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4. Wskazanie osiggniecia o ktorym mowa w art. 16 ust. 2 ustawy:

4.A. Tytut osiggniecia naukowego:

»Ocena stresu oksydacyjnego na podstawie analizy produktow naprawy
uszkodzen DNA wydalanych z moczem.”

Osiagnigcie zostalo udokumentowane cyklem szeSciu przedstawionych ponizej

publikacji w recenzowanych czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports

(JCR) cytowanych facznie 81 razy, 0 sumarycznym wspotczynniku IF rownym 15,591.
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spowodowany zardwno obnizong aktywnoscia

Oswiadczenia wspotautorow o indywidualnym wktadzie autorskim w zatgczniku nr 3.
Wykaz prac wraz z okresleniem indywidualnego wkladu autorskiego w zataczniku nr 4.

4.B. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

W wyniku zaburzenia rOwnowagi pomiedzy powstawaniem reaktywnych form tlenu, a
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standw patologicznych, takich jak nowotwory, przewlekte stany zapalne czy choroby
sercowo-naczyniowe bylo wigzanych ze stresem oksydacyjnym, jednakze w wigkszosci
przypadkdw nie rozstrzygnig¢to czy jest on skutkiem choroby czy tez jej przyczyna.
Oksydacyjne uszkodzenia DNA majg szczegdlne znaczenie, poniewaz w odroznieniu od
biatek czy lipidéw nowa czasteczka nie moze zostaé zsyntetyzowana i w calosci zastapié
uszkodzonej. Systemy naprawy DNA funkcjonujgce w komoérkach chronig przed utrwaleniem
si¢ takiego uszkodzenia i s3 niezwykle wazne dla zachowania stabilno$ci genomu. Usunigte
modyfikacje pochodzace z naprawy trafiaja ostatecznie do moczu.

Jednym z najwczesniej wykrytych 1 najczeSciej badanym  oksydacyjnym
uszkodzeniem tego typu jest 8—oksy-7,8-dihydroguanina (8-oksyGua). Zmodyfikowana w
pozycji C-8 guanina zostala zidentyfikowana w moczu zarowno w postaci zasady, jak i
nukleozydu - 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-oksydGuo). Poniewaz wczesniejsze badania
sugerowaty, ze dieta i/lub $mier¢ komorek moze wptywac¢ na poziom tych pochodnych w
moczu przeprowadzilismy kilka eksperymentéw wykorzystujagc metode chromatografii
gazowej z detekcja spektrometrii masowej. Badania na modelu zwierzecym i ludzkim
wykazaty, iz dieta jak 1 zasady/nukleozydy pochodzace z DNA obumarlych komorek
prawdopodobnie nie majg wptywu na poziom 8-oksyGua i 8-oksydGuo w moczu (prace 23,
25134, zalgcznik nr 4, pkt ITA).
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Dlatego tez, wydaje sig, ze gldownym zrodtem 8-oksyGua i 8-oksydGuo w moczu jest
naprawa DNA. Za usuniecie 8-oksyguaniny z DNA w postaci zasady odpowiada system
naprawy BER (base excision repair), a enzymem usuwajacym to uszkodzenie jest glikozylaza
8-oksyguaniny (OGG1 -8-Oxoguanine DNA glycosylase 1). Zrodio 8-oksdGuo w moczu nie
jest do konca jasne poniewaz nie opisano enzymu, ktory usuwatby to uszkodzenie z DNA w

postaci 2’-deoksynukleozydu. Najlepiej scharakteryzowanym enzymem, ktory moze
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odpowiada¢ za pojawienie si¢ tego uszkodzenia w moczu jest 8-0ksydGTP pirofosforylaza
(NUDTZ; nucleoside diphosphate-linked moiety X motif 1). Enzym ten chroni pulg¢ wolnych
nukleotydow przed wbudowaniem 8-0ksydGTP do DNA degradujac zmodyfikowany
nukleotyd do 8-oksydGMP. Dalsza hydroliza przy udziale 3°(5’)-nukleotydazy prowadzi do
powstania 8-oksydGuo, ktory w tej postaci trafia do moczu. Sugeruje si¢ rowniez udziat
naprawy przez wycinanie nukleotydow (NER - nucleotide excision repair) oraz endonukleaz
w usuwaniu 8-oksyguaniny w postaci nukleozydu.

1. Cooke MS, Rozalski R, Dove R, Gackowski D, Siomek A, Evans MD, Olinski R. Evidence for
attenuated cellular 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine removal in cancer patients. Biol
Chem. 2006 Apr;387(4):393-400.

W pracy podjelismy kolejng probg wyjasnienia kwestii zwigzanych z pochodzeniem
uszkodzen DNA w moczu. Metody chromatograficzne oraz immunoenzymatyczna zostaty
wykorzystane do oznaczen oksydacyjnych uszkodzen w DNA oraz w moczu w grupie
kontrolnej oraz w grupie pacjentdéw chorych na nowotwory ptuc i jelita grubego. Zgodnie z
wczesniejszymi doniesieniami, zaobserwowaliSmy istotnie podwyzszony poziom 8-0ksydGuo
w DNA pacjentow w porownaniu do kontroli, co moze wskazywa¢ na wigkszy stres
oksydacyjny lub/i uposledzong naprawe. Natomiast poziom uszkodzen w moczu nie r6znit si¢
w badanych grupach dla 8-oksGua i 5-hydroksyuracylu (ShmUra) lub tez byt istotnie wyzszy
w grupie kontrolnej dla 8-oksydGuo.

Zaden z oznaczanych w pracy biomarkerow oksydacyjnych uszkodzen DNA (bez
wzgledu na zastosowana metod¢ analizy) nie korelowal z poziomem kwasu moczowego,
ktory jest uwazany za biochemiczny marker obrotu komorkowego w organizmie. Wyniki
potwierdzaja wczesniejsze obserwacje, ze $mier¢ komoérkowa nie wplywa w znaczgcym
stopniu na poziom uszkodzen DNA w moczu. Korelacja pomi¢dzy 8-oksyGua i 8-oksydGuo
moze wspiera¢ hipotezy, ze zmodyfikowany oksydacyjnie nukleozyd jest produktem
naprawy, jednakze nie wskazano jednoznacznie, ktéory z systemOéw naprawy jest
odpowiedzialny za usuwanie tego uszkodzenia.

Srednie stezenia 8-oksydGuo w moczu oznaczane immunoenzymatycznie byty okoto
trzy razy wyzsze w porownaniu do metody chromatograficznej. Dodatkowo wykazano
umiarkowang, ale istotng statystycznie korelacj¢ pomigdzy poziomem 8-oksyGua, a
poziomem nukleozydu oznaczanego metoda ELISA. Moze to wskazywaé¢ na reakcje
krzyzowa uzywanego przeciwciala w stosunku do 8-oksyGua. Jest rowniez mozliwe, Ze
za opisywane roznice odpowiada reakcja przeciwciala z 8-oksydGuo w

oligonukleotydach pochodzacych z naprawy NER, 8-oksydGMP jako produktu
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dzialania enzymu NUDT1 lub z 8-0ksydGDP jako produktu aktywnosci endonukleazy 8-
oksydGuo.

Biorac pod uwage niewielki wptyw diety i/lub $mierci komoérkowej, gldéwnym
zrédtem oksydacyjnych uszkodzen w moczu wydaje si¢ by¢ naprawa DNA. Poniewaz
produkty dzialania glikozylaz, jakimi sa uszkodzone zasady azotowe nie réznia si¢ w
obu grupach badanych, upos$ledzona aktywno$¢ naprawcza w grupie pacjentéw
nowotworowych moze dotyczy¢ mechanizméw odpowiedzialnych za naprawe 8-
oksydGuo. Ze wzgledu na to, ze aktywnos¢ enzymu NUDT1 jest najprawdopodobniej
glownym zrodlem 8-oksydGuo w moczu, uposledzenie jego aktywnosci moze mieé
zwigzek z procesem karcynogenezy.

2. Cooke MS, Barregard L, Mistry V, Potdar N, Rozalski R, Gackowski D, Siomek A, Foksinski
M, Svoboda P, Kasai H, Konje JC, Sallsten G, Evans MD, Olinski R. Interlaboratory
comparison of methodologies for the measurement of urinary 8-oxo-7,8-dihydro-2'-
deoxyguanosine. Biomarkers. 2009 Mar;14(2):103-10.

Metody, ktére sg stosowane do oznaczen oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad
azotowych mozemy podzieli¢ na chromatograficzne 1 immunoenzymatyczne. Sposréd metod
chromatograficznych najczesciej] wykorzystywane s3: wysokoci$nieniowa chromatografia
cieczowa z detekcja elektrochemiczng (HPLC-EC) lub tandemowsa i pojedyncza detekcja
spektrometrii mas (HPLC-MS/MS) lub tez chromatografia gazowa z detekcja spektrometrii
masowej z wstepnym oczyszczaniem probki przy udziale chromatografii cieczowej (HPLC-
GC/MS). Metoda immunoenzymatyczna (ELISA) stosowana do analizy 8-oxodGuo w moczu
wykorzystuje opracowane w Japonii przeciwciato N45.1.

W 2008 zostat powotany Europejski Komitet d/s Standaryzacji Analiz Uszkodzen
DNA w Moczu (European Standards Committee on Urinary (DNA) Lesion Analysis -
ESCULA), ktorego gldéwnym celem jest porownanie i walidacja metod oznaczania 8-
oksydGuo w moczu. Praca ta byla pierwszym krokiem w tym kierunku. Ze wzglgdu na
doniesienia literaturowe i nasze wcze$niejsze obserwacje wskazujace na znaczgco wyzsze
wyniki uzyskane metoda immunoenzymatyczng w poréwnaniu z oznaczeniami
chromatograficznymi, postanowili$my poréwnac trzy powszechnie stosowane metody analizy
8-oksydGuo: HPLC-EC, HPLC-GC/MS i ELISA.

Badania przeprowadzono w moczu pochodzacym od grupy 140 mezczyzn w wieku od
20 do 60 lat. Zakodowane probki zostaty wystane do laboratoriow w Polsce (HPLC-GC/MS),
Japonii (HPLC-EC) i Wielkiej Brytanii (ELISA).
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Wyniki uzyskane metoda HPLC-EC byty okoto 10% wyzsze w porownaniu do HPLC-
GC/MS, natomiast poziom 8-oksydGuo w moczu oznaczony technikg immunoenzymatyczng
byl okolo 5 razy wyzszy w pordwnaniu do metod chromatograficznych. Wykazano silng
liniowa korelacje dla technik HPLC-GC/MS i HPLC-EC (r=0.89, p< 0.0001). Nie
stwierdzono korelacji pomigdzy HPLC-GC/MS i ELISA oraz HPLC-EC i ELISA
(odpowiednio r =0.17 (p=0.08) i r = 0.28 (p= 0.003)).

Otrzymane wyniki wskazuja, ze brak zgodnosci pomiedzy technikami
chromatograficznymi, a technika immunoenzymatyczng ogranicza uzyteczno$¢ tej
ostatniej w oznaczaniu 8-oksydGuo w moczu. Zgodnie z wcze$niejszymi doniesieniami
wykazaliSmy, ze ELISA generuje znaczaco wyzsze wartosci. Gléwna przyczyna takiego
stanu rzeczy moze by¢ niespecyficznos¢ przeciwciala stosowanego w komercyjnych
zestawach.

Kolejne badania porownawcze w ramach ESCULA z udziatlem okoto 20 laboratoriow
(prace 4 i 6, zalacznik nr 4, pkt IIA) ostatecznie potwierdzily uzyteczno$¢ metod
chromatograficznych do ilosciowego oznaczania 8-oksydGuo w moczu, rekomendujac
szczegOlnie metody z detekcja spektrometrii mas ze wzgledu na zastosowanie znakowanych
stabilnymi izotopami standardéw wewnetrznych.

3. Danielsen PH, Brauner EV, Barregard L, Séllsten G, Wallin M, Olinski R, Rozalski R, Mgller
P, Loft S. Oxidatively damaged DNA and its repair after experimental exposure to wood
smoke in healthy humans. Mutat Res. 2008 Jul 3;642(1-2):37-42.

Wiele badan epidemiologicznych skupiato si¢ na ocenie niekorzystnego wpltywu na
zdrowie cztowieka czastek statych obecnych w powietrzu, ktoéry wynika prawdopodobnie z
indukcji stresu oksydacyjnego i1 procesow zapalnych. Zdecydowana wigkszos¢ dotyczyta
czastek statych pochodzacych ze spalania paliwa w ruchu ulicznym. Stosunkowo hiewiele
danych w tym kontekScie odnosi si¢ do czgstek stalych powstajacych w trakcie spalania
drewna, mimo, ze jego udzial w powstawaniu tych zanieczyszczen w niektdrych rejonach
$wiata jest znaczacy. Dlatego, tez postanowiliSmy sprawdzi¢ jaki wplyw na poziom
oksydacyjnych uszkodzen DNA 1 aktywno$¢ enzymoéw naprawczych bedzie miata
krotkotrwata ekspozycja na dym drzewny. Trzynascie zdrowych dorostych oséb w specjalne;j
komorze bylo poddanych ekspozycji na filtrowane czyste powietrze przez 4 godziny, a
nastgpnie po uplywie 7 dni na dym drzewny przez taki sam okres. Po 3 godzinach od
ekspozycji od uczestnikow badania pobrano krew i po 20 godzinach krew i mocz. Ocenie
poddano peknigcia nici DNA 1 miejsca FPG powstate po dzialaniu enzymu usuwajacego

uszkodzone puryny w DNA leukocytow, aktywnos¢ glikozylazy OGG1, poziom mRNA
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enzymOw naprawczych i uczestniczacych w obronie antyoksydacyjnej oraz poziom 8-
oksyGua 1 8-oksydGuo w moczu. Zaobserwowano statystycznie istotny wzrost ekspresji genu
hOGG1, odpowiedzialnego za usuwanie 8-oksyguaniny z DNA na drodze naprawy BER po
20 godzinach od ekspozycji. W przypadku pozostalych parametréw nie stwierdzono
statystycznie istotnych rdéznic, jednakze na uwage zastuguje relatywny wzrost aktywnosci
glikozylazy 8-oksyguaniny w obu punktach kontrolnych, jak réwniez prawie 80% wzrost
poziomu 8-oksyGua w moczu po 20 godzinach.

Dane te wskazuja, Ze ekspozycja na czasteczki stale zawarte w dymie drzewnym
wywoluje efekt systemowy, nie prowadzi to jednak do zmian genotoksycznych, tak jak w
przypadku ekspozycji na czastki stale pochodzace z silnikow spalinowych. Moze to by¢
spowodowane zwiekszona aktywnoscig systemu naprawy przez wycinanie zasad (BER —
base excision repair).

4. Rozalski R, Migdalski A, Gackowski D, Guz J, Siomek A, Foksinski M, Szpila A, Zarakowska
E, Majer M, Jawien A, Olinski R. Does morphology of carotid plaque depend on patient's
oxidative stress? Clin Biochem. 2013 Aug;46(12):1030-5.

Miazdzyca stanowi istotny problem zdrowotny i jest jedng z glownych przyczyn
zgonoOw w krajach wysoko uprzemystowionych. Wyniki badan wskazujg, ze chroniczny stan
zapalny wptywa na rozwdj zmian miazdzycowych. Z kolei zwiazek stresu oksydacyjnego ze
stanem zapalnym jest bardzo dobrze udokumentowany, podwyzszone poziomy 8-0ksydG
zaobserwowano w wielu badaniach dotyczacych proceséw zapalnych. Jezeli rozwoj choroby
jest zwigzany ze stresem oksydacyjnym i nadmierng ekspozycja na wolne rodniki tlenowe to
ich dzialanie powinno skutkowaé zwigkszonym poziomem tworzacych si¢ uszkodzen DNA.

Obecnos¢ oksydacyjnych uszkodzen DNA stwierdzono w ptytkach miazdzycowych i
leukocytach 0so6b chorych na miazdzycg. Uwaza sie¢, ze stabilno$¢ blaszki miazdzycowej jest
jednym z najwazniejszych czynnikéw definiujgcych ryzyko sercowo-naczyniowe. Istnieja
jednak sprzeczne dane dotyczace czynnikow wplywajacych na jej stabilno$¢. Morfologia
blaszki decyduje czy dojdzie do oderwania si¢ fragmentu zmiany miazdzycowej, co skutkuje
ostrymi stanami klinicznymi.

W kierowanym przez mnie projekcie postanowiliSmy sprawdzi¢, czy istnieje
zalezno$¢ pomigdzy:

e poziomem oksydacyjnych uszkodzeh DNA, markerami zapalenia, a
drobnoczasteczkowymi antyoksydantami,

e poziomem uszkodzen DNA w leukocytach i w blaszce miazdzycowe;j,
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e stresem oksydacyjnym/uszkodzeniami DNA, a morfologia blaszki
miazdzycowej

Grupa badana sktadata si¢ z os6b chorych na miazdzyce, u ktorych wykonano zabieg
usuni¢cia blaszki miazdzycowej z tetnicy szyjnej. Wykonano analize produktow naprawy
DNA w postaci 8-oksydGuo i 8-oksyGua wydalonych do moczu oraz 8-oksydGuo w DNA
leukocytow 1 blaszki miazdzycowej (tylko grupa badana). Oprocz tego zostaly oznaczone
stezenia witamin antyoksydacyjnych (retinol, kwas askorbinowy i a-tokoferol) i kwasu
moczowego W osoczu, aby oceni¢ status antyoksydacyjny na poziomie calego organizmu.
Dodatkowo o0znaczono st¢zenie biatka C-reaktywnego w osoczu jako markera stanu
zapalnego. Stabilno$¢ Dblaszki miazdzycowej byla oceniana ultrasonograficznie z
wykorzystaniem systemu GSM (gray-scale scoring), grupa badana zostala podzielona w
zalezno$ci od echogenicznos$ci blaszki miazdzycowej (GSM < 25, GSM 25-50, GSM > 50).
Blaszki z niskim wskaznikiem GSM byty kwalifikowane jako bardzo niestabilne. Na
podstawie uzyskanych wynikow zostat obliczony indeks redoks jako stosunek statusu
antyoksydacyjnego do statusu prooksydacyjnego. Status antyoksydacyjny zostal obliczony
jako S$rednia geometryczna ze stg¢zenia molowego antyoksydantéw, natomiast status
prooksydacyjny jako $rednia geometryczna st¢zenia 8-oksyGua i 8-oksydGua w moczu.
Dlatego tez, wyzsze wartosci indeksu redox wskazuja na mniejsze nasilenie stresu
oksydacyjnego na poziomie catego organizmu.

ZaobserwowaliSmy znaczaco wyzszy poziom bialka C-reaktywnego w osoczu oraz 8-
oksyGua w moczu w grupie badanej w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Stg¢zenie w osoczu
wszystkich antyoksydantow bylto nizsze w grupie badanej, jednak tylko w przypadku kwasu
askorbinowego, retinolu i kwasu moczowego roznice byly istotne statystycznie. Dodatkowo,
indeks redoks w przypadku grupy badanej byt istotnie nizszy w pordéwnaniu do grupy
kontrolnej. Powyzsze wyniki wskazuja, ze osoby w grupie badanej sa narazone na stan
silnego stresu oksydacyjnego.

Biorac pod uwage fakt, ze skala GSM odzwierciedla ryzyko wystapienia ostrych stanow
sercowo-naczyniowych mozna spodziewac si¢, ze u osob z niestabilng blaszkg (GSM<25)
stres oksydacyjny powinien by¢ bardziej nasilony. W naszych badaniach zaobserwowali§my
jednak zupelnie odwrotny trend. Wraz ze wzrostem skali GSM plytek miazdzycowych
obnizal si¢ indeks redox i st¢zenie antyoksydantéw, co wskazuje, ze najbardziej nasilony stres
oksydacyjny wystepuje u pacjentow z uwapniong, stabilng blaszka. Trend ten zostal
potwierdzony rowniez w przypadku biatka C-reaktywnego, ktorego poziom rosnie wraz ze

wzrostem skali GSM. Otrzymane wyniki sugeruja, ze parametry opisujgce stres
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oksydacyjny (index redoks) i stan zapalny (bialko CRP) odzwierciedlaja progresje

choroby na poziomie calego organizmu, natomiast czynniki odpowiadajace za serie

zdarzen prowadzacych do stabilizacji blaszki lub jej rozpadu moga zaleze¢ od
srodowiska w bezposrednim otoczeniu samej blaszki.

5. Jaruga P, Rozalski R, Jawien A, Migdalski A, Olinski R, Dizdaroglu M. DNA damage
products (5'R)- and (5'S)-8,5'-cyclo-2'-deoxyadenosines as potential biomarkers in human
urine for atherosclerosis. Biochemistry. 2012 Mar 6;51(9):1822-4.
8,5'-cyklo-2'-deoksyadenozyna (cdA) powstaje w wyniku dzialania rodnika

hydroksylowego na 2’-deoksyadenozyne, co prowadzi do wewnatrzczasteczkowej cyklizacji

pomiedzy weglem C5° 2’-deoksyrybozy i weglem C8 adeniny. Obecno$¢ 8,5'-cyklo-2'-
deoksyadenozyny w DNA moze powodowal znieksztalcenia helisy spowodowane
kowalencyjnym wigzaniem C8-C5’. Prowadzi to do zablokowania transkrypcji 1 polimeraz

DNA, co ostatecznie moze powodowac¢ mutacje transkrypcyjne czy delecje nukleotydowe.

Podwyzszone poziomy 8,5'-cyklopuryn-2'-deoksynukleozydéw stwierdzono w DNA

pacjentoOw z réznymi stanami chorobowymi, co moze wskazywa¢ na mozliwy udziat tych

pochodnych w procesach zwigzanych z rozwojem stanow patologicznych. Wiekszo$¢
oksydacyjnych uszkodzen DNA jest naprawiana przez glikozylazy na drodze BER, natomiast

w przypadku 8,5'-cyklo-2'-deoksyadenozyny gléwnym szlakiem jest naprawa przez

wycinanie nukleotydow (NER). W pracy #5 postanowili$my porowna¢ poziom 8-oksyGua i

8-oksydGuo oraz 8,5'-cyklo-2'-deoksyadenozyny w postaci dwoch diastereoizomerdéw (5°R) i

(5’S) u pacjentow z rozpoznang miazdzycg i w grupie kontrolne;j.

(5'S)-8,5'-cyclo-2'-deoksyadenozyna (5'R)-8,5'-cyclo-2'-deoksyadenozyna
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W moczu grupy badanej wykazano obecno$¢ R-CdA i S-cdA w znacznie wyzszym
stezeniu w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Rowniez w przypadku 8-oksydGuo wykazano
znaczacy wyzszy poziom w moczu, jednakze w przypadku 8,5-cyklo-2'-nukleozydoéw
istotnos¢ statystyczna zmian byta wyzsza (odpowiedni p=0.0008 i p < 0.0001). Nie wykazano
r6znic w przypadku 8-oksyGua.

Wozrost stezenia R-CdA i S-cdA w moczu pacjentéw jest dowodem na zwi¢kszone
tworzenie si¢ tych pochodnych w DNA spowodowane nasileniem stresu oksydacyjnego i
stanu zapalnego. Dlatego tez, wspomniane powyzZej niepozadane skutki biologiczne
obecnosci cyklopuryn w DNA moga odgrywaé znaczaca role w rozwoju choroby.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze (5’R)-8,5'-cyklo-2'-deoksyadenozyna i (5’S)-8,5’-cyklo-
2'-deoksyadenozyna moga byé wykorzystane jako potencjalne biomarkery stresu
oksydacyjnego w miazdzycy.

6. Rafal Rozalski, Daniel Gackowski, Agnieszka Siomek-Gorecka, Marta Starczak, Martyna
Modrzejewska, Zbigniew Banaszkiewicz and Ryszard Olinski. Urinary 5-
hydroxymethyluracil and 8-oxo-7,8-dihydroguanine as potential biomarkers in patients
with colorectal cancer. Biomarkers. 2015

Rak jelita grubego jest trzecim najczesciej wystepujacym nowotworem u mezczyzn i
drugim u kobiet. Diagnoza na wczesnym etapie jest krytyczne wazna dla ograniczenia
Smiertelnosci z tego powodu. Nowotwor rozwija si¢ przez transformacje komorek
nablonkowych jelita, co prowadzi do powstania tagodnego gruczolaka (polip), ktory w
konsekwencji moze przeksztalci¢ si¢ w inwazyjng forme¢. Zwigzek stresu oksydacyjnego z
rozwojem rak jelita grubego zostat opisany przez kilka zespolow badawczych. Rowniez w
naszych wczes$niejszych badaniach obserwowalismy nasilony stres oksydacyjny u pacjentow
z rozpoznanym nowotworem ztosliwym jak 1 u osob z fagodna, wczesng postacig choroby w
postaci gruczolaka, co manifestowalo si¢ zwigkszonym poziomem 8-oksydGuo w
leukocytach i w moczu (praca 7, zatgcznik nr 4, pkt ITA).

Aby oceni¢ uzyteczno$¢ diagnostyczng biomarkeréw stresu oksydacyjnego
oznaczanych w moczu i ich zwigzek z rozwojem nowotworu, postanowiliSmy poréwnac
poziom 8-oksyGua, 8-oksydGuo i 5-hydroksymetylouracylu (5-hmUra) w moczu pacjentow z
rozpoznanym rakiem jelita grubego, u o0s6b z nowotworem lagodnym oraz w grupie
kontrolnej.

Zaobserwowalismy wzrost poziomu 8-oksyguaniny i 8-oksy-2’deoksyguanozyny w

moczu pacjentdw z rakiem jelita grubego. Podobny efekt zaobserwowano w przypadku grupy
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0sob z tagodng postaciag nowotworu, jednak réznice nie byly istotne statystycznie. Natomiast
poziom 5-hydroksymetylouracylu byt istotnie wyzszy w grupie osob zdrowych.

Sita diagnostyczna oznaczanych biomarkerow zostata oceniona przy uzyciu testu ROC
(receiver operating characteristic). Pole pod krzywa (AUC — area under the curve ) dla
wszystkich zwigzkow bylo nizsze niz 0.7. Poniewaz poziom 8-oksyGua i 8-oksydGuo rosnie
w grupie badanej w przeciwienstwie do 5-hmUra zdecydowaliémy si¢ sprawdzi¢ potencjat
diagnostyczny dla kombinacji (8-oxoGuat+8-oxodGuo)/5-hmUra. Pole pod krzywa dla
takiego wspotczynnika wyniosto 0.778. Bardzo prawdopodobne, ze 0znaczanie poziomu
uszkodzonych zasad/nukleozydéw w moczu pozwala na wskazanie w badanej grupie
0sob z nasilonym stresem oksydacyjnym (8-oksyGua i 8-0ksydG) i obnizong zdolnoscia
do usuwania blednie sparowanego S5-hydroksymetylouracylu w parze z guanina.
Natomiast warto$¢ diagnostyczna wszystkich trzech oznaczanych zwigzkéw dla
wczesnego wykrywania raka jelita grubego jest umiarkowana.

WNIOSKI KONCOWE:

Analiza poziomu oksydacyjnych uszkodzen DNA w moczu jest dobrym, nie-
inwazyjnym sposobem oceny stresu oksydacyjnego/naprawy DNA i moze by¢
zastosowana w badaniach epidemiologicznych w kontekScie wielu stanéw
patologicznych. Nalezy jednak pamietaé, ze na kompleksowg ocene skladac¢ si¢ powinny
markery opisujace zarowno status prooksydacyjny jak i antyoksydacyjny organizmu.

Chromatografia cieczowa z detektorem elektrochemicznym, jak réwniez techniki
chromatograficzne wykorzystujace detekcje spektrometrii  masowej stanowia
wiarygodne narzedzia do oznaczania zmodyfikowanych zasad i nukleozydéw w moczu.
Dodatkowa zaleta w przypadku spektrometrii masowej jest zastosowanie izotopowo
znakowanych standardow wewnetrznych, co pozwala na unikniecie bledow zwiazanych
z identyfikacja badanego zwiazku, zapewnia rowniez iloSciowa kompensacje oraz

kontrol¢ podczas calego procesu analitycznego.

5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Moj dorobek naukowy obejmuje 40 prac w czasopismach polskich i zagranicznych, w
tym 34 prace oryginalne oraz 6 pogladowych. Sumaryczny impact factor czasopism w
ktorych opublikowano prace wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z datg

opublikowania wynosi 155,572. Liczba cytowan publikacji bez autocytowan wynosi 1241, a
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indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science (WoS) wynosi 21. Szczegélowa analiza

bibliometryczna znajduje si¢ w zataczniku nr 5.

5.A. Udziat w miedzynarodowych i krajowych projektach badawczych:

Kierowanie projektem badawczym:
1. MNil: 0081/B/P01/2008/35 — Znaczenie stresu oksydacyjnego w rozwoju miazdzycy
tetnic szyjnych. Okres realizacji 19.09.2008. — 18.09.2010. Kierownik i wykonawca
projektu.

Udziat w 2 projektach badawczych miedzynarodowych:

1. 6.PR UE “Enviromental cancer risk, nutrition and individual susceptibility (ECNIS)” —
FOOD-CT-2005-513943.” Ryzyko zapadalnos$ci na choroby nowotworowe: wptyw
Srodowiska, diety i indywidualnej podatnosci”. Okres realizacji: 2005-2010.
Wykonawca

2. 7.PR UE Towards ECNIS Centre for Research and Education on Cancer, Environment
and Food (ECNIS2), FP7-KBBE-2010-4 nr 266198. Okres realizacji 2011-2013r.
Wykonawca

Udziat w 13 projektach badawczych krajowych:

1. KBN: 6 PO5D 060 20, ,Analiza genotoksycznych produktéw reperacji DNA: 8-
oksyguaniny i 8-oksy-2’-deoksyguanozyny w moczu cztowieka. Okres realizacji:
15.02.2000-31.12.2002. Wykonawca.

2. KBN: 6 PO5D 076 21, ,Czy endogenny poziom 8-oksyguaniny (genotoksycznego
produktu ataku wolnych rodnikdw tlenowych na DNA) zalezy od aktywnosci
enzymow naprawiajgcych uszkodzenia DNA? Rola 8-oksyG w patogenezie raka
ptuc”. Okres realizacji: 01.07.2001-30.06.2003. Wykonawca

3. MNil: 2 PO5D 062 27, ,Znaczenie oksydacyjnych uszkodzerh DNA w rozwoju choroby
Alzheimera”, okres realizacji: sierpiert 2004- luty 2006r, Wykonawca.

4. KBN: PBZ-KBN-091/P05/2003/55, pakiet: ,Badania nad molekularng patogeneza
nowotworéw oraz wykorzystanie metod biologii molekularnej, genomiki i
proteomiki dla wczesnego wykrywania, optymalizacji leczenia i rozwoju nowych
metod terapii nowotworéw  ztosliwych”. Zadanie: ,Zdolno$¢ reperacji
oksydacyjnych uszkodzern DNA jako czynnik predysponujgcy do nowotwordw ptuc
oraz jelita grubego i odbytnicy”. Okres realizacji 01.11.2003-31.10.2006 -
Wykonawca

5. KBN: PBZ-KBN-094/P06/2003 ,Weryfikacja zasad technologii wytwarzania i
wykorzystania zywnosci bogatej w naturalne antyoksydanty pod wzgledem jej
dziatania prozdrowotnego”. Zadanie: ,,Badania kliniczne na ludziach majgce na celu
powigzanie spozycia antyoksydantéw przez osoby zagrozone chorobami
nowotworowymi i chorobami uktadu krgzenia z poziomem biomarkeréw i
rozwojem tych choréb”. Okres realizacji 01.12.2003-31.11.2006 -Wykonawca

6. KBN: Grant PBZ KBN-093/P06/2003 ,Sterowanie rozwojem przewodu
pokarmowego u noworodkéw zwierzat w celu zwiekszenia ich przezywalnosci i
poprawy stanu zdrowotnego”. Zadanie: , Wptyw bioaktywnych sktadnikéw diety na
proliferacje i apoptoze w procesie dojrzewania nabfonka jelitowego oraz
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zewnatrzwydzielniczg funkcje trzustki u nowo narodzonych prosigt”. Okres
realizacji 01.12.2003-31.11.2006 -Wykonawca

MNil: 2 PO5D 082 26, “Analiza oksydacyjnych uszkodzen DNA u pacjentéw chorych
na nowotwory poddanych chemioterapii; czy oksydacyjne uszkodzenia DNA mogg
by¢ biomarkerami oceniajgcymi skutecznos¢ terapii?” Okres realizacji: 24.03.2004-
23.03 2006. Wykonawca.

MNil: PBZ-MNil-2/1/2005 ,Badania zaburzen w szlakach przekazywania informacji
komodrkowej w patogenezie nowotwordw z wykorzystaniem metod genomiki
integracyjnej” Zadanie ,Badania proceséw oksydacyjnych w patogenezie
nowotwordw z wykorzystaniem metod genomiki integracyjnej” Okres realizacji
21.11.2006- 2.11.2009 - Wykonawca

MNil: N301 2052 33, Poziom oksydacyjnych uszkodzern DNA oraz aktywnos$¢ szlaku
sygnalizacji komdrkowej NFkB u myszy pozbawionych dysmutazy ponadtlenkowej,
heterozygot oraz szczepdéw ,dzikich”. Okres realizacji: 09.10.2007 -09.10.2009.
Wykonawca.

MNil: N401 055 32/1380, — Czy mutacje konstytucyjne genu BRCA1 wptywajg na
poziom stresu oksydacyjnego/oksydacyjnych uszkodzern DNA? Okres realizacji:
18.05.2007 — 17.11.2009. Wykonawca.

MNiSW: N N401 280039 — Badanie zwigzku pomiedzy aktywnoscig oraz ekspresja
polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1) a poziomem stresu
oksydacyjnego/oksydacyjnych uszkodzern DNA oraz stopniem zaawansowania oraz
progresjg nowotworu u pacjentow z rakiem jelita grubego. Okres realizacji: od
08.11.2010 - 07.05.2103. Wykonawca.

MNiSW: NN407171439 — Ocena wptywu stresu oksydacyjnego/modyfikacji DNA na
ptodnos¢ mezczyzn. Okres realizacji: 3.11.2010- 2.05.2014. Wykonawca

NCN: 2013/09/B/NZ5/00767 - 5-Hydroksymetylocytozyna (szésta zasada DNA) i jej

pochodna 5-hydroksymetylouracyl — nowe biomarkery kancerogenezy? W
poszukiwaniu zwigzku miedzy chronicznym stanem zapalnym/kancerogenezy a
powstawaniem 5-hydroksymetylocytozyny i 5-hydroksymetylouracylu. Okres

realizacji 19.03.2014 — 18.03.2016. Wykonawca.

5.B. Miedzynarodowe i krajowe nagrody za dziatalno$¢ naukowa albo artystyczna:

1.

Zespotowa Nagroda Naukowa Wydziatu Nauk Medycznych Polskiej Akademii Nauk
za cykl prac pt.” Rola reaktywnych form tlenu w patogenezie niektérych choréb
cztowieka”, Warszawa, 09.12.2004.

Stypendium naukowe prezydenta Miasta Bydgoszczy , Bydgoszcz 2005r.
Stypendium Fundacji Na Rzecz Nauki Polskiej dla miodych pracownikéw
dwukrotnie, w latach 2004 i 2005.

Imdywidualna Nagroda |l stopnia Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu za osiggniecia uzyskane w dziatalnosci naukowo-badawczej w 2005 roku.
Torun, 22.11.2006.

Zespotowa Nagroda Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za wspétautorstwo
cyklu prac pt. ,Znaczenie uszkodzen DNA indukowanych reaktywnymi formami
tlenu w patogenezie raka ptuc” Warszawa, 02.10.2006.

Zespotowa Nagroda | stopnia Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
za osiggniecia uzyskane w dziatalnosci naukowo-badawczej w 2007 roku. Torun,
11.01.2008.

Zespotowa Nagroda Ministra Zdrowia za cykl szesciu publikacji z zakresu biochemii
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kwasédw nukleinowych p.t. “Kliniczne znaczenie oksydacyjnych uszkodzern DNA”.
Warszawa, 16.07.2008.

8. Zespotowa Nagroda | stopnia Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
za osiggniecia uzyskane w dziatalnosci naukowo-badawczej w 2008 roku. Torun, 17
listopada 2009.

9. Zespotowa Nagroda | stopnia Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
za osiagniecia uzyskane w dziatalnosci naukowo-badawczej w 2009 roku. Torur, 9
listopada 2010.

10. Zespotowa Nagroda | stopnia Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
za osiggniecia uzyskane w dziatalnosci naukowo-badawczej w 2010 roku, Torun, 14
listopada 2011.

11. Zespotowa Nagroda Il stopnia Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
za osiggniecia uzyskane w dziatalnosci naukowo-badawczej w 2013 roku,
Bydgoszcz, 25 listopada 2014.

5.C. Wygloszenie referatébw na miedzynarodowych i krajowych konferencjach
tematycznych
1. ,Wydalanie 8-oksoguaniny i 8-okso-2’-deoksyguanozyny w moczu cztowieka nie
jest zalezne od diety” XXXVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Torun,
10-14 wrzesnia 2001.
2. ,8-oxo-7,8-dihydroguanine in urine - noninvasive biomarker of oxidative stress”
42nd EEMS annual conference, Warsaw, Poland. 16-20 September 2012.
3. "Oxidatively modified DNA lesions in urine as biomarkers of oxidative stress"
ECNIS2/EIEC course: Nutrition and Enviromental Carcinogens. Lodz, May 6-9th,
2013.
5.D. Udziat w komitetach organizacyjnych miedzynarodowych i krajowych konferenciji
naukowych
1. ECNIS WP6 Workshop" A biological meaning of oxidatively damaged DNA" 3-4
czerwca 2009, Bydgoszcz.
2. Session 1: “DNA Modyfications and Epigenetics” w ramach 48th Congress of the
Polish Biochemical Society. Torun, Poland, 2-5 IX 2013.
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