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II. 13 wrzesien 2006 roku - stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii
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. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

I. 5.10.2001-06.10.2002- stanowisko starszego technika, Katedra 1 Zaktad Biochemii
Klinicznej, Akademia Medyczna w Bydgoszczy

I. od 1 pazdziernika 2006: Akademia Medyczna w Bydgoszczy/Uniwersytet Mikotaja
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. Wskazanie osiagniecia o ktorym mowa w art. 16 ust. 2 ustawy:
L.Tytul osiagniecia naukowego

»Rola stresu oksydacyjnego w profilowaniu wybranych zmian
patologicznych u ludzi oraz modulacji szlaku sygnalizacji komorkowej
NF-kB u zwierzgt”

Osiagnigcie zostalo udokumentowane cyklem pigciu przedstawionych ponizej publikacji w

recenzowanych czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)

cytowanych lacznie 42 razy; o sumarycznym wspotczynniku IF rownym 11.057.
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Wykaz prac wraz z okre$leniem indywidualnego wktadu autorskiego w pkt. 5.1.B
Oswiadczenia wspotautoréw o indywidualnym wktadzie autorskim w zatgczniku nr 3.

II. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Reaktywne formy tlenu (RFT), ich zrodta, funkcje oraz udziat w fizjologii 1 patologii
cztowieka stanowig przedmiot licznie podejmowanych w ciggu ostatnich dwudziestu lat
badan. Mechanizmy prowadzace do powstawania zmian patofizjologicznych pod wplywem
tych wysoce reaktywnych czasteczek nie zostaly jednak jak dotad dokladnie
scharakteryzowane. Wiadomym jest, ze w warunkach fizjologicznych anionorodnik
ponadtlenkowy (O;7) 1 nadtlenek wodoru (H,O;) s3a niezbgedne do prawidlowego
funkcjonowania komorek i1 organizméw ludzi 1 zwierzat, 1 migdzy innymi wykorzystywane
przez fagocyty do zabijania wchtonig¢tych przez nie bakterii. Wiadomo rowniez, ze pelnig
istotng rol¢ w regulacji sygnalizacji komorkowej 1 ekspresji genetycznej. Rownowaga
pomiedzy szybkoscia wytwarzania wolnych rodnikow a stezeniem antyoksydantow 1
aktywnos$cig enzymdow ochronnych neutralizujagcych RFT decyduje o poziomie reaktywnych

form tlenu w organizmie 1 szybkosci ich reakcji ze skladnikami komorek. Zaburzenie
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homeostazy prowadzace do przesunigcia rownowagi w kierunku RFT zostalo okreslone
terminem ,,stresu oksydacyjnego” czy tez stanem ,,szoku tlenowego”. Stan ten moze pojawic
sie jako skutek nadmiernej generacji wolnych rodnikéw (np. przy ekspozycji na dodatkowe
zrodla RFT), badz tez w wyniku obnizenia wydajnosci systemow obronnych, na przyklad
stezenia antyoksydantow. Lagodny szok tlenowy jest zazwyczaj tolerowany przez organizm,
natomiast jego przedtuzenie lub nasilenie prowadzi do licznych, niekorzystnych dla komroki
zmian, miedzy innymi do zaburzen metabolizmu komdrkowego oraz przetaczenia sygnatow
zawiadujacych procesami apoptozy 1 nekrozy. Reaktywne formy tlenu moga reagowaé z
kazda makroczasteczka zywego organizmu, jak biatka, weglowodany, lipidy oraz DNA. O ile
oksydacyjnie zmodyfikowane czasteczki bialek, lipidow czy weglowodanéw moga by¢ w
fatwy sposob zastgpione nowymi, niezmodyfikowanymi czasteczkami, modyfikacje
powstajace na skutek dziatania reaktywnych form tlenu w obrgbie DNA mogg prowadzi¢ do
destabilizacji materiatu genetycznego lub powstania mutacji. Poznanie zrédet ich powstania
oraz zwigzku z poziomem obrony antyoksydacyjnej stanowig jedng z mozliwosci wyjasnienia
molekularnych mechanizméw rozwoju wielu chorob. Udziat stresu oksydacyjnego w
patogenezie licznych zmian patologicznych stwierdzono migdzy innymi w chorobach
sercowo-naczyniowych, nowotworach, stanach zapalnych oraz neurodegeneracyjnych jak
choroba Alzheimera. Liczne prace, ktorych jestem wspotautorem roéwniez stanowig
potwierdzenie roli stresu oksydacyjnego w patogenezie wyzej wymienionych choréb [prace
3,5,9,10,13,14,27 w pkt 5.11.A].

Wystepowanie tak zwanego endogennego poziomu zmodyfikowanych zasad
azotowych, czyli pewnej puli oksydacyjnych modyfikacji DNA w prawidtowych komorkach
jest powszechnie akceptowane. Stanowi ono wyraz réwnowagi pomigdzy powstawaniem
reaktywnych form tlenu 1 uszkodzeniami DNA indukowanymi ich dzialaniem a usuwaniem
powstalych uszkodzen przez swoiste enzymy naprawiajagce DNA. Sposrod ponad 20 rdéznego
typu oksydacyjnych modyfikacji zasad azotowych, najlepiej poznang oksydacyjng
modyfikacja DNA powstajaca pod wptywem rodnika hydroksylowego lub tlenu singletowego
jest 8-oksyguanina. W komorkowym DNA poziom tej modyfikacji mierzony jest jako 8-oksy-
2’-deoksyguanozyna (8-oksydG), za$ produkty jej naprawy (na drodze mechanizmu BER oraz
NER) w stanie niezmienionym wydalane z moczem, 8-oksyguanina (8-oksyGua) oraz 8-oksy-
2’-deoksyguanozyna (8-oksydG), stanowia odzwierciedlenie nasilenia stresu oksydacyjnego
na poziomie catego organizmu. Poniewaz 8-oksyguanina uznawana jest za czynnik

wspotoodpowiedzialny za rozwdj zmian o charakterze nowotworowym, celem projektow w
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ktorych bratam udziat byta analiza tej modyfikacji jako markera procesu nowotworzenia

[prace nr 5,9,10,12 w pkt.5 IT A].

Obok zmian o charakterze nowotworowym istnieje szereg innych jednostek
chorobowych, ktére nie stanowig zmian letalnych. Ich pojawienie si¢ 1 obecno$¢ sg jednak
wysoce ucigzliwymi dla normalnego funkcjonowania. Taka chorobg jest celiakia (coeliac
disease, CD), zwana rowniez chorobg trzewng. To trwajaca przez cale zycie choroba
immunologiczna o podtozu genetycznym, bedaca przewleklym schorzeniem zapalnym jelita
cienkiego. Zachorowalno$¢ na te chorobe¢ w krajach europejskich wynosi 1:100. Ponadto
pojawiajg si¢ pierwsze doniesienia méwigce o tym, iz czestos¢ wystepowania celiakii ciagle
wzrasta (np. prace badaczy z Finlandii oceniajg wystgpowanie choroby trzewnej w tym kraju
na okoto 2,5%). Wydaje sie, 1z jest to zwigzane z coraz wigkszym spozyciem glutenu (m.in.
korzystaniem z wysoko glutenowych odmian zbdz i zmiang nawykow zywieniowych) oraz
coraz lepsza wykrywalno$cig choroby. Jest wigc ona dos¢ czgstym schorzeniem, ktore chod
nie stanowi bezposredniego zagrozenia zycia, znacznie je utrudnia, za$ nieleczone moze
skutkowa¢ rozwojem nowotworu. Celiaki¢ charakteryzuje nietolerancja glutenu, biatka
zapasowego zawartego w ziarnach zboz (pszenicy, zycie, jgczmieniu). Dzialajacy toksycznie
gluten prowadzi do zaniku kosmkow jelita cienkiego, czego efektem jest uposledzenie
wchianiania pokarmoéow, skutkujace wystgpieniem roéznorodnych objawow klinicznych.
Choroba moze ujawni¢ si¢ w kazdym wieku, podczas dorastania, u kobiet w cigzy, po silnej
infekcji, stresie, réwniez w podesztym wieku. Kobiety choruja dwa razy czesciej niz
mezczyzni. Jedyng metodg leczenia 1 leczeniem "z wyboru" celiakii jest stosowanie przez cate
zycie $cistej diety bezglutenowej. Rozpoznanie celiakii nastgpuje na podstawie stwierdzenia
typowego uszkodzenia btony S$luzowej jelita cienkiego obejmujacego zanik kosmkow
jelitowych, nacieki z limfocytéw Sroédnablonkowych oraz hiperplazje krypt. Pacjentow
nieleczonych charakteryzuje wysokie ryzyko rozwoju chioniaka T-komorkowego,
osteoporozy, zaburzen reprodukcji oraz rozwoju schorzen autoimmunologicznych. Doktadny
mechanizm prowadzacy do uszkodzenia przez gluten sluzowki jelita cienkiego jest jak do tej
pory nie catkiem poznany i zdecydowanie nie jest jednorodny. Préby wyjasnienia tego
zjawiska obejmuja cztery mechanizmy: apoptoze enterocytOw wywolang cytotoksycznym
dziataniem limfocytow S$rodnablonkowych, uszkodzenie komoérek w nastepstwie stresu
oksydacyjnego, destrukcje tkanki tacznej na skutek nieprawidtowej ekspresji metaloproteinaz
oraz zaburzenia rdznicowania komorek krypt jelitowych. Rola stresu oksydacyjnego w

patogenezie celiakii jak dotychczas zostata potwierdzona tylko niewielka ilo$cig badan
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wykazujacych miedzy innymi: a) indukcje stresu oksydacyjnego przez gliadyne pszenicy w
warunkach in vitro; b) dobrag korelacje ekspresji syntazy tlenku azotu (NOS) z wysokim
poziomem produktoéw oksydacji NO w moczu w bioptatach pacjentow z aktywnag postacig
choroby; ¢) obnizony poziom antyoksydantow takich jak a-tokoferol u pacjentéw z celiakig w
poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Dane te oraz czestotliwo$¢ wystepowania celiakii staly si¢ podstawa przeprowadzenia
badan w ramach pracy #l1, pkt. 5.1.B, z moim aktywnym udziatem, ktorych celem byta
szeroka analiza markeréow stresu oksydacyjnego w warunkach in vivo. Badania
przeprowadzono w trzech grupach dzieci 1 mtodziezy, ktéore obejmowaly odpowiednio:
pacjentOw z wczesniej rozpoznang celiakia znajdujacych si¢ na $cistej diecie bezglutenowe;j;
pacjentoOw ze §wiezo rozpoznang celiakig oraz osoby zdrowe. Nasilenie stresu oksydacyjnego
mierzono w leukocytach krwi obwodowej oraz w moczu. Poziom obrony antyoksydacyjnej
oceniano poprzez analiz¢ st¢zenia drobnoczasteczkowych antyoksydantow takich jak: retinol,
alfa-tokoferol, witamina C oraz kwas moczowy.

Potwierdzeniem roli ,stresu oksydacyjnego” w patogenezie celiakii miato by¢
wykazanie w grupie nieleczonych pacjentow z celiakia wyzszego anizeli w grupie kontrolnej
poziomu 8-oksydG w DNA izolowanym z leukocytow i/lub 8-oksydG i 8-oksyGua w moczu.
Taka obserwacja miala ponadto stanowi¢ uzasadnienie merytoryczne do stosowania lekow z
grupy antyoksydantéw w terapii tej choroby. Natomiast obserwacja podobnego poziomu
wybranych parametrow w grupie kontrolnej 1 u pacjentow leczonych $cista dietg
bezglutenowa miato dowodzi¢ skutecznosci diety w uruchamianiu antyoksydacyjnych

mechanizmow obronnych.

Uzyskane wyniki wykazaty zdecydowanie wyzszy poziom markeréw oksydacyjnych
uszkodzen DNA w grupach chorych z celiakig, niezaleznie jednak od stosowanej diety.
Zaobserwowano natomiast, ze zarowno komorkowy, jak 1 obserwowany w moczu poziom
oksydacyjnych uszkodzef byl nieznacznie wyzszy u o0sob ze §wiezo rozpoznang celiakig.
Wyjatek stanowil poziom 8-oksyGua, ktory byl znaczaco nizszy u osob przestrzegajacych
diety bezglutenowej od lat, niz u os6b ze $wiezo rozpoznang chorobg. Poniewaz podstawowy
poziom 8-oksydG w komorkowym DNA stanowi wyraz réwnowagi pomigedzy powstawaniem
1 usuwaniem oksydacyjnych uszkodzen obserwowany w obu grupach chorych podwyzszony
poziom 8-0ksydG w leukocytarnym DNA moze stanowi¢ rezultat obnizonej wydajnosci
mechanizmow naprawczych u pacjentow z celiakig. Dodatkowa ocene¢ nasilenia stresu

oksydacyjnego umozliwia analiza poziomu obrony antyoksydacyjnej. U pacjentow z celiakia
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jest to szczegolnie wazne, gdyz czgsto wraz rozwijajacym si¢ nasileniem choroby dochodzi
do zaburzen wchtaniania. W przedstawionej pracy wykazaliSmy statystycznie istotne roznice
w stezeniach witamin A 1 E pomiedzy grupami chorych z celiakia (nizsze u chorych ze §wiezo
rozpoznang postacig choroby) oraz witaminy C pomigdzy grupami chorych a grupa kontrolna.
Uzyskane w pracy wyniki wskazuja, ze u pacjentow z celiakia obserwuje si¢ stan stresu
oksydacyjnego, mierzonego poziomem oksydacyjnych uszkodzen DNA. Mimo, iz dieta
moze stanowi¢ czynnik czeSciowo odpowiedzialny za rozwoj tego stanu, wydaje si¢ on
byé¢ niezaleznym od diety, a raczej zwiazanym z genetycznymi uwarunkowaniami
oddzialujacymi na mechanizmy naprawcze DNA. Natomiast suplementacja witaminami
o aktywnos$ci antyoksydacyjnej u chorych z celiakia moze stanowi¢ wazny czynnik

minimalizujacy ryzyko rozwoju nowotworu.

Potwierdzeniem naszych obserwacji moga by¢ wyniki ostatnio opublikowanych badan
(M. Katar i wsp. 2014)', wskazujace na wystepowanie u chorych z celiakia polimorfizméw
genetycznych enzymow o aktywnosci antyoksydacyjnej, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa
SOD czy peroksydaza glutationu GSH-Px, co wptywa na ich struktur¢ a tym samym

funkcjonalnos$¢.

Przeciwdzialanie zagrozeniom wywotanym przez reaktywne formy tlenu odbywa si¢ na
trzech poziomach, z ktorych pierwszg lini¢ obrony stanowi dzialanie enzymow
neutralizujagcych RFT. Do enzymoéw tych nalezy dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)
E.C.1.15.1.1, enzym katalizujacy reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego. Enzym
zawierajacy miedz 1 cynk (Cu,Zn-SOD;SOD-1), wystepuje w cytoplazmie u prawie
wszystkich organizméw eukariotycznych. Mimo licznego zainteresowania tematykg stresu
oksydacyjnego w patofizjologii cztowieka, nadal brakuje jednak zelaznych dowodow
eksperymentalnych wskazujacych na bezposredni zwigzek migdzy stresem oksydacyjnym,
zawartos$cig potencjalnie mutagennych uszkodzen DNA oraz rozwojem licznych stanow

patologicznych.

1 .
Katar M, Ozugurlu AF, Ozyurt H, Benli 1. Evaluation of glutathione peroxidase and superoxide dismutase enzyme

polymorphisms in celiac disease patients. Genet Mol Res. 2014 Feb 20;13(1):1030-7. doi: 10.4238/2014.February.20.4.

Strona 6 z 18



Zatacznik nr 2 do wniosku o wszczgcie postgpowania
habilitacyjnego z dnia 14 kwietnia 2015

Bardzo dobrym modelowym organizmem w badaniach takich korelacji wydaja si¢ by¢
myszy. Z tego tez wzgledu celem pracy #2, pkt. 5.1.B w kompleksowych badaniach na
modelu zwierzecym, byto ustalenie czy brak genu dysmutazy ponadtlenkowej (Cu,Zn-
SOD), kodujacego jeden z glownych enzymoéw stanowigcych bariere antyoksydacyjna,
moze prowadzi¢ do potencjalnie muta/karcynogennego wzrostu poziomu oksydacyjnych
uszkodzen DNA oraz, czy brak ten moze oddzialywa¢ w sposéb istotny na dzialanie
szlaku sygnalizacji komorkowej NF-kB. Cel pracy zostal osiggnigty poprzez szereg badan,
ktore umozliwity oceng: a) zawartosci oksydacyjnie zmodyfikowanej guaniny (8-oksydG) w
DNA izolowanym z wybranych organdw myszy (watroba, nerka, mozg); b) stezenia
produktéw reperacji oksydacyjnie uszkodzonego DNA: 8-oksyguaniny (8-oksyGua) i/lub 8-
oksy-2’-deoksyguanozyny (8-oksydG) w moczu; ¢) wptywu nasilonego stresu oksydacyjnego
na aktywnos¢ szlaku sygnalizacji NF-kB; d) zwigzku pomiedzy markerami oksydacyjnych
uszkodzen DNA a genotypem determinujgcym aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej 1 tym
samym poziom obrony antyoksydacyjnej; €) poziomu ekspresji genéw zaleznych od NF-kB.

Jako kierownik 1 wykonawca bratam aktywny udzial w realizacji wyzej opisanego
projektu, ktorego rezultaty zaowocowaly pracami #2 1 #3, pkt 5.1.B. W wyniku
przeprowadzonych analiz stwierdzono wyzszy poziom 8-oksydG w DNA izolowanym z nerki
i watroby w przypadku zwierzat pozbawionych genu Cu,Zn-SOD (SODI”") w poréwnaniu do
heterozygot oraz szczepow ,,dzikich” oraz brak statystycznie istotnych réznic w poziomie
analizowanego markera w DNA mozgu. Uzyskane wyniki wskazuja na wystgpienie stanu
stresu oksydacyjnego w watrobie 1 nerce, co wydaje si¢ by¢ wynikiem ostabienia obrony
antyoksydacyjnej spowodowanego brakiem aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowe;.
Uzyskane obserwacje sg zgodne z niektorymi danymi literaturowymi, wedtug ktorych analiza
oksydacyjnych uszkodzen DNA w komoérkach watroby wykazata dwukrotny wzrost poziomu
8-0ksydG u osobnikow homozygotycznych (SODI 7 ) we wszystkich grupach wiekowych w
odniesieniu do zwierzat kontrolnych. Wykazano réwniez, ze myszy pozbawione genu SOD/
wykazujg obnizong dtugos¢ zycia oraz charakteryzuje je wigksza czestotliwos¢ wystgpowania

nowotwordéw watroby [Elchuri i wsp. 20051,

2
Elchuri S, Oberley TD, Qi W, Eisenstein RS, Jackson RL, Van RH, Epstein CJ, Huang TT (2005) Cu,ZnSOD

deficiency leads to persistent and widespread oxidative damage and hepatocarcinogenesis later in life. Oncogene 24: 367-38
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Zgodnie z uzyskanymi w omawianej pracy wynikami oraz szeroko udokumentowanymi
muta-1 karcynogennymi wtasciwosciami oksydacyjnych uszkodzen DNA obserwowany
wyzszy poziom 8-oksydG w watrobie 1 nerce moze stanowi¢ jedng z przyczyn wystgpowania
nowotworow w obrebie tych narzadow u myszy ,znokautowanych”. Dodatkowym
czynnikiem mogacym wplywaé na wystgpienie stresu oksydacyjnego sg wykazane w
niektorych doniesieniach defekty homeostazy energetycznej u myszy posiadajgcych mutacje
w genie kodujagcym SODI1. Wykazano, Zze zmutowane myszy maja nizszg mas¢ nhiz
pozbawione mutacji w tym genie, co spowodowane jest wyzszym tempem metabolizmu w
spoczynku, za$ obserwowany u tych zwierzat zredukowany poziom leptyny 1 insuliny moze
modyfikowa¢ metabolizm tkankowy. Wysoce prawdopodobne wydaje si¢, wigc, ze u myszy
pozbawionych genu SODI réwniez dochodzi do nasilenia metabolizmu tkankowego, co
wplywa na tempo generowania reaktywnych form tlenu w niektoérych narzadach, te za$ z
kolei powoduja oksydacyjne modyfikacje DNA.

Analiza stresu oksydacyjnego na poziomie calego organizmu, mierzona poziomem
oksydacyjnych uszkodzen DNA 8-oksyGua i/lub 8-oksydG w moczu, nie wykazata jednak
statystycznie istotnych rdéznic pomigdzy badanymi genotypami. Jest, wigc wysoce
prawdopodobne, ze stres oksydacyjny zwigzany z brakiem aktywnosci SODI1 moze by¢
specyficzny tkankowo 1 ograniczony tylko do niektorych typow komorek/narzadow.
Zaobserwowany brak roznic w poziomach badanych markeréw w moczu analizowanych
genotypow moze sugerowac zaburzenia mechanizmoéw naprawy oksydacyjnych uszkodzen
DNA w niektorych narzadach. Prowadzi to do ich akumulacji 1 obserwacji wyzszego poziomu
8-0ksydG w DNA nerki 1 watroby u zwierzat pozbawionych genu kodujacego SOD1.

Szlak NF-kB jest jednym z najwazniejszych czynnikdéw transkrypcyjnych obecnych w
komorkach zwierzecych, za§ od czasu odkrycia przez Sena 1 Baltimore’a w 1986 roku [Sen 1
Batlimore, 1986]°, jego dzialanie oraz mechanizmy regulacji stanowia cele licznych badan.
Szlak sygnalizacyjny NF-xB jest odpowiedzialny za wczesng odpowiedz komorki na
biologiczne, chemiczne 1 fizyczne czynniki uszkadzajace komorke. Aktywacja szlaku NF-xB
powoduje uruchomienie transkrypcji wielu genow biorgcych udziat w dalszych etapach
odpowiedzi, miedzy innymi wywolaniu stanu zapalnego oraz stymulacji proliferacji komorek,
stanowi on rowniez kluczowy regulator proceséw zapalnych, odpowiedzi immunologicznej

oraz procesu apoptozy.

3Sen R, Baltimore D (1986) Inducibility of kappa immunoglobulin enhancer-binding protein Nf-kB by a
posttranslational mechanism. Cell 47: 921-928
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Rodzina bialek NF-kB u ssakéw sklada si¢ z pieciu biatek okreslanych, jako RelA
(p65), RelB, c-Rel, p50 1 p52. Aktywny czynnik transkrypcyjny sklada si¢ zawsze z dwoch
podjednostek, przy czym cel naszych badan stanowit najbardziej typowy dimer p50/p65 (NF-
kB1/RelA). Poniewaz juz wczesne wyjasnienia aktywacji szlaku NF-kB donosily, zZe
aktywacja poprzez roézne czynniki nast¢puje z udzialem stresu oksydacyjnego i generacja
wysokiego wewnatrzkomorkowego poziomu RFT, modulacja aktywnosci szlaku stanem
redoks komorki byla w kregu zainteresowan wielu badaczy od lat. Mimo, iz czg$¢ badan
wykazata, ze teoria o koniecznym powstawaniu reaktywnych form tlenu by aktywowac szlak
NF-kB nie jest uniwersalna, zainteresowanie ta tematyka wcigz pozostaje niestabnace.
Doniesienia literaturowe wskazujg jednak, ze udzial RFT w aktywacji analizowanego szlaku
jest zalezny m.in. od rodzaju komorki i1 nie jest uniwersalnym zjawiskiem. Poniewaz
aktywnos$¢ szlaku sygnalizacji komorkowej NF - kB jest regulowana stanem redoks komorki,
celem podjetego projektu byla rowniez analiza aktywnos$ci tego szlaku oraz ocena
wplywu nasilonego stresu oksydacyjnego, mierzonego poziomem 8-oksydG w DNA na te
aktywnos¢.

Rezultatem przeprowadzonych badan byta obserwacja, ze aktywno$¢ biatka p5S0 w jadrach
komorek izolowanych z nerek jest wyzsza w przypadku myszy SODI”" w odniesieniu do
heterozygot 1 szczepow ,,dzikich", co wskazywa¢ moze na aktywacje szlaku NF-kB poprzez
stres oksydacyjny. Natomiast analizy aktywnos$ci biatka p65 (RelA) nie wykazaty roznic
pomiedzy genotypami w zadnym z badanych narzadow. Dla uzyskania peilnej oceny
profilowania aktywnos$ci szlaku NF-kB poprzez reaktywne formy tlenu podjeto rowniez
proby ustalenia korelacji pomiedzy poziomem 8-oksydG w komérkowym DNA a
aktywnoscig szlaku NF-«xB.

Uzyskane wyniki wykazaly najwyzsze 1 istotne statystycznie korelacje pomigdzy
poziomem 8-0ksydG a aktywnos$cig bialek p50 1 p65 w przypadku komorek nerki 1 watroby.
Korelacje te sg odwrotne dla genotypow ,,+/+” oraz heterozygot. Dokladne dane dotyczace
wszystkich analizowanych korelacji zawiera tabela 1, w pracy #2. Obserwacje te sugeruja, ze
w warunkach fizjologicznych aktywnos¢ szlaku NF-kB moze by¢ regulowana prze reaktywne
formy tlenu/stres oksydacyjny oraz mozna obserwowa¢ wptyw aktywnosci szlaku na poziom
oksydacyjnych uszkodzen w DNA. Wyzszej aktywnos$ci szlaku NF-kB odpowiada mniej
oksydacyjnych uszkodzen DNA. Wysoce prawdopodobne jest, wigc, ze nasilona ekspresja
genow antyoksydacyjnych” (nastepujaca wskutek aktywacji szlaku NF-xB), powoduje
obnizenie poziomi RFT 1 zmniejszenie ilosci oksydacyjnych uszkodzen DNA. Uzyskane

obserwacje prowadza, wigc do pytania: , Jaki czynnik jest odpowiedzialny za aktywacje
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szlaku NF-kB?” Wydaje si¢, ze mogg to by¢ zarowno rdzne RFT, jak tez moze istnie¢ inny
mechanizm, w ktorym NF-kB jest aktywowany posrednio na drodze, ktérej poczatkiem jest
sama obecno$¢ RFT. U myszy pozbawionych genu dysmutazy ponadtlenkowe; SODI1
obserwujemy brak korelacji pomiedzy analizowanymi markerami, mimo, iz aktywnos¢ biatka
p50 w komoérkach nerki jest wyzsza w tej grupie zwierzat. Sugeruje to, ze podwyzszony
poziom aktywnos$ci szlaku NF-kB u tych zwierzat nie jest wystarczajacym czynnikiem
chronigcym komorki przed dziataniem RFT, co objawia si¢ zwigkszonym poziomem
oksydacyjnych uszkodzen DNA.

W przypadku eksperymentow z wykorzystaniem myszy pozbawionych genu kodujacego
jedng z dysmutaz ponadtlenkowych nalezy spodziewac¢ si¢ obnizonego poziomu nadtlenku
wodoru (uznawanego przez wigkszo$¢ badaczy, jako czynnik stymulujacy aktywnos¢ szlaku
sygnalizacji NF-kB) oraz wyzszego poziomu anionorodnika ponadtlenkowego. Uzyskane na
skutek przeprowadzonych w omawianym projekcie badan wyniki wskazuja, ze brak
genu dysmutazy ponadtlenkowej moze prowadzi¢ do wystapienia stresu oksydacyjnego
w niektorych narzadach (watroba i nerka) i prowadzi¢ do oksydacyjnych modyfikacji
DNA, natomiast zgodnie z niektorymi danymi literaturowymi stres oksydacyjny nie
koniecznie stanowi bezposredni czynnik aktywujacy szlak sygnalizacji NF-kB we
wszystkich badanych narzadach. Aktywacja ta wydaje si¢ by¢ komorkowo lub
tkankowo specyficzna.

Uzyskane wyniki sugeruja ponadto wyjasnienie zwi¢kszonej zachorowalnosci na
nowotwory watroby obserwowanej u zwierzat pozbawionych aktywnosci SODI.
Uzyskane wyniki informuja o wzroscie poziomu promutagennej pochodnej, jaka jest 8-
oksydG zaréwno w nerce jak i watrobie myszy SODI”", jednak obserwacja zwickszonej
aktywnosci biatka p50 tylko w nerce sugeruje mechanizm obronny tego narzadu przed
rozwojem nowotworu. Poniewaz bialko pS50 nie posiada domeny aktywujacej
transkrypcje, obserwujemy hamujgce dzialanie dla pro-zapalnej/pro-karcynogennej

aktywnosci szlaku NF-kB w tym narzadzie.

Poniewaz wedlug licznych doniesien poziom reaktywnych form tlenu oraz
antyoksydantow moze wpltywac¢ na ekspresje genow zwigzanych ze szlakami sygnalizacji
komorkowej jedno z zadan projektu stanowila analiza ekspresji 84 genow zwigzanych ze
szlakiem NF-kB. DokonaliS$my poréwnania ekspresji gendw pomie¢dzy narzadami zwierzat
pozbawionych genu dysmutazy SODI1 oraz szczepow ,,dzikich”. Doktadne wyniki naszych
badan przedstawia tabela 1 w pracy #3 pkt.
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Ekspresja siedmiu geno6w w analizie nerki wykazala statystycznie istotng zmienno$¢ zalezng
od genotypu badanych zwierzat. U myszy SODI ”, cztery wykazaty zwiekszong ekspresje,
Ergl, Fos, 1l1b, Tnfrst10b, za$ trzy obnizong Cardl10, Ikbkb, Tgfbr2. W przypadku watroby
tych myszy sze$¢ genow charakteryzowala nadekspresja, Fos, 1115, 1l1r1, Jun, Tlr7, Tnfrsf10b
natomiast pi¢¢ wykazalo obnizong ekspresje Casp8, lkbke, Irakl, Nfkbl, Rafl. Uzyskane
wyniki s3 zgodne z naszymi wczesniejszymi obserwacjami opisanymi w pracy #2,
wskazujacymi, ze niedobor Cu,Zn-SOD dysmutazy skutkuje narzadowo specyficzng
odpowiedzig szlaku NF-kB. Dalsza analiza ekspresji genow w badanych narzadach wykazata,
ze zarbwno w watrobie 1 nerce obserwowano wzrost ekspresji genow, ktorych produkty
biatkowe stanowig skladowa aktywujacego transkrypcje kompleksu AP-1 (Fos, Jun).
Kompleks ten bierze udziat w regulacji apoptozy, proliferacji i roznicowania si¢ komorek. Jak
wykazano zarowno Fos i Jun podlegaja regulacji przez oksydanty na poziomie transkrypcji
jak 1 translacji. Mozliwe jest wigc, ze obserwowany stres oksydacyjny spowodowany
niedoborem SODI1 prowadzi do nasilenia ekspresji tych genéw. W komorkach watroby
wykazano takze obnizenie ekspresji genu Casp8, kodujacego jedng z kluczowych kaspaz
inicjujgcych proces apoptozy oraz lkbke, ktorego produkt biatkowy to jedna z kinaz inhibitora
biatek szlaku NF-«xB, biorgca udzial w aktywacji szlaku NF-xB. Te obserwacje sugerowatyby
ostabienie procesOw zaprogramowanej smierci oraz aktywacji NF-xkB. Analiza genéw cytokin
oraz interleukin wykazala, ze tylko ekspresja Il1b oraz jej receptora Illrl w watrobie jest
nasilona u zwierzat z deficytem SODI1. Jako, ze Il1b jest odpowiedzialna za odpowiedz
zapalna, proliferacje, roznicowanie 1 apoptoze, nasilona ekspresja genu tej cytokiny uznawana
jest za czynnik mogacy odgrywajacy istotng rol¢ w karcynogenezie. Obserwowana nasilona
ekspresja genu tej cytokiny oraz jej receptora w przypadku komorek watroby myszy z
deficytem SOD1 moglaby czeSciowo tlumaczy¢ obserwowane w tym organie zmiany o
charakterze nowotworowym. Mimo, iz zwigkszony poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA
oraz kumulacja mutacji obserwowane sg zarOwno w nerce jak i1 watrobie znokautowanych
zwierzat, wystepowanie nowotworow typowe jest tylko dla watroby. Co ciekawe
obserwujemy obnizenie ekspresji genu Nfkbl w komorkach watroby tych zwierzat. W
zwiazku z tym, ze w naszej pracy #2 wykazaliSmy wzrost aktywnos$ci biatka p50 (NF-kB1)
tylko w nerce myszy SOD1™" co sugerowaliémy jako ochronne przed rozwojem nowotworu,
obecne obserwacje stanowig poparcie tej tezy.

Dalsza analiza ekspresji genow wykazata, ze zarbwno w przypadku komoérek watroby i1

nerki myszy SODI”, ekspresja oSmiu gendéw jest obnizona. Co ciekawe pie¢ z nich Ikbkb,
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lkbke, Tgfbr2, Irakl, Rafl koduje biatka charakteryzujace si¢ aktywnoscig kinaz, te za$
stanowig czynniki regulacyjne aktywnosci szlaku NF-kB.

Analiza ekspresji gendow w komorkach nerki wykazata ponadto, ze obok obnizenia
ekspresji genu Cardl0, ktérego produkt nalezy do rodziny bialek zawierajagcych domeng
rekrutacji kaspaz (co sugerowatoby ostabienie procesu apoptozy) obserwuje si¢ takze wzrost
ekspresji genow Tnfrsf10 1 Fadd (biatko prowadzace do pobudzenia receptora Fass, na skutek
jego dziatania dochodzi do rekrutacji kaspaz inicjujgcych apoptoze).

Uzyskane wyniki moga wskazywaé na zaburzenia niektorych szlakow aktywujacych
proces programowanej Smierci komorek, co przy wspoélobecnosci oksydacyjnych
uszkodzen DNA moze skutkowaé inicjacja karcynogenezy. Ponadto obserwowane
obnizenie ekspresji bialek niezbednych dla prawidlowej aktywnosci szlaku wskazuje, ze
stres oksydacyjny spowodowany niedoborem SOD1 moduluje aktywno$¢ szlaku na
roznych poziomach. Zgodnie z wynikami pracy #2 opisujacej specyficzng narzadowo
odpowiedz NF-kB rowniez i w tym przypadku obserwujemy roznice w ekspresji genow
pomiedzy nerka i watroba, w odpowiedzi na niedobér Cu,Zn-SOD dysmutazy. Wyniki

te potwierdzajg istnienie mechanizmow chronigcych nerke przed nowotworzeniem.

Podsumowujac, rezultaty przeprowadzonych badan wykazuja, ze u zwierzat
pozbawionych genu dysmutazy ponadtlenkowej Cu,Zn-SOD obserwuje si¢ wystgpienie
stresu oksydacyjnego, mierzonego poziomem markera oksydacyjnych uszkodzen DNA,
jakim jest 8-oksydG. Stres oksydacyjny, obserwowany w watrobie i nerce badanych
zwierzat nie koniecznie stanowi bezposredni czynnik aktywujacy szlak sygnalizacji NF-
kB we wszystkich badanych narzadach. Zarowno stres oksydacyjny, jak i aktywacja
szlaku charakteryzuja si¢ specyficzno$¢ narzadowg. Obnizenie ekspresji bialek
niezbednych dla prawidlowej aktywnos$ci szlaku wskazuje, Ze stres oksydacyjny

spowodowany niedoborem SOD1 moduluje aktywnos$¢ szlaku na réznych poziomach.

Pelna realizacja informacji genetycznej jest bezposrednio zalezna od przejscia
chromatyny upakowanej w luzniejsze domeny, dostgpne dla biatek enzymatycznych. Procesy
przemian heterochromatyny w euchromatyne zalezne sg zard6wno od potranslacyjnej
modyfikacji histonow, jak rowniez metylacji badz demetylacji DNA. Najlepiej
scharakteryzowanym jak dotychczas markerem epigenetycznym jest S5-metylocytozyna
(5mC), ktora stanowi 0,75-1% ogdlu zasad DNA w typowej komodrce ssakéw. Metylacja
cytozyny do 5-metylocytozyny jest enzymatyczng, poreplikacyjng modyfikacja DNA,
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polegajaca na przeniesieniu grupy metylowej na cytozyng, znajdujacg si¢ w obrebie
dinukleotydow CpG. Metylacja DNA odgrywa znaczaca role w regulacji ekspresji genow
podczas embriogenezy u ssakow 1 roéznicowania komorek, uczestniczy w transkrypcyjnym
wyciszaniu gendéw, wyciszaniu licznych sekwencji powtorzonych, wylaczaniu drugiego
chromosomu X w komorkach osobnikoéw zenskich, pietnowaniu rodzicielskim. 5 -
Metylocytozyna jest wigc bardzo waznym elementem w regulacji ekspresji wielu genow. O
tym jak istotny dla rozwoju organizmu jest proces metylacji $§wiadczy fakt, iz myszy
pozbawione genu DNA-metylotransferazy obumierajg w ciggu o§miu dni od zaptodnienia.

W ostatnich latach podnosi si¢ udziat 8-oksyguaniny w regulacjach epigetycznych,
wskazujac na jej oddzialywania w modyfikacji ekspresji gendw. Wykazano miedzy innymi,
ze obecno$¢ 8-oksyGua w oligonukleotydach calkowicie zmienia enzymatyczne
metylowanie sasiednich cytozyn in vitro. W zwiazku z tym mozliwe jest, Zze wzrost
poziomu 8-oksyGua w DNA moze zmniejszy¢ metylacje cytozyny i w ten sposob
oddzialywa¢ na aktywno$¢ genomu. W naszych wczesniejszych badaniach (prace #2 i#3,
pkt. 5.1.B) wykazali$my, ze niedobor SOD1 prowadzi do nasilenia stresu oksydacyjnego oraz,
ze zmiany te sg specyficzne narzadowo. Fizjologiczne znaczenie modyfikacji szlaku
sygnalizacji komodrkowej NF-kB przez metylacje jest stabo znane. Z tego wzgledu
poszukiwanie zwigzku miedzy poziomem epigenetycznych modyfikacji a aktywnoscig biatek
szlaku NF-«B sg jak najbardziej zasadne. Biorgc pod uwage powyzsze oraz majac na uwadze
szersze poznanie wyzej opisanych zjawisk zdecydowalam o realizacji projektu, ktorego
przedmiotem badawczym byla mozliwos¢ modulowania poziomu modyfikacji
epigenetycznych poprzez niedobdr dysmutazy ponadtlenkowej SOD1 u myszy oraz analiza
zwigzku pomiedzy poziomem tych modyfikacji a aktywnoscig szlaku NF-xB u badanych
zwierzat. Mimo utrzymujacych si¢ przez lata przekonaf, iz wzor metylacji DNA raz ustalony
jest utrzymywany podczas zycia osobniczego, wyniki najnowszych badan wskazuja, ze
obnizony poziom 5mC moze by¢ bezposrednio zwigzany z procesem aktywnej demetylacji
DNA. Niedawne odkrycia opublikowane w 2009 r. w Science [Tahiliani i wsp. 2009]*
wykazaty, ze u ssakow SmC moze by¢ hydroksylowana do formy 5-hydroksymetylocytozyny
(5hmC), 1 ze zawartos¢ tej modyfikacji w genomowym DNA sigega 0.003-0.6 %. Po odkryciu
udziatu ShmC w demetylacji wiele badan potwierdzito jej kluczowa role w tym procesie, cho¢
molekularne mechanizmy tego zjawiska nadal pozostaja nie w pelni wyjasnione. W
kierowanym przez mnie projekcie, ktorego rezultaty zostaty opisane w pracy #5, pkt 5.1.B
analizie poddano rowniez mozliwg aktywna droge demetylacji SmC poprzez analiz¢ poziomu

jej hydroksylowanej pochodne; ShmC. Obie modyfikacje epigenetyczne analizowano w
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postaci nukleozydow, odpowiednio 5S-metylo-2’-deoksycytydyny (5mdC) oraz 5-
hydroksymetylo-2’-deoksycytydyny (ShmdC).

Za celowoscig badan w ramach powyzszego projektu przemawiaty ponadto rezultaty
prac opublikowanych w ciggu ostatnich lat, w ktorych wykazano, ze bialtko p50 stanowi
biatko efektorowe w cytotoksycznej odpowiedzi na uszkodzenia DNA spowodowane
metylacja [Schmitt i wsp. 2011]°, oraz, ze w ekspresji deaminazy AID w komorkach
nablonkowych zotadka, zainfekowanych H.pylori posredniczy IxkB zalezna droga aktywacji
szlaku NF-kB.

Rezultaty przeprowadzonych badan wskazujg, ze niedobor dysmutazy Cu,Zn-SOD nie
wplywa znaczaco na poziom 5SmdC oraz jej hydroksylowanej pochodnej ShmdC w narzadach
badanych zwierzat. Statystycznie istotne roznice w poziomach analizowanych zwigzkoéw
obserwowano natomiast w obrebie danego genotypu. Dokladne dane znajdujg si¢ w tabelach
1 12 w pracy #5, pkt. 5.1.B. Sposréd badanych narzadow (watroba, nerka, moézg), w
przypadku mozgu odnotowano najwyzszy poziom zarowno SmdC, jak 1 ShmdC bez wzgledu
na genotyp badanych zwierzat, natomiast porownywalne poziomy analizowanych modyfikacji
w obrebie watroby 1 nerki. RoOwniez analiza korelacji pomiedzy badanymi parametrami
wykazata szerokg ro6znorodno$¢ narzadowa oraz specyficzno$¢ genotypowd. Sposrod
najwazniejszych korelacji wymieni¢ nalezy, ze wykazano istnienie dodatniej korelacji
pomiedzy SmdC i biatkami p50 1 p65 (RelA) w watrobie szczepoéw "dzikich" oraz ujemnej
pomiedzy SmdC 1 p65w modzgu homozygot SODI”". Ponadto stwierdzono wystepowanie
dodatniej korelacji pomiedzy SmdC 1 ShmdC w watrobie 1 moézgu znokautowanych myszy.
Doktadniejsze dane dotyczace korelacji znajdujg si¢ w tabeli 3 w pracy #5.

Poniewaz nasze wczes$niejsze badania (praca #2) wykazaty wyzszy poziom 8-oksydG
w watrobie i nerce homozygot SODI”" obserwowane korelacje moga stanowi¢ poparcie tezy
mowigcej, ze ShmC moze by¢ syntetyzowana jako rezultat oksydacji z udziatem biatek TET.
Ze wzgledu na fakt, ze wszystkie enzymy nalezace do rodziny biatek TET sg dioksygenazami
zaleznymi od jonow Fe(Il) 1 alfa-ketoglutaranu, aktywno$¢ tych bialek moze wykazywac

zroznicowanie zalezne od typu tkanki/narzadu.

4 Tahiliani M, Koh KP, Shen Y, Pastor WA, Bandukwala H, Brudno Y, Agarwal S, Iyer LM, Liu DR, Aravind L, Rao
A.Conversion of 5-methylcytosine to 5-hydroxymethylcytosine in mammalian DNA by MLL partner TETI. Science. 2009 May
15,324(5929):930-5.

SSchmitt AM, Crawley CD, Kang S, Raleigh DR, Yu X, Wahlstrom JS, Voce DJ, Darga TE, Weichselbaum RR, Yamini B. p50
(NF-kB1) is an effector protein in the cytotoxic response to DNA methylation damage. Mol Cell. 2011 Dec 9;44(5):785-96.
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Nasze rezultaty stanowig rowniez poparcie wczesniejszych badan stwierdzajacych najwyzszy
poziom 5hmC w genomie tkanki nerwowej. Dodatkowo, w oparciu o nasze wczesniejsze
rezultaty oraz nieliczne dane literaturowe zasadna wydaje si¢ sugestia o dodatkowym, poza
utlenianiem, zrodle tej pochodnej w mézgu.

Na podstawie uzyskanych wynikow oraz danych literaturowych wysuni¢to teze
sugerujaca istnienie procesu aktywnej demetylacji jako narzgdowo-specyficznego
procesu, niekoniecznie w sposob bezpoSredni zaleznego od stanu redoks komorki.
Najbardziej prawdopodobny scenariusz w tym wzgledzie tlumaczy ro6znorodnosé
narzadowo-tkankowa, jako podstawe roznego tempa metabolizmu, mogacego
oddzialywac¢ na aktywnos$¢ kofaktorow niezbednych w procesie demetylacji, jak enzymy
z rodziny TET. Nie mozna rowniez wykluczy¢ aktywacji innego typu mechanizmow.
Natomiast heterogenicznos¢ Kkorelacji pomiedzy analizowanymi markerami
epigenetycznymi a aktywnoscia bialek p50 i p65 sugeruje, ze cho¢ metylowany DNA
postrzegany jest, jako zablokowany dla procesu transkrypcji, nie mozna wykluczyé¢, iz w
przypadku szlaku NF-kB istniejg specyficzne tkankowo interakcje pomiedzy bialkami
NF-kB a DNA. Nie ulega jednak watpliwosci, ze zlozono$¢ obserwowanych interakcji

nadal pozostaje nie do konca wyjasniona.

Poniewaz wsrdd badaczy zajmujacych si¢ oddziatywaniem reaktywnych form tlenu na
aktywnos$¢ szlaku NF-kB brak jednomyslnosci, praca #4, pkt. 5.1.B stanowi probe zebrania
aktualnej wiedzy oraz dostgpnych danych dotykajacych tej tematyki. Poprzez przypomnienie
sktadowych szlaku sygnalizacji komorkowej NF-kB oraz mozliwych $ciezek jego aktywacii,
przedstawilam poszczegolne elementy szlaku, mogace ulega¢ oksydacyjnej modulacji. Wsrod
wazniejszych oddziatywan reaktywnych form tlenu z biatkami szlaku wymieni¢ nalezy te
modyfikujace procesy fosforylacji/defosforylacji oraz utlenianie reszt tiolowych
aminokwasow siarkowych. Ponadto przedstawitam mozliwe oddziatywania stanu redoks
komorki zaréwno aktywujace, jak 1 hamujace funkcjonowanie szlaku. Ze wzgledu na
ztozonos$¢ szlaku przedstawitam réwniez istniejgce regulacje na poziomie cytoplazmatycznym
oraz jadrowym.

Do gléwnych elementow ulegajacych modyfikacjom przy udziale RFT niewatpliwie
zaliczy¢ nalezy inhibitory szlaku, biatka IkBs, stanowigce centralny element klasycznej drogi
aktywacji oraz kinazy tychze biatek. Obszerny fragment pracy stanowig dane dotyczace
oddziatywan RFT ze $ciezka kinaz MAPK/JNK, interakcje miedzy antyoksydantami jak

Cu,Zn-SOD dysmutaza a dzialaniem szlaku NF-kB. W czesci dotyczacej modulacji szlaku na
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poziomie jadrowym na uwage zashuguja dane informujace o wptywie RFT na proces
transkrypcji genow w sekwencji NF-kB, w tym na role acetylacji/deacetylacji reszt lizyny w
obrgbie biatek p50/p65 w procesie wigzania tego dimeru z DNA oraz posttranslacyjne
modyfikacje biatka p65. Godne uwagi sg ponadto informacje dotyczace procesu utleniania na
poziomie biatka p50.

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze stres oksydacyjny stanowi czynnik mogacy
modulowaé zaréwno cytoplazmatyczne jak i jadrowe skladowe szlaku NF-kB.
Oddzialywanie to moze by¢ roznorakie, zalezne od lokalizacji modulowanych elementow
w obrebie samej komorki, czynnika stanowiacego Zrodlo RFT, i co chyba najwazniejsze
typu/rodzaju komorki czy tkanki. Natomiast stres oksydacyjny stwierdzony u pacjentow
z celiakia wydaje si¢ by¢ niezaleznym od diety a raczej zwigzanym z genetycznymi
uwarunkowaniami oddzialujacymi na mechanizmy naprawcze DNA, za$ suplementacja
witaminami o aktywnosci antyoksydacyjnej u tych chorych moze stanowi¢ wazny

czynnik minimalizujacy rozwdj nowotworu.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo/badawczych

Poza powyzszym, cyklem pieciu prac, bedacych podstawa ubiegania sie o stopief doktora
habilitowanego, m6j dorobek naukowy obejmuje publikacje, ktorych tematyke stanowi rola
stresu oksydacyjnego w patogenezie licznych standéw patologicznych jak choroby
nowotworowe, neurodegeneracyjne, choroby sercowo-naczyniowe oraz oddzialywanie stresu
oksydacyjnego na biomolekuty, w szczegdlnosci material genetyczny. Gtowne badania
koncentrujg si¢ na ocenie oksydacyjnych uszkodzen zasad azotowych w komdérkowym DNA
oraz produktow ich reperacji oraz stanie obrony antyoksydacyjnej, gldéwnie witamin o
znaczeniu antyoksydacyjnym.

Dodatkowy aspekt badan stanowi rola epigenetyki w patogenezie zmian chorobowych
oraz mozliwy zwigzek pomiedzy stanem redoks a modyfikacjami epigenetycznymi.

Moj dorobek naukowy obejmuje 34 prace naukowe w prestizowych czasopismach polskich i
zagranicznych w tym 28 prac oryginalnych oraz 6 pogladowych.

Sumaryczny IF moich publikacji wynosi 133.235 i osigga wartos¢ 785.000 punktow w
punktacji Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, liczba cytowan wynosi 999 (wg
Web of Science), a indeks Hirscha — 17.

5.A. Udzial w miedzynarodowych i krajowych projektach badawczych

Kierowanie dwoma projektami badawczymi:

MNISW; N301205233 tytut :Poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA oraz aktywno$¢ szlaku
sygnalizacji komorkowej NF-kB u myszy pozbawionych genu dysmutazy ponadtlenkowe;,
heterozygot oraz szczepow ,,dzikich”. Okres realizacji 15 pazdziernika 2007-14 pazdziernika
2009. Kierownik oraz wykonawca projektu.
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Grant Rektorski UMK: 02/CM/2013 tytul: Poziom modyfikacji epigenetycznych u myszy
pozbawionych genu dysmutazy ponadtlenkowej, heterozygot 1 szczepow dzikich, oraz
zwigzek analizowanych modyfikacji z aktywnoscig szlaku NF-kB u badanych zwierzat. Okres
realizacji 25 kwietnia 2013- 24 kwietnia 2014. Kierownik oraz wykonawca projektu.

Udzial w 2 projektach miedzynarodowych :

1.

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

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

Udzial w 10 projektach krajowych:

3.

KBN: PBZ-KBN-091/P05/2003/55, pakiet: ,,Badania nad molekularng
patogeneza nowotworow oraz wykorzystanie metod biologii molekularne;,
genomiki 1 proteomiki dla wczesnego wykrywania, optymalizacji leczenia i
rozwoju nowych metod terapii nowotworow zto§liwych”. Zadanie:
»Zdolnos¢ reperacji oksydacyjnych uszkodzen DNA jako czynnik
predysponujacy do nowotwordw ptuc oraz jelita grubego 1 odbytnicy”. Okres
realizacji 01.11.2003-31.10.2006 -Wykonawca

KBN:  PBZ-KBN-094/P06/2003  , Weryfikacja  zasad technologii
wytwarzania 1 wykorzystania zywno$ci bogatej w naturalne antyoksydanty
pod wzgledem jej dzialania prozdrowotnego”. Zadanie: ,,Badania kliniczne
na ludziach majace na celu powigzanie spozycia antyoksydantow przez
osoby zagrozone chorobami nowotworowymi 1 chorobami uktadu krazenia z
poziomem biomarkerow 1 rozwojem tych chorob”. Okres realizacji
01.12.2003-31.11.2006 -Wykonawca

KBN: Grant PBZ KBN-093/P06/2003 ,,Sterowanie rozwojem przewodu
pokarmowego u noworodkéw zwierzat w celu zwigkszenia ich
przezywalno$ci 1 poprawy stanu zdrowotnego”. Zadanie: ,,Wplyw
bioaktywnych sktadnikow diety na proliferacj¢ 1 apoptoz¢ w procesie
dojrzewania nablonka jelitowego oraz zewnatrzwydzielnicza funkcje trzustki
u nowo narodzonych prosigt”. Okres realizacji 01.12.2003-31.11.2006 -
Wykonawca

MNil: 2 POSD 062 27, ,Znaczenie oksydacyjnych uszkodzeh DNA w
rozwoju choroby Alzheimera”, okres realizacji: sierpien 2004- luty 2006r,
Wykonawca

. MNil: 2 PO5SD 082 26, “Analiza oksydacyjnych uszkodzen DNA u

pacjentow chorych na nowotwory poddanych chemioterapii; czy
oksydacyjne uszkodzenia DNA moga by¢ biomarkerami oceniajagcymi
skutecznos$¢ terapii?” Okres realizacji: 24.03.2004-23.03 2006. Wykonawca.
MNil: PBZ-MNil-2/1/2005 ,,Badania zaburzen w szlakach przekazywania
informacji komorkowej w patogenezie nowotworow z wykorzystaniem
metod genomiki integracyjnej” Zadanie ,,Badania procesow oksydacyjnych
W patogenezie nowotworéw z wykorzystaniem metod genomiki
integracyjnej” Okres realizacji 21.11.2006- 2.11.2009 - Wykonawca
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9. MNil: N401 055 32/1380, — Czy mutacje konstytucyjne genu BRCAI
wplywaja na poziom stresu oksydacyjnego/oksydacyjnych uszkodzen DNA?
Okres realizacji: 18.05.2007 — 17.11.2009. Wykonawca.

10. MNiI: 0081/B/P01/2008/35 — Znaczenie stresu oksydacyjnego w rozwoju
miazdzycy tetnic szyjnych. Okres realizacji 19.09.2008. — 18.09.2010.
Wykonawca.

11. MNiSW: N N401 280039 — Badanie zwigzku pomigdzy aktywnoscia oraz
ekspresjg polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1) a poziomem stresu
oksydacyjnego/oksydacyjnych ~ uszkodzen = DNA  oraz  stopniem
zaawansowania oraz progresja nowotworu u pacjentow z rakiem jelita
grubego. Okres realizacji: 8.11.2010 -7.05.2014. Wykonawca.

12. MNiSW: NN407171439 — Ocena wplywu stresu oksydacyjnego/modyfikacji
DNA na plodno$¢ mezczyzn. Okres realizacji: 3.11.2010- 2.05.2014.
Wykonawca

5.B. Uzyskane nagrody

Warszawa 2006 - Zespolowa Nagroda Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za
wspotautorstwo cyklu prac pt. ,,Znaczenie uszkodzei DNA indukowanych reaktywnymi
formami tlenu w patogenezie raka ptuc™.

Warszawa 2008 - Zespotowa Nagroda Ministra Zdrowia za cykl szesciu publikacji z
zakresu biochemii kwasow nukleinowych p.t. “Kliniczne znaczenie oksydacyjnych
uszkodzen DNA™.

Torun 2008 - Zespotowa Nagroda I stopnia Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu za osiagnigcia uzyskane w dziatalnosci naukowo-badawczej w 2007 roku.
Torun 2010 - Zespolowa Nagroda I stopnia Rektora Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w
Toruniu za osiggniecia uzyskane w dziatalnosci naukowo-badawczej w 2009 roku.
Torun 2011 - Zespotowa Nagroda I stopnia Rektora Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w
Toruniu za osiagniecia uzyskane w dziatalnosci naukowo-badawczej w 2010 roku.
Torun 2014 - Zespotowa Nagroda II stopnia Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu za osiggni¢cia uzyskane w dziatalnosci naukowo-badawczej w 2013 roku.

Stypendium Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej w programie .Start” dla miodych
naukowcéw. Dwukrotnie 2007 1 2008r.

Aamnda,  Siomde~ Yo wdea
¢ ¢
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