrococcus, Pseudomonas stutzeri, P. fulva i Streptomyces sp. Jednakze na
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szczeg6lna uwagg zastuguja bakterie z rodzaju E.coli i Salmonella i ich endotoksyny ktore wydzielaja.
Odkrycie bakterii rozkladajacych pidra ptakéw bylo duzym osiagnieciem w wyjasnieniu ptasich
zoonoz, W tworzeniu nowoczesnej antybiotykoterapii i lekoopornos$ci dla wybranych patogenow
bakteryjnych, ktore stanowia powazne zagrozenie dla zdrowia i zycia ludzi. Bakterie rozktadajace
piora staly si¢ obszarem zainteresowania ornitologéw ze wzgledu na ich mozliwa rolg jako istotnego
wskaznika w pogarszajacym si¢ upierzeniu ptakow i niskiej jakosci pierza jako odpadu produkcyjnego
wytwarzanego przez przemyst drobiarski. Jest to takze szczegdlnie istotne dla zdrowia osob ktore
maja czesty kontakt z ptakami jak ornitolodzy, weterynarze, personel ferm drobiarskich, wlasciciele
zwierzat towarzyszacych i pracownicy ogrodéw zoologicznych.

Przedstawiona charakterystyka wybranych szczepow bakteryjnych w tym E.coli i
wydzielanych przez nie endotoksyn lipopolisacharydéw (LPS) bytujacych na piérach ptasich jest
unikatowym kompendium wiedzy na temat ptasich zoonoz istotnych dla zdrowia i zycia
czlowieka.

W drugiej pracy pt. ,Interaction of quaternary ammonium ionic liquids with bacterial
membranes — Studies with Escherichia coli R1-R4-type lipopolysaccharides™, kontynuowano badania
in vitro na membranach wybranych szczepdéw bakteryjnych z wykorzystaniem czwartorzedowych
jonéw alkiloamoniowych i ich prekursorow opartych na teofilinie (TIL). Testowanie TIL i ich
czwartorzedowych prekursoré6w soli amonowych rozni si¢ jedynie pod wzgledem dlugosci ich
fancucha alkilowego od C8- do C18. Badania przeprowadzono na pieciu szczepach Escherichia coli ze
zmienng struktura i dlugoscia lipopolisacharydow (gladki szczep K-12 i szorstkie szczepy R1-R4).
Dodatkowo jako kontrola zostat uzyty Bacillus cereus jako typowa bakteria Gram-dodatnia.
Zazwyczaj wrazliwo$¢ bakterii Gram-dodatnich na lancuch zawierajacy alkan ILs jest znacznie
wieksza niz bakterii Gram-ujemnych. Dla bakterii Gram-dodatnich, tancuch alkilowy moze
potencjalnie wiazac si¢ z otoczka bakteryjna, $ciana komérkowa lub blong wewngtrzna nie powodujac
duzych zmian potencjalu zeta. Po zdyspergowaniu w $rodowisku o pH zblizonym do obojgtnego,
sciany komorek bakterii Gram-dodatnich sa natadowane ujemnie z powodu obecnosci grup
fosforylowych. Natomiast ujemny tadunek powierzchniowy u bakterii Gram-ujemnych jest
powodowany przez grupy fosforylowe i karboksylanowe LPS w blonie zewngtrznej.

Stwierdzono, ze toksyczno$¢ cieczy jonowych zalezy od skfadu lipopolisacharydu w
regionie antygenu O (najbardziej zewnetrzna warstwa LPS) i "szorstkosci" zewnetrznej blony bakterii
Gram-ujemnych. Wyniki ujawnily réznice w czutosci na badane zwiazki okre§lone dla prekursoréw
IL i TIL, minimalne stgzenie hamujace (MIC) i minimum stgzenie bakteriobojcze (MBC), migdzy
gladkimi i szorstkimi szczepami, a takze r6znice w aktywnos$ci peroksydazy i peroksydacji lipidow.
Szczepy R3 i R4 wykazywaty wigksza czuto$¢ niz inne szczepy. Szczep R4 byt najbardziej wrazliwy
i miat bardzo podobna wrazliwos¢ jak Gram-dodatnie B. cereus. C18 i C18T wykazywaty najwigksze
roznice w MIC dla poszczegolnych szorstkich szczepoéw E. coli i B. cereus i byty wyraznie widoczne

w ich wzrodcie na mikroptytkach, po dodaniu do nich - rezazuryny, (organicznego zwiazku
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chemicznego stosowanego powszechnie jako wskaznik pH i reakcjach redoks). W przypadku oceny
MBC, szczep R4 pokazal zaskakujaco wysoka odpornos¢ na ,toksyczne” stezenia badanych
zwiazkéw. Dodatkowo, zwigkszyla si¢ takze wrazliwo$¢ na MIC i wzrastala oporno$é¢ na letalne
stezenia zarowno dla szczepow R3 1 R4. Ten efekt byl szczegdlnie zauwazalny w przypadku R4 i
C18T, gdzie wartos¢ MBC byla 1000 razy wigksza niz MIC. Badania wykazaly, ze aniony teofiliny
modyfikuja toksyczno$¢ badanych zwiazkow, w zaleznosci od zastosowanego szczepu i typu zwiazku.
W przypadku zwiazku z fancuchem alkilowym C18 teofilina zwigkszala jego toksycznosc.

Na podstawie danych literaturowych przewidywano, ze toksyczno$¢ ILs na bakteryjng btong
lipidowa bedzie podwyzszona poprzez poziom peroksydacji lipidow 1 wzrost aktywnosci peroksydazy,
co umozliwi in vitro widoczne trwate uszkodzenie oksydacyjne w wyizolowanym DNA. Dlatego tez,
zbadano interakcje migdzy cieczami jonowymi i wyizolowanym in vitro plazmidowym DNA z
bakterii (Kowalczyk i wsp.2018, praca w recenzji). Dodatkowo, zostato wykonane trawienie biatkiem
Fpg (posiadajacym funkcje glikozylazy i AP-endonukleazy), jako markera utlenionych zasad w tym
8-0x0G- w celu oceny potencjalnych oksydacyjnych uszkodzen DNA, zaréwno po posrednim
dzialaniu cieczy jonowych, jak i w procesie peroksydacji lipidow. W obu przypadkach nie
stwierdzono wizualnie widocznych zmian topologicznych analizowanych plazmidéw w obrazie
rozdziatu elektroforetycznego. Nie zaobserwowano takze zmian przejscia form lub tez pojawienia si¢
jednej rozmytej formy tzw. ,,smear”, bedacej efektem duzej iloSci utlenionych par zasad w DNA
trawionym przez biatko Fpg (Kowalczyk i wsp.2018, praca w recenzjach).

Uzyskane wyniki po raz pierwszy pokazuja, ze interakcja cieczy jonowych z
materialem genetycznym zachodzi wewnatrzkomérkowo (réznice w aktywnosci peroksydazy i
peroksydacji lipidow), poprzez zaindukowanie stresu oksydacyjnego w zywych komorkach i
pomiar potencjalu zeta blon bakteryjnych.

Bacillus cereus, ktory jest bakteria Gram-dodatnia, wykazywat znacznie mniejszy poziom
ujemnego potencjatu zeta niz Gram-ujemne szczepy E. coli..

Prawdopodobnie jony alkiloamoniowe moga zaktdcaé przeptyw przez zewngtrzne blony
bakterii Gram-ujemnych. Moga one powodowa¢ agregacj¢ lub aglomeracj¢ komorek bakteryjnych i
moga wptywaé na aktywno$¢ drobnoustrojow, zmieniajac ,,odpowiedz” bakterii na utlenianie i stres
komoérkowy, nie powodujac apoptozy komorek w warunkach kontrolnych, przez widoczne zmiany
potencjatu zeta.

Obserwowane procesy sa silnie skorelowane z dlugoscia lancucha alkilowego w
interakcji z blong bakteryjna i stopniem jej utlenienia (np. korelacj¢ pomi¢dzy dyfuzja boczna
membran w roznych szczepach i toksycznoscia cieczy jonowej).

Wiaczenie kationu alkiloamoniowego do $ciany komorki bakteryjnej neutralizuje jej ujemny
fadunek powierzchniowy. Wyniki wykazalty, ze dla TIL w tym samym stgzeniu, dtuzszy kation
alkilowy w tancuchu skutkowat wigkszym spadkiem ujemnego tadunku bakterii. Interakcja TIL i jego
prekursoréw z blong bakteryjna jest niezbgdna do oksydacyjnej indukcji dla DNA komorkowego
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poprzez zmiang jej hydrofobowosci (szczep typu R4 byl najbardziej czulym sposrod wszystkich
testowanych szczepow E. coli). Wprowadzanie TIL do zewngtrznej blony K-12 E. coli i szczepoéw

szorstkich moze odgrywac istotna rolg w komorce w odpowiedzi na ILs (ryc.2).
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Ryc.2 Interakcje cieczy jonowych z btonami bakterii

Przedstawione wyniki badan in vitro majq szczegélnie znaczenie dla wyjasnienia mechanizmow
interakcji pomiedzy komorkami bakteryjnymi i réinymi zwiqzkami chemicznymi o potencjalnym
dziataniu biologicznym i ich dalszym zastosowaniu praktycznym. Wstawienie kationow do blony
komorkowej moZe odgrywaé istotng rolg w zmniejszaniu opornosci na antybiotyki lub inne leki

poprzez zmiany we wiasciwosciach lipidowych blon bakteryjnych; zmiany wlasciwosci

13



fizykochemicznych z powodu dodatniego ladunku czwartorzedowego azotu w alkiloamonianie.
Hipoteza ta zostala potwierdzona poprzez zmiane potencjatu zeta mierzonego na powierzchni blon

bakteryjnych.

Okreslenie wW.w. mechanizmu dzialania cieczy jonowych na membrany bakteryjne zalezne od
dlugosci bakteryjnego LPS i ich interakcji z zasadami DNA, bylo podstawg do dalszych badan
zwiazanych z tkankami ukladu pokarmowego zwierzat modelowych; mlodych gryzoni i prosiat.

W trzeciej publikacji z cyklu pt. ,,Inflammation increases oxidative DNA damage repair and
stimulates preneoplastic changes in colons of newborn rats”, badano wptyw stanéw zapalnych u
miodych szczuréw stada Wistar, indukowanych dootrzewnowym podaniem bakteryjnych
lipopolisacharydéw ze szczepow S. typhimurium lub E. coli w dawkach 1 - 10 mg, na aktywnosci
enzyméw z grupy glikozylaz naprawczych rozpoznajacych: €A, €C i 8-0xoG w jelicie cienkim
szczurdw oraz w powstawaniu wczesnych zmian nowotworowych w jelicie grubym tych zwierzat
metoda wycinania zasad (z ang. nicking assay).

Metoda ta oparta jest na cieciu wyznakowanego radioaktywnego substratu -
oligodeoksynukleotydu (40-meru) zawierajacego w pozycji 20 zmodyfikowane zasady: €A, €C i 8-
oxoG rozpoznawane przez glikozylazy i AP-endonukleazy zawarte w homogenatach tkankowych
pochodzace z okre§lonych tkanek zwierzat niezmienionych nowotworowo. Czynnikiem decydujacym
o przebiegu reakcji jest ilos¢ glikozylazy DNA inkubowanej z substratem w odpowiednim buforze w
37°C przez 1 godzing. Aktywno$¢ enzymow oblicza si¢ z szybko$ci poczatkowych, gdzie wystepuje
jak najmniejsze niespecyficzne hamowanie enzymu np. przez biatka konkurujace o dane uszkodzenie
w DNA. Uzyskane w tej metodzie wyniki wykorzystuje si¢ w analizie statystycznej. Poniewaz jeden z
badanych enzymow, glikozylaza 8-oksoguaniny ma bardzo duze powinowactwo do bezposredniego
produktu reakcji oraz miejsc apurynowych, co uniemozliwia cigcie oligonukleotydu przez kolejny
enzym szlaku naprawczego; AP-endonukleazg. Mogtoby to spowodowaé znaczne, niekontrolowane
zanizenie wynikow. Dlatego po inkubacji oligonukleotydu zawierajacego 8-0ksoG z ekstraktem
biatkowym, miejsca apurynowe przecinano chemicznie poprzez 30 minutowa inkubacje z (0,2 N
NaOH w 70°C).

Od szczuréw pobrano fragmenty jelita cienkiego po 5 dniach (waga szczura 30g) 1 i 2
miesiacach (waga szczura 200 g) od dootrzewnowego podania LPS. Grupe kontrolna stanowity
szczury, ktéorym nie podawano LPS.

Juz po 5 dniach od traktowania szczurow lipopolisacharydem S.typhimurium, zaréowno dawka
1 mg jak i 10 mg/kg wagi ciata, zaobserwowano niewielki wzrost aktywno$ci wszystkich trzech
badanych glikozylaz DNA, natomiast po podaniu LPS E.coli obserwowano wyrazny wzrost
aktywnosci naprawczej jedynie dla 8-0xoG i €A. Aktywnosci naprawcze dla obydwu uszkodzen DNA

wzrastaly w miarg uplywu czasu, aby po 2 miesiagcach osiagna¢ wartosci dwukrotnie wigksze niz u

14



zwierzat kontrolnych, ktorym podawano 10 mg LPS i 1,5-krotnie wigksze u zwierzat, ktorym
podawano LPS w ilo$ci 1 mg niz w grupie kontrolnej.

Na podstawie zastosowanych metod stwierdzono ze stan zapalny wywolany LPS
S.typhimurium indukuje obronne enzymy naprawcze dla 8-oksoguaniny oraz A.

Aby zbada¢ czy wzrost aktywnosci naprawczej byt spowodowany indukcja enzymow naprawy
DNA przez stres oksydacyjny, badano poziom mRNA glikozylaz ANPG (dla €A), TDG (dla €C) oraz
OGG1 (dla 8-0x0G), a takze potencjalnego aktywatora tych enzymoéw, endonukleazy miejsc
apurynowych APE1 metoda real-time gPCR w jelitach cienkich szczuréw, ktérym podawano LPS
S.typhimurium.

Zaobserwowano, ze nizsza dawka LPS indukowata transkrypcje jedynie dwoch enzymow
naprawczych, glikozylazy TDG i AP-endonukleazy. Indukcja ta byla przejsciowa, osiagajac
maksimum po 30 dniach od podania LPS, a nastgpnie malatla. Wyzsza dawka indukowata transkrypcje
wszystkich badanych enzymow naprawczych, z tym, ze najsilniejszy efekt obserwowano dla AP-
endonukleazy, ktérej poziom wzrastal nawet po 2 miesiacach od podania LPS. Indukcja innych
enzymow byla przejsciowa, wzrastata po 30 dniach od podania LPS by po 2 miesiagcach zmniejszy¢
si¢, w przypadku OGGI1 i TDG do poziomu kontroli, w przypadku MPG powyzej kontroli. Najmniej
wrazliwa na indukcje LPS byla glikozylaza OGG1. Zaréwno TDG jak i OGGI naleza do genow
metabolizmu podstawowego.

Obserwowany wzrost aktywno$ci po podaniu LPS byl wigc prawdopodobnie
spowodowany wzrostem poziomu AP-endonukleazy, ktora jest enzymem indukowanym przez
stres oksydacyjny.

Wykorzystujac metode Real-time qPCR oznaczono poziom mRNA lipooksygenazy (LOX) i
cyklooksygenazy-2 (COX-2) w jelitach szczuréw traktowanych LPS S.typhimurium. Produkty
aktywnosci enzymow kodowanych przez te geny sa mediatorami standw zapalnych. Podanie LPS
stymulowato transkrypcje zaré6wno lipooksygenazy jak i cyklooksygenazy, przy czym poziom mRNA
lipooksygenazy obnizat sie¢ do poziomu kontroli po 2 miesiacach od podania LPS, a cyklooksygenazy
utrzymywat si¢ na podwyzszonym poziomie, ale tylko po podaniu wyzszej dawki (10 mg).
Stwierdzono ze stan zapalny wywolany LPS S.typhimurium indukuje obronne enzymy
naprawcze dla 8-oksoguaniny (8-oxoG), €A oraz €C, co jest zwigzane gléwnie z indukcja
transkrypcji aktywatora wszystkich badanych glikozylaz DNA, AP-endonukleazy APEL.

Na podstawie uzyskanych wynikéw przeprowadzono badania zmierzajace do stwierdzenia
czy stany zapalne przechodzone w wieku noworodkowym zwigkszaja ryzyko rozwinigcia
nowotworow jelita grubego w wieku dorostym. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem techniki
mikroskopowej. Badana grupeg stanowity zwierzeta, ktorym podawano dwie substancje pro-zapalne.
W wieku noworodkowym szczury otrzymywaly LPS E.coli lub S.typhimurium w iniekcji
dootrzewnowej w dawkch 5 lub 10 mg/kg masy ciata. Zwierzeta utrzymywane byly do okresu

dojrzatosci  (2-miesigczne szczury, 220-240 g). Nastgpnie indukowano u nich ostre ceruleinowe
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zapalenie trzustki poprzez podskérne podawanie analogu CCK (cholecystokininy); ceruleiny (5
mg/kg-godz x 5 godz. CIP). Grupg kontrolng stanowily szczury, ktorym nie podawano LPS
S.typhi.+CIP lub LPS E.coli+ CIP.

Zaobserwowano, ze podanie nowonarodzonym szczurom lipopolisacharydu E.coli
wywoluje powstawanie ognisk wczesnych przednowotworowych zmian, tzw. zaberrowanych
krypt (z ang. ACF) w jelicie grubym tych zwierzat po dwoch miesiacach od podania LPS i ze
wzrost ten jest zalezny od dawki oraz od rodzaju zastosowanej endotoksyny — ktéra byla wyzsza
dla (LPS) E.coli niz S. typhimurium

Na przyktad; ilos¢ zaberowanych krypt po zastosowaniu dawki 5 mg dla szczuréw po 2
miesigcach nastrzykiwania wynosifa $rednio 1,2 krypty dla LPS S. typhimurium oraz 2,5 krypty dla
LPS E.coli. Zaobserwowano, ze dawka 10 mg indukuje $rednio 2 krypty po 2 miesiacach
nastrzykiwania dla LPS S. typhimurium oraz $rednio 3,7 krypty po 2 miesiacach dla LPS E.coli.
Podanie ceruleiny nie miatlo wptywu na pojawianie si¢ zaberrowanych krypt w jelicie grubym
SZCZUrow.

Zaobserwowano, ze dootrzewnowe podanie LPS S.typhimurium mtodym szczurom indukuje
aktywno$¢ naprawcza dla wszystkich badanych uszkodzen DNA. Stymulacja ta ma charakter
dhugotrwaty i narasta az do dwoch miesiecy od podania LPS, tzn. do czasu, w ktérym przerwano
doswiadczenie. Efekt LPS E.coli byt podobny, ale mniejszy, gdyz nie obserwowano efektu
stymulujacego naprawe €C, a jedynie €A i 8-0x0G.

Sugeruje to, ze wzrost aktywno$ci naprawczych jest spowodowany gléwnie indukcja
transkrypcji endonukleazy miejsc apurynowych, ktéra stymuluje aktywno$¢ glikozylaz, a w
mniejszym stopniu indukuje transkrypcje mRNA glikozylaz DNA wycinajacych uszkodzone
zasady.

Stwierdzono, ze podanie LPS zar6wno od E.coli jak i S.typhimurium oseskom szczurdéw
indukuje powstawanie wczesnych zmian nowotworowych w jelicie grubym dorostych zwierzat.

Na podstawie uzyskanych badan po raz pierwszy stwierdzono i, niezaleinie od typu
zastosowanego bakteryjnego rodzaju LPS, stany zapalne ktore tworzq si¢ pod jego wplywem,
przechodzone w wieku noworodkowym zwigkszajq ryzyko rozwinigcia nowotworow jelita grubego w
wieku dorostym.

Dodatkowo, nieprawidlowa dieta i jej poszczegolne skladniki mogq rowniei indukowaé
stres oksydacyjny w organizmie prowadzqc w konsekwencji do zaburzen w mechanizmach naprawy
DNA.

Wiadomo ze dieta wywiera istotny wptyw na rozwoj i funkcjonowanie uktadu pokarmowego.
Zapalenie jelitowego uktadu odporno$ciowego mtodych zwierzat moze spowodowaé krotkotrwate
efekty np. biegunke, utrate masy ciata, zapalenie nabtonka jelitowego lub opdznione dojrzewanie.
Moze to rowniez prowadzi¢ do dtugoterminowych skutkow, takich jak powstawanie wrzodziejacego

zapalenia jelita grubego i raka jelita. Model zastosowany w badaniach in vivo dotyczyt noworodkow
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prosiat ze wzgledu na ich fizjologiczne i metaboliczne wtasciwosci do noworodkow innych ssakow u
ktorych uklady antyoksydacyjne - sa stabo rozwinigte. Przez co sa bardziej podatne na szkodliwe
dziatania skutki stresu oksydacyjnego.

Stres oksydacyjny jako prekursor licznych uszkodzen kwaséw nukleinowych w tym
etenopochodnych zasad DNA w tkankach gryzoni i cztowieka jest czynnikiem sprawczym w rozwoju
wielu nowotworow. Moze regulowac¢ $Sciezki naprawy kwasoéw nukleinowych poprzez wycigcie zasad
(BER) lub nukleotydéw (NER) z wykorzystaniem enzymu o wlasciwosciach endonukleazy 1 (APE1)
rozpoznajacych miejsca apurynowe i apirymidynowe w DNA.

Uzycie nowo narodzonych prosiat jako organizméw modelowych, z uwagi na podobienstwa w
budowie i funkcji uktadu pokarmowego noworodkow cztowieka (o wiele wigksze niz zwierzat
laboratoryjnych), poza mozliwoscia bezposredniego wykorzystania wynikow badan w produkcji
zwierzecej, moze dostarczy¢é rowniez niezbgdnej wiedzy medycynie ludzkiej.

Dlatego tez, w dwoch ostatnich publikacjach z cyklu, czwartej pt. ,,Redox and epigenetic
regulation of the APE1 gene in the hippocampus of piglets: The effect of early life exposures* oraz w
piatej pt. ,,The effect of oxidative stress on nucleotide-excision repair in colon tissue of newborn
piglets”; zbadano wplyw zywienia suplementowanych $win od 80 dnia ciazy do 28 dnia laktacji na
rozwoj jelitowego uktadu odpornosciowego ich prosiat. Pierwszym celem tego badania byla ocena
wplywu zwigkszonego stresu oksydacyjnego na zdolnos$¢ naprawy zasad i nukleotydéw w tkankach
okreznicy nowonarodzonych prosiat. Zbadano takze mozliwos$Ci sterowania rozwojem ukladu
odpornosciowego jelita przez odpowiedni dobér dodatkéw paszowych u suplementowanych matek w
diecie bogatej w przeciwutleniacze a przez to rozwoju odpowiedniej mikroflory jelitowej, co
pozwolito okre$li¢ na ile okres rozwoju przewodu pokarmowego u noworodkow i zaburzenia tego
procesu, moga mie¢ wptyw na jego funkcje w wieku dojrzatym.

Badania te sa zwiazane z mechanizmem powstawania uszkodzen i patogeneza nowotworow
jelita cienkiego, grubego oraz mozgu (hipokamp) w wyizolowanym materiale genetycznym
pochodzacym z tkanek zwierzecych i ich wptywie na ekspresje genéw naprawy DNA. Niezaleznie od
prowadzonych badan, fragmenty tkanek prosiat (trzustki, jelita cienkiego 25% 1 50% dlugosci,
dwunastnicy, watroby i mézgu w 1,4,7, 15 1 28 dniu od rozpoczecia suplementacji diety matek),
ktoérych dieta byla uzupetniana o antyoksydanty lub zelazo) - zostaly wystane do Uniwersytetu
Maastricht w celu, oznaczenia aktywno$ci enzymow systemu naprawy przez wycinanie nukleotydow
(NER), (wspotpraca naukowa z Prof. Frederikiem van Schootenem, Prof. Rogerem Godschalkiem i
Prof. Sabing Langie).

Badania byty komplementarne do prowadzonych w IBB PAN gdzie oznaczono aktywnosci
naprawcze dla 8-0x0G, €A i eC w jelicie grubym oraz cienkim prosiat, ktorych matki pozostawaty na
diecie suplementowanej witaminami antyoksydacyjnymi, tauryna, ro$linnymi katecholaminami oraz
nienasyconymi kwasami tlhuszczowymi. Badania uzupetniono dodatkowo o pomiar aktywnosci

naprawczych uszkodzonych zasad z jelita mtodych prosiat z wykorzystaniem metody wycinania zasad
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»hicking assay” w 14 i 28 dniu od momentu rozpoczgcia suplementacji diety macior karmiacych
wzbogaconym w wielonienasycone kwasy tluszczowe oraz witaming E. Badania takze mialy na celu
dostarczenie informacji w jaki sposéb mechanizmy epi-genetyczne i redoks, pojedynczo i razem,
moga regulowac procesy naprawy DNA w analizowanych tkankach.

Zaobserwowano, ze zaré6wno u zwierzat kontrolnych jak i pozostajacych na diecie
suplementowanej aktywnosci naprawcze wzglegdem wszystkich trzech uszkodzen DNA jedynie
nieznacznie réznig si¢ w czasie miedzy 1 a 28 dniem suplementacji. Suplementacija diety statystycznie
znamiennie podwyzszata aktywno$¢ enzyméw naprawczych dla €A (Srednio 4,6 u zwierzat
kontrolnych versus, 8,4 pmola/godz/mg biatka grupa badana) i 8-oxoG (§r. 7,6 kontrola vs,11,4
pmola/godz/mg bialka, u badanych) w jelicie grubym prosiat, natomiast nie miata wptywu na
wycinanie €C ($r. 2,8 kontrola, vs, 2,6 pmola/godz/mg biatka, grupa badana).

Podobnie w réznych odcinkach jelita cienkiego pobieranego do badan (25% i 50% dtugosci).
Dieta suplementowana okoto dwukrotnie zwigkszata aktywno§¢ naprawcza dla €A (7,6
pmola/godz/mg biatka, kontrola vs, 15 pmola/godz/mg biatka, grupa badana) i 8oxoG (12,1
pmola/godz/mg biatka, grupa kontrolna, vs, 23,2 pmola/godz/mg biatka, grupa badana), natomiast
jedynie nieznacznie dla €C (5,0 pmola/godz/mg biatka, grupa kontrolna, vs, 6,1 pmola/godz/mg
biatka, grupa badana).

Zaobserwowano  zwigkszona aktywnos$¢ glikozydaz DNA zwigzana z BER migdzy
poszczegdlnymi  grupami analizowanych prosiat. Wyrazny dwukrotny wzrost aktywnosci
naprawczych dla €A i 8-0xoG byl obserwowany u zwierzat ktorych matki pozostawaly na diecie
suplementowanej, w porownaniu do niskiej aktywnosci w naprawie €C u zwierzat bedacych na diecie
niemodyfikowanej. Aktywnosci dla poszczegdlnych glikozylaz naprawczych zaobserwowano juz w
pierwszym dniu po porodzie. Pozostawaty one na stalym poziomie az do konca eksperymentu (7-28
dzien zycia). Stwierdzono iz, u prosiat bedacych na diecie suplementowanej w substancje odzywcze i
dodatkowo w przeciwutleniacze zwiekszat si¢ istotnie poziom 8-0X0G w poroéwnaniu do zwierzat
kontrolnych.

Stwierdzono ze obnizenie stresu oksydacyjnego przez dodatek przeciwutleniaczy moze
zwigkszy¢ aktywno$¢ naprawy DNA i usprawniaé utrzymanie integralno$ci genomu.

Uzupetnienie diety w zelazo o wysokiej aktywno$ci chemicznej, moze uszkadzaé komorki
organizmu poprzez wytwarzanie wigkszej ilosci peknig¢ w nici DNA prowadzac do niestabilno$ci
genomul.

Stres oksydacyjny wywotywano u nowonarodzonych prosiat za pomoca iniekcji domig§niowej
zelaza (200 mg) w 3 dniu po urodzeniu. Wstrzyknigcie zelaza znacznie zwigkszato markery stresu
oksydacyjnego DNA w jelicie do ktorych nalezy 8-okso-7,8-dihydro-2 (3-dezoksyguanozyny) (8-
oksydG) oraz 8-o0kso-7,8-dihydroguaniny (8-0xodG), ktora jest wydalana z moczem.

Rownolegle, badano wptyw suplementacji matek bedacych na diecie antyoksydacyjnej i ich

18



potomstwa. Suplementacja powodowata zmniejszenie st¢zenia zelaza w jelicie grubym (p = 0,004) w
7 dniu i 40% redukcje 8-0xodG w DNA okreznicy (p = 0,044) w 14 dniu po urodzeniu. Zdolno$¢
NER u zwierzat, ktore nie otrzymaly przeciwutleniacza zostata znacznie zmniejszona do 32% w 7
dniu w poréwnaniu z poczatkowa zdolnoscia NER w pierwszym dniu po urodzeniu. Z licznych
udokumentowanych danych literaturowych i badan wtasnych, wynikaja zalezno$ci migdzy ekspresja
genow naprawy a aktywnoscia enzymow systemu BER. Natomiast, nadal niewiele wiadomo na temat
interakcji migdzy wzorcami metylacji genow naprawy DNA i zmianami w ich ekspresji.

Badano takze wplyw stresu oksydacyjnego na aktywno$¢ cigcia DNA zwiazanego z APEL i
BER w hipokampie nowonarodzonych prosiat pod wptywem suplementacji sktadnikami odzywczymi
oraz przeciwutleniaczami zawartymi w diecie matek. Badania metylacji promotora APE1l
koncentrowaty sie¢ miejscach CpG zlokalizowanych w rdzeniowych wigzaniach dla TF wrazliwych na
reakcje redoks, ktore moga odgrywac role w regulowaniu ekspresji APE1. Badano rowniez role
glutationu (GSH) jako glownego przeciwutleniacza, ktory chroni komorki przed stresem
oksydacyjnym poprzez utrzymywanie ich w stanie rownowagi redoks.

Wysokie poziomy 8-okso-7,8-dihydro-2-deoksyguanozyny (8-oxoG) i niskie poziomy
glutationu zostaty wykryte u prosiat kontrolnych (nie suplementowanych) po urodzeniu w poréwnaniu
do prosiat suplementowanych - moga Wskazywac¢ na obecno$¢ stresu oksydacyjnego. Prawdopodobnie
po wyczerpaniu si¢ GSH z powodu stresu oksydacyjnego, moze on by¢ resyntezowany do poprzednie;j
wielkosci kosztem metioniny (donor metylowy), co prowadzi do uposledzenia metylacji DNA. U
zwierzat kontrolnych stres oksydacyjny wiazat si¢ z demetylacja genomowego DNA, zmniejszona
metylacja promotora APE1 i zwigkszona ekspresja genu APEI1 i co bylo statystycznie znaczace we
wzroscie aktywnosci systemow naprawy BER. W biezacym badaniu ckspresja APEl byla
podwyzszona we wczesnym okresie po porodzie i korelowata specyficznie ze stanem metylacji trzech
rejonéw CpG zlokalizowanych w promotorze APEL.

W badaniach po raz pierwszy wykazano, rolg¢ jaka pelni regulator APE1 w funkcji
epigenetycznej poprzez metylacje DNA w kontrolowanych reakcjach redoks indukowanych
przez ekspozycje na czynniki transkrypcyjne we wczesnym etapie zycia. Stwierdzono, ze:

- modyfikacje epigenetyczne odgrywajg istotna role w regulacji redoks APE1 w hipokampie
noworodkow i w suplementacji diety ciezarnych loch wzbogaconych w przeciwutleniacze gdzie
badano stres oksydacyjny, metylacje i naprawe DNA u ich potomstwa.

- interakcje¢ pomiedzy epigenetycznymi mechanizmami regulacyjnymi w ekspresji APE1 i
metylacji CpG 11 i 13 w rejonie promotora genu, gdzie znajduja si¢ w miejsca wigzania redox —
ktore sa szczegolnie wrazliwe na czynniki transkrypcyjne.

- suplementacja antyoksydantami podczas ciazy chroni potomstwo przed niekorzystnym

wplywem stresu oksydacyjnego i poprawia aktywnos¢ systemu BER.
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- czynniki zywieniowe zawarte w diecie oraz dodatek okreSlonych przeciwutleniaczy moga
modulowa¢ zdolno$¢ do naprawy 8-0xoG i €A, ale nie maja wplywu na czesto$¢ wycinania tych
uszkodzen w jelitach prosiat.

- czynniki S$rodowiskowe takie jak dieta i jej suplementacja réznymi skladnikami
przeciwutleniajacymi moga zmienia¢ metylacje genéw naprawy DNA i moga modulowaé
aktywno$¢ systemow naprawy BER i NER oraz podatno$¢ na oksydacyjne uszkodzenia DNA w
komorce.

- stres oksydacyjny zmienia ekspresj¢ genow zwiazanych przez zmiany w metylacji DNA, a tym
samym moduluje aktywno$¢ BER i podatno$é na utleniajace uszkodzenia DNA, hamuje NER in
vivo, dlatego tez dieta bogata w przeciwutleniacze moze chroni¢ DNA poprzez zmniejszenie

poziomu stresu oksydacyjnego.

(Jest to pierwsza proba pokazania metylacji promotora APEI i jego wplywu na reakcje redoks

wywolane przez stres oksydacyjny).

W cyklu pieciu publikacji przedstawiono zestawienie zagadnienia dotyczacych analizy
ilosciowej zjawisk jakimi sa stany zapalne, choroby, jednostki chorobowe oraz stres oksydacyjny
zachodzacy W organizmach zywych. Na wybranych przykladach wskazano procesy wymagajace
szczegolnej uwagi, podczas opracowania w przyszlosci terapii klinicznych zwigzanych z dieta w

celu modulowania mechanizméw molekularnych w odpowiedzi na ekspozycje sSrodowiskowe.

Literatura:

B.N. Ames, (1989) Endogenous oxidative DNA damage, aging, and cancer, Free Radic.Res. Commun.
7,121-128.

B.J. Appelmelk, Y. An, T.A. Hekker, L.G. Thijs, D.M. MacLaren, J. de Graaf, (1994) Frequencies of
lipopolysaccharide core types in Escherichia coli strains frombacteraemic patients, Microbiology 140,
1119-1124.

C.F. Babbs, Oxygen radicals in ulcerative colitis, Free Radic. Biol. Med. 13 (1992) 169-181.

A. Bird, (2002) DNA methylation patterns and epigenetic memory, Genes Dev. 16, 6-21.

A. Borkowski, L. Lawniczak, T. Clapa, D. Narozna, M. Selwet, D. Peziak, B. Markiewicz, L.
Chrzanowski, (2016) Different antibacterial activity of novel theophylline-based ionic liquids —
growth  kinetic and cytotoxicity studies, Ecotoxicol. Environ. Saf. 130, 54-64,
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2016.04.004.

J. Cadet, A.G. Bourdat, C. D’Ham, V. Duarte, D. Gasparutto, A. Romieu, J.L.Ravanat, (2000)

Oxidative base damage to DNA: specificity of base excision repairenzymes, Mutat. Res. 462, 121
128.

20


https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2016.04.004

H. Choudhary, J. Pernak, J.L. Shamshina, M. Niemczak, R. Giszter, L. Chrzanowski, T. Praczyk, K.
Marcinkowska, O.A. Cojocaru, R.D. Rogers, (2017) Two herbicides in a single compound: double salt
herbicidal ionic liquids exemplified with glyphosate, dicamba, and MCPA, ACS Sustain. Chem. Eng.
5, 62616273, https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.7b01224.

SJ Cohen, T van den Munckhof, G, Voets J Scharringa, A, Fluit, ML Hall (2012) Comparison of
ESBL contamination inorganic and conventional retail chicken meat. Int J Food Microbiol 154, 212—
214. https://doi.org/10.1016/j. ijfoodmicro.2011.12.034

PR Coker, KL Smith, ME Hugh-Jones (2002) Antimicrobial susceptibilities of diverse Bacillus
anthracis  isolates. ~ Antimicrob ~ Agents  Chemother 46,  3843-3845.  https://doi.
0rg/10.1128/AAC.46.12.3843-3845.2002

M.S. Cooke, M.D. Evans, M. Dizdaroglu, J. Lunec, (2003) Oxidative DNA damage: mech-anisms,
mutation, and disease, FASEB J. 17, 1195-1214.

J.L Copeland (1974) Transport Properties in lonic Liquids, Gordon and Breanch Science Publishers,
New York,

AM. EI-Shamy, K. Zakaria, M.A. Abbas, S. Zein El Abedin, (2015) Anti-bacterial and anticorrosion
effects of the ionic liquid 1-butyl-1-methylpyrrolidinium trifluoromethylsulfonate, J. Mol. Lig. 211,
363-369, https://doi.org/10.1016/j.mollig.2015.07.028.

J. Foksowicz-Flaczyk,, J.Walentowska,. (2013) Antifungal activity. of ionic liquid applied to linen
fabric. Int. Biodeter. Biodegr. 84, 412-415.

D.E. Heinrichs, J.A. Yethon, P.A. Amor, C. Whitfield, (1998) The assembly system for the outer core
portion of R1-and R4-type lipopolysaccharides of Escherichia coli the R1 core-specific f-
glucosyltransferase provides a novel attachment site for opolysaccharides, J. Biol. Chem. 273, 29497-
29505.

W.L Hough-Troutman, M. Smiglak, S. Griffin, W.M Reichert, I. Mirska, J. Jodynis-Liebert, T.
Adamska, J. Nawrot, M..Stasiewicz, R.D. Rogers, J. Pernak. (2009) lonic Liquids with dual biological
function: sweet and anti-microbial, hydrophobic quaternary ammonium-based salts. New Journal of
Chemistry, 33 (1), 26-33.

L. Lawniczak, A. Syguda, A. Borkowski, P. Cyplik, K. Marcinkowska, £.. Wolko, T. Praczyk, L.
Chrzanowski, J. Pernak, (2016) Influence of oligomeric herbicidal ionic liquids with MCPA and
Dicamba anions on the community structure of autochthonic bacteria present in agricultural soil, Sci.
Total Environ. 563-564, 247-255https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2016.04.109.

T. Kitahora, K. Suzuki, H. Asakura, T. Yoshida, M. Suematsu, M. Watanabe, S. Aiso, M. Tsuchiya,
Active oxygen species generated by monocytes and polymorphonuclear cells in Crohn’s disease, Dig.
Dis. Sci. 33 (1988) 951-955.

P Kowalczyk,., J. M Ciesla,., M Komisarski,., J. T Kusmierek,., B Tudek. (2004) Long-chain adducts
of trans-4-hydroxy-2-nonenal to DNA bases cause recombination, base substitutions and frameshift
mutations in M13 phage. Mutation Research/ Fundamental and Molecular Mechanisms of
Mutagenesis 550, 33-48.

P. Kowalczyk, J. Jaworek, M. Kot, B. Sokotowska, A. Bielen , B. Janowska, J.M. Ciesla, G.
Szparecki, B. Sado$, B. Tudek. (2016) Inflammation increases oxidative DNA Damage repair and
stimulates preneoplastic changes in colons of newborn rats. Journal of Physiology and Pharmacology,
vol 67, No 2, 277-286.

21


https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.7b01224
https://doi.org/10.1016/j.%20ijfoodmicro.2011.12.034
https://doi/
http://www.juliusz.pernak.com.pl/ionic-liquids-with-dual-biological-function-sweet-and-anti-microbial-hydrophobic-quaternary-ammonium-based-salts/
http://www.juliusz.pernak.com.pl/ionic-liquids-with-dual-biological-function-sweet-and-anti-microbial-hydrophobic-quaternary-ammonium-based-salts/
http://www.juliusz.pernak.com.pl/ionic-liquids-with-dual-biological-function-sweet-and-anti-microbial-hydrophobic-quaternary-ammonium-based-salts/
http://www.juliusz.pernak.com.pl/ionic-liquids-with-dual-biological-function-sweet-and-anti-microbial-hydrophobic-quaternary-ammonium-based-salts/
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2016.04.109

P. Kowalczyk, A Borkowski G., Czerwonka T., Ctapa J.Cie$la, A. Misiewicz., M. Borowiec, M.
Szala. (2018) The microbial toxicity of quaternary ammonium ionic liquids is dependent on the type of
lipopolysaccharide. Molecular Liquids — praca w recenzjach.

S.A. Langie, A.M. Knaapen, J.M. Houben, F.C. van Kempen, J.P. de Hoon, R.W.Gottschalk, R.W.
Godschalk, F.J. van Schooten, (2007) The role of glutathione in theregulation of nucleotide excision
repair during oxidative stress, Tox. Lett.168, 302—-309.

S.A. Langie, P. Kowalczyk, B. Tudek, R. Zabielski, T. Dziaman, R. Olinski, F.J. vanSchooten, R.W.
Godschalk, (2010) The effect of oxidative stress on nucleotide-excision repair in colon tissue of
newborn piglets, Mutat. Res. 695, 75-80.

Lista F, Faggioni G, Valjevac S et al (2006) Genotyping of Bacillus anthracis strains based on
automated capillary 25-loci multiple locus variable-number tandem repeats analysis. BMC Microbiol
6, 33. https://doi.org/10.1186/ 1471-2180-6-33

J. Lukasiewicz, W. Jachymek, T. Niedziela, M. Dzieciatkowska, J. Lakomska, R. Miedzybrodzki, W.
Fortuna, S. Szymaniec, M. Misiuk-Hojlo, C. Lugowski, (2003) Serological characterization of anti-
endotoxin serumdirected against the conjugate of oligosaccharide core of Escherichia coli type R4
with tetanus toxoid, FEMS Immunol. Med.Microbiol. 3759-67, https://doi.org/10.1016/S0928-
8244(03)00104-4.

M. Luo, H. He, M.R. Kelley, M.M. Georgiadis, (2010) Redox regulation of DNA repair:implications
for human health and cancer therapeutic development, Antioxid.Redox Signal. 12, 1247-12609.

K. Marsh, J. Boxall, R. Lichtenthaler, (2004) Room temperature ionic liquids and their mixtures— a
review, Fluid Phase Equilib. 219, 93-98, https://doi.org/10.1016/j.fluid.2004.02.003.

B. Markiewicz, A. Sznajdrowska, L.. Chrzanowski, L. Lawniczak, A. Zgota-Grzeskowiak, K. Kubiak,
J. Nawrot, J. Pernak, (2014) lonic liquids with a theophyllinate anion, New J. Chem. 38, 3146,
https://doi.org/10.1039/c4nj00463a.

Mellata M (2013) Human and avian extraintestinal pathogenic Escherichia coli: infections, zoonotic
risks, and antibiotic
resistance trends. Foodborne Pathog Dis 10:916-932. https://doi.org/10.1089/fpd.2013.1533

R. Meneghini, (1997) Iron homeostasis, oxidative stress, and DNA damage, Free Radic.Biol. Med. 23,
783-792.

Liebana E, Carattoli A, Coque TM et al (2013) Public health risks of enterobacterial isolates
producing extended-spectrum beta-lactamases or AmpC beta-lactamases in food and food-producing
animals: an EU perspective of epidemiology, analytical methods, risk factors, and control options.
Clin Infect Dis 56,1030-1037. https://doi.org/10. 1093/cid/cis1043

R.A. Lee, H.A. Kim, B.Y. Kang, K.H. Kim, Hemoglobin induces colon cancer cell proliferation by
release of reactive oxygen species, World J. Gastroenterol. 12 (2006) 5644—-5650.

N.A. Nnalue, G.N. Khan, N. Mustafa, (1999) Cross-reactivity between six Enterobacteriaceae
complete lipopolysaccharide core chemotypes, J. Med. Microbiol. 48, 433-441.

T.Payagala, D. Armstrong. W., Chiral ionic liquids: a compendium of syntheses and applications
(2005-2012). Chirality, 24(1), 17-53, 2012. doi: 10.1002/chir.21975.

22


https://doi.org/10.1186/
https://doi.org/10.1016/S0928-8244(03)00104-4
https://doi.org/10.1016/S0928-8244(03)00104-4
https://doi.org/10.1039/c4nj00463a
https://doi.org/10.1089/fpd.2013.1533
https://doi.org/10.%201093/cid/cis1043

J. Pernak, B. Markiewicz, A. Zgota-Grzeskowiak, t.. Chrzanowski, R. Gwiazdowski, K.
Marcinkowska, T. Praczyk, (2014) lonic liquids with dual pesticidal function, RSC Adv. 4 39751,
https://doi.org/10.1039/C4RA04816D.

J. Pernak, M. Niemczak, K. Zakrocka, T. Praczyk, (2013) Herbicidal ionic liquid with dualfunction,
Tetrahedron 69, 8132-8136, https://doi.org/10.1016/j.tet.2013.07. 053.

J. Pernak, K. Czerniak, M. Niemczak, 1. Chrzanowski, L. Lawniczak, P. Fochtman, K.
Marcinkowska, T. Praczyk, (2015) Herbicidal ionic liquids based on esterquats, New J. Chem. 39,
5715-5724, https://doi.org/10.1039/C5NJ00609K.

N.V. Plechkova and K.R. Seddon (2008) Applications of ionic liquids in the chemical industry. Chem.
Soc.Rev 37, 123-150.

E. Seeberg, L. Eide, M. Bjoras, (1995) The base excision repair pathway, Trends Biochem.Sci. 20,
391-397.

D.N. Seril, J. Liao, G.Y. Yang, C.S. Yang, Oxidative stress and ulcerative colitis-associated
carcinogenesis: studies in humans and animal models, Carcinogenesis 24 (2003) 353-362.

H. Shoji, B. Koletzko, (2007) Oxidative stress and antioxidant protection in the perina-tal period, Curr.
Opin. Clin. Nutr. Metab. Care 10, 324-328.

Schaur RJ. (2003) Basic aspects of the biochemical reactivity of 4-hydroxynonenal. Mol Aspects
Med. Aug-Oct;24 (4-5),149-59.

I.L Steffensen, H.A. Schut, J.M. Nesland, K. Tanaka, J. Alexander, Role of nucleotide excision repair
deficiency in intestinal tumorigenesis in multiple intestinal neoplasia (Min) mice, Mutat. Res. 611
(2006) 71-82.

Y. Takebayashi, K. Nakayama, A. Kanzaki, H. Miyashita, O. Ogura, S. Mori, M. Mutoh, K. Miyazaki,
M. Fukumoto, Y. Pommier, Loss of heterozygosity of nucleotide excision repair factors in sporadic
ovarian, colon and lung carcinomas: implication for their roles of carcinogenesis in human solid
tumors, Cancer Lett. 174 (2001) 115-125.

Thuy Pham TP, Cho C-W, Yun Y-S (2010) Environmental fate and toxicity of ionic liquids: A review.
Water Res. 44, 352-372. doi:10.1016/j.watres.2009.09.030

A. Wellejus, H.E. Poulsen, S. Loft, (2000) Iron-induced oxidative DNA damage in ratsperm cells in
vivo and in vitro, Free Radic. Res. 32, 75-83

Welton T (1999) Room-Temperature lonic Liquids. Solvents for Synthesis and Catalysis. Chem. Rev.
99, 2071-2084.

Wilkes J. (2002) A short history of ionic liquids—from molten salts to neoteric solvents. Green Chem.
4, 73-80. doi:10.1039/b110838g

N.H. Zawia, D.K. Lahiri, F. Cardozo-Pelaez, (2009) Epigenetics, oxidative stress, and Alzheimer
disease, Free Radic. Biol. Med. 46, 1241-1249.

Q. Zhang, S. Zhang, Y. Deng, (2011) Recent advances in ionic liquid catalysis, Green Chem. 13,
2619, https://doi.org/10.1039/c1gc15334;j.

23


https://doi.org/10.1039/C4RA04816D
https://doi.org/10.1016/j.tet.2013.07
https://doi.org/10.1039/C5NJ00609K
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schaur%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12892992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12892992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12892992
https://doi.org/10.1039/c1gc15334j

5. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).
5.1 Zestawienie bibliometryczne osiagni¢¢ naukowych wg. WoS :

Ip | Typ publikacji PRZED PO UZYSKANIU LACZNIE
UZYSKANIEM TYTULU DOKTORA
TYTULU
DOKTORA
autor | wspélautor | autor | wspélautor
I Orginalne prace recenzowane | 1 - 4 21 26
(z IF) w bazie WoS wtym | wtym
2% 3x*
1 Rozdzialy w ksigzkach i - 1 - - 1
monografiach podrecznikach i
inne publikacje w bazie Wos
111 | Rozdzialy w ksiazkach i - - - 6 6
monografiach podrecznikach i
inne publikacje poza bazg
Wos
IV | Publikacje - - 15 17 32
popularnonaukowe
Publikacje lacznie (pkt I-1V) 1 1 20 44 65
V | Zaproszenie wystapienia 7 2 17 12 38
konferencyjne
VI | Pozostale abstrakty 5 1 - - 6
konferencyjne
VIl | Raporty i ekspertyzy - - - 5 5
naukowe, dokumentacja
badan i inne publikacje
Lacznie (suma pkt V-VII) 12 3 17 17 49
Impact factor 3,61 64,869 68,479
Punkty MNiSW 35 857 892
Liczba cytacji 37 123 160
Index Hirscha 7

* publikacje stanowiace podstawe osiagni¢cia naukowego okreslonego w art. 16 ust 2 z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym, IF-impact factor
WoS -Web of Science, MNiSW- Punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

IF=14,375, MNiSW=142 (*Dane ze stycznia 2018)

5.2 Przed uzyskaniem tytulu doktora

Prace naukowa rozpoczalem w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN (IBB PAN) cyklem

badan nad powstawaniem i lokalizacja miejsc uszkodzen ludzkiego genu p53 przez wystgpujacy w

srodowisku aldehyd chlorooctowy (CAA) oraz produkt peroksydacji lipidow — trans-4-hydroxy-2-

nonenal (HNE). Oba typy zwiazkéw indukuja powstawanie w organizmie cztowieka egzocyklicznych

adduktow zasad DNA takich jak: etenoadenina (eA), etenocytozyna (C) i etenoguanina (G).

Wstepne badania byly prowadzone na plazmidzie zawierajacym petnej dlugosci cDNA genu p53 ktory

modyfikowano in vitro réznymi stgzeniami CAA od 0,5 do 360 mM i lokalizowano miejsca
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uszkodzenia zasad w goracych miejscach mutacji genu z wykorzystaniem metody odcisku palca
polimerazy DNA (ang. DNA polymerase fingerprint analysis- DPFA).

Uzyskane wyniki badan byly podstawa do obrony pracy magisterskiej pt. Lokalizacja uszkodzen
ludzkiego genu p53 przez aldehyd chlorooctowy metoda odcisku palca polimerazy DNA. Zostaty
réwniez przedstawione w postaci monografii:

a) pt. Localisation of chloroacetaldehyde- induced DNA damage in human p53 gene by DNA
polymerase fingerprint analysis. W: Exocyclic DNA adducts in Mutagenesis and
Carcinogenesis in (Singer B. and Bartsch H. eds), Tudek, B., Kowalczyk P., Ciesla, J.M.
(1999). IARC Sientific Publications No. 150. Lyon IARC. pp. 279-293.

Nastepnie rozpoczeto badania nad drugim z analizowanych zwiazkow trans-4-hydroksy-2-nonenalem
(HNE), ktory jest jedna z glownych pochodnych nienasyconych kwasow thuszczowych W celu
uzyskania wstepnych danych o naprawie adduktow HNE do DNA prowadzono in vitro modyfikacje
plazmidu, niosacego cDNA ludzkiego genu p53 w okre§lonych warunkach: (1 mM Iub 100 mM HNE,
w pH 5.5 przez 2 godziny).

Podjeto probe identyfikacji adduktow HNE do wszystkich zasad wystepujacych w DNA, a
zwlaszcza do cytozyny i tyminy, ktore wcze$niej nie byly badane. Stwierdzono, ze HNE moze
tworzy¢ addukty zawierajace dlugie, alifatyczne tancuchy boczne ze wszystkimi czterema zasadami
wystepujacymi w DNA. Zwiazek ten ma zdolno$¢ wigzania si¢ zaréwno do kwasow nukleinowych jak
i do biatek w réznych przedziatach komoérkowych, a takze ma znaczenie regulatorowe dla réznych
procesOw metabolicznych, np. transkrypcji poprzez wiazanie si¢ z czynnikami transkrypcyjnymi czy
tez powstawania wolnych rodnikow w mitochondriach. Na podstawie uzyskanych wynikoéw badan
stwierdzono iz wystepowanie egzocyklicznych adduktow w tkankach ludzi i zwierzat a takze wzrost
ich poziomu w wielu stanach patologicznych sugeruje, ze moga one by¢ uszkodzeniami krytycznymi
w kancerogenezie, szczegélnie w nowotworach ktérych etiologia zwigzana jest z dieta
wysokottuszczowa (jelita grubego, sutka, prostaty) lub procesami oksydacyjnymi. Uzyskane wyniki
badan zostaty przedstawione w publikacji:

b) pt. Long-chain adducts of trans-4-hydroxy-2-nonenal to DNA bases cause recombination,
base substitutions and frameshift mutations in M13 phage. Kowalczyk, P., Ciesla, J. M.,
Komisarski, M., Ku$mierek, J. T., Tudek, B. (2004). Mutation Research/ Fundamental and
Molecular Mechanisms of Mutagenesis 550; 33—-48. (IF=3,680), (MNIsW=35).

Byly rowniez prezentowane na licznych konferencjach naukowych w formie prezentacji ustnych lub
plakatow, a takze byly podstawa do napisania rozprawy doktorskiej pt. ,,Sequence-dependent
induction of exocyclic DNA adducts by trans-4-hydroxy-2-nonenal and chloroacetaldehyde,

mutagenesis and repair in Escherichia coli cells”, praca w jezyku angielskim.
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5.3 Po uzyskaniu stopnia doktora

Opanowanie zaawansowanego warsztatu badawczego wykorzystujacego najnowsze techniki
biologii molekularnej umozliwilo mi juz na etapie studiow doktoranckich, szeroka wspotprace
naukowa z roznymi grupami i osrodkami badawczymi w kraju i za granica w ramach trzech projektow
badawczych. Wtedy takze podjalem badania (stosujac poznane techniki) na wybranych tkankach
zwierzecych i w modelowych komorkach bakteryjnych E.coli w patogenezie przewodu pokarmowego.
Po uzyskaniu stopnia doktora przebieg mojej dotychczasowej kariery naukowej mozna podzieli¢ na
cztery glowne tematy badawcze (5.3.1-5.3.4) oraz dodatkowa tematyke naukowsa (5.3.5).

5.3.1. Kontynuacja badan zwigzanych z rola egzocyklicznych adduktéow zasad DNA w
komorkach bakteryjnych indukowanych przez aldehyd chlorooctowy (CAA) i trans-4-hydroxy-
2- nonenal (HNE):

a) analiza wila$ciwo$ci mutagennych, sekwencyjnej zalezno$ci oraz Kinetyki ich naprawy przez
enzymy naprawy DNA z grupy glikozydaz.

b) zastosowanie metody transformacji bakteryjnej genu lacZ w systemie faga M13 z zaindukowanym
systemem SOS do analizy mutacji w szczepach uvr- E.coli posiadajacych polimerazy uktadu SOS
DNA: Pol Il, Pol IV czy Pol V.

¢) Badania zwiazane z wptywem produkcji peroksydacji lipidow indukowanych HNE na powstawanie
uszkodzen DNA 1 jego naprawe w leukocytach krwi pacjentow (PBL) oraz tkankach okre¢znicy ze
stwierdzonym nowotworem jelita grubego (CRC). Poziomy adduktow byly mierzone metoda LC /
MS / MS z wykorzystaniem metody 32"-postlabelingu. Aktywno$ci naprawcze uszkodzen byly
analizowane metoda wycinania zasad (,,nicking assay”).

Badania te prowadzitem we wspolpracy z prof. dr hab. Barbara Tudek w Instytucie Biochemii i
Biofizyki PAN, ktorych wynikiem sa prace naukowo-badawcze (zalacznik 4 punkt A2, Al4, Al7,
A20). Wyniki byty prezentowane takze na konferencjach zjazdowych (zalacznik 4 punkt K10, K15,
K16, K17, E1).

5.3.2. Dynamika i molekularne mechanizmy rozwoju i przebudowy nablonka przewodu
pokarmowego u zwierzat.

a) Badano rowniez rolg stanow zapalnych indukowanych lipopolisacharydem (LPS) E.coli oraz
S.typhimurium w modulowaniu naprawy 8-oksyG, €A i €eC w jelicie cienkim szczurO6w oraz w
powstawaniu wczesnych zmian nowotworowych w jelicie grubym tych zwierzat.

(Badania wchodza w sklad Osiagni¢cia Naukowego, publikacja B3).

b) Badano wplyw suplementacji (dodatkow paszowych) w diecie karmiacych macior witaminami
antyoksydacyjnymi, tauryna, ro§linnymi katecholaminami oraz nienasyconymi kwasami thuszczowymi

na aktywno$ci naprawcze oksydacyjnych uszkodzen DNA; 8-oksoguaniny (8-oksoG), 1,N°-
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etenoadeniny (¢A) i 3,N*-etenocytozyny (eC) w tkankach prosiat (jelita grubego i mézgu) we
wczesnym okresie postnatalnym.

(Badania wchodza w sklad Osiagniecia Naukowego, publikacja B4 i B5).

c) Dodatkowo, badano wptyw dwoch dawek zelaza (75 i 200mg) u mtodych prosiat na aktywnosci
naprawcze oksydacyjnych uszkodzen DNA; 8-oksoguaniny (8-0ksoG), 1,N°-etenoadeniny (eA) i 3,N*-
etenocytozyny (eC) w wybranych tkankach prosiat (trzustki, jelita cienkiego 25% i 50% dlugosci,
dwunastnicy, watroby ) we wczesnym okresie postnatalnym tych zwierzat w 4, 7 i 14 dniu, i
analizowano je za pomoca metody ,,nicking assay”. Podanie obydwu dawek Zelaza w analizowanych
tkankach, zwigkszato aktywnosci naprawcze dla 8-0xoG, €A i €C, ale standardowo stosowana dawka
(200 mg) miata stabszy wptyw niz dawka nizsza (75 mg). Niewykluczone, ze standardowo stosowana
dawka zelaza jest zbyt wysoka, co powoduje nickontrolowang produkcje¢ reaktywnych form tlenu
utleniajacych biatka naprawcze i hamujacych ich aktywnos$c¢.

Moze to by¢ zwiazane ze stresem oksydacyjnym powstalym po podaniu zelaza i zwigkszeniu
transkrypcji niektorych enzymow w kompleksach naprawczych, np. endonukleazy miejsc
apurynowych (APE1), ktora stymuluje caty proces naprawczy.

Badania prowadzono przy wspélpracy z prof. Romualdem Zabielskim z Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej, Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie i prof. Pawlem Lipinskim z
Instytutu Genetyki i Zwierzat (IGHZ) w Jastrzgbcu w ramach projektu pt. ,,Sterowanie rozwojem
przewodu pokarmowego u noworodkow zwierzat w celu zwigkszenia ich przezywalnosci i poprawy
stanu zdrowotnego”. 2003-2006 PBZ-KBN-093/P06/2003. Wynikiem tej wspotpracy jest powstanie
prac naukowo-badawczych (zalacznik 4 punkt A16, A18,A19). Wyniki byly prezentowane takze na
konferencjach zjazdowych (zalacznik 4 punkt E3 i E5, K12, K13, K14, K18, K19, K22, K24, K25,
K26, K27, K28, K29) oraz rozdziale w podreczniku akademickim (1-a).

5.3.3 Wplyw cieczy jonowych na dlugos¢ LPS w komérkach bakteryjnych oraz analiza bakterii
redukujacych siarczany i tworzacych biofilmy

a) We wspotpracy z Zaktadem Geomikrobiologii Uniwersytetu Warszawskiego, Uniwersytetu
im. Jana Kochanowskiego w Kielcach oraz Instytutu Agrofizyki PAN w Lublinie, prowadzone sa
badania pozwalajace na okre§lenie wpltywu cieczy jonowych na blong i $ciang komérkowa bakterii
Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Na podstawie uzyskanych badan stwierdzono, ze ciecze jonowe
zawierajace lancuch alkilowy przy azocie czwartorzgdowym moga zmienia¢é wypadkowy tadunek
powierzchniowy komorki co moze prowadzi¢ do znacznej agregacji komorek. Przyczyna moze by¢
przenikanie tancucha alkilowego do zewnetrznej blony bakteryjnej, co powoduje zmiang ptynnosci
btony. Badania w tym zakresie sa prowadzone w blonach bakterii poprzez oznaczenie potencjatu
elektrokinetycznego, dyfuzji lateralnej poddanych dziataniu roztwordéw cieczy jonowych.

(Badania wchodza w sklad Osiagnigcia Naukowego, publikacja B2).
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b) Dodatkowo, prowadzone sa oznaczenia produktéw peroksydacji lipidow (HNE i MDA),
aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych (dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, peroksydazy) oraz
oksydacyjnych uszkodzen DNA (zwlaszcza 8-0xoG) w wyniku oddzialywania komoérek z badanymi
zwigzkami, przy uzyciu enzymoéw naprawy DNA z grupy glikozylaz.

) Badany jest takze stopien i szybko$¢ biodegradacji cieczy jonowych oraz analiza ich toksycznosci
wzgledem zespotow mikrobiologicznych tworzacych biofilmy.

d) We wspoélpracy z Instytutem Biotechnologii i Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie im.
Prof. Wactawa Dabrowskiego prowadzone sa badania majace na celu okreslenie wptywu cieczy
jonowych na btong i §ciang komérkowa drozdzy i grzybow.

e) We wspolpracy z Zaktadem Geomikrobiologii Uniwersytetu Warszawskiego oraz Uniwersytetu im.
Jana Kochanowskiego w Kielcach prowadzono takze badania dotyczace; stresu oksydacyjnego
bakterii (Pseudomonas putida) oddziatujacego z nanostrukturami weglika krzemu, drenazu w strefie
wietrzenia hupkow pirytotworczych w Rudawach Janowickich, mikroorganizméw redukujacych
siarczany w wodach naftowych i w pozywce z cynkiem oraz roli $ciany komoérkowej Proteus mirabilis
w tworzeniu biofilmu. Wynikiem tej wspolpracy jest powstanie prac naukowo-badawczych (zalacznik
4 punkt A6, A7, A8, All, Al12). Wyniki byly prezentowane takze na konferencjach zjazdowych
(zalacznik 4 K9, K23).

5.3.4 Badania interakcji srodowiskowych komérek bakterii, grzybow i ssakow z
nanokompozytami, nanoczastkami oraz metalami ci¢zkimi

W mojej pracy naukowo-badawczej zajmowatem si¢ interakcjami srodowiskowymi komorek:
a) bakterii wytwarzajacych patogeny bytujace w pidrach ptakéw, ich wlasciwosciach biochemicznych
i genetycznych oraz wptywie na zdrowie cztowieka.
(Badania wchodza w sklad Osiagnigcia Naukowego, publikacja B1).
b) w hodowlach komoérkowych fibroblastéw z nanokompozytem (grafenem) jako biorusztowanie
zastosowane w inzynierii tkankowe;j.
c¢) ssakdw z nanoczastkami na bazie dendrymeru do spersonalizowanej terapii przewleklej biataczki
limfocytowej: ukierunkowanie na szlak sygnatowy BCR.
d) bakterii srodowiskowych w interakcji z metali cigzkimi zawartymi w pylach ulicznych oraz
ogniwach paliwowych
e) grzybow w wytwarzaniu enzyméw lignolitycznych i aminopeptydaz
Badania zostaly wykonane z wykorzystaniem réznych procesow i technik stosowanych w inzynierii
tkankowej, mikrobiologii, biologii molekularnej (zalacznik 4 punkt I-e). Sa one oparte czgsto na
systemach do analizy i rozdziatu materiatu genetycznego z uzyciem specjalistycznej aparatury jak np.

elektroforezy kapilarnej i cytometrii przeptywowej. Wspolpracg naukowa z tego obszaru badan
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podjatem z krajowymi o$rodkami naukowymi takimi jak Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny, Wydziatem Nauk o Zwierzgtach oraz Wydzialem Rolnictwa i Biologii, Szkoty
Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydziatlem Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu
Jagiellonskiego a takze innymi osrodkami (zalacznik 4 punkt F). Wynikiem tej wspolpracy jest
powstanie prac naukowo-badawczych (zalacznik 4 punkt Al, A3, A4, A5, A9, A10, Al13, Al5).
Wyniki byly prezentowane takze na konferencjach zjazdowych (zalacznik 4 punkt E2 i 4, K11, K20,
K21), rozdzialu w ksiazce w postaci monografii (zalacznik 4 punkt D-a) oraz publikacji z listy
ministerialnej B (zalacznik 4 punkt D-b, D-1-19c, 21-23c).

5.3.5.Wplyw stresu oksydacyjnego na bioenergetyczne funkcje komoérek ukladu sercowo-
naczyniowego i ruchowego w oparciu o nowe techniki analizy - dodatkowa tematyka badawcza

Moja dodatkowa tematyke, stanowia badania zwiazane z analiza stresu oksydacyjnego w
krzepnigciu  krwi  po  zastosowaniu lekow  przeciwptytkowych, przeciwzakrzepowych i
trombolitycznych oraz ich wptywie na funkcje oraz metabolizm mitochondriéw plytek krwi w
organizmach zywych, jako nowego markera stresu oksydacyjnego w chorobach niedokrwiennych
serca z zakresu medycyny interwencyjnej. Stres oksydacyjny, oprocz badan zwiazanych z chorobami
neurodegeneracyjnymi, rakiem lub cukrzyca typu 2, obejmuje réwniez choroby ukladu
krwiotwdrczego.

Tlen molekularny jest kluczowym substratem metabolizmu tlenowego specyficznym do
monitorowania utlenowania komorek, funkcjonowania mitochondriéw i metabolicznych implikacji
sygnalizacji komoérkowej. Jego obecno$¢ w tkankach, umozliwia oceng w czasie rzeczywistym
przemijajacych zmian w oddychaniu komérkowym, gradientach tlenu i reakcjach fizjologicznych w
réznych modelach komoérkowych. Jedna z metod umozliwiajacych pomiar poziomu tlenu
wewnatrzkomorkowego jest metoda ktora umozliwia analize¢ stgzenia tlenu czasteczkowego w
pojedynczej warstwie komoérek i ich przemijajacych zmian aktywno$ci metabolicznej w czasie
rzeczywistym (z ang. oxygen consumption assay). Jest ona niezwykle przydatna w badaniu stanow
niedotlenienia zawartych w mitochondriach ptytek krwi pod wptywem réznych zwiazkow
chemicznych o dziataniu farmakologicznym. Analizy te sa obecnie szeroko stosowane w wielu
dziedzinach biologii komoérki (w tym rdéznicowaniu i proliferacji komorek, interakcji
miedzykomorkowych, nowotworow i toksykologii).

Zastosowanie lekow aktywujacych lub obnizajacych dziatanie ptytek krwi oraz rdéznych
zwiazkow $rodowiskowych, moze wpltywaé na dzialanie mitochondriow plytek krwi poprzez
nadmierne dostarczanie lub wyczerpywanie czasteczkowego tlenu. Co z kolei, moze powodowaé
interakcje z innymi sktadnikami komoérki w tym z biatkami i kwasami nukleinowymi prowadzac do
ich utlenienia.

W literaturze nie ma bezposrednich danych na ten temat, dlatego istnieje potrzeba wyjasnienia

ich roli. Wspotpracg naukowa z tego obszaru badan podjatem z krajowymi osrodkami naukowymi i
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medycznymi takimi jak: Instytut Kardiologii im. Prymasa Tysiaclecia Stefana Kardynala
Wyszynskiego w Aninie, Uniwersytetem Medycznym w Bialymstoku, Poznaniu i w Warszawie.
Wstepne wyniki badan byly prezentowane na konferencjach zjazdowych (zalacznik 4 punkt K1-K8)
oraz w publikacjach z listy ministerialnej B (zalacznik 4 punkt D-20c, D-24-26¢).
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