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Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) artykutow naukowych (H1-H6) wchodzacych
w sktad cyklu w postegpowaniu habilitacyjnym wynosi 17,344 i odpowiada 160 punktom
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* — prace, w ktorych bytlam autorem korespondencyjnym

C) omdwienie celu naukowego ww. prac i osiggnictych wynikow wraz z omodéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie i cel naukowy prowadzonych badan

Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny definjuje si¢ jako zaburzenie roéwnowagi pomigdzy wytwarzaniem
reaktywnych form tlenu (RFT) a ich neutralizacja przez systemy antyoksydacyjne komorek.
Dtugotrwaly lub nasilony stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do powstawania trwatych zmian
w strukturze DNA, lipidéw 1 biatek. Zmiany te prowadza do zaburzen ich funkcji co z kolei
moze by¢ przyczyna nieprawidlowos$ci w metabolizmie komoérkowym. Istnieje coraz wigcej
dowodow wskazujacych na to, ze stres oksydacyjny moze wspotodpowiadaé za powstawanie
wielu chorob, np. chordb neurodegeneracyjnych (choroba Alzheimera i choroba Parkinsona),
chorob nowotworowych, miazdzycy, cukrzycy, astmy czy katarakty jak rowniez jest

odpowiedzialny za procesy starzenia si¢ komorek [1].

W prawidlowych 1 sprawnie funkcjonujacych komorkach panuje rownowaga pomiedzy RFT a

ich usuwaniem przez komorkowe systemy antyoksydacyjne.
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Anionorodnik ponadtlenkowy (O,*) to najwazniejszy przedstawiciel RFT. Jest on

prekursorem innych RFT (Schemat 1), powstaje w wyniku jednoelektronowej redukcji
czasteczki tlenu w reakcji tancucha oddechowego jak rowniez w wyniku reakcji
nieenzymatycznej, w ktorej pojedynczy elektron przenoszony jest bezposrednio na atom
tlenu. Zbyt wysokie stezenie anionorodnika ponadtlenkowego moze prowadzi¢ do uwolnienia
atomow zelaza z bialek 1 utlenienia kwasoéw thuszczowych oraz steroidow, a takze

powodowac uszkodzenia oksydacyjne sktadnikéw kwasow nukleinowych [2].

/ 0O, \+e
102 02;

tlen singletowy anionorodnik ponadtlenkowy
2H" +2e / \-NO
H,0, ONOO
nadtlenek wodoru nadtlenoazotyn

reakcja Fentona
‘OH
rodnik hydroksylowy

Schemat 1: Mechanizm powstawania wolnych rodnikéw tlenowych w komoérce.

Nadtlenek wodoru (H;0,) jest znacznie trwalszy niz anionorodnik ponadtlenkowy i ma
zdolno$¢ dyfuzji przez blony komodrkowe. Wzrost jego stezenia W komorkach aktywuje
czynniki transkrypcyjne, takie jak NF-xB (ang. nuclear factor kappa B) czy HIF-1 (ang.
hypoxia-inducible factor 1), a takze moze powodowaé zwigkszong proliferacje komorek i

angiogeneze, wzrost opornosci na apoptoze oraz zwigkszac¢ inwazyjnos¢ nowotwordéw [2,3].

Nadtlenek wodoru moze by¢ zredukowany w obecnosci jonow zelaza (IT) lub innych metali
(miedz, kobalt, nikiel) do rodnika hydroksylowego (‘OH) najbardziej reaktywnego
oksydanta. Jest on odpowiedzialny za peroksydacje¢ lipidow poprzez tworzenie rodnikoéw

peroksylowych.

Nadtlenoazotyn (ONOO") reaguje przede wszystkim z lipidami i biatkami [2,4]. Odpowiada

m.in. za utlenienie kwasow tluszczowych oraz nitrozylacje grup tiolowych w glutatione
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(GSH) i reszt tyrozyny w centrach aktywnych wielu enzyméw a ponadto indukuje
uszkodzenia DNA [2,5].

Enzymatyczna obrona antyoksydacyjna

Najwazniejsze uktady enzymatyczne uczestniczgce w obronie antyoksydacyjnej to:
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) oraz peroksydaza glutationowa
(GPx), reduktaza glutationowa (GR) i transferaza glutationowa (GST), dla ktorych

glutation jest ko-substratem (Schemat 2).

dehydrogenza
glukozo-6-fosforanowa

Glukozo-6-fosforan TTP 6-Fosfoglukonolakton

NADP* NADPH

N

reduktaza
glutationowa

£\

GSH GSSG
chinon 2 2peroks;ydaza O
NADPH P450 glutationowa
reduktaza
semichinon katalaz
H,0 + O,

Schemat 2: Schemat dzialania enzyméw antyoksydacyjnych [6].

Dysmutazy ponadtlenkowe (SOD) uwazane sg za enzymy stanowigce pierwsza lini¢ obrony
w walce z RFT. Jest to grupa enzyméw katalizujacych reakcje dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego (O,~) do O, i mniej reaktywnego H,O, (Schemat 2). Ponadto enzymy te
utrzymuja stezenie nadtlenku wodoru na poziomie odpowiednim do pelnienia przez ten
zwigzek funkcji czasteczki sygnatowej. W komorkach wystepuja 3 izoenzymy SOD:
mitochondrialny (MnSOD; SOD2), enzym cytozolowy (CuzZnSOD; SOD1) oraz enzym

zewnatrzkomorkowy (ang. extracellular superoxide dismutase) (EC-SOD; SOD3)

Dysmutazy $cisle wspolpracuja z enzymami usuwajacymi z komoérki nadtlenek wodoru,

takimi jak katalaza (CAT) i selenozalezna peroksydaza glutationowa (SeGPx). Oba te
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enzymy roznig si¢ powinowactwem do H,0,. Enzymem o wyzszym powinowactwie jest Se-
GPx, ktora w zwiazku z tym jest aktywniejsza przy nizszych stezeniach nadtlenku wodoru,
podczas gdy CAT przy jego wyzszych stgzeniach. Obok Se-GPx w komodrkach wystepuje

réwniez selenoniezalezna GPx (non-Se-GPx), ktéra redukuje nadtlenki lipidowe.

GPx wspoldziata z reduktaza glutationowa (GR), ktora dostarcza niezbedny do aktywnosci

GPx zredukowany glutation.
Glutation i jego funkcja antyoksydacyjna w komorce

W obronie komoérki przed RFT bardzo wazng role petnig antyoksydanty drobnoczasteczkowe.
Zwiazki te dziataja jako druga linia obrony, usuwajac RFT, ktore ,,umknety” katalazie lub
dysmutazie ponadtlenkowej. Wsréd antyoksydantow drobnoczasteczkowych najwazniejsza
rolg petni zredukowany glutation (GSH), redukuje nadtlenek wodoru i nadtlenki organiczne
w reakcji katalizowanej przez GPx. Powstajacy utleniony glutation (GSSG) jest ponownie
redukowany przez GR w obecno$ci NADPH. W komorkach bardzo wazny jest stosunek
stezen [R] formy zredukowanej do utlenionej glutationu [GSH]/[GSSG]. Wartos¢ stosunku
stezen stanowi miar¢ stanu oksydoredukcyjnego komoérki. W warunkach fizjologicznych w
komorkach watroby [R] wynosi 300-400, podczas gtodu okoto 150, a pod wpltywem silnego
stresu oksydacyjnego moze nawet obnizy¢ do 2 [7,8]. Inng wazng funkcja glutationu jest
tworzenie S-koniugatow (tioeterow GSH) z endo— i egzogennymi zwigzkami elektrofilowymi
w procesie S — glutationylacji. Prowadzi to do ich inaktywacji i obnizenia toksycznosci.

Reakcje te sg katalizowane przez transferaze glutationowa.

Pestycydy a stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny jest indukowany przez wiele czynnikow fizycznych i chemicznych, w tym
rowniez przez pestycydy, ktore sg powszechnie stosowane nie tylko w rolnictwie, ale rowniez
w roznych gateziach przemyshu. Termin "pestycydy" to ogdlna nazwa, ktora obejmuje liczne
zwigzKi chemiczne. Ze wzgledu na budowe chemiczng mozna je podzieli¢ na pestycydy
nieorganiczne (insektydy arsenowe i insektydy fluorkowe) oraz pestycydy organiczne
(fosforoorganiczne, chloroorganiczne, karbaminiany, pochodne kwasu fenoksyoctowego oraz

pochodne triazynowe).

W zwigzku z coraz szybszym rozwojem rolnictwa i zwigkszonym zapotrzebowaniem na

zywnos¢ na $wiecie, w rolnictwie wprowadza si¢ coraz wiecej nowych, bardziej skutecznych
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srodkéw ochrony ro$lin (pestycydow). W 2018 roku w Unii Europejskiej zarejestrowano
okoto 500 aktywnych substancji (pestycydow) z roéznych grup chemicznych zgodnie z
rozporzadzeniem Komisji Europejskiej No 1107/2009 [8]. Tylko niewielka czgs¢
stosowanych w UE pestycydéw jest objeta programem monitorowania. Z badan wynika, ze
prawie 50% owocow, warzyw i zboz dostepnych na rynku jest zanieczyszczona
pozostatosciami pestycydoéw, a ponad 25% monitorowanej zywnosci zawiera pozostatosci
przynajmniej dwoch pestycydow. Ponadto zywnos$¢ przetworzona, w tym roéwniez
przeznaczona dla niemowlat, jest zanieczyszczona pozostatoSciami pestycydow. Badania
przeprowadzone w USA, jak i w nielicznych panstwach europejskich, wykazuja obecnosé¢
pozostatosci pestycydow we krwi, w moczu i wlosach u oséb nienarazonych zawodowo [10-
12]. Wiele laboratoriow prowadzi badania, ktére mogg pozwoli¢ wyjasni¢ mechanizmy
toksycznego dziatania pestycydow na organizmy ludzkie i zwierzece. Dane naukowe
wskazuja, ze toksycznos$¢ pestycydow moze by¢ zwigzana m.in. z nagromadzeniem si¢ RFT

w komorce i zwigzanym z tym stresem oksydacyjnym [13-15].

W swoich badaniach zaj¢tam si¢ pestycydami z grupy ditiokarbaminianow. Mdj wybor
podyktowany byl tym iz zwiazki te sg stosowane nie tylko jako S$rodki ochrony roslin,
glownie jako fungicydy, ale znalazly roéwniez zastosowanie w medycynie, kosmetologii oraz
przemysle gumowym. Konsekwencja tego jest state narazenie populacji na obecnos$¢ tych
zwigzkow lub/i ich pozostatosci w wyniku wchtaniania przez uktad pokarmowy, skore czy

uktad oddechowy.

Charakterystyka ditiokarbaminianéw (metyloditiokarbaminy, dimetyloditiokarbaminy,
dietylditiokarbaminy (DEDC) oraz etylenobisditikarbaminiany (EBDC).
— nalezg do zwiazkow z grupy karbaminianow zawierajacych siarke i nie sg inhibitorami
acetylocholinoesterazy
— zaliczane s3 do zwiazkow z 1V klasy toksycznosci, tzn. sg substancjami szkodliwymi,
ich LDsy (dawka zwigzku w mg/kg masy ciata potrzebna do spowodowania $mierci
50% badanej populacji po jej wchionigciu) miesci si¢ W zakresie 501-5000 mg/kg
masy ciata [16]
— charakteryzuja si¢ niska toksyczno$cig dla ludzi i zwierzat. Przewlekte narazenie na

dziatanie ditiokarbaminianow moze powodowac m.in. dziatanie neurotoksyczne.

Pomimo wielu badan in vitro i in vivo dotyczacych toksycznosci oraz mutagennych

I genotoksycznych witasciwosci ditikarbaminianéw mechanizm ich cytotoksycznego dziatania
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nie zostal w pelni poznany. Warto podkresli¢, ze sg to zwigzki 0 wysokiej aktywnoS$ci
biologicznej, silnie wigzace metale i mogace oddziatywac¢ z biatkowymi i niebiatkowymi
grupami -SH.

Po obronie pracy doktorskiej, ktorej tematem byto poznanie mechanizmow dziatania dwoch
powszechnie stosowanych ditiokarbaminianéw: tiuramu i disulfiramu, kontynuowatam
badania nad wyjasnieniem cytotoksycznego dziatania innych pestycydow z tej grupy. Do
badan wybratam dwa zwigzki nalezgce do etyleno-bis-ditiokarbaminianow: maneb i zineb
oraz dietyloditikarbaminian (DEDC), ktory oprocz zastosowania jako pestycyd jest rowniez
gtownym metabolitem disulfiramu (lek Antabus). W swoich badaniach skupitam si¢ réwniez
nad sposobami zapobiegania biologicznym skutkom stresu oksydacyjnego, ktorym jest m.in.
stan zapalny. Postawitam pytanie, czy zastosowanie zwigzkoéw o charakterze
antyoksydacyjnym zniweluje lub ostabi efekty cytotoksycznego dziatania badanych

pestycydow, a takze wplynie na parametry stanu zapalnego.
Celem naukowym przedstawionego cyklu prac bylo okreslenie:

— potencjalu manebu, zinebu i dietyloditiokarbaminianu sodu do wywotania stresu

oksydacyjnego w uktadzie in vitro

— roli enzymow antyoksydacyjnych, wptywu stezenia endogennego glutationu oraz rola
N-acetylo-L-cysteiny (NAC) - antyoksydanta i prekursora syntezy endogennego

glutationu, w mechanizmie cytotoksycznego dziatania badanych ditiokarbaminianow

— dziatania Se (IV) obecnego w preparacie Selol na parametry stanu zapalnego

wywolanego stresem oksydacyjnym.

Cykl otwiera praca przegladowa [H1] ”Biologiczne skutki stresu oksydacyjnego wywotanego
dziataniem pestycydow”, opublikowana w Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalne;j.
Omowione w tej pracy pisSmiennictwo Stanowi uzupetnienie wstepu do omawianego
osiggni¢cia naukowego.

We wstepie pracy obok ogélnych danych na temat klasyfikacji 1 wlasciwosci pestycydow
zwrocitam uwagg na istotne problemy zwigzane z biologicznymi konsekwencjami narazenia
ludzi na pestycydy i ich pozostatosci. W tym celu przedstawitam aktualne wowczas dane
statystyczne mowigc o ilosci stosowanych pestycydow w krajach Unii Europejskiej oraz
przedstawilam wyniki badan monitorujgcych zanieczyszczenia zywno$ci dostgpnej na

polskim rynku pozostatosciami pestycydow. Z dostgpnych wowczas danych wynikalo ze z
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roku na rok ilo$¢ sprzedawanych w Unii Europejskiej roznych rodzajow pestycydow rosnie.
Niestety tendencja ta w wielu krajach Unii Europejskiej, w tym rowniez w Polsce, utrzymuje
si¢ na niezmienionym poziomie. Z najnowszych badan statystycznych przeprowadzonych w
Unii Europejskiej w latach 2011-2016 dotyczacych ilosci sprzedanych pestycydow wynika, ze
w Polsce w tym okresie liczba sprzedanych pestycydow wzrosta o 12,3% [17]. Wzrost ten jest
zwigzany z dynamicznym rozwojem rolnictwa i ze zwigkszonym zapotrzebowaniem na
skuteczniejsze srodki ochrony roslin. Wydaje si¢ wiec, ze tematyka poruszona w tej pracy

pogladowej pozostaje nadal aktualna.

W dalszej czeSci pracy przedstawitam aktualne dane na temat najwazniejszych markerow

stresu oksydacyjnego.

Znacznikiem moéwigcym o poziomie oksydacyjnych uszkodzen biatek jest st¢zenie
bialkowych grup karbonylowych (PC) obecnych w pochodnych aminokwasow
o charakterze aldehydow lub ketonow. Pochodne te powstaja na skutek utlenienia reszt
aminokwasowych z wolng grupa aminowa, amidowa lub hydroksylowg oraz reszt tryptofanu,
proliny i histydyny. Ponadto grupy karbonylowe powstaja rowniez W wyniku przerwania
tancucha polipeptydowego podczas tworzenia rodnika alkoksylowego. Powstate grupy
karbonylowe sa stosunkowo stabilne chemicznie i mozliwe jest ich jakosciowe i ilo§ciowe
oznaczenie. Pozwala to na ocen¢ uszkodzen struktury biatek. Wzrost poziomu grup
karbonylowych  zaobserwowano w  komodrkach  eksponowanych na  pestycydy
z grupy ditikarbaminianow [18,19]. Czasteczki bialek uszkodzone w wyniku utlenienia majg
tendencje do gromadzenia si¢ w tkankach 1 odgrywaja role w patogenezie wielu chorob oraz

W procesie starzenia.

Wsrod lipidow najbardziej podatne na peroksydacje sa wielonienasycone kwasy thuszczowe
wchodzace w sktad fosfolipidow (glownie fosfatytydyloetanoloaminy i fosfatydylocholiny)
bedacych podstawowym sktadnikiem bton biologicznych. Proces peroksydacji ma charakter
lawinowy oraz wolnorodnikowy, i prowadzi do powstania nadtlenkéw lipidowych.
Najwazniejszymi produktami kofcowymi powyzszych reakcji 1 jednocze$nie markerami
peroksydacji lipidow sg m.in. dialdehyd malonowy (MDA) i trans-4-hydroksynonenal
(4HNE), ktore mogag uszkadza¢ czgsteczki kwasow nukleinowych i biatek. 4HNE jest
najbardziej toksycznym i aktywnym produktem, moze tworzy¢ kowalencyjne addukty z

nukleofilowymi grupami w biatkach, kwasach nukleinowych oraz lipidach btonowych
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wplywajgc w ten sposob na wiele koméorkowych szlakow sygnatowych. MDA natomiast jest
mutagenny dla komoérek bakteryjnych i komoérek ssakow, a ponadto kancerogenny dla
szczurdw. Oba zwigzki maja dluzszy czas poitrwania niz RFT oraz zdolno$¢ do dyfuzji do
odlegtych obszarow komorki. Parametrem do oceny stopnia peroksydacji lipidow jest poziom
TBARS (ang. thiobarbituric reactive substances). Poziom TBARS odzwierciedla stezenie
glownie MDA oraz w mniejszym stopniu stg¢zenie innych produktéw peroksydacji lipidow.
Wykazano, ze za proces peroksydacji lipidow mogg by¢ odpowiedzialne m.in. pestycydy z

grupy ditiokarbaminianow [18,19].

Za oksydacyjne uszkodzenia DNA odpowiedzialny jest przede wszystkim rodnik
hydroksylowy (OH). Reakcje rodnika hydroksylowego z kwasami nukleinowymi prowadzi¢
moga do uszkodzenia zasad azotowych, reszt cukrowych, powstania peknig¢ nici kwasoéw
nukleinowych, a takze do powstania wigzan poprzecznych DNA-biatko. Produktem reakcji
rodnika hydroksylowego np. z guaning jest 8-hydroksyguanina, ktéra jest najbardziej
mutagennym uszkodzeniem DNA. Wynikiem powyzszej zmiany jest indukcja mutacji typu

transwersji G-C—T-A.

Ostatnim tematem ktory poruszytam w pracy przegladowej bylo zagadnienia dotyczace
wplywu pestycydow i indukowanego przez nich stresu oksydacyjnego na rozwdj wybranych
chorob cywilizacyjnych. Skupitam si¢ na dwoch schorzeniach neurodegeneracyjnych:
chorobie Parkinsona i chorobie Alzheimera zaliczanych do chordb cywilizacyjnych. Objawy
charakterystyczne dla choroby Parkinsona zaobserwowano u ludzi stale narazonych na
dziatanie m.in. pestycydow z grupy ditiokarbaminanéw. Jednocze$nie podatam dane
naukowe, ktore podkreslaja role stresu oksydacyjnego w patogenezie tej choroby. Neurony
dopaminergiczne sa w szczegdlny sposdb narazone na stres oksydacyjny, poniewaz zachodzi
w nich synteza i1 rozklad dopaminy. W trakcie tych procesow powstaja duze ilosci RFT. W
badaniach post mortem moézgow osob chorych na Parkinsona stwierdzono podwyzszony
poziom biatkowych grup karbonylowych (PC) oraz wzrost produktéw peroksydacji lipidow 1
utleniania nukleotydow [20,21].

Zaburzenia rownowagi oksydoredukcyjnej sg rowniez jedng z przyczyn choroby Alzheimera.
Choroba ta wystepuje przede wszystkim u osob powyzej 70 r.z. Za rozwoj choroby
odpowiedzialne sg wspotdziatania wielu réoznych czynnikdéw, m.in. genetycznych, bodzcow
neurotoksycznych, RFT, odczynow zapalnych lub obecnos¢ glinu. Za podstawowy czynnik

uwaza si¢ nadmierng akumulacj¢ i agregacj¢ biatka f-amyloidowego.
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W dalszej czesci pracy omowitam zwigzek stresu oksydacyjnego z rozwojem chordb
nowotworowych. Trwate zmiany w genomie komorek, powstale na skutek stresu
oksydacyjnego, to pierwszy etap charakterystyczny dla procesu mutagenezy, kancerogenezy i
starzenia si¢ komorek. Powstawanie mutacji w fancuchu DNA to krytyczny etap w procesie
kancerogenezy. Pestycydy, ktore indukujag w komorce stres oksydacyjny mogg posrednio
wplywaé na rozwdj choréb nowotworowych. W tej czgéci zwrdcitam uwage, ze dla wielu
powszechnie stosowanych pestycydow nie wykazano wlasciwosci kancerogennych,
aczkolwiek wiadomo, ze nicktore z nich sg odpowiedzialne za rozwoj pewnych typoéw
nowotworow. Z drugiej strony zaobserwowano, ze wsrod osob zawodowo narazonych na
wysokie stezenie pestycydow znacznie czesciej pojawiaja si¢ niektore typy nowotwordw,

takie jak nowotwory krwi, ptuc, zotadka, warg i prostaty a takze skory.

W ostatniej czeSci pracy zwrocitam uwage na problem bezplodnosci. Temat ten od lat
pozostaje aktualny. Badania wskazuja, ze w krajach rozwinigtych czgsto$¢ wystepowania
bezptodnosci wzrasta, a jako przyczyne podaje si¢ zanieczyszczenie Srodowiska, rowniez
przez pestycydy i ich pozostatosci. W pracy przedstawitam wyniki badan przeprowadzonych
na szczurach poddanych dzialaniu r6znych pestycydow, u ktérych wzrasta poziom markerow
stresu oksydacyjnego oraz zmienia si¢ aktywno$¢ hormondéw zwigzanych z procesem
rozmnazania. Przedstawialam réwniez dane wskazujace na podwyzszony poziom RFT w
probkach nasienia od bezptodnych mezczyzn. Wyniki badan naukowych wskazuja, ze wzrost
RFT w plemnikach wplywa niekorzystnie na ich aktywnos$¢ i moze prowadzi¢ do zmian
chorobowych. Ponadto w badaniach przeprowadzonych wsrdd kobiet stale narazonych na
dziatanie pestycydow zaobserwowano liczne zaburzenia cyklu owulacyjnego w poréwnaniu

do kobiet nie majacych kontaktu z pestycydami [22-24].

Poniewaz pestycydy sg i bedg stosowane nalezy prowadzi¢ zakrojong na szerokg skale akcje
informacyjng w celu u$wiadomienia przede wszystkim rolnikdw o niebezpieczenstwie jakie
niesie ze soba nieprzestrzeganie zasad dotyczacych okreséw karencji, przechowywania,

I utylizacji pestycydow.
Praca [H1] byta podstawa do moich dalszych badan.

Po obronie rozprawy doktorskiej kontynuowatam badania nad mechanizmami
cytotoksycznego dziatania zwigzkow z grupy ditiokarbaminianéw tj. DEDC, manebu i zinebu
oraz rolg endo- i egzogennych antyoksydantow w tych procesach. Badania prowadzitam w

uktadzie in vitro w komorkach fibroblastow chomika chinskiego linii V79. Komorki
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inkubowano przez 1h z wybranymi ditiokarbaminianami w st¢zeniach od 0 do 300 uM. W
tym zakresie stezen przezywalno$¢ komoérek utrzymywala sie na poziomie ok. 70% (test

barwienia komorek biekitem trypanu).

Zajetam si¢ glownym metabolitem disulfiramu — dietyloditiokarbaminianem sodu (DEDC)
(CAS No 148-18-5). Jedna czgsteczka disulfiramu jest metabolizowana do dwoch czgsteczek

DEDC w wyniku redukcji wewnatrzczasteczkowego mostku disiarczkowego (Schemat 3).

DISULFIRAM
S
A
C—sS S
/N
\ \
C,Hg N—C,Hg
/
HsC, / DEDC-glukuronid
Z s DEDC-alanina
HsC, S _
cs, + \NH H5C2\ || — » siarczan-DEDC
pd — /N—C—SH — > S-Me-DEDC
HsC2 H:C
' . 52 <> DEDC-MeSO
dietyloamina
dietyloditiokarbaminian DEDC-MeSO,
DEDC

Schemat 3. Metabolizm disulfiramu w komorkach zwierzecych [25].

Moje zainteresowanie DEDC wynikato nie tylko dlatego, ze jest on glownym metabolitem
disulfiramu (DSF) i powszechnie stosowanym w rolnictwie pestycydem, ale rowniez z faktu,
ze DEDC oraz jego analogi sg wykorzystywane w medycynie m.in. w chemoterapii, w terapii
eksperymentalnej AIDS oraz jako Ileki hamujace wzrost lekoopornych bakterii
Mycobacterium tuberculosis [26-28]. Ponadto charakterystyczna budowa chemiczna DEDC,
tzn. obecno$¢ wolnych grup —SH, nadaje mu silne wlasciwosci chelatujace, w zwigzku z
czym DEDC znalazt zastosowanie w leczeniu zatru¢ metalami ciezkimi i metaloidami. Jest
rowniez zwigzkiem o wysokiej reaktywnos$ci. Planujac badania opisane w pracy
doswiadczalnej [H4] opublikowanej w Archives of Toxicology przyjetam zatozenie, ze
cytotoksyczne dziatanie DEDC podobnie jak jego prekursora — disulfiramu, moze by¢
zwigzane z zaburzeniami komorkowego uktadu redoks. Moje wcze$niejsze badania wykazaty
pro-oksydacyjne dziatanie disulfiramu. Ze wzgledu na obecnos¢ wolnych grup -SH, DEDC
mogt okazac¢ si¢ zwigzkiem bardziej reaktywnym niz DSF. W zwiazku z tym jednym z celow
moich badan byto poréwnanie czy DEDC podobnie jak DSF wptywa na tiolowy uktad redoks

w komorce oraz czy oba zwigzki, ktore sg ze sobg metabolicznie/chemicznie Scisle powigzane
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wykazuja podobny mechanizm dziatania. Kolejnym celem bylo sprawdzenie czy jak w
przypadku DSF, cytotoksyczne dziatanie zostalo zniesione w skutek zastosowania NAC-
antyoksydanta i zarazem prekursora syntezy glutationu. W badaniach tych szukatam
odpowiedzi czy podwyzszony poziom endogennego glutationu bedzie dziatal ochronnie na
komorki. Doswiadczenia przeprowadzitam na linii komérkowej V79. Badane stezenia DEDC

miescity si¢ w zakresie od 0 do 300 uM.

Doswiadczenia rozpoczgtam od okreslenia cytotoksycznosci DEDC, nastepnie okreslitam
jego wplyw na poziom wewnatrzkomérkowego glutationu, biatkowych grup karbonylowych
PC (utlenienie biatek), TBARS (peroksydacja lipidow) oraz wplyw na najwazniejsze enzymy
bariery antyoksydacyjnej tj. CAT, Se-GPx i non-Se-GPx oraz GR. Ostatnim etapem mojej
pracy bylo sprawdzenie czy $mieré¢ komorek indukowana dziataniem DEDC zachodzi na
drodze apoptozy czy nekrozy. Badania wykazaly, ze cytotoksyczne dzialanie DEDC na
komoérki V79 zalezy od wewnatrzkomorkowego stgzenia glutationu. Pozytywny efekt
dziatania podwyzszonego stezenia GSH zaobserwowalam w przeprowadzonych
standardowych testach na przezywalnos$¢ komorek (test MTT i test barwienia biekitem
trypanu). Wyniki obu testow wykazaly, ze preinkubacja komorek z NAC niwelowata
cytotoksyczny wptyw DEDC na przezywalno$¢ komoérek V79. Postuzytam si¢ réwniez
kluczowym parametrem stosunku GSH/GSSG [R] ktorego warto§¢ moéwi 0 stanie
oksydoredukcyjnym komoérek. W zakresie badanych stezen DEDC znaczaco obnizal warto$é¢
R, jednocze$nie zaobserwowatam, ze spadkowi towarzyszyt istotny wzrost stezenia GSH. Z
drugiej strony w komorkach wykazatam podwyzszony poziom GSSG. Obnizona warto$¢
parametru R wskazywata na zaburzenie stanu redoks w komorkach V79 i stres oksydacyjny.
W warunkach tych dochodzi do peroksydacji biatek i lipidow. Uzyskane wyniki potwierdzity,
ze DEDC indukuje w komorce wzrost stezenia PC oraz TBARS. W komorkach poddanych
dziataniu NAC oba powyzsze parametry wracaty do poziomu obserwowanego w komorkach
kontrolnych. Uzyskane na tym etapie badan wyniki wskazywaly, ze DEDC wykazywal
pro-oksydacyjne dzialanie, ktéremu mozna zapobiec zwi¢kszajac poziom endogennego
glutationu.

Jak juz wspomniatam, istotng role w obronie komorki przed stresem oksydacyjnym pelnig
enzymy antyoksydacyjne. Wykazatam, ze DEDC znaczaco podwyzsza aktywnos¢ GR, a
obserwowany wzrost aktywno$ci tego enzymu korelowatl z podwyzszonym stezeniem GSH w

komorkach V79. Jednoczesnie stwierdzitam spadek aktywnosci obu peroksydaz
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glutationowych (Se-GPx i non-Se-GPx), kluczowych enzymoéw usuwajgcych RFT i nadtlenki
lipidowe. Z drugiej strony w badanych komoérkach pod wptywem DEDC wzrosta aktywnos¢
CAT. Roéwnoczesnie interesujacym jest, ze w komorkach preinkubowanych z NAC
aktywno$¢ GR réwniez byta wysoka, natomiast aktywno$¢ obu GPX pozostata obnizona.
Jednoczes$nie aktywnos¢ CAT wrocita do poziomu kontroli. Uzyskane wyniki wykazaly ze
w obronie komorki przed cytotoksycznym dzialaniem DEDC pierwszoplanowa role
odgrywaja dwa enzymy: CAT oraz GR. Wazrost aktywno$ci obu enzyméw jest
najprawdopodobniej adaptacja komorek do warunkow stresu oksydacyjnego a

cytotoksyczne dziatanie DEDC moze wynika¢ z nagromadzenia si¢ w komorkach H,O..

Z piSmiennictwa wynika, ze stres oksydacyjny odgrywa kluczowg role w procesie apoptozy.
Obnizony poziom GSH a takze wzrost stezenia RFT, glownie H,0,, to jedne z kluczowych
czynnikow wprowadzajacych komorke na szlak apoptozy. W pracy [H4] przedstawitam
wyniki dwoch niezaleznych testow wykrywajacych apoptoze w komoérkach. Pierwszy z nich
wykrywa charakterystyczng dla apoptozy fragmentacje DNA (test TUNEL), natomiast drugi
ujawnia wczesne zmiany, ktoére zachodza w blonie cytoplazmatycznej komorek (test z
Aneksyna V). Wyniki uzyskane dla DEDC nie byly jednoznaczne. W tescie TUNEL nie
stwierdzono komoérek ze zmianami charakterystycznymi dla apoptozy, natomiast wyniki testu
z Anneksyng V wykazaly, ze DEDC indukuje apoptoze w wigkszosci (90%) zbadanych
komorek. Pozostate komorki wykazywaty zmiany charakterystyczne dla procesu
nekrozy/pdznej apoptozy. W tym przypadku réwniez potwierdzita si¢ teza wskazujaca na
ochronne dziatanie NAC. W wyniku jego dziatania liczba komorek ktore ulegly apoptozie
znaczgco spadta. Powyzsze wyniki wskazywaly i jednocze$nie potwierdzily teze, ze stres
oksydacyjny wywolany dzialaniem DEDC prowadzil do $mierci komorek na drodze
apoptozy, badz nekrozy, a zastosowanie czynnika o dzialaniu antyoksydacyjnym temu

zapobiega.

Uzyskane w pracy [H4] wyniki sa uzupelieniem badan dotyczacych wyjasnienia
mechanizmow dziatania DEDC, réwniez w kontek$cie jego terapeutycznego wykorzystania.
Z dostgpnego pisSmiennictwa wynika, ze jest to zwigzek, ktory moze mie¢ pro-oksydacyjne
dziatanie, ale moze rowniez wykazywaé dziatanie antyoksydacyjne. Ze wzgledu na
,podwojne oblicze” DEDC niezbedne wydaje si¢ przeprowadzenie dodatkowych badan

zarowno W uktadzie in vitro jak i in vivo.
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Wyniki moich badan opublikowanych w pracy [H4] pozwolily na poréwnanie
mechanizmu dzialania dwéch S$ciste powigzanych ze sobg zwigzkéw, ktére poza
rolnictwem sg rowniez stosowane w medycynie. Wykazalam, ze DEDC dziala podobnie
do DSF (disulfiram) na komérkowy uklad redoks. Uwazam, ze istotnym wnioskiem
wynikajacym z tych badan jest fakt, ze cytotoksycznos¢ badanych zwiazkéw zalezy od
stezenia glutationu lub innego tiolowego buforu. Nalezy réwniez podkresli¢ ze DSF,
ktory pod wzgledem chemicznym jest disiarczkiem DEDC, wydaje si¢ by¢ zwiazkiem

bezpieczniejszym.

W kolejnych badaniach zajetam si¢ inng grupa zwiazkow nalezacych do ditiokarbaminanow,
tj. etyleno-bis-ditiokarbaminianami (EBDC). Do grupy tej zaliczamy maneb, zineb,
mankozeb, nabam i metriam. EBDC sa to gtéwnie fungicydy o szerokim zastosowaniu przede
wszystkim w uprawie ziemniakow i pomidoréw, ale takze innych warzyw, owocow 0raz
upraw polowych. Ponadto, stosowane sag do ochrony nasion przed chorobami grzybowymi.
Wszystkie etyleno-bis-ditiokarbaminany nalezg do zwigzkéw o stosunkowo niskiej
toksyczno$ci i sg uwazane za bezpieczne. Ich toksyczne dziatanie ujawnia si¢ dopiero przy

dhugotrwatym dziataniu. Do swoich badan wybratam dwa powszechnie stosowane fungicydy:

maneb i zineb
S- -
/ /S
/NH—C\\ /NH~C\\
CH S
S 2-CH S S CH,-CH
N\ / 2 N/ 2
Mn2+ ) NH Zn2+ _/C—NH
S S
Maneb Zineb

Schemat 4. Wzér strukturalny manebu (CAS No 12427-38-2) i zinebu (CAS No 12122-67-7)

Maneb (Mn — etyleno-bis-ditiokarbaminian; Mn-EBDC) (CAS No 12427-38-2) wykazuje
stosunkowo niskg toksyczno$¢: LD50 (doustnie) dla myszy wynosi 2600mg/kg m.c., a dla
szczurow: 3000 do 7990 mg/kg m.c.[29]. Przy dtugotrwatym narazeniu, maneb ma szkodliwy
wplyw na uklad nerwowy i moze by¢ przyczyng rozwoju chordéb neurodegeneracyjnych.
Zineb (Zn- etyleno-bis-ditiokarbaminian; Zn-EBDC) rowniez nie jest zwigzkiem o wysokiej

toksycznos$ci LD50 (doustnie) dla szczurow wynosi 1850 do 8900 mg/kg m.c., dla myszy
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7600 do 8200-8900 mg/kg m.c., a dla krolikow 4450 mg/kg m.c. [29]. Zineb podobnie jak

maneb wykazuje dziatanie neurotoksyczne przy dtugotrwatym narazeniu.

Dziatanie toksyczne manebu, wedlug dostepnego pismiennictwa jest zwigzane z jego
szkodliwym wptywem na mitochondria oraz System dopaminergiczny co w konsekwencji
prowadzi do uszkodzenia uktadu motorycznego (ruchowo - migéniowego), a ostatecznie moze
by¢ przyczyng rozwoju choroby Parkinsona [30]. Wykazano réwniez, ze maneb jest
inhibitorem i/lub zwigzkiem rozprzegajagcym tancuch oddechowy. Pomimo, ze  jest
zwigzkiem chemicznie trwalym, w komorkach jest metabolizowany do Mn i etyleno-bis-

ditiokarbaminianu, ktére maja dziatanie neurotoksyczne [31].

Podobnie jak w przypadku manebu, toksyczne dziatanie zinebu jest zwigzane z tym, ze W
komorkach jest on metabolizowany do potencjalnie neurotoksycznych Zn i EBDC. Cynk jest
pierwiastkiem, ktory reaguje z beta-amyloidem oraz jego biatkowym prekursorem, a wigc
moze by¢ odpowiedzialny za procesy neurodegeneracyjne zachodzace w mozgu np. w czasie
choroby Alzheimera [32,33]. Ponadto, uwaza si¢ z2 EBDC moze by¢ odpowiedzialny za

rozwoj choroby Parkinsona [34].

Uktad nerwowy oraz choroby neurodegeneracyjne sg tematem wielu badan. Mechanizm
rozwoju tych choréb jest w licznych przypadkach niewyjasniony. Moze to wynika¢ z faktu,
Ze nie jest jasne czy przyczyny maja podloze genetyczne czy raczej srodowiskowe, a byé
moze za rozw0j choroby odpowiadajg oba te czynniki. Wiadome jest, ze jednym z takich
czynnikow jest stres oksydacyjny [35,36]. EBDC sa zwiazkami, ktore wigza jony metali, np.
obecne w enzymach. W ten spos6b moga wplywaé na aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych prowadzgc do zmiany statusu antyoksydacyjnego komorek. Istniejg dane
pokazujace, ze akumulacja RFT w komorce i nieprawidlowe funkcjonowanie mitochondriow
towarzyszg rozwojowi chorob ukladu nerwowego: choroby Alzheimera, Parkinsona,
Huningtona oraz stwardnienia rozsianego bocznego (SLA). W badaniach przeprowadzonych
post mortem wykazano ze chorobom tym towarzyszy zaburzenie ukladu homeostazy
glutationu [37,38].

W moich badaniach podjetam prébe wyjasnienia w jaki sposob maneb 1 zineb wplywaja na
uktad osydoredukcyjny komorek, i czy jak w przypadku wczesniej badanych zwigzkéw NAC
bedzie wykazywal dziatanie ochronne. Wyniki opublikowalam w Food and Chemical
Toxicology [H2] i Pesticide and Biochemistry Physiology [H3]. Dodatkowo w pracy [H3]
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przedstawitam wyniki badan dotyczace wptywu zinebu na aktywnos$¢ topoizomerazy I —
kluczowego enzymu w jadrze komérkowym zwigzanego z prawidlowym funkcjonowaniem
DNA, glownie w procesach replikacji i transkrypcji. Podstawa do przeprowadzenia tych
badan byto zatozenie, ze ze wzgledu na obecnos¢ grup -SH ditiokarbaminiany mogg by¢
potencjalnymi inhibitorami topoizomerazy. Uwaza si¢, ze inhibitory topoizomeraz s3
induktorami procesu apoptozy. Jednoczesnie wskazuje si¢, ze procesy neurodegeneracyjne sg
wynikiem $mierci komoérek na drodze apoptozy [39,40]. Biorac to pod uwage, poznanie
wplywu manebu i zinebu na rodzaj $mierci komoérek pozwoli na lepsze zrozumienie
mechanizmow procesow, ktore mogg ostatecznie doprowadzi¢ do rozwoju chordb

neurodegeneracyjnych.

W pracy [H2] opublikowanej w Food Chemical and Toxicolgy przedstawitam wyniki
opisujace wplyw manebu na przezywalno$¢ komodrek, poziom markerow stresu
oksydacyjnego (GSH/GSSG, PC oraz TBARS) i rodzaj $mierci komorkowej. Komorki V79
poddatam dziataniu manebu w zakresie stezen jak dla poprzednich zwigzkow (0 - 300 uM).
Uzyskane wyniki testu MTT, ktory ocenia przezywalno$¢ komorek na podstawie aktywnosci
enzymOw mitochondrialnych, potwierdzity ze zwigzek ten moze mie¢ szkodliwy wptyw na
metabolizm mitochondriow. Przezywalno$¢ komorek spadta o 75% 1 85% odpowiednio przy
stezeniach 200 uM i 300 uM. Wynikéw takich nie uzyskatam w tescie z biekitem trypanu, w
ktorym przezywalno$¢ komorek przy najwyzszym stgzeniu obnizylta si¢ jedynie o 30%. W
komorkach preinkubowanych z NAC i nastepnie eksponowanych na maneb przezywalnosé
utrzymywala si¢ na poziomie notowanym w komorkach kontrolnych. Dziatat on wigc
ochronnie na komoérki, podobnie jak w przypadku wczesniej badanych zwigzkow. W dalszych
doswiadczeniach wykazalam, Ze maneb wywoluje zmiany w poziomie GSH oraz GSSH. W
komorkach eksponowanych na Maneb w stezeniu 100 uM, stwierdzono 10-krotny spadek
stezenia zredukowanego glutationu w poréwnaniu do komorek kontrolnych, natomiast w
komorkach poddanych dziataniu manebu w stezeniu 200 puM poziom zredukowanego
glutationu byt taki, jak w komoérkach kontrolnych. Jednoczes$nie, w zakresie stosowanych
stezen maneb indukowat wzrost stezenia GSSG. W komorkach eksponowanych na maneb w
stezeniu 200 uM poziom GSSG wzrést 34-krotnie w porownaniu do komodrek kontrolnych.
Obserwowane zmiany w poziomie GSH 1 GSSG wskazuja, ze maneb zaburza homeostaze
glutationu i obniza wartosci parametru R (GSH/GSSG), co wskazuje na warunki stresu
oksydacyjnego w badanych komorkach. Ciekawym spostrzezeniem byto to, ze w przypadku

ekspozycji na wyzsze stgzenie manebu 200 uM zastosowanie NAC nie dziatato ochronnie na
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komorki. Mimo obnizenia poziomu GSSG w komorkach wartos¢ parametru R nie wrocita do
poziomu obserwowanego w komoérkach kontrolnych. W pracy wykazatam rowniez, ze
zaburzonej homeostazie glutationu w komodrkach V79 towarzyszy wzrost peroksydacji
lipidow. Stezenie TBARS po ekspozycji komoérek na maneb znaczgco wzrastato. Z drugiej
strony, zastosowanie NAC przeciwdziatatlo indukowanej przez maneb peroksydacji lipidow.
Mozna przypuszczaé, ze obserwowany wzrost stezenia TBARS jest nie tylko nastepstwem
zaburzenia uktadu redoks, ale moze wynika¢ z hamujacego wptywu manebu na enzymy
mitochondrialne usuwajgce nadtlenki lipidowe (dehydrogenazy aldehydu ALDH2 i
ALDH5A). Jednoczes$nie nie odnotowatam zmian w poziomie biatkowych grup
karbonylowych (PC), ktorych wzrost odzwierciedla zmiany oksydacyjne w biatkach.
Wykazatam réwniez, ze w wyniku zaburzenia uktadu redoks, komorki poddane dziataniu
manebu wchodza na droge apoptozy, natomiast preinkubacja komoérek z NAC zapobiega

$mierci komoérkowej wywotanej przez maneb.

Uzyskane wyniki potwierdzily teze, ze cytotoksycznos¢ manebu podobnie jak innych
ditiokarbaminianow jest zwiazana z jego wplywem na poziom zredukowanego
glutationu i indukcje stresu oksydacyjnego. Zastosowanie NAC obniza cytotoksycznosé¢

manebu.

W pracy [H3] opublikowanej w Pesticide Biochemistry and Physiology zamieszczone zostaty
wyniki badan zwigzanych z mechanizmem cytotoksycznego dziatania zinebu (CAS No
12122-67-7). Poprzez zastosowanie takiego samego modelu badawczego oraz tych samych
metod, uzyskane wyniki stanowig nie tylko probe wyjasnienia mechanizméw
cytotoksycznego dziatania zinebu, ale dodatkowo pozwalaja rowniez oceni¢ i porownac
mechanizmy dziatania dwoch podobnych do siebie pod wzgledem chemicznym zwigzkoéw
(Mn-EBDC i Zn-EBDC), rézniacych si¢ jedynie obecnym w ich czasteczce metalem. Wyniki
testow na przezywalno$¢ komorek wykazaty, ze zineb podobnie jak maneb wykazywat
cytotoksyczne dziatanie na mitochondria. W tescie MTT, zineb obnizat zywotno$¢ komorek o
66% juz przy 100uM stezeniu. Przy wyzszych stgzeniach przezywalno$s¢ komorek
utrzymywata si¢ na tym samym poziomie. Dla porownania test z blekitem trypanu wykazat
spadek przezywalnosci komorek przy najwyzszym stezeniu jedynie o 35%. W obu testach
wzrost stezenia endogennego glutationu w wyniku preinkubacji z NAC chronit komorki przed
cytotoksycznym dzialaniem zinebu. Zywotno$é komorek utrzymywata si¢ na poziomie

kontroli. W kolejnych dos§wiadczeniach wykazatam, ze zineb podobnie jak maneb wptywa na
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wewnatrzkomorkowy poziom glutationu. W komorkach eksponowanych na stezenie zinebu
100 uM i 200 uM, stezenie zredukowanego glutationu nie zmieniato sig, natomiast stezenie
utlenionego glutationu znaczaco wzrastalo. Konsekwencja tego byl spadek warto$¢ parametru
R, wskazujagcy na warunki stresu oksydacyjnego. Wynikiem zaburzenia homeostazy
glutationu moze by¢ wzrost wrazliwosci komorek na oksydacyjne zmiany w lipidach i
biatkach komodrkowych wywotane dziataniem zinebu. Uzyskane wyniki, jednoznacznie
wskazuja, ze zineb indukuje w komorce proces peroksydacji lipidow o czym §wiadczy wzrost
stezenia TBARS, ale nie wptywa na proces utlenienia biatek. Ciekawym spostrzezeniem jest,
ze preinkubacja komorek z NAC nie znosita cytotoksycznego wptywu zinebu na poziom
glutationu w komorce. Uzyskane wyniki wykazaly, ze w komorkach preinkubowanych z
NAC 1 poddanych dziataniu zinebu, poziom GSSG wzrastal w poréwnaniu do komoérek
preinkubowanych z NAC. Jednoczes$nie stezenie GSH w tych komorkach byto nizsze niz w
komorkach preinkubowanych z NAC. Konsekwencja powyzszych zmian byl znaczny spadek
warto$ci parametru R. Jednocze$nie nalezy podkresli¢, ze preinkubacja komoérek z NAC
chronita komorki przed cytotoksycznym wpltywem zinebu na lipidy komorkowe. W
komorkach preinkubowanych z NAC i nastgpnie narazonych na zineb, poziom TBARS
utrzymywal si¢ na poziomie obserwowanym w komérkach tylko preinkubowanyc z NAC. W
pracy po raz pierwszy wykazatam, ze zineb w zakresie badanych stezen jest inhibitorem
topoizomerazy I. Tym samym jego obecno$¢ w komorce powoduje indukcje fragmentacji
DNA, co prowadzi do $mierci komoérek na drodze apoptozy. Wynik wskazujacy ze zineb jest
inhibitorem topoizomerazy uzupehit éwczesne nieliczne doniesienia na temat jego wpltywu
na metabolizm DNA, ktore glownie opisywaly zineb jako zwigzek indukujacy aberracje
chromosomalne w badanych komorkach. Uzyskane wyniki byty rowniez zgodne z danymi,
ktore wskazywaly na zineb jako zwigzek indukujacy wymiane chromatyd siostrzanych w
DNA [41,42]. Proces ten jest inicjowany przez peknigcia DNA do ktorych dochodzi na skutek
dziatania czynnikéw endo- i egzogennych. Czynniki te moga by¢ pochodzenia biologicznego
i chemicznego, zaliczamy do nich m.in. RFT oraz leki, a wsrdd nich zwiazki wptywajace na
aktywno$¢ topoizomeraz. Nagromadzenie peknie¢ w nici DNA moze skutkowaé wejsciem
komorek na szlak apoptozy. W kolejnym etapie wykazatam proapoptotyczne wiasciwosci
zinebu stosujac test TUNEL oraz test z Anneksyng V. Roéwniez w tych wypadkach
preinkubacja z NAC chronita komorki przed cytotoksycznym dziataniem zinebu i zapobiegata
procesowi apoptozy.
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Zaobserwowane zmiany w komorkach V79 poddanych dzialaniu zinebu pozwolily mi
nakresli¢ przypuszczalny mechanizm jego dzialania. Zineb wykazywal pro-oksydacyjne
dzialanie, zaburzal komorkowy uklad redoks, skutkiem czego byl obserwowany wzrost
peroksydacji lipidow. Zmiany oksydacyjne wywolane dzialaniem zinebu wynikaly
najprawdopodobniej z nagromadzenia si¢ RFT w komorkach. Konsekwencja
powyzszych zmian byla $mieré¢ komérek na drodze apoptozy. Réwnocze$nie po raz
pierwszy udokumentowalam, Ze proapoptotyczne dzialanie zinebu moze wynikaé z
faktu, ze jest on inhibitorem topoizomerazy |. Istotnym wnioskiem rowniez jest to, ze
wzmacniajac potencjal antyoksydacyjny przez zastosowanie antyoksydanta mozna

czesciowo obnizy¢ cytotoksyczne efekty dzialania zinebu w komorkach.

Zaréwno maneb i zineb zaburzaly homeostaze glutationowa w konsekwencji prowadzac do
oksydacyjnych uszkodzen w strukturach komorkowych. Dlatego w kolejnej pracy [H5]
opublikowanej na tamach Food and Chemical Toxicology zamieScitam wyniki opisujace
wpltyw obu zwiazkéw na aktywno$¢ najwazniejszych enzymoéw nalezacych do komorkowej
bariery antyoksydacyjnej. Aktywno$¢ wszystkich badanych enzymow opisatam rowniez w
uktadzie, w ktérym zastosowano preinkubacje z NAC. Roéznice aktywnosci enzymoéw
antyoksydacyjnych oraz zwigzane z tym zmiany stezenia komorkowych antyoksydantéw
moga pelnié¢ role markerow, ktore wskazujg na to czy dane komorki sg wrazliwe na warunki
stresu oksydacyjnego lub czy wyksztatcity mechanizmy adaptacyjne pozwalajace im
przetrwa¢ W niekorzystnych warunkach. Aktywno$¢ enzymow przedstawionych na
Schemacie 2 zbadatam w komoérkach kontrolnych oraz w komorkach, ktore zostaty poddane
dziataniu manebu lub zinebu w stezeniu 200 uM. Przy tym stezeniu zaobserwowatam
najwigksze zmiany w poziomie GSH i GSSG, ktére wskazuja jednoznacznie na zburzenia
uktadu antyoksydacyjnego opartego na glutationie, jako przyczyng tego mozna wskazaé
nadmierng produkcje RFT w komorkach eksponowanych na badane fungicydy. Uzyskane i
opublikowane w pracy [H5] wyniki wykazaly Ze maneb i zineb wykazuja podobny efekt
dziatania na enzymy GSH-zalezne, natomiast w rézny sposob wplywaja na aktywno$¢
enzymow zaangazowanych w detoksykacje RFT. Wykazatam, ze oba badane zwigzki w
sposob istotny hamuja aktywnos$¢ reduktazy glutationowej (GR), co koreluje z wynikami
opublikowanymi w pracy [H2] i [H3] wskazujacymi, ze oba zwigzki powodowaty istotny
wzrost stezenie GSSG. Wysoki poziom GSSG moze w sposob niekorzystny wplywaé na
aktywno$¢ obu peroksydaz glutationowych, ktore do swojej aktywnosci wymagaja GSH jako

ko-substratu. Zatozenie to znalazto potwierdzenie w uzyskanych przeze mnie wynikach, ktore
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jednoznacznie wykazaly hamujacy wptyw manebu i zinebu na aktywnos$¢ obu GPx. Ponadto
przyjmujac zatozenie, ze toksyczno$¢ obu zwigzkow jest zwigzana z generowaniem RFT w
komorce, w tym O,", mozna przypuszcza, ze obnizona aktywnos¢ Se-GPx jest

spowodowana utlenieniem atomu Se obecnego w jej centrum aktywnym.

Jednak pierwsza linig obrony przed stresem oksydacyjnym sg izoenzymy SOD, a od ich
poziomu aktywno$ci zalezy reakcja pozostalych enzymoéw na pochodne anionorodnika
ponadtlenkowego. W pracy [H5] wykazatam, ze aktywno$¢ cytoplazmatycznej SOD1 nie
ulegta zmianie w wyniku ekspozycji na oba zwigzki W poréwnaniu do aktywnosci
obserwowanej w komorkach kontrolnych. Jednoczesnie zaobserwowatam wzrost aktywnoS$ci
mitochondrialnej SOD2 w komorkach eksponowanych tylko na maneb. Wynikiem
podwyzszonej aktywnosci SOD2 moze by¢ wzrost stezenia H,O,. Nadtlenek wodoru jest
znacznie mniej reaktywny od pozostatych RFT. Ma on jednak zdolno$¢ przenikania przez
btony mitochondrialne oraz cytoplazmatyczne, i moze by¢ aktywatorem wielu szlakow
komorkowych (gtéwnie procesu apoptozy lub proliferacji komorek). Nalezy tez podkreslié, ze
podwyzszona aktywno$¢ SOD2 moze wskazywaé na adaptacje komoérek do warunkow stresu
oksydacyjnego i jest odpowiedzig na wzrost stezenia O,~. Ponadto podwyzszona aktywno$¢
SOD2 wywotana dziataniem manebu potwierdza teze¢ mowiaca o jego negatywnym wplywie

na metabolizm mitochondriow.

W prawidtowo funkcjonujacych komoérkach H,O; jest usuwany przez CAT i Se-GPx, ktore
redukuja go do tlenu czasteczkowego i wody. W warunkach stresu oksydacyjnego to przede
wszystkim peroksydaza jest odpowiedzialna za eliminacje nadmiaru H,O,. Poniewaz oba
badane zwigzki hamowaty aktywnos$¢ obu peroksydaz, komoérki mogly byé w sposob
szczego6lny narazone na jego szkodliwe dziatanie. Jednocze$nie w pracy wykazatam, ze z obu
badanych zwiazkéw tylko zineb obnizal aktywnos¢ CAT. Przyczyna tego moze by¢ utlenienie
znajdujacego si¢ w centrum aktywnym atomu Fe, ktéry w sposob szczeg6lny jest narazony na
dzialanie RFT.

Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz dostepnego piSmiennictwa mozna
przypuszczaé, ze cytotoksycznos¢ zinebu oraz manebu wynika, przede wszystkim, z
zaburzenia réwnowagi pomiedzy reakcja dysmutacji O, do H;O; przeprowadzana
przez SOD, a reakcjami katalizowanymi przez CAT i GPx w ktérych nadtlenek wodoru
jest usuwany z komorek. Nieprawidlowe funkcjonowanie enzymatycznej bariery

antyoksydacyjnej prowadzi do nagromadzenia si¢ w komérkach H,O,. Ponadto,
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uzyskane wyniki wskazujg ze cytotoksyczno$¢ manebu wynika z jego oddzialywania na

mitochondria prowadzac do zaburzenia ich metabolizmu.

Kolejnym etapem w pracy [H5] byla ocena wpltywu NAC na aktywno$¢ powyzszych
enzymow. W pracach [H2] i [H3] wykazatam, ze NAC ma dziatanie ochronne i niweluje
cytotoksyczne dziatania obu fungicydow w odniesieniu do wigkszosci badanych parametrow,
1 co najwazniejsze zapobiega $§mierci komorek na drodze apoptozy. Zmiany tych parametrow
odzwierciedlaja, przede wszystkim, sprawno$¢ dziatania enzymatycznej bariery
antyoksydacyjnej. W pracy [H5] pokazatam, ze w przypadku manebu, NAC wykazat
ochronne dziatanie na badane komérki. Swiadczyt o tym wzrost aktywnosci GR wskazujacy
na regeneracj¢ buforu glutationowego. Jednoczes$nie aktywnos$¢ obu SOD i GPX utrzymywata
si¢ na poziomie obserwowanym w komoérkach kontrolnych. Zmiany te jednoznacznie
wskazuja na ochronne dziatanie antyoksydantu. Interesujace wyniki uzyskatam dla komorek
eksponowanych na zineb po preinkubacji z NAC. Zaobserwowane zmiany aktywnosci a w
szczegolnosci spadek aktywnos$ci obu peroksydaz glutationowych 1 znaczny, mozna
powiedzie¢ kompensacyjny wzrost CAT moga $wiadczy¢ o zaburzeniu uktadu redoks.
Wyniki te sg zgodne z danymi opublikowanymi w pracy [H3], ktore jednoznacznie wskazuja
ze w komorkach preinkubowanych z NAC, a nastepnie eksponowanych na zineb zaburzona
jest homeostaza glutationu. Interpretacja tych wynikow bylta trudniejsza poniewaz brak byto
danych na temat wptywu NAC lub innych antyoksydantow na mechanizmy cytotoksycznego
dziatania zinebu. Moglam jedynie przypuszczaé, ze opisane zmiany wskazuja na
odmienny cytotoksyczny mechanizm dzialania zinebu w poréwnaniu do manebu, w

zwiazku z czym preinkubacja z NAC w tym wypadku byla niewystarczajaca.

Praca [H5] zamyka cykl publikacji dotyczacych mechanizméw cytotoksycznego dziatania
pestycydow z grupy ditiokarbamininow. Omowione prace pokazaty w sposob przekrojowy
wplyw grupy zwigzkow nalezacych do jednej klasy pestycydow na komorkowy uktad redoks.
Uzyskane wyniki sg istotnym uzupelieniem piSmiennictwa na temat mechanizméw

cytotoksycznego dziatania ditiokarbaminiandw.

W swoich badaniach wykazalam, ze ditiokarbaminiany pomimo swojej stosunkowo
niskiej cytotoksycznosci zaburzaja homeostaz¢ glutationowa w komorce i indukuja
zwiazany z tym stres oksydacyjny, ktory w konsekwencji prowadzi do Smierci komorek.
Jednocze$nie zwrdcilam uwage, Ze wszystkie opisane zmiany zaleza od stanu

metabolicznego komorek, a przede wszystkim od wyjsciowego poziomu endogennego
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GSH. Podwyzszenie jego poziomu w komérce w wyniku zastosowania prekursora
syntezy glutationu — NAC znacznie ogranicza cytotoksyczne nastepstwa dzialania

pestycydow.

W Kkolejnym etapie moich badan zajetam si¢ procesem zapalnym z uwzglednieniem roli
stresu oksydacyjnego w jego rozwoju. Procesy zapalne stanowig wazng odpowiedz
adaptacyjng organizmu pozwalajaca na wyeliminowanie czynnika zapalnego oraz
zainicjowanie procesu regeneracji komorek/tkanek co umozliwia utrzymanie homeostazy w
organizmie. W sytuacji kiedy mechanizmy obronne nie dziataja wilasciwie, w komorkach
zaczynaja dominowac¢ procesy zapalne prowadzace do zaburzenia homeostazy. Chroniczny i
nasilony stan zapalny odgrywa pierwszoplanowg rolg w licznych procesach chorobowych.
Stan zapalny obejmujac coraz wigksza liczb¢ komorek oraz aktywujac rozne szlaki
immunologiczne prowadzi do rozwoju zawalu migSnia sercowego, cukrzycy,
reumatoidalnego zapalenia stawow, sepsy, nowotworoéw i choréb neurodegeneracyjnych. Od
przeszto 20 lat wskazuje sig, ze stres oksydacyjny jest $cisle zwigzany ze stanem zapalnym.
Czynniki o wtasciwosciach oksydacyjnych wptywaja na wszystkie etapy procesu poczawszy
od momentu kiedy z uszkodzonych komorek uwolnione zostajg substancje bedace
endogennymi czynnikami zapalnymi poprzez aktywacje receptoréw z rodziny Toll-like
receptor (TLRs) i NOD-like receptor (NLRs);-a konczac na aktywacji szlakoéw komorkowych
bedacych odpowiedzig adaptacyjng na stan zapalny. Badania in vitro jednoznacznie
potwierdzaja, ze komorki stymulowane czynnikami prozapalnymi produkuja w odpowiedzi
RFT [43-45], a ostry i przewlekty stan zapalny in vivo jest powiazany z zaburzeniem uktadu
redoks w wyniku wzmozonej produkcji RFT [46,47]. W ostatnich latach coraz czeSciej
podkresla si¢ mozliwos¢ wykorzystania antyoksydantow jako zwigzkow, ktore potencjalnie
moga wykazywaé dziatanie przeciwzapalne poprzez zahamowanie stresu oksydacyjnego.
Zaliczamy do nich liczne antyoksydanty o pochodzeniu endogennym i egzogennym. W
publikacjach [H1-H5] wykazatam, ze NAC bedacy egzogennym antyoksydantem dziata
ochronnie na komorki i niweluje skutki stresu oksydacyjnego wywolanego obecnoscia
pestycydow. Ochronne dzialanie NAC wynika przede wszystkim z faktu, ze jest on
prekursorem w syntezie GSH. Ponadto wykazano, ze moze on rowniez bezposrednio usuwac
RFT a w szczego6lnosci rodnik hydroksylowy. Wiasciwosci te powoduja, ze NAC wykazuje

dziatanie przeciwzapalne i jest wykorzystywany terapeutycznie [48].
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W ostatnich latach wiele uwagi poswigca si¢ selenowi oraz zwigzkom zawierajacym ten
pierwiastek. Uwaza si¢, ze wysoki potencjal antyoksydacyjny i szerokie spektrum dziatania
zwigzkow selenu moga mie¢ zastosowanie przeciwzapalne i przeciwnowotworowe.
Wiasciwosci te stanowily asumpt do opracowania pracy przegladowej pt. ,,Biomedical effects
of selenium in a human organism” opublikowanej w Journal of Elementology. Publikacja ta
nie wchodzi w sktad omawianego cyklu naukowego i jest wymieniona w spisie pozostatych
publikacji [P2]. Zebralam i omoéwilam w niej najnowsze dane naukowe dotyczace
biomedycznych wiasciwosci selenu, ktory jako pierwiastek $ladowy jest niezbedny dla
prawidlowego funkcjonowania organizmu. Nalezy jednak podkresli¢, ze selen jest
pierwiastkiem, ktory wzbudza liczne kontrowersje. Z jednej strony wykazuje dziatanie
antyoksydacyjne i przeciwzapalne sugerujace jego znaczenie przeciwnowotworowe, z drugiej
za$ strony jego nadmiar jest szkodliwy dla organizmu. O kierunku i koncowych efektach
dziatania decyduje forma chemiczna Se i jego dawka. W diecie selen przede wszystkim
wystepuje na Il stopniu utlenienia w postaci selenometioniny lub w mniejszym stopniu
selenocysteiny, a jego zrodtem sg biatka zwierzgce. W postaci nieorganicznej selen
spozywany jest jako selenianu sodu (SelV), ktory gtownie jest stosowany w suplementach
diety. Z pisSmiennictwa wynika, ze Se na plus czwartym stopniu utlenienia ma najwyzsza
aktywno$¢ biologiczng oraz ma najskuteczniejsze dziatanie antyoksydacyjne i
przeciwnowotworowe [49]. Trzeba przy tym podkresli¢, ze roznica migdzy dawka toksyczng
a dawka niezbedng jest waska [ug/kg masy ciata]. Nieorganiczne zwiagzki selenu sg stabiej
przyswajalne 1 bardziej toksyczne od zwigzkow organicznych. Powyzsze whasciwosci selenu
zostalty uwzglednione podczas opracowania preparatu Selol, ktory jest mieszaning

selenotrojglicerydéw zawierajacych organiczny (SelV).
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Schemat 5. Budowa chemiczna Selolu okre§lona na podstawie widm 1H i 13C NMR oraz badan MS/MS
(w ramce) - ester kwasu oktadeka-9,11-dieno-1-[7-(5-non-3-enylo-2-24-[1,3,2]-dioksasele-nolano-4-ylo-
heptanoksylometylo]-2-oktadeka-9,13-dienoyl-oksy-etylowego.

W pracy [H6] opublikowanej w Journal of Trace Elements in Medicine and Biology
przedstawitam wyniki badan dotyczacych wptywu Se obecnego w preparacie Selol na
komorki srodbtonka naczyn wilosowatych skory HMEC-1 w uktadzie kontrolnym oraz w
komorkach, w ktoérych zaindukowano stan zapalny za pomoca TNF-a (czynnik martwicy
guza; ang. tumor necrosis factor). Dane naukowe wskazuja, ze w badaniach in vivo i in vitro
Selol wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe. Wyniki potwierdzajace to uzyskano m. in. w
badaniach nad rakiem prostaty i sutka [50-52]. We krwi zdrowych myszy wykazano, ze Selol
wpltywa na aktywnos¢ enzymow selenozaleznych i status antyoksydacyjny [53]. Ponadto w
badaniach przeprowadzonych na moézgach zdrowych szczuré6w zaobserwowano, ze Selol
redukuje stres oksydacyjny wywotlany dziataniem LPS (lipopolisacharyd) oraz wykazuje
wlasciwoséci  przeciwzapalne [54]. Pomimo szerokiego spektrum badan dotyczacych
wiasciwosci Selolu, brak jest informacji na temat jego wptywu na komorki $rodbtonka, a to
wlasnie te komorki petnig istotng funkcje w regulacji i wzmacnianiu reakcji zapalnych.
Powyzsza praca [H6] jest zatem pierwsza probg wyjasnienia mechanizmu dziatania Selolu na
ludzkie komorki srodblonka. Swojg uwage skupitam przede wszystkim na wplywie Selolu na
poziom ekspresji czasteczek adhezyjnych. Wynika to z faktu, ze czasteczki adhezyjne

odgrywaja istotng rolg w reakcjach immunologicznych w procesach zapalnych np. w migracji
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leukocytow do ogniska zapalnego oraz oddzialywaniach miedzykomérkowych czy
oddzialywaniach miedzy komodrka a matriks. Poziom ekspresji i1 profil czasteczek
adhezyjnych zmienia si¢ w ostrym i chronicznym stanie zapalnym. W zwigzku z tym moga
by¢ celem w terapii medycznej. Wiele mediatorow stanu zapalanego w tym TNF-oa czy
interleukina - IL-1 aktywuja komorki srédbtonkowe. Pod wptywem TNF-a w cytoplazmie
dochodzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB, ktory nastepnie przechodzi do
jadra komoérkowego i indukuje ekspresje¢ wielu gendéw pro-zapalnych. W komorkach
endotelium NF-«B reguluje ekspresje czasteczek adhezyjnych (CAM- ang. cellular adhesion
molecules), takich jak czasteczki adhezji komorkowej naczyn — VCAM-1 (ang. vascular cell
adhesion molecule) (CD106), czasteczki adhezji migdzykomorkowej — ICAM-1 (ang.
intercellular adhesion molecule) (CD54) oraz czasteczki adhezji komoérkowej plytkowo-
srodblonkowej — PECAM -1 (CD31) (ang. platelet/endothelial cell adhesion molecule). W
odpowiedzi na dziatanie TNF-o na powierzchni komorek $rodbtonkowych dochodzi do
zmiany poziomu ekspresji powyzszych czasteczek adhezyjnych co znaczaco wptywa na
przepuszczalno$¢ komorek $rodblonka i funkcje $rodbtonka jako bariery ochronnej.
Obserwowane zmiany sa charakterystyczne dla stanu zapalnego. Nalezy podkresli¢, ze do
aktywacji czynnika NF-xB dochodzi nie tylko pod wptywem TNF-q, ale rowniez w wyniku
podwyzszenia stezenia RFT i zaburzenia uktadu redoks w komorce. Aktywacja NF-kB jest
jednym z czynnikow, ktore regulujg ekspresje czgsteczek adhezyjnych. Temat oddziatywania
Se, glownie jego nieorganicznej postaci, na ekspresje czasteczek adhezyjnych oraz na
mechanizmy regulujace ich ekspresj¢ nie jest tematem nowym, brak jest jednak danych

dotyczacych wplywu organicznego selenu IV.

Swoje badania opartam na tezie, Zze dziatanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne Selolu jest
dwufazowe. W pierwszej fazie Selol indukuje w komorkach stres oksydacyjny, ktory stanowi
impuls do uruchomienia mechanizméw obronnych 1 naprawczych stanowiacych drugg faze
dziatania Selolu, sg to m.in. podwyzszenie st¢zenia GSH czy wzrost ekspresji Se-GPx, a w
komorkach nowotworowych indukcja procesu apoptozy [52]. W pracy [H6] pokazatam, ze
Selol w badanych stezeniach (4pugSe/ml i 8ugSe/ml) wykazuje dziatanie pro-oksydacyjne w
komorkach HMEC-1 i prowadzi do nagromadzenia si¢ w komorce RFT. Skutkiem tego jest
zaobserwowana przeze mnie aktywacja czynnika NF-xB oraz zmiany ekspresji czgsteczek
adhezyjnych. Wykazatam, ze Selol podwyzsza ekspresje ICAM-1, i jednocze$nie powoduje
spadek ekspresji PECAM-1 i VCAM-1. Zmiany te wskazuja na prozapalne wilasciwosci

Selolu. Wszystkie obserwowane zmiany byty istotne statystycznie. Ciekawym i zarazem
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waznym rezultatem opublikowanym w tej pracy jest fakt, ze w komorkach HMEC-1 z
zaindukowanym stanem zapalnym Selol wzmacniat zmiany charakterystyczne dla stanu
zapalnego. Swiadczy o tym zwickszona ilos¢ czynnika NF-kB w jadrze komorkowym i dalszy
wzrost ekspresji czagsteczek ICAM-1 i VCAM-1 przy jednoczesnym obnizeniu ekspresji

PECAM-1 w poréwnaniu do komorek eksponowanych jedynie na TNF-a.

Wydaje si¢ zatem, ze Selol wykazuje odmienny efekt dziatania na poziom ekspresji VCAM-
1, ktory zalezy od obecno$ci TNF-a. Nalezy podkresli¢, ze zarowno ICAM-1 i VCAM-1
odgrywaja istotng role w procesach zapalnych, a ich ekspresja jest regulowana pod wpltywem
tych samych czynnikow prozapalnych. Jednoczesnie wiadomo, ze pod wplywem niektorych
cytokin czy tez stanu redoks komorki, ekspresja VCAM-1 moze by¢ niezalezna od ekspresji
ICAM-1. Wynika to ze specyficznej budowy sekwencji promotora genu dla VCAM-1[55].
Ponadto ekspresja tej czasteczki adhezyjnej zalezy od typu komorki oraz czynnika
stymulujgcego [56]. Jednoczes$nie ekspresja ICAM-1 jest indukowana przez nagromadzenie
si¢ w komoérce RFT. Thumaczy¢ to moze obserwowany wzrost ekspresji ICAM-1 przy
jednoczesnym spadku ekspresji VCAM-1 w komorkach eksponowanych tylko na Selol.
Odmienny wptyw Selolu na ekspresje CAM w komorkach z zaindukowanym stanem
zapalnym moze wynika¢ z faktu, ze Selol wzmacnia dziatania TNF-a i w efekcie prowadzi do
jeszcze wigkszej kumulacji RFT w komorkach. Nalezy podkresli¢, ze dzialanie samego tylko
TNF-o prowadzi do akumulacji w komoérce RFT i aktywacji NF-kB. W zwiazku z tym Kiedy
komorki eksponowano na oba czynniki, prowadzito to do wzmocnienia i utrwalenia stanu

zapalnego.

Podsumowujac uzyskane wyniki badan na ludzkich komoérkach sSrédblonka naczyn
krwionosnych skéry HMEC-1 w ktérych po raz pierwszy zastosowano Selol (SelV)
nalezy podkresli¢, ze preparat ten w warunkach przeprowadzanych doswiadczen
wykazal dzialanie pro-oksydacyjne i prozapalne. Jednoczesnie bardzo istotng
obserwacja jest, ze Selol podany w warunkach stanu zapalnego nie wykazywal dzialania
przeciwzapalnego, a wre¢cz przeciwnie go nasilal. Wskazuje to, ze stosowanie Selolu w
terapii chorob o podlozu zapalnym moze wymagaé¢ dokladnej analizy kazdego
przypadku. Nalezy jednak podkreslic, ze wuzyskane wyniki mimo, ze zostaly
potwierdzone analiza statystyczna, maja charakter wstepny i wymagaja dalszych

poglebionych badan.
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Najwazniejsze Osiagniecia prowadzonych przeze mnie prac oraz wnioski

Mechanizm cytotoksvcznego dzialania wybranych ditiokarbamianinéw

e DEDC, maneb i zineb podobnie do wczesniej badanych przeze mnie tiuramu i
disulfiramu indukujg w badanych komorkach ssakéw stres oksydacyjny wynikajacy z
zaburzenia homeostazy glutationu. Swiadczy o tym spadek wartosci stosunku
GSH/GSSG i réwnoczesny wzrost stezenia utlenionego glutationu (GSSG).

e DEDC wywotuje oksydacyjne zmiany zar6wno w biatkach jak i w lipidach
komoérkowych podczas gdy maneb i zineb powodujg oksydacyjne zmiany tylko w
lipidach; wskazuje to na odmienny mechanizm dziatania tych pestycydow w
badanych komorkach.

e Roéznice w mechanizmie dziatania testowanych ditiokarbaminanéw wynikaja przede
wszystkim, z ich odmiennego wptywu na komérkowe enzymy antyoksydacyjne.

e Pod wplywem DEDC komoérki wuruchamiajg system obronny, w ktoérym
pierwszoplanowa role odgrywaja dwa enzymy: CAT oraz GR; ich podwyzszona
aktywno$¢ jest najprawdopodobniej adaptacja komorek do warunkéow stresu
oksydacyjnego.

e Maneb i zineb wykazuja podobny efekt dzialania na enzymy GSH-zalezne. Oba
badane zwiazki w sposob istotny hamujg aktywnos$¢ GR oraz aktywnos$¢ obu GPx.

e W warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego dziataniem manebu funkcje¢ obronng
pelni mitochondrialna SOD2, ktdérej obserwowany wzrost aktywnos$ci moze by¢
odpowiedzig adaptacyjng komoérek na podwyzszone stezanie RFT, glownie
anionorodnika ponadtlenkowego. Jednoczesnie w badanych komodrkach aktywnos¢
CAT nie zmienia si¢ w poréwnaniu do komorek kontrolnych.

e W odpowiedzi na stres oksydacyjny wywotany dziataniem zinebu dochodzi do
zahamowania aktywnosci CAT w badanych komorkach, przy czym aktywnos¢ SOD1
i SOD2 nie zmienia si¢. Obserwowane zmiany aktywno$ci wspomnianych enzymow
moga prowadzi¢ do nagromadzenia w komorce H,0;.

e Zaburzenia uktadu redoks w komodrkach pod wptywem DEDC, manebu lub zinebu
prowadza do $mierci komorek na drodze apoptozy i/lub nekrozy.

e Po raz pierwszy wykazalam, ze proapoptotyczne dziatanie zinebu wynika z

zahamowania aktywnos$ci topoizomerazy |.
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Wplyw N-acetylo-L-cysteiny (NAC) i rola endogennego glutationu w mechanizmie

cytotoksycznego dzialania badanvych ditiokarbaminianow

Cytotoksyczno$¢ badanych ditiokarbaminianéw jest zwigzana z poziomem endogennego

zredukowanego glutationu (GSH) w komorkach. Preinkubacja komoérek z NAC podwyzsza

poziom endogennego glutationu i w konsekwencji ostabia efekty cytotoksycznego dziatania

badanych zwigzkow.

Nie stwierdzono zmian oksydacyjnych w biatkach i1 lipidach komoérkowych w
komorkach preinkubowanych z NAC, a nastgpnie eksponowanych na dziatanie
DEDC, maneb lub zineb.

Podwyzszony poziom GSH w komorce znosi cytotoksyczny wptyw DEDC, manebu i
zinebu. Komorki nie ulegaja apoptozie i/lub nekrozie.

Preinkubacja z NAC moduluje aktywno$¢ najwazniejszych  enzymow
antyoksydacyjnych, w nastgpstwie czego chronig one komoérki przed skutkami

dzialania badanych pestycydow.

Stan zapalny wywolany stresem oksydacyjnym: dzialanie selenu(I1V)

Se(1V) w postaci preparatu Selol indukuje wzrost ste¢zenia RFT oraz aktywuje czynnik
transkrypcyjny NF-kB w ludzkich komorkach §rodbtonka naczyn krwionosnych skory
HMEC-1. Skutkiem tego sg zmiany ekspresji czasteczek adhezyjnych CAM. Wyniki
te wskazujg na pro-oksydacyjne i prozapalne dziatanie tej formy Se.

W komorkach z zaindukowanym stanem zapalnym w wyniku dziatania TNF-a, Se(IV)

nie wykazuje dzialania przeciwzapalnego, a wrgcz przeciwnie, nasila go.

WNIOSKI KONCOWE OMAWIANEGO CYKLU PRAC:

Pestycydy z grupy ditiokarbaminiandbw wywotujg zmiany charakterystyczne dla
stresu oksydacyjnego.

Zastosowanie NAC (N-acetylo-L-cysteiny) jako zwigzku wzmacniajacego potencjal
antyoksydacyjny jest skutecznym czynnikiem ochronnym przed cytotoksycznym
dzialaniem zwigzkow z grupy ditiokarbaminanow.

Wykazane pro-oksydacyjne i prozapalne dziatanie Se(IV) w postaci preparatu Selol
moze mie¢ korzystny wplyw na wczesng odpowiedz zapalng, ktérej celem jest
neutralizacja czynnika uszkadzajacego oraz pobudzenie w organizmie procesOw

umozliwiajgcych przywrocenie pierwotnego stanu.
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5. Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych

a) Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Swoja dzialalno$¢ naukowg rozpoczetam na IV roku studidow wiaczajac si¢ do prac
doswiadczalnych prowadzonych w Zakladzie Biologii Molekularnej w Instytucie
Mikrobiologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej. Prace magisterska
pt. ,.Ekspresja rybosomalnego PO w drozdzach Saccharomyces cerevisiae” wykonatam pod
kierunkiem prof. dr hab. Nikodema Grankowskiego. Uzyskatam ocen¢ bardzo dobrg oraz

solidne podstawy do dalszej pracy naukowe;j.

Od 2001 roku, po ukonczeniu studiéw, rozpoczelam prace na stanowisku asystenta w
Katedrze i Zakladzie Biochemii Akademii Medycznej (obecnie Warszawski Uniwersytet
Medyczny), kierowanej przez prof. dr hab. Anne Baranczyk-Kuzme. Od poczatku swojej
dziatalno$ci naukowej zwigzana jestem z Zespotem prof. dr hab. Iwonny Rahden-Staron, do
ktorego dotgczylam po rozpoczeciu pracy w Zakltadzie. W tym czasie Zespot prowadzit
badania finansowane przez Uni¢ Europejska we wspélpracy z prof. dr hab. Malgorzata
Zdzienickg z Zaktadu Genetyki Radiacyjnej i Mutagenezy Chemicznej na Uniwersytecie w
Leiden (Holandia). W ramach tej wspotpracy badatam udziat topoizomeraz DNA w naprawie
uszkodzen DNA w komorkach wrazliwych na promieniowanie jonizujace w uktadzie in vitro.
Komoérki zastosowane do badan okazaty si¢ bardzo interesujace, gdyz dodatkowo obok wielu
mutacji posiadaly uszkodzony gen Brca2, jeden z gendéw zaangazowanych w indukcje
nowotworu sutka. Badania przeprowadzono na komorkach fibroblastow chomika chinskiego:
(i) VCB8 z defektywnym genem supresorowym Brca2, wykazujacych zwigkszong wrazliwosc¢
na promieniowanie jonizujgce a takze obnizong szybko$¢ naprawy uszkodzen podwoédjnych
nici DNA, (ii) komoérkach VC8 z uzupetlnionym mysim genem Brca2, (iii) komoérkach VC8
uzupelionych ludzkim chromosomem 13 zawierajacym gen BRCAZ2, (iiii) komorkach V79 -
typ dziki. Nasze badania wykazaly udzial topoizomerazy I w naprawie uszkodzen DNA.

Topoizomeraza | izolowana z komoérek VC8 byta 10-krotnie wrazliwsza na dzialanie
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kamptotecyny (inhibitor topoizomerazy 1), ponadto wykazywata 4-krotnie nizszg aktywnos$¢
relaksacyjng w porownaniu do enzymu izolowanego z komoérek V79. Wykazalismy rowniez,
ze w komorkach z ludzkim lub mysim genem Brca2 aktywno$¢ topoizomerazy | byta zblizona
do aktywno$¢ obserwowanej w komorkach dzikich oraz wykazywala znacznie mniejszg
wrazliwo$¢ na kamptotecyne w porownaniu do komorek VC8. Roéznice w aktywnosci
topoizomerazy oraz wrazliwosci na kamptotecyn¢ w badanych komorkach nie wynikaly z
roznicy w poziomie ekspresji enzymu. Obnizona aktywnos$¢ i wyzsza wrazliwos$¢ enzymu w
komorkach VC8 mogta wynikac¢ z postranslacyjnych modyfikacji lub oddziatywania z innymi
biatkami. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w 2003 roku w Acta Biochimica Polonica
[O1], oraz przedstawione na dwoch zjazdach (migdzynarodowym [K2] i krajowym [K1]). W
2004 roku publikacja ta zostata nagrodzona Nagroda Naukowa zespotowa III stopnia JMR

prof. dr hab. Janusza Piekarczyka.

W nastepnych latach nasz zespot skoncentrowal si¢ na poznaniu epigenetycznych
mechanizméw dziatania pestycydow z grupy ditiokarbaminianéw. W swoich badaniach
zajetam si¢ skutkami zaburzenia rownowagi oksydoredukcyjnej wywolanymi dziataniem tych
zwigzkow. Na poczatku waznym pytaniem bylo czy dochodzi do zmian w poziomie
peroksydacji lipidow i biatek komdrkowych oraz jaka jest rola enzymoéw antyoksydacyjnych
w obronie komorki przed skutkami dziatania pestycydow. Moje zaangazowane w ten temat
badawczy byto poprzedzone napisaniem pracy przegladowej opublikowanej w czasopiSmie
Medycyna, Dydaktyka i Wychowanie pt. ,,Epigenetyczne mechanizmy kancerogenezy” [P1].
Praca ta stanowita wstep do moich gltéwnych badan majgcych na celu ocen¢ zagrozenia
zdrowia cztowieka wynikajagcym z powszechnej obecno$ci pestycydow w srodowisku. Szybki
rozw6j rolnictwa i coraz wigksze zapotrzebowanie na zywnos$¢ Sprawiaja, ze jesteSmy
narazeni na dzialanie pozostatosci pestycydow w zywnosci, ale takze w wodzie, glebie czy
powietrzu. Ponadto temat ten nie dotyczy tylko ludzi, zwierzeta réwniez sg narazone na
kontakt z pozostatosciami pestycydow obecnymi w srodowisku ich Zycia oraz pokarmie.
Swoja uwage skupitam na dwoch powszechnie stosowanych pestycydach: tiuramie (TMTD) |
jego analogu - disulfiramie. Oba zwiazki, poza zastosowaniem w rolnictwie jako fungicydy,
znalazly zastosowanie w przemysle farmaceutycznym (TMTD - m.in. $rodek
przeciwswierzbowy, disulfiram — Antabus - lek stosowany w terapii uzaleznienia od
alkoholu). Tiuram znalazt rowniez zastosowanie w przemysle gumowym, m.in. jako
przyspieszacz wulkanizacji przy produkcji niektérych wyrobow gumowych. Ponadto, jest on

szczegolnie interesujacym zwiazkiem ze wzgledu na swoje dziatanie alergizujace, wywotuje
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m.in. alergiczne atopowe zapalenie skory. W badaniach dotyczacych cytotoksycznosci obu
pestycydow skupitam si¢ na ich wplywie na parametry zwigzane z uktadem
oksydoredukcyjnym komoérek. Ponadto zbadalam czy $mier¢ komoérek narazonych na
dziatanie obu zwigzkoéw zachodzi na drodze apoptozy czy nekrozy. T¢ czg¢$¢ pracy
wykonatam we wspolpracy z dr Tomaszem Grzelg 1 jego zespotem z Katedry 1 Zaktadu
Histologii i Embriologii AM obecnie WUM. Badania prowadzitam na komoérkach
fibroblastow chomika chinskiego V79, (i) w uktadzie kontrolnym oraz (ii) w komorkach w
ktorych podwyzszono poziom endogennego glutationu w wyniku preinkubacji z NAC (N-
acetylo-cysteina; aktywator syntezy glutationu) oraz (iii) w komodrkach z obnizonym
poziomem endogennego glutationu w wyniku preinkubacji z BSO (butioninosulfoksyimina;
inhibitor syntezy glutationu). Wykazatam, ze zwigzkiem o wyzszej cytotoksyczno$ci jest
tiuram. Jednoczesnie oba pestycydy indukowaty w komoérce stres oksydacyjny. Swiadczyt 0
tym spadek warto$ci stosunku GSH/GSSG. Towarzyszyly temu zmiany oksydacyjne w
biatkach komorkowych (wzrost poziomu grup karbonylowych - PC) i lipidach komérkowych
(wzrost poziomu TBARS). Oba zwiazki wptywaly rowniez na aktywno$¢ najwazniejszych
enzymow antyoksydacyjnych (SOD1 i SOD2, CAT, GR i Se-GPx oraz non-Se-GPx). Tg¢
cz¢$¢ pracy wykonatam we wspolpracy z Zespotem prof. dr hab. Hanny Czeczot z Katedry 1
Zaktadu Biochemii IWL. Tiuram znaczaco podwyzszat aktywno$¢ SOD1 i obnizal aktywnos¢
CAT. Ponadto tiuram podwyzszat aktywno$¢ GR i aktywnos$¢ Se-GPx, natomiast hamowat
aktywnos¢ non-Se-GPx. Wyniki uzyskane dla disulfiramu wskazywaty, ze jego cytotoksyczne
dziatanie jest raczej zwigzane z wplywem na mitochondria. Podwyzszal on aktywnos$¢
mitochondrialnej dysmutazy SOD2, oraz podwyzszat aktywnos¢ CAT. Disulfiram, podobnie
jak tiuram, podwyzszat aktywno$¢ GR i obnizat aktywno$¢ non-Se-GPx. Ponadto wykazatam,
ze cytotoksyczno$¢ obu zwigzkow jest zwigzana z poziomem endogennego GSH.
Preinkubacja komorek z NAC wptywata bowiem ochronnie na powyzsze parametry,
natomiast obnizony poziom GSH, w skutek dziatania BSO, poglebiat efekty cytotoksycznego
dziatania obu zwigzkoéw. Badania jednoznacznie wykazaty, ze Smier¢ komorek pod wptywem
tiuramu zachodzi na drodze apoptozy, natomiast pod wptywem disulfiramu jest to p6zna
apoptoza/nekroza. Preinkubacja komorek z NAC znosita cytotoksyczny efekt dziatania obu
zwigzkow. Wyniki zostaty opublikowane w 5 recenzowanych czasopismach [O2-O6], oraz
przedstawione na dwoch zjazdach krajowych [K3,K5] i pigciu miedzynarodowych [K4,K6-
K8,K11]. Staly si¢ rowniez podstawg mojej rozprawy doktorskiej pt ,,Ditiokarbaminiany jako
induktory stresu oksydacyjnego w komorce”. Obrona odbyta si¢ na I Wydziale Lekarskim

WUM w 2009r. Badania ktérych wyniki zostaly umieszczone w mojej rozprawie doktorskiej
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byty finansowane w ramach Projektu Mtodego Badacza nr 1WK/WB4/05 pt. ,,Epigenetyczne
mechanizmy dziatania zwigzkéw chemicznych z grupy ditiokarbaminianéw” realizowanego
w latach 2005-2006 oraz projektu promotorskiego 1WK/WP2/07 pt. ,,Wplyw
ditiokarbaminiandw na wybrane parametry stresu oksydacyjnego” realizowanego w latach

2007-2009.

Moj dorobek przed uzyskaniem stopnia doktora obejmuje 4 publikacje oryginalne, 1 artykut
przegladowy oraz 11 komunikatow prezentowanych na krajowych i1 miedzynarodowych
konferencjach naukowych. Catkowity IF artykutow opublikowanych przez obrong pracy

doktorskiej wynosi 5,11 a ich warto$¢ odpowiada 57 punktom MNiSW.

b) Dziatalno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia haukowego doktora

W nastgpnych latach nasz zespdét kontynuowal badania zwigzane z mechanizmami
cytotoksycznego dziatania tiuramu (TMTD). Swoje badania oparliémy na tezie, ze narazenie
na tiuram, gtdéwnie w miejscu pracy jest przyczyng alergicznego kontaktowego zapalenia
skory (ACD). Podstawg do naszych badan byly wczesniejsze wyniki, ktore jednoznacznie
wskazywatly, ze tiuram zaburza uklad redoks w komorkach i indukuje stres oksydacyjny.
Mimo, ze podstawy ACD sg coraz lepiej poznane, to molekularne mechanizmy towarzyszace
powstawaniu odpowiedzi zapalnej w fazie efektorowej uczulenia wywolanego dziataniem
tiuramu nie byty w pelni wyjasnione. Zagadnienie to okazato si¢ na tyle interesujace i mato
poznane, ze zostato finansowane przez KBN w ramach grantu o tytule ,,Zmiany parametrow
stanu zapalnego wywotanego dziataniem disiarczku czterometylotiuramu (TMTD) — zwiazku
prowadzacego do powstania wyprysku kontaktowego alergicznego; wplyw preparatu
zawierajacego selen w modelu in vitro” o nr 1IWK/3E144 (N N402 210235), ktorego
kierownikiem byta dr hab. Iwonna Rahden-Staron. PodjeliSmy réwniez wspotprace z dr
Piotrem Suchockim z Zaktadu Bioanalizy 1 Analizy Lekow Wydzialu Farmaceutycznego
WUM, ktoéry syntetyzowat Selol (SelV). Projekt dotyczyt dwoch zagadnien: (i) wptywu
disiarczku czterometylotiuramu (TMTD) wywolujacego alergiczne kontaktowe zapalenie
skory na kaskade zjawisk zapalnych w wyprysku, (i1) przeciwzapalnego oddzialywania
preparatu zawierajgcego selen (Selol) na komorki stymulowane tiuramem in vitro. Badania
prowadzono na linii komérkowej makrofagdéw mysich (RAW 264.7) oraz linii ludzkich
komorek nabtonka naczyn wlosowatych skory (HMEC-1). WykazaliSmy, ze tiuram
indukowat w komodrkach RAW 264.7 spadek stosunku stezen GSH/GSSG oraz wzrost
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poziomu H0,. Ponadto dziatajac jako pro-oksydant, aktywowal jadrowy czynnik
transkrypcyjny NF-«xB w obu badanych liniach. Konsekwencja aktywacji NF-kB byt wzrost
wydzielania tlenku azotu (NO) przez komorki RAW 264.7, a takze obserwowany w
komorkach HMEC-1 wzrost ekspresji czasteczki adhezji komorkowej ICAM-1, ktory
odzwierciedlal natezenie procesu zapalnego w S$rodbtonku naczyn. Rownoczes$nie
stwierdziliémy, ze tiuram obnizal ekspresje czasteczek adhezyjnych VCAM-1 oraz w
mniejszym stopniu czasteczki PECAM-1, co moze wskazywaé na czynny udziat tiuramu i/lub
jego metabolitow w ztozonych procesach zachodzacych w komorce. Wyniki naszych badan
jednoznacznie wskazywaly, ze tiuram wywoluje w komodrce powstanie zmian
charakterystycznych dla stanu zapalnego. Mozna wigc zatozy¢, ze w odpowiedzi alergicznej
na TMTD bierze udziat element stanu zapalnego. W badaniach dotyczacych dziatania Selolu,
uzyskalismy interesujace wyniki. Zgodnie z danymi naukowymi Selol wykazywat dziatanie
pro-oksydacyjne i generowal w badanych komorkach wzrost stezenia H,O,. Podany razem z
czynnikami prozapalnymi LPS lub TNF-a wykazywal dwojaki charakter dziatania. Selol
zmniejszat stopien aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB, ekspresje iNOS na poziomie
biatka, wydzielanie NO, PGE2 w komorkach makrofagéow. Z drugiej strony wzmacniat
zmiany odzwierciedlajace natezenie procesu zapalnego w S$rddblonku naczyn (wzrost
ekspresje ICAM-1 i spadek ekspresj VCAM-1). Podany razem z tiuramem ostabial aktywacjg
NF-xB, zmniejszat ilo$¢ wydzielanego NO, ale zwickszal ekspresje ICAM-1. Wyniki tych
badan zostaly przedstawione na zjazdach krajowych [K12-K13, K15, K19] oraz
miedzynarodowym [K16] oraz opublikowane w monografii pokonferencyjnej [O8] i pracy
oryginalnej [O9]. Czes$¢ eksperymentéw zostata wykonana w ramach wspolpracy z prof. dr
hab. Katarzyng Wozniak i prof. dr hab. Cezarym Kowalewskim z Kliniki Dermatologii i
Immunodermatologii WUM oraz z zespotem prof. dr hab. Nadzieji Dreli z Zaktadu
Immunologii UW. W ramach wspotpracy z dr hab. Piotrem Suchockim, réwnolegle
prowadzitam i nadal kontynuuj¢ badania zwigzane z wptywem Selolu na komoérki raka
prostaty PC3. Komoérki PC3 sa odmiang komodrek hormono-niewrazliwych i cechuja sig¢
wysoka inwazyjnos$cia. Istotng cecha tych komorek decydujaca o ich inwazyjnosci jest fakt,
ze nie wchodzg one na szlak apoptozy. Badania te realizowalam w ramach Projektu Mtodego
Badacza ,,Ocena dziatania Se (IV) (Selol) w komarkach raka prostaty oraz w stanie zapalnym
wywolanym dziataniem tiuramu” (1WK/PM11/12), ktérego bytam kierownikiem. Projekt
ten realizowany byt w latach 2011-2012. Badania prowadzitam we wspolpracy z dr Joanng
Trzcinskg-Danielewicz z Zakladu Biologii Molekularneg UW oraz z wymienionymi

wczesniej: Klinikg Dermatologii i Immunodermatologii WUM oraz Zaktadem Immunologii
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UW. Wyniki naszych badan wskazuja ze Selol w komoérkach PC3 wykazuje dziatanie pro-
oksydacyjne, i aktywuje czynnik NF-«kB oraz wplywa na ekspresje czastek adhezyjnych
(ICAM-1, ALCAM-1), ktérych zmiany ekspresji na powierzchni komorek decyduja o
procesie przerzutowania. Jednocze$nie przeprowadziliSmy badania, ktorych wstepne wyniki
wskazujg ze Selol wykazuje dziatanie antyapoptotyczne. W komoérkach w ktorych
zaindukowano zewngtrzkomérkowy szlak apoptozy za pomoca biatka TRAIL (ang. Tumor
Necrosis Factor-Related Apoptosis - Inducing Ligand) oraz poddano dziataniu Selolu
zaobserwowali$my istotny spadek liczby komoérek apoptotycznych. Warte podkres$lenia jest
rowniez to, ze wszystkie do§wiadczenia prowadzone na komoérkach PC3 wykonalismy w 3
stezeniach tlenu: 21%, 10% (normoksja tkankowa) oraz 1% (hipoksja — odzwierciedla
stezenie tlenu w komoérkach guza). Badania prowadzilismy w kolejnych latach w ramach
projektu IWK/PM11/12 ,, Aktywno$¢ biologiczna SELOLU — preparatu zawierajacego selen
(IV) w komorkach PC3 raka prostaty. Badania te sa kontynuowane do chwili obecnej.
Zaplanowane mamy rowniez doswiadczenia, w ktorych ocenimy wplyw Selolu na inny typ
komorek raka prostaty — LNCap. Komorki te s hormonowrazliwe i charakteryzuja si¢ nizszg
inwazyjno$cig. Wstepne wyniki naszych badan zostaly przedstawione na dwoch zjazdach
krajowych [K17,K18]. Po zakonczeniu wszystkich badan, wyniki zostang opublikowane w

czasopismach recenzowanych.

Prowadzac powyzsze badania, ktore stanowig trzon mojej pracy w Katedrze i Zaktadzie
Biochemii WUM, w latach 2013-2015 zespdl nasz wspotpracowat z zespotem prof. dr hab.
Jadwigi Turlo z Katedry 1 Zaklad Technologii Lekéw 1 Biotechnologii Farmaceutycznej
WUM. W ramach tej wspdlpracy badaliSmy cytotoksyczne i antyproliferacyjne wtasciwosci
selenowanych ekstraktow izolowanych z grzyba Shitake Lentinula edodes. Doswiadczenia
wykonywane byly w ramach projektu ,,Potencjalne przeciwnowotworowe dziatanie
wysokoselenowanych ekstraktow z grzybni Lentinula edodes w komoérkach raka prostaty” nr
1WK/PM11D/15. Wyniki opublikowano w czasopismie International Journal of Medicinal
Mushrooms [O10]. Od 2018 roku wspotpracuj¢ z dr Aleksandra Drzewiecka z Instytutu
Fizyki PAN. W ramach tej wspotpracy badam cytotoksyczne wiasciwosci kompleksow

kwasu MPCA (herbicyd) z metalami cigzkimi.

Moj dorobek po uzyskaniem stopnia doktora obejmuje 11 publikacji oryginalnych, 2 artykuty
przegladowe oraz 8 komunikatow prezentowanych na krajowych i migdzynarodowych
konferencjach naukowych. Catkowity IF artykuléw opublikowanych po obronie pracy
doktorskiej wynosi 25,62 a ich warto$¢ odpowiada 263 punktom MNiSW.

39



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. med. Emilii Grosickiej- Macigg

6. Pozostale publikacje oryginalne

O1. Rahden-Staron 1., Szumito M., Grosicka E., Kraakman van der Zwet M., Zdzienicka
MZ.: Defective Brca2 influences topoisomerase | activity in mammalian cells. Acta Biochim.
Pol., 2003; 50(1):139-44.

IF 0.629; Punkty MNISW 8

02. Grosicka E., Czeczot H., Skrzycki M., Szumito M., Podsiad M., Rahden-Staron I.:
Wptyw tiuramu i disulfiramu na stan redox w komorkach fibroblastow pluca chomika
chinskiego. Bromat. Chem. Toksykol., 2006, 4: 383-390.

Punkty MNiSW 4

03. Grosicka E., Sadurska B., Szumito M., Grzela T., Lazarczyk P., Niderla-Bielinska J.,
Rahden-Staron 1.: Effect of glutathione depletion on apoptosis induced by thiram in Chinese
hamster fibroblasts. Int. Immunopharmacol., 2005; 5(13-14):1945-56.

IF 2.008; Punkty MNiSW 15

O4. Grosicka-Maciag E., Kurpios D., Czeczot H., Szumito M., Skrzycki M., Suchocki P.,
Rahden-Staron I.: Changes in antioxidant defense systems induced by thiram in V79 Chinese
hamster fibroblasts. Toxicol. In Vitro., 2008; 22(1): 28-35.

IF 2.473; Punkty MNiSW 27

O5. Kurpios-Piec D., Grosicka-Macigg E., Czeczot H., Szumito M., Grzela T., Rahden-
Staron I.: Ochronny wplyw N-acetylocysteiny na prooksydacyjne i proapoptotyczne dziatanie
tiuramu w komoérkach V79 chomika chinskiego. Bromat. Chem. Toksykol., 2010; 43(3): 354-
361.

Punkty MNiSW 6

06. Grosicka-Maciag E., Kurpios-Piec D., Grzela T., Czeczot H., Skrzycki M., Szumito M.,
Rahden-Staron 1.: Protective effect of N-acetyl-L-cysteine against disulfiram-induced
oxidative stress and apoptosis in V79 cells. Toxicol. Appl. Pharmacol., 2010; 248(3): 210-6.
IF 3.993; Punkty MNiSW 32
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O7. Grosicka-Maciag E., Kurpios-Piec D., Szumito M., Rahden-Staron 1.: Ochronny wptyw
N-acetylocysteiny na prooksydacyjne i proapoptotyczne dziatanie manebu w komorkach V79
chomika chinskiego — Monografia - Konferencja szkoleniowo-naukowa PTTox

,» Toksykologia w stuzbie publicznej” Warszawa 2011 str.117-125

08. Kurpios-Piec D., Grosicka-Maciag E., Kiernozek E., Szumilo M., Rahden-Staron I
Wplyw tiuramu na wybrane parametry stanu zapalnego w ukladzie in vitro. Monografia —
Konferencja szkoleniowo-naukowa PTTox ,,Toksykologia w stuzbie publicznej” Warszawa
2011 str 161-170

09. Kurpios-Piec D, Grosicka-Maciag E, Wozniak K, Kowalewski C, Kiernozek E, Szumito
M, Rahden-Staron 1. Thiram activates NF-kappaB and enhances ICAM-1 expression in
human microvascular endothelial HMEC-1 cells. Pestic. Biochem. Physiol. 2015; 118:82-9.
IF 2.388; Punkty MNiSW 30

010. Turto J, Klimaszewska M, Gorska S, Dawidowski M, Podsadni P, Orzechowska E,
Szczepanska A, Kurpios-Piec D, Grosicka-Maciag E, Rahden-Staron I. Selective Cytotoxic
Activity of Se-methyl-seleno-L-cysteine and Se-polysaccharide Containing Extracts from
Lentinula edodes. Int. J. Med. Mushrooms. 2017; 19(8): 709-716.

IF 1.211; Punkty MNiSW 20

7. Prace przegladowe

P1. Rahden-Staron I, Grosicka E. Epigenetyczne mechanizmy kancerogenezy. Medycyna,
Dydaktyka, Wychowanie. 2006, XXXVIII (4): 20-26.

Punkty MNiSW 6

P2. *Grosicka — Maciag E., Szumito M., Kurpios Piec D., Rahden-Staron 1. Biomedical
effects of selenium in a human organism. J. Elem., 2017; 22: 1269-1284

IF 0.684; Punkty MNiSW 15

* — prace, w ktorych bytam autorem korespondencyjnym

41



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. med. Emilii Grosickiej- Macigg

8. Udzial w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

K1. Grosicka E., Rahden-Staron I., Szumito M. Zmiany wrazliwosci topoizomerazy 1 na
kamptotecyne w komorkach mutantéw chomika chinskiego nadwrazliwych na
promieniowanie jonizujace zawierajgcych ludzki lub mysi gen BRCA2. XXXVIII Zjazd

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Wroctaw 2002

K2. Grosicka E., Szumito M., Kraakman-van der Zwet M., Zdzienicka M.Z., Rahden-Staron
I. Defecitve Brca2 influences topoisomerase | activity in V79 Chinese hamster cells. 12th

International symposium ,,Molecular and Physiological aspects of regulatory processes of the
organism” Krakéw, 5-6.06. 2003

K3. Grosicka E., Sadurska B., Szumito M., Rahden-Starin I. Changes in prooxidative state
within V79 cells induced by thiram in vitro. 38" Meeting of the Polish Biochemical Society,
Gdansk 16-20.09. 2003

K4. Rahden-Staron 1., Grosicka E., Sadurska B., Grzela T., Niderla J., Lazarczyk M.,
Szumito M. Protein oxidation and induced apoptosis in thiram-treated Chinese hamster
fibroblasts: redox related processes. 29" Meeting of the federation of the European
Biochemical Societies, Warszawa 26.06-1.07. 2004

K5. Grosicka E., Skrzycki M., Podsiad M, Czeczot H, Rahden-Staron I. Changes in
antioxidant system induced by thiram in V79 chinese hamster fibroblasts. 40" Meeting of the
Polish Biochemical Society, Lublin 19-23.09. 2005

K6. Grosicka E., Skrzycki M., Czeczot H., Grzela T., Podsiad M., Szumito M., Rahden-
Staron I. Changes in antioxidant system induced by dithiocarbamates in lung fibroblasts. 15"

International Symposium “Molecular and Physiological Aspects of Regulatory Processes of

the Organism”, Krakow, 1-2.06.2006
K7. Grosicka E., Szumito M., Rahden-Staron I., Changes of oxidoreductive status by thiram,

an inducer of allergic contact dermatitis. 9" CEEPUS — Biomedicine Students Council
Summer University, Chorwacja, Zadar, 24-31.07.2006
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K8. Grosicka-Maciag E., Kurpios D., Czeczot H., Szumito M., Skrzycki M., Podsiad M.,
Grzela T., Rahden-Staron 1. Prooxidative and proapoptotic properties of disulfiram. 16"
International Symposium ,, Molecular and Physiological Aspects of regulatory processes of

the organism”, Krakow, 4-6.06.2007

K9. Kurpios-Piec D., Grosicka-Macigg E., Szumito M., Czeczot H., Rahden-Staron I.
Dithiocarbmate induced cytotoxicity in Chinese hamster fibroblasts in vitro. An American
Association for Cancer Research International Conference: Advances in Cancer Research:
form the laboratory to the Clinic, Jordania, 16-19.03.2008

K10. Kurpios-Piec D., Grosicka-Maciag E., Skrzycki M., Czeczot H., Szumito M., Rahden-
Staron I. Changes in antioxidant defense systems induced by diethyldithiocarbamate (DETC)
in V79 Chinese hamster fibroblasts. 10" International Conference on Environmental
Mutagens (ICEM), 39th Annual Meeting of the European Environmental Mutagen Society
(EEMS), 18th Annual Meeting of the Italian Environmental Mutagen Society (SIMA). The

Renaissance of Environmental Mutagenesis, Wtochy, Florencja, 20-25.08. 2009

K11. Grosicka-Maciag E, Kurpios-Piec D, Skrzycki M, Czeczot H, Szumito M, Rahden-
Staron I. Disulfiram-induced cytotoxicity in V79 Chinese hamster fibroblasts. 10th
International Conference on Environmental Mutagens (ICEM), 39th Annual Meeting of the
European Environmental Mutagen Society (EEMS), 18th Annual Meeting of the Italian
Environmental Mutagen Society (SIMA). The Renaissance of Environmental Mutagenesis,
Wiochy, Florencja, 20-25.08. 2009

K12. Kurpios-Piec D., Grosicka-Maciag E., Kiernozek E., Wozniak K., Kowalewski C.,
Szumito M., Rahden-Staron I. Thiram affects NF-xB and selected cell adhesion molecules in
human micorvascular endothelial cell (HMEC-1). II Ogolnopolski Kongres Biochemii i
Biologii Komorki, Krakow 5-9.09.2011

K13. Grosicka-Maciag E., Kurpios-Piec D., Szumito M., Suchocki P., Rahden-Staron I.
Organo-selenium compound Selol attenuates pro-inflammatory response in murine
macrophages induced by LPS. II Ogodlnopolski Kongres Biochemii i Biologii Komorki,
Krakéw 5-9.09.2011
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K14. Grosicka-Maciag E., Kurpios-Piec D., Szumito M., Rahden-Staron 1. Protective effect
of N-acetylo-L-cysteine against maneb induced oxidative and apoptotic injury in Chinese
hamster V79 cells. Konferencja Szkoleniowo—Naukowa Polskiego Towarzystwa

Toksykologicznego “Toksykologia w stuzbie publicznej”, Jurata, 19-22.09.2011

K15. Kurpios-Piec D., Grosicka-Maciag E., Kiernozek E., Szumito M., Rahden-Staron |I.
Wplyw tiuramu na wybrane parametry stanu zapalnego w uktadzie in vitro. Konferencja
Szkoleniowo—Naukowa Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego “Toksykologia w stuzbie
publicznej”, Jurata, 19-22.09.2011

K16. Kurpios-Piec D., Grosicka-Maciag E., Wozniak K., Kowalewski C., Szumito M.,
Suchocki P., Rahden-Staron I. Selol attenuates pro-inflammatory parameters induced by LPS
in mouse RAW 264.7 macrophages. European Environmental Mutagen Society, Annual
Meeting, Warszawa, 16-20.09.2012

K17. Dotka T., Grosicka-Maciag E., Kurpios-Piec D., Kiernozek E., Suchocki P., Szumito
M., Rahden-Staron 1. Semi-synthetic organo-selenium compound Selol affects apoptosis and
CAM s expression in prostate cancer PC3 cells. 1% Congress of the Polish Biochemistry Cell
Biology, Biophysics and Bioinformatics, Warszawa, 9-12.09. 2014

K18. Kurpios-Piec D., Grosicka-Maciag E., Orzechowska E., Kiernozek E., Suchocki P.,
Szumito M., Rahden-Staron 1. Selol —organo-selenium compound affects apoptosis and
CAMs expression in prostate cancer cells. EMBO Young Scientists Forum, Warszawa, 2-
3.07.2015

K19. Grosicka-Maciag E., Kurpios-Piec D., Kiernozek E., Wozniak K., Kowalewski C.,
Szumito M., Nadzieja D., Suchocki P, Rahden-Staron I. Se(IV) obecny w Selolu wywotuje w
komorkach §rodbtonka naczyn krwiono$nych skory zmiany charakterystyczne dla stanu
zapalnego. Konferencja Szkoleniowo—Naukowa Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego
”Rozne oblicza toksykologii”, Putawy, 19-22.09.2017
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9. Wspélpraca naukowa
a) z jednostkami WUM:

o Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, I Wydziat Lekarski, Warszawski Uniwersytet
Medyczny — dr hab. Tomasz Grzela — w zakresie badania apoptotycznych wiasciwos$ci
ditiokarbaminanow ; 2005-2007 r

« Kilinika Dermatologii i1 Immunodermatologii, Wydzial Lekarsko — Dentystyczny
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego; prof. dr hab. Katarzyna Wozniak, prof. dr hab.
Cezary Kowalewski — w zakresie prowadzenia badan immunocytochemicznych; 2008 —
2017 r.

» Katedra 1 Zaklad Technologii Lekow i Biotechnologii Farmaceutycznej, Wydziat
Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej, Warszawski Uniwersytet
Medyczny; prof. dr hab. Jadwiga Turto - w zakresie badania antyproliferacyjnych
wilasciwosci ekstraktow z grzybni L. edodes.; 2013 — 2015 .

e Zaktad Bioanalizy i Analizy Lekéw, Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej, Warszawski Uniwersytet Medyczny; dr hab. Piotr Suchocki — Wspotpraca w
ramach realizowanych badan nad Selolem finansowanych przez MNiSW; od 2007 r. do

chwili obecnej
b) mi¢dzyuczelniana

» Zaktad Biologii Molekularnej, Uniwersytet Warszawski; dr Joanna Trzcinska-Danielewicz —
w zakresie badanig apoptotycznych wiasciwosci Selolu i biatka TRAIL; 2011 r. do chwili
obecnej

 Zaklad Immunologii, Uniwersytet Warszawski; prof. dr hab. Nadzieja Drela, dr Ewelina
Kiernozek — w zakresie badania ekspresji czastek adhezyjnych i apoptozy na cytometrze

przeptywowym; od 2008 r. do chwili obecnej

« Instytut Fizyki PAN w Warszawie; dr Aleksandra Drzewiecka-Antonik — w zakresie badania
biologicznych wlasciwosci kompleksow kwasu MPCA z metalami ci¢zkimi; od 2018 r. do

chwili obecnej
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10. Udzial w projektach badawczych

W trakcie dotychczasowej pracy naukowej uczestniczytam lub nadal uczestnicze w realizacji

nastepujacych projektow i grantow badawczych:

Projekty finansowane przez AM/WUM

« 2005-2006 r. Projekt Mtodego Badacza, Akademia Medyczna; ,,Epigenctyczne mechanizmy
dziatania zwigzkow chemicznych z grupy ditiokarbaminianow”, WK/WB4/05; Kkierownik

projektu

+ 2007-2009 r. Projekt promotorski, Akademia Medyczna; “Wptyw ditiokarbaminianéw na
wybrane parametry stresu oksydacyjnego” 1WK/WB4/2007; kierownik projektu

» 2011-2012 r. Projekt Mtodego Badacza, Warszawski Uniwersytet Medyczny; “Ocena
dzialania selenu (IV) (SELOL) w komorkach raka prostaty oraz w stanie zapalnym

wywolanym tiuramem” 1WK/PM11/11; kierownik projektu

+ 2012 —2013 r. Projekt Mtodego Badacza, Warszawski Uniwersytet Medyczny; ,,Aktywno$¢
biologiczna SELOLU — preparatu zawierajacego selen (IV) w komoérkach PC3 raka prostaty.
1WK/PM11/12; wykonawca

» 2014-2015 r. Projekt Mtodego badacza, Warszawski Uniwersytet Medyczny, ,,Potencjalne
przeciwnowotworowe dziatanie wysokoselenowanych ekstraktow z grzybni Lentinula edodes

w komorkach raka prostaty, WK/PM11D/15; wykonawca
Granty MNiSW

* 2008-2011 r. Grant MNiSW, Zmiany parametréw stanu zapalnego wywotanego dziataniem
disiarczku czterometylotiuramu (TMTD) — zwiazku prowadzacego do powstania wyprysku

kontaktowego alergicznego; wptyw preparatu zawierajacego selen w modelu in vitro” NN402

210235, MNiSW, wykonawca
11. Nagrody za dzialalno$¢ naukowg

Jestem laureatkg Nagrod Naukowych JM Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
w latach:

46



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. med. Emilii Grosickiej- Macigg

* 2014 r. - nagroda zespolowa naukowa drugiego stopnia za wspotautorstwo cyklu prac
dotyczacych antyoksydacyjnych i antymutagennych mechanizmow obrony komorek przed

stresem oksydacyjnym

* 2013 r. - nagroda zespolowa naukowa trzeciego stopnia za wspolautorstwo prac
oryginalnych w zakresie badan mechanizméw cytotoksycznosci, stresu oksydacyjnego oraz

apoptozy wywotanych dziataniem leku i pestycydu z grupy ditiokarbaminianow

* 2009 r. - nagroda zespolowa naukowa drugiego stopnia za wspotautorstwo pracy
eksperymentalnej pt: ,,Changes in antioxidant defense systems induced by thiram in V79

Chinese hamster fibroblasts”

» 2006 r. — nagroda zespolowa naukowa trzeciego stopnia za wspotautorstwo pracy w
,International Immunopharmacology” opisujacej zmiany parametrow stresu oksydacyjnego i

indukcje apoptozy pod wplywem tiuramu

* 2004 r. — nagroda zespolowa naukowa trzeciego stopnia za wspodlautorstwo pracy w
jezyku angielskim dotyczacej badan aktywnosci topoizomerazy DNA I w hodowli komorek

chomika chinskiego V79 z uszkodzonym genem Brca2

12. Czlonkostwo w towarzystwach naukowych

2003- 2005 r. - Cztonek Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Od 2018 r. roku jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego.
13. Dzialalno$¢ organizacyjna

- cztonek Komisji Uczelnianego Egzaminu Wstepnego z chemii i biologii (2011r)
— czlonek Komisji Skrutacyjnej w Wyborach Elektorow (2004 r., 2016 r.,)

14. Recenzje prac haukowych

Bytam recenzentem nastepujacych prac:

Diagnostyka Laboratoryjna (1); Biomedicine & Pharmacotherapy (1)

15. Podsumowanie osiggni¢e¢ naukowo-badawczych

Moj dorobek naukowy obejmuje:
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« 15 prac oryginalnych (11 po uzyskaniu stopnia doktora), w tym 11 w czasopismach
znajdujacych si¢ na liScie Journal Citation Reports (JCR). W 9 pracach bylam autorem

pierwszym lub/i korespondencyjnym

» 3 prace przegladowe, z czego 2 zostaly opublikowane W czasopi$mie indeksowanym
w bazie Journal Citation Reports (JCR). W 2 pracach bytlam autorem pierwszym

i korespondencyjnym
* 19 streszczen z doniesien zaprezentowanych na konferencjach naukowych

* udziat w 5 (w 3 bytam kierownikiem projektu) projektach badawczych finansowanych przez

WUM i jednym finansowanym przez MNiSW (wykonawca)

ssumaryczny wspotczynnik Impact Factor wedtug listy JCR zgodnie z rokiem opublikowania:
30.73; taczna punktacja MNiSW: 320

« liczba cytowan (bez autocytowan) wedtug bazy Web of Science ™ Core Collection: 100
« index Hirscha (h-index) wedtug Web of Science™ Core Collection: 6
16. Dzialalno$¢ dydaktyczna i popularyzujaca nauke

a) Dziatalno$¢ dydaktyczna

 0d 11.2001 r. prowadzenie zajgé ¢wiczeniowych i seminaryjnych z przedmiotu ,,Biochemia
z elementami chemii” dla studentow Il roku | Wydziatu Lekarskiego i Wydziatu Lekarsko-

Dentystycznego

« 0d 2002-2006 r. prowadzenie zaje¢ ¢wiczeniowych i seminaryjnych ze studentami Wydziatu

Nauki o Zdrowiu

» 0d 2009 r. prowadzenie zaje¢ ¢wiczeniowych z Biochemii dla studentéw II roku Oddziatu

English Division - Medicine oraz English Dentistry Division

» od 2017 r. organizacja i prowadzenie zaje¢ ¢wiczeniowych, seminaryjnych oraz wyktadow
z biochemii dla studentow II roku Oddzialu English Division — Medicine oraz English

Dentistry Division

» od 2017 r. wystepuj¢ jako przedstawiciel Zaktadu na Radzie Pedagogicznej Oddziatu

Nauczania w Jezyku Angielskim
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* od 2017 r. przygotowanie egzaminu testowego i1 kolokwiow testowych z biochemii dla
studentow drugiego roku Oddzialu English Division — Medicine oraz English Dentistry
Division

» 2017 r. przygotowanie skryptu do ¢wiczen laboratoryjnych z biochemii dla studentow II

roku Wydzialu Lekarskiego oraz studentoéw Oddzialu English Division — Medicine oraz
English Dentistry Division

b) Dziatalnos$¢ popularyzujgca nauke

» 24-31.07.2006 r. — wystapienie ustne ,,Changes of oxidoreductive status by thiram, an
inducer of allergic contact dermatitis” w czasie szkoty letniej na 9th CEEPUS — Biomedicine

Students Council Summer University, Chorwacja, Zadar

+ 30.05.2011 r. - wystapienie ustne ,,Ochronny wptyw N-acetylocysteiny na prooksyadcyjne i
proapoptotyczne dzialanie zwigzkéw z grupy ditiokarbaminianéw na VII Konferencji

Naukowej I Wydziatu Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego”

* 2005-2011 r - opieka merytoryczna nad pracami badawczymi studentow z Indonezji,

Japonii, Hiszpanii, Chorwacji w ramach wymiany ERASMUS/SOCRATES

 21.10.2016 r. — wyktad ,, Dwa oblicza selenu” na sesji plenarnej z okazji Jubileuszu 100-

lecia Katedry 1 Zaktadu Biochemii
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