dr Adam Bownik

Zalacznik nr 2

Katedra Fizjologii Zwierzat i Toksykologii
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Srodowisku
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta 11

ul. Konstantynow 1,,1"
20-708 Lublin
adambownik@wp.pl
tel. 814545458

Autoreferat

I. Imig¢ i Nazwisko: Adam Bownik

I1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

Magister ochrony Srodowiska

1996
Praca magisterska pt. ,,Immunotoksyczne dziatanie wybranych pestycydoéw
na ryby". Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II w Lublinie
Doktor nauk biologicznych w zakresie biologii

2004 Rozprawa doktorska pt. ,Badania nad wplywem gronkowcowej

leukocydyny LUKE/LukD na uktad odpornosciowy karpia (Cyprinus carpio
L.) oraz krolika (Oryctolagus cunniculus) in vitro". Katolicki Uniwersytet
Lubelski Jana Pawta I w Lublinie

I11. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.1995-30.09.1996

Asystent naukowo-techniczny. 1/2 etatu w Katedrze Biologii
1 Toksykologii. Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta 11

01.10.1996-30.09.1998

asystent naukowo-techniczny. Pelny etat w Katedrze Biologii
i Toksykologii. Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta 11

01.10.1998-30.09.2004

mtlodszy specjalista naukowo-techniczny w Katedrze Biologii
i Toksykologii, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta 11

01.10.2004-31.12.2005

asystent naukowo-dydaktyczny w Katedrze Fizjologii
i Ekotoksykologii, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta
1

01.01.2006 do chwili
obecnej

adiunkt w Katedrze Fizjologii i Ekotoksykologii, Katolicki
Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II
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a) przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Praca magisterska

Studia na kierunku filozofia przyrody o specjalizacji ochrona $rodowiska
rozpoczatem w 1991 roku. W 1995 roku, jako student V roku zostatem zatrudniony na 1/2
etatu w Katedrze Biologii i Toksykologii Srodowiska na éwczesnym Wydziale Filozofii
Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawla II. Poczatkowo moja dziatalnos¢
naukowa byla zwigzana z badaniem oddzialtywania wybranych pestycydoéw na uktad
odpornosciowy ryb. Celem prowadzonych przeze mnie badan byla ocena wptywu
pestycydow: czystej atrazyny z grupy triazyn oraz preparatu Diazol 250 EC zawierajacego
substancje czynng, diazinon nalezacy do zwigzkow fosforoorganicznych na parametry
odpornosci ryb. Badania wykazaty, ze pestycydy z tej grupy oraz zwiazki triazynowe
obnizajg zdolno$¢ proliferacyjng limfocytow T i B izolowanych z krwi i nerki glowowe;,
zaburzaja procesy generacji wolnych rodnikéw tlenowych oraz aktywnosci bojczej
fagocytow, co moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu podatnosci ryb na choroby infekcyjne.
Wyniki te zawarlem w mojej pracy magisterskiej pt. ,Immunotoksyczne dziatanie
wybranych pestycydow na ryby" napisanej pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Studnickiej
I obronionej w czerwcu 1996 roku, Rezultaty tych badan prezentowane byly réwniez na
dwoch krajowych konferencjach naukowych. Jednocze$nie, oprocz pracy badawczej
realizowatem dziatalno$¢ organizacyjng. Dwukrotnie (w 1996 oraz 1997 roku)
wspotorganizowatem cykl konferencji naukowych ,,Biologiczne Monitorowanie Skazenia
Srodowiska" w Kazimierzu Dolnym. Po otrzymaniu stopnia magistra moja aktywno$¢
badawcza dotyczyta oceny skuteczno$ci immunostymulatorow (KLP-602, Lydium-KLP)
w korygowaniu odpornosci upos$ledzonej dziataniem ksenobiotykéw  (rowniez
pestycydami) u ryb oraz ssakow. Do$wiadczenia te prowadzilem w zespole kierowanym
przez prof. dr hab. Mari¢ Studnicka we wspoétpracy z prof. dr hab. Andrzejem K. Siwickim
z Instytutu Rybactwa Srodladowego w Zabiencu, prof. Peterem Kleinem, prof. Witoldem
Kiczka z Nika Health Products, USA, oraz prof. Marc Morandem z Laboratoire
Departemental d’Analyses, Conseil General du Jura, we Francji. Wspdlnie
przeprowadzone badania wykazaly m.in., ze dimer lizozymu jest skuteczniejszym
czynnikiem stymulujacym uktad odpornosciowy niz jego naturalny odpowiednik w postaci
monomeru. StwierdziliSmy réwniez, iz obnizenie odpornosci ryb wywolane pestycydami
moze by¢ korygowane za pomocg Syntetycznych oraz naturalnych immunostymulatorow.
Wyniki tych badan zaprezentowalem w 1997 roku na migdzynarodowym sympozjum
,Aquaculture Application of Controlled Drug and Vaccine Delivery" w Udine (Wtochy).
Badania wplywu preparatow immunostymulujacych (KLP-602, Lydium-KLP) na uktad
odpornosciowy wykonywane byly réwniez na zwierzetach statocieplnych takich jak krolik,
$winia we wspotpracy z pracownikami Kliniki Potozniczej Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie oraz z Katedra Epizootiologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego i
Panstwowym Instytutem Weterynaryjnym w Putawach. Wyniki badan zaprezentowane
zostaly na krajowych i migdzynarodowych konferencjach naukowych oraz opublikowane
w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym.
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1. Studnicka M., Siwicki A.K., Morand M., Rymuszka A., Bownik A., Terech-Majewska.E.
1998. Modulation of nonspecific defence mechanisms and specific responses after
suppression induced by xenobiotics. J. Appl. Ichthyol. 15, 1-7

2. Siwicki A.K., Studnicka M., Morand, M., Glabski E., Bownik A., Terech-Majewska E.
2000. Effects of pesticides on the acute phase proteins in fish — experimental study. Mar.
Environ. Res. 50, 465-472

Praca doktorska

W 1997 roku rozpoczatem badania nad wpltywem toksyn gronkowcowych na uktad
odpornosciowy zwierzat zmienno- i statocieplnych we wspodtpracy z prof. dr hab.
Stanistawem Szmigielskim z Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii w Warszawie
w oraz prof. Giles'em Prevostem z Uniwersytetu Ludwika Pasteura w Strasburgu we
Francji. Owocem tej wspolpracy byly wyniki prezentowane na krajowych i
miedzynarodowych konferencjach naukowych oraz opublikowane w czasopismach o
zasiegu migdzynarodowym:

1. Siwicki A.K., Bownik A., Prevost G., Szmigielski S., Mataczewska J., Mikulska - Skupien
E. 2003. In vitro effect of staphylococcal leukocidins (LUKE, LukD) on the proliferative
responses of blood lymphocytes in dogs (Canis familiaris), Bull. Vet. Inst. Pulawy, 395-
401, 395-401

2. Siwicki A.K. Bownik A., Szmigielski S., Prevost G., Mataczewska J. 2002 Influence of
staphylococcal leukocidin Panton-Valentine on blood phagocytes activity: in vitro study in
dogs. Centr. Eur. J. Immunol. 27 1. 114

3. Siwicki A.K., Bownik A., Szmigielski S., Prevost G., Mataczewska J., Mikulska-Skupien
E. 2002. Effects of leukocidin Panton-Valentine on proliferative response of blood
lymphocytes stimulated by different mitogens: in vitro study in dogs. Centr. Eur. J.
Immunol. 27 1. 113

4. Bownik A., Siwicki A. K., Szmigielski S., Sobiczewska E., Prevost G. Monteil H., Colin
D.A. Studnicka M., Jeliaszewicz J. 2000. Cytotoxic effects of staphylococcal leukocidins
on isolated fish macrophages and lymphocytes in vitro, Bull. Pol. Ac. Sci. , Biol. Sc. 48,
63-76.

Oddzialywanie toksyn gronkowcowych bylo réwniez tematykg mojej pracy
doktorskiej pt. ,,Badania nad wptywem gronkowcowej leukocydyny LukE/LukD na uktad
odporno$ciowy karpia (Cyprinus carpio L.) oraz krolika (Oryctolagus cunniculus) in vitro™
napisanej pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Marii Studnickiej i obronionej
10.03.2004 roku w Katolickim Uniwersytecie Lubelski Jana Pawta II. Wyniki tych badan
wskazaly na toksyczne oddzialywanie leukocydyny LukE/LukD na komorki ukladu
odpornos$ciowego ryb oraz krolika. Interesujace jest to, iz toksyna w niskich stgzeniach
wykazuje wlasciwosci immunostymulujace. Moje zainteresowanie tematyka toksyn
bakteryjnych i ich oddzialywania, mozliwego wykorzystania w biotechnologii oraz
medycynie zaowocowato powstaniem obszernej monografii pt. ,Biatkowe toksyny
bakteryjne. Struktura, oddzialtywanie 1 zastosowanie wybranych metabolitow
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bakteryjnych". Ksigzka ta powstawata przez 8 lat i zostala wydana naktadem oficyny
wydawniczej ,,Bezkresy Wiedzy" w 2014 roku.

b) przebieg pracy naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora moje zainteresowania badawcze w dalszym ciggu
zwigzane byly z tematyka wplywu metabolitow produkowanych przez mikroorganizmy na
uktad odpornosciowy zwierzat. Wyniki prowadzonych badan opublikowane zostalty w
Kilku czasopismach o zasiegu miedzynarodowym:

1. Siwicki A. K., Bownik A., Prevost G., Szmigielski S., Mataczewska J., Mikulska Skupien
E. 2004. In vitro influence of staphylococcal leukocidins (LUkE, LukD) on the activity of
blood phagocytes in dogs. Wien. Tierarztl. Mschr. 91, 1-5

2. Bownik A., Siwicki A.K., Prevost G. 2004. In vitro effects of leukocidin LukE/LukD on
the rabbit immunocompetent cells, Pol. J. Vet. Sci. 7, 25-27

3. Bownik A. 2006. In vitro effects of staphylococcal leukocidin LUkE/LukD on the
proliferative ability of lymphocytes isolated from common carp (Cyprinus carpio L.) Fish
Shellfish Immunol. 20, 656-659

Kontynuujac moje badania koncentrowatem si¢ na poszukiwaniu bioaktywnych
zwigzkdw pochodzenia naturalnego (roslinnego lub bakteryjnego) znoszacych lub
fagodzacych szkodliwe oddzialywanie ksenobiotykow. Z uwagi na fakt, iz literatura
naukowa sugeruje, iz naturalne olejki eteryczne sa mieszaning efektywnych zwiazkow
bioaktywnych modulujacych parametry behawioralne, fizjologiczne oraz biochemiczne u
zwierzat rozpoczatem badania nad wplywem olejku gozdzikowego na rozwielitki. W
badaniach tych wprowadzilem nowatorskie elementy takie jak cyfrowa analiza
obrazu do oceny ruchliwosci oraz aktywnoS$ci serca oraz odnoézy tulowiowych
rozwielitki przy uzyciu programu Tracker® 4.37 umozliwiajacego badanie
behawioru oraz parametrow fizjologicznych zwierzat eksperymentalnych.
Roéwnolegle z prowadzonymi przeze mnie badaniami zesp6t kierowany przez prof. dr hab.
Zofie Stepniewska z Katedry Biochemii i Chemii Srodowiska Instytutu Biotechnologii
KUL opracowal nowatorska, opatentowang metoda pozyskiwania ektoiny z bakterii
metanotroficznych. Przyjalem zaproszenie od prof. Zofii Stepniewskiej do wspotpracy, w
ramach ktorej dokonalem oceny ochronnego dziatania tego aminokwasu na zwierzgta w
warunkach stresu. Owocem wspolnych badan jest monotematyczny cykl publikacji bedacy
osiggnigciem naukowym wnioskowanego postepowania habilitacyjnego oraz projekt
patentowy pt. ,,Zastosowanie ektoiny jako czynnika ochronnego przed dzialaniem
toksyn bakteryjnych' ztozony dnia 29. 04. 2015 r. do Urzedu Patentowego
Rzeczpospolitej Polskiej w Warszawie. Nasze wspolne sukcesy badawcze spotkaly si¢ z
duzym zainteresowaniem w $wiatowym $rodowisku naukowym. Prace z wynikami badan
nad ektoing od kilku miesigecy nalezg do najbardziej popularnych publikacji w Journal of
Comparative Physiology B oraz Comparative Biochemistry and Toxicology C. Ponadto,
wraz z zespolem kierowanym przez prof. Stepniewska zostatem wlaczony do
migdzynarodowego projektu naukowego ERA-IB. pt. "Valorization of mussel processing
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wastewater (MPW) for the production of polyhydroxyalkanoate (PHA) and ectoine
by halophilic  bacteria” obejmujacego  badania nad  produkcja = PHA
(polihydroksyalkanolanow) oraz ektoiny prowadzone przez 5 osrodkow naukowych z
Europy. Jednym z moich zadan badawczych w tym projekcie jest ocena toksykologiczna
oraz okreslenie immunomodulujgcego dziatania otrzymanych zwigzkow.

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje:
e 26 prac naukowych w tym 21 opublikowanych w 14 czasopismach z listy
JCR,
e 1 publikacje ksigzkowa,
e 11 komunikatow zjazdowych i doniesien konferencyjnych,

e wspotautorstwo rozdzialu w 4 monografiach.

Sumaryczny impact factor opublikowanych prac po uzyskaniu stopnia doktora
wynosi 31.121 wedlug roku publikacji (wedlug roku 2013/2014 IF20313/2014: 33.78. Suma
punktéw MNISW tych publikacji wynosi 464 zgodnie z rokiem publikacji (wedtug roku
2014 MNiSW14: 584).

IV. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z artykulu 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) osiagnieciem naukowym realizujacym art. 16 ust 2 ustawy o stopniach naukowych
jest cykl publikacji naukowych pod tytulem:

..Ochronne dzialanie ektoiny na zwierzeta w warunkach stresu"'

b) publikacje wchodzace w sklad zglaszanego osiagniecia naukowego:
(Przy kazdej pozycji podano impact factor oraz punktacje MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania)

1. Bownik A., Stepniewska Z., Skowronski T. 2015. Effects of ectoine on behavioural,
physiological and biochemical parameters of Daphnia magna. Comp. Biochem.
Physiol. C Toxicol. and Pharmacol. 168, 2-10. IF-2.83, MNiSW: 30, autor
korespondencyjny

2. Bownik A., Stepniewska Z., Skowronski T. 2014. Protective effects of ectoine on heat-
stressed Daphnia magna. J. Comp. Physiol. B. 184, 961-976. 1F-2.53 MNISW: 35,
autor korespondencyjny

3. Bownik A., Stepniewska Z., 2015. Protective effects of ectoine on behavioral,
physiological and biochemical parameters of Daphnia magna subjected to hydrogen

5
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peroxide. Comp. Biochem. Physiol. C Toxicol. and Pharmacol. 170, 38-49. 1F-2.83,
MNIiSW: 30, autor korespondencyjny

4. Bownik A., Stepniewska Z., 2015. Protective effects of bacterial osmoprotectant ectoine
on bovine erythrocytes subjected to staphylococcal alpha-haemolysin. Toxicon. 99,
130-135. IF-2.581, MNiSW: 30, autor korespondencyjny

5. Bownik A. 2015. Clove essential oil from Eugenia caryophyllus induces anesthesia,
alters swimming performance, heart functioning and decreases survival rate during
recovery of Daphnia magna. Turk. J. Fish Aquat. Sc. 15, 157-166. 1F-0.384,
MNIiSW: 15, autor korespondencyjny

6. Bownik A., Stepniewska Z., 2015. Ectoine alleviates behavioural, physiological and
biochemical changes in Daphnia magna subjected to formaldehyde. Environ. Sc. Poll.
Res. DOIl: 10.1007/s11356-015-4747-5.  1F-2.757, MNiSW: 30, autor
korespondencyjny

7. Bownik A. Biatkowe toksyny bakteryjne. Struktura, oddzialywanie i zastosowanie
wybranych metabolitow bakteryjnych. Bezkresy Wiedzy, Saarbrucken. GmbH 2014.
ISBN 978-3-639-89168-3. MNiSW: 20

Laczny impact factor publikacji wchodzacych w sktad zglaszanego osiggnigcia
naukowego zgodnie z rokiem opublikowania: 13.912. Suma punktow MNISW za
publikacje wchodzace w sktad zglaszanego osiggniecia naukowego zgodnie z rokiem
publikacji: 190. M¢j wkiad w powstanie kazdej publikacji zostal podany w zataczniku 3 w
pozycji 1.2.1. oraz w o$wiadczeniu

c) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow z przedstawieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie-przedmiot badan

Bakterie zyjace w ekstremalnych srodowiskach wyksztatcity rozmaite mechanizmy
przystosowawcze, a jednym z nich jest produkcja i kumulacja zwigzkéw o matej masie
czasteczkowej zwanych osmolitami lub kompatybilnymi solutami (ang. compatible
solutes). Zwigzki te charakteryzujg sie¢ duzg zdolnoscig do wigzania wody, a kumulujac si¢
wewngtrz  komorki  chronig  komoérki  przed odwodnieniem  podczas  stresu
hiperosmotycznego dziatajac stabilizujagco na biatka strukturalne, enzymy i blony
komoérkowe. Osmolity sg substancjami zrdznicowanymi pod wzgledem budowy
chemicznej. Najprostsza postacia sa jony K wystepujace powszechnie u wszystkich
gatunkow bakterii. Inne zwigzki naleza do cukrow (trehaloza, sacharoza), polioli (glicerol,
sorbitol, mannitol, a-glukozylo-glicerol) oraz aminokwasow (glutamina, glutaminiany,
betaina, glicyna, prolina, alanina, tauryna, hydroksyektoina oraz ektoina) (Pastor i wsp.
2010).



Adam Bownik | Autoreferat

Ektoina (kwas 1,4,5,6-tetrahydro-2-metyl-4-pyrimidinokarboksylowy) (CsH1oN205)
(Fig. 1) jest aminokwasem o masie molowej 142,2 g/mol, produkowanym przez wiele
gatunkow bakterii wystepujgcych w $srodowisku glebowym oraz wodnym, w odpowiedzi
na stres srodowiskowy wywotany réoznymi czynnikami.

@) OH
H”n..
NH
/)\
N~ “CH,

Fig. 1. Struktura ektoiny

Zwigzek ten wyizolowano po raz pierwszy w roku 1985 z halofilnych,
fototroficznych bakterii Halorhodospira halochloris wystepujacych w Wadi Natrum w
Egipcie jednak zdolno$¢ do jego produkcji wykazano takze u innych zaréwno gram-
ujemnych jak i gram-dodatnich bakterii z rodzaju Nocardiopsis, Brevibacterium,
Marinococcus, Halomonas, Pseudomonas, Vibrio oraz metanotroficznych bakterii
Methylomicrobium i Methylobacter wykorzystujacych metan jako zrodlo wegla (Galinski i
wsp. 1985; Pastor i wsp. 2010). Ektoina jest krystaliczng, lekko higroskopijng, bezbarwna
substancjg o temperaturze topnienia 280°C, dobrze rozpuszczalng w rozpuszczalnikach
polarnych takich jak woda lub metanol w zakresie pH 1-9, natomiast w $rodowisku
obojetnym wystepuje w postaci jonu obojnaczego. Aminokwas ten wykazuje duza
odporno$¢ na ogrzewanie w temp. 190°C przez 6 godzin oraz na dlugotrwale
przechowywanie w temp. pokojowej przez 4 lata. Ektoina posiada duzg zdolno$¢ do
wigzania czgsteczek wody 1 tworzenia hydrokomplekséw ektoinowych, stanowigcych
powloke chronigcg komorki lub makromolekuly przed utratg wody (Fig. 2).
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Fig. 2. Ektoina posiada zdolno$¢ do wiazania wody. Rycina przedstawia schematyczne rozmieszczenie
ektoiny oraz czasteczek wody wokot makroczasteczki.
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Dane z literatury wskazuja na stabilizujgce dziatanie ektoiny na makromolekuty
poddane dziataniu rozmaitych czynnikéw stresowych. Stwierdzono, ze aminokwas ten
zwigksza termostabilno§¢ DNA 1 chroni biatka przed proteoliza wywotang trypsyng lub
chymotrypsyng oraz jest bardzo efektywnym inhibitorem tworzenia amyloidow
odpowiedzialnych za powstawanie choroby Alzheimera (Schnoor i wsp. 2004;
Kanapathipillai i wsp., 2005; Kolp i wsp., 2006). Wykazano, ze ektoina jest potencjalnym
czynnikiem antywirusowym i przeciwzapalnym (Lapidot et al., 1995; Sydlik i wsp., 2009).
Przeprowadzone badania wykazaly tez, ze ektoina chroni neutrofile przed apoptoza oraz
dziata krioprotekcyjnie na komorki macierzyste ssakow (Grein i wsp., 2010; Sydlik i wsp.,
2013).

Cel badan

Dostepne w literaturze wyniki badan w przewazajacej wickszosci dotycza
ochronnego dziatania ektoiny na makromolekuty i komorki, natomiast bardzo niewiele jest
danych na temat wplywu tego aminokwasu na cate zwierzeta poddane réoznym czynnikom
stresowym. Brakuje rowniez informacji na temat dziatania ektoiny na zachowanie, procesy
fizjologiczne oraz biochemiczne u bezkrggowcoéw w warunkach stresu i jej potencjalnego
ochronnego dziatania na kregowce przed dziataniem toksyn bakteryjnych.

Glownym osiagnieciem naukowym prowadzonych przeze mnie badan bylo
stwierdzenie ochronnego wplywu ektoiny na parametry behawioralne, fizjologiczne
oraz biochemiczne zwierzat w warunkach stresu wywolanego roznymi czvnnikami.

W badaniach, w ktorych jako model wykorzystatem rozwielitki (Daphnia magna)
oraz izolowane erytrocyty bydlgce okreslitem:

1. Wplyw dodatku ektoiny na przezywalno$é, szybkos¢ ptywania, czestotliwos$¢ pracy
serca, aktywno$¢ odnozy tulowiowych, poziom hemoglobiny, aktywno$¢ katalazy
oraz poziom pochodnych tlenku azotu u rozwielitek (Daphnia magna);

2. Ochronne dziatanie ektoiny na rozwielitki poddane stresowi cieplnemu. Podczas
stopniowego podwyzszania temperatury zwierzeta eksperymentalne zbadatem pod
katem przezywalnosci, szybko$ci pltywania, czestotliwo$ci pracy serca, aktywnos$ci
odnozy tutowiowych, poziomu biatka szoku cieplnego HSP70, aktywnosci Kkatalazy
oraz poziomu pochodnych tlenku azotu;

3. Ochronne dzialanie ektoiny na rozwielitki poddane stresowi chemicznemu
wywotanego obecnosciag nadtlenku wodoru, nieorganicznego zwigzku 0 silnym
dziataniu utleniajagcym. U zwierzat eksponowanych na kombinacje tych dwoch
substancji w roznych stezeniach zbadalem przezywalnos¢, szybkos¢ plywania,
czestotliwos$¢ pracy serca, aktywnosé odnozy tutowiowych, stosunek glutationu (GSH)
do jego utlenionej formy (GSSG), aktywno$¢ katalazy oraz poziom pochodnych tlenku
azotu;
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4. Ochronne dziatanie ektoiny na rozwielitki poddane stresowi chemicznemu
wywotanego obecnoscig formaldehydu, organicznego zwigzku toksycznego
stosowanego jako s$rodek odkazajacy. U zwierzat traktowanych kombinacjami tych
substancji w roznych stezeniach zbadalem przezywalno$¢, szybkos$¢ plywania,
czestotliwo$¢ pracy serca, aktywno$¢ odndzy tulowiowych, stosunek glutationu
zredukowanego (GSH) do utlenionego (GSSG), aktywnos$¢ katalazy oraz poziom
pochodnych tlenku azotu;

5. Ochronne dziatanie ektoiny na erytrocyty bydlece poddane dzialaniu gronkowcowej -
hemolizyny. Badania dotyczyly okreslenia stopnia hemolizy oraz stosunku glutationu
zredukowanego (GSH) do utlenionego (GSSG) w erytrocytach traktowanych
kombinacjami roznych st¢zen toksyny i aminokwasu.

Omowienie przedstawionych prac

Wyniki ponizej opisanych badan wskazujg jednoznacznie, ze wystepuje ochronne
dziatanie ektoiny wyrazone poprzez przedtuzenie przezywalno$ci oraz tagodzenie zmian
parametrow behawioralnych, fizjologicznych oraz biochemicznych rozwielitek poddanych
ekspozycji na rozne czynniki stresu. W przeprowadzonych badaniach stwierdzitem takze,
ze ektoina w duzym stopniu tagodzi dziatanie toksyny bakteryjnej na izolowane komorki
ssakow.

1. Ektoina moduluje parametry behawioralne, fizjologiczne oraz biochemiczne
bezkregowcow wodnych. Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze ektoina jest
dobrze tolerowana w =zakresie st¢zen 2.5-25 mg/L, jednakze wykazuje modulujace
dziatanie na parametry behawioralne, fizjologiczne oraz biochemiczne w sposob zalezny
od koncentracji. Badania toksycznosci na organizmach Daphnia magna wykazaty, ze
ektoina w stezeniu 50 mg/L wywotata 90% $miertelno$¢ rozwielitek po 96-godzinnej
ekspozycji. Natomiast znacznie wigkszg tolerancj¢ na ten aminokwas zaobserwowalem w
nizszych koncentracjach. Ektoina w stezeniu 25 mg/L oraz nizszych nie powodowata
Smiertelnosci zwierzat w 48 godzinnym teScie przezywalnosci. Z uwagi na wysoka
toksyczno$¢ ektoiny w stezeniu 50 mg/L w dalszych badaniach stosowatem nizsze
koncentracje tego aminokwasu w zakresie 2.5-25 mg/L.

Rozwielitki sg dobrym modelem do analizy ruchliwosci umozliwiajacej skuteczng
ocen¢ Subletalnego dziatania zwigzkow toksycznych. Stwierdzono, ze niektore
ksenobiotyki nawet w niskich stezeniach moga wywotywaé nieprawidlowosci poruszania
si¢ tych zwierzat. Sposréd wielu wskaznikow ruchu najczulszym biomarkerem jest
szybko$¢ ptywania. Przy wykorzystaniu cyfrowej analizy obrazu z nowatorskim
zastosowaniem programu komputerowego Tracker® (osiggni¢cie to zostalo opisane
ponizej) wykazatem, iz ektoina powoduje zmniejszenie ruchliwosci rozwielitek w sposob
zalezny od stezenia. Aminokwas w stezeniu 25 mg/LL wywolal prawie trzykrotne
zmniejszenie predkosci ptywania po 24 godzinach ekspozycji. Hamowanie ruchliwosci
bezkregowcow moze by¢ rezultatem zmniejszenia przekaznictwa nerwowo-migSniowego,
co rowniez obserwowane jest w przypadku innych osmoprotektantow, tauryny oraz
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glicyny. Wyniki moich obserwacji wykazaly, iz zwierzeta eksperymentalne eksponowane
na powyzsze stezenie ektoiny wykazywaty dluzsze fazy bezruchu pomig¢dzy skokami,
wynikajgce Z obnizenia sprawnosci ruchowej organizméw. Zahamowanie predkosci
ptywania rozwielitek ustepowato jednak po przeniesieniu rozwielitek do czystego medium.

Rozwielitki okazaty si¢ rowniez unikalnym modelem badawczym stosowanym w
fizjologii porownawczej ze wzgledu na przezroczystos¢ pancerza, Co umozliwia doktadng
ocen¢ czynnosci narzgdow wewnetrznych. Dzieki polgczeniu aparatu cyfrowego z
mikroskopem optycznym moglem doktadnie oceni¢ wptyw substancji bioaktywnych na
funkcjonowanie serca. Serce rozwielitek, w odroznieniu od wigkszos$ci stawonogow,
sktada si¢ z pojedynczej warstwy komoérek migsniowych, cO umozliwia wykorzystanie
tego narzadu jako modelu do badania dziatania $rodkéw farmakologicznych, a co za tym
idzie, do ekstrapolacji uzyskanych wynikow na zwierzgta wyzsze. Wyniki
przeprowadzonych przeze mnie badan wykazaty, ze ektoina moduluje czgstotliwosé
skurczow serca tych zwierzat. Nizsze stezenia (2.5 i1 4 mg/L) tego aminokwasu wywotujg
podwyzszenie 0 10% natomiast wyzsze (20 i 25 mg/L)-zmniejszenie liczby uderzen serca
na minut¢ 0 10% w poréownaniu do nieeksponowanych, kontrolnych zwierzat. Modulacja
czestotliwosci skurczow serca moze by¢ wynikiem interakcji ektoiny z sercowg ATP-aza
Na'/K",

Aktywnos¢ odnozy tutowiowych petnigcych u rozwielitek funkcje wentylacyjno-
filtracyjna zmienia si¢ pod wptywem zwigzkow biologicznie czynnych wskazujac na status
zdrowotny tych organizméw. Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly, iz
aktywno$¢ odno6zy okreslana za pomocag liczby uderzen na minut¢ ulega zmianie u
skorupiakéw eksponowanych na rézne stezenia ektoiny. 24-godzinna ekspozycja na
ektoing w stezeniach 2.5, 4 i 20 mg/L powoduje podwyzszenie aktywnosci 0 10%,
natomiast traktowanie aminokwasem w stezeniu 25 mg/L skutkuje obnizeniem aktywnosci
odnézy 0 10%. Uzyskane wyniki sugeruja, ze ektoina moze W niewielkim stopniu
modulowaé aktywno$¢ wentylacyjna u wioslarek, co moze by¢ wynikiem jej dziatania na
uktad nerwowy oraz migsniowy.

Zmiana warunkéw S$rodowiskowych moze wywolywaé¢ u rozwielitek reakcje
adaptacyjna polegajaca na zwigkszonej produkcji hemoglobiny. Przeprowadzone przeze
mnie badania biochemiczne z zastosowaniem testu immunoenzymatycznego (ELISA)
wykazaly, ze zwierzeta traktowane stezeniem ektoiny 25 mg/L wykazywaly przejsciowy
wzrost poziomu hemoglobiny o 10%, ktora kumulowata si¢ w epipoditach, co objawiato
si¢ delikatng zmiang barwy (zar6zowieniem) tych narzadow. Jednak po 24 i 48 godzinach
poziom hemoglobiny obnizyt si¢ nawet ponizej wartosci kontrolnych, odpowiednio o0 30 i
50%. Przejsciowy wzrost poziomu hemoglobiny moze by¢ efektem procesu adaptacii
rozwielitki do srodowiska wodnego zawierajacego ektoing, natomiast nastepujace po nim
obnizenie jej poziomu moze wynika¢ ze znacznej poprawy utlenowania tkanek, jednak
pelne wyjasnienie tego zjawiska wymaga dalszych badan.

Katalaza jest powszechnie wystgpujacym W organizmach enzymem z grupy
oksydoreduktaz, ktory rozktada powstajacy w naturalnych procesach toksyczny nadtlenek
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wodoru do wody i tlenu. Zwigkszenie aktywnosci tego enzymu jest zwykle zwigzane z
wystepowaniem stresu oksydacyjnego. Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze
rozwielitki traktowane przez 24 godziny ektoing w st¢zeniu 25 mg/L charakteryzowaty si¢
podwyzszeniem 0 15%, a nast¢pnie zmniejszeniem aktywnosci katalazy do wartosci
kontrolnych po 48 godzinach. Nie stwierdzitem natomiast zmian w aktywno$ci enzymu po
ekspozycji zwierzat na ektoing W nizszych koncentracjach. Przejsciowe podwyzszenie
aktywnosci katalazy przy wyzszym stezeniu aminokwasu moze by¢ zwigzany z procesami
adaptacyjnymi organizmu.

Tlenek azotu w niskich stgzeniach pelni rol¢ wylapywacza wolnych rodnikow,
jednak podwyzszone jego stezenie W tkankach obserwowane po zadziataniu zwigzkéw
bioaktywnych moze wskazywa¢ na stres oksydacyjny. Przeprowadzone przeze mnie
badania wykazaly, ze ektoina stymuluje produkcje¢ pochodnych tlenku azotu (NOx) w
koncentracji 25 mg/L o 15%, jednak po 48 godzinach wzrost wynosit jedynie 10% w
porownaniu do kontroli [Bownik et al., Comp. Biochem. Physiol. C, poz. 1]. Przejsciowy
wzrost NOyx moze by¢ rezultatem reakcji rozwielitek na stres wywotany obecnoscia
ektoiny w srodowisku wodnym.

Reasumujac te cz¢$¢ wynikow badan, nalezy podkresli¢, iz ektoina jest dobrze
tolerowana przez rozwielitki w zakresie stezen 2.5-25 mg/L, gdyz nie wywoluje
$miertelnosci w testach 24 i 48 godzinnych. Zanotowano natomiast niewielka modulacje
parametroéw fizjologicznych przy stezeniu 25 mg/L, co moze $wiadczy¢ o stabej interakcji
aminokwasu ze zwigzkami endogennymi organizmu. Wykazane zmiany jednak posiadaja
charakter przej$ciowy. Podwyzszenie wskaznikow biochemicznych stwierdzone jedynie w
najwyzszym stosowanym stezeniu ektoiny (25 mg/L) jest prawdopodobnie rowniez
konsekwencja przejsciowej reakcji adaptacyjnej do aminokwasu obecnego w medium
hodowlanym.

2. Ektoina dziala ochronnie na parametry behawioralne, fizjologiczne oraz
biochemiczne bezkregowcow wodnych podczas stresu cieplnego. Wysoka temperatura
jest jednym z najpowszechniej wystepujacych $rodowiskowych czynnikow stresowych
wywotujacych zmiany metabolizmu komodrki spowodowane denaturacja bialek
enzymatycznych i strukturalnych. Jednym z objawow przegrzania organizméw wodnych
jest stopniowa utrata zdolnoSci poruszania prowadzaca do immobilizacji
(unieruchomienia). Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze ektoina jest
czynnikiem przeciwstresowym tagodzacym skutki stresu cieplnego u rozwielitek.
Aminokwas ten w sposob zalezny od stezenia przedluza czas do immobilizacji
organizmow poddanych stopniowemu podwyzszaniu temperatury w gradiencie 1°C oraz
0.1°C/min w zakresie temperatury 23-45°C. Rozwielitki traktowane ektoing w stezeniu na
25 mg/L poddane stresowi cieplnemu w gradiencie 1°C/min ulegaly immobilizacji po
dwukrotnie dluzszym czasie w porownaniu do zwierzat nie traktowanych tym
aminokwasem. Ektoina dziala réwniez ochronnie na organizmy testowe poddane
fagodniejszemu gradientowi temperatury 0.1°C/min. Immobilizacj¢ na poziomie 100% u
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zwierzat nie eksponowanych na ektoing zaobserwowatem po 150 min, natomiast u
traktowanych dodatkowo aminokwasem, po 270 min stresu cieplnego.

Zaobserwowatem, ze ektoina lagodzi zmiany szybkosci plywania rozwielitek w
warunkach stresu cieplnego. U zwierzat nie eksponowanych na aminokwas stopniowy
wzrost temperatury w gradiencie 1°C/min wywotal zwigkszenie aktywnosci ruchowej,
ktora w 37°C byta 2 razy wicksza w poréwnaniu do kontroli (23°C). Natomiast zwierzeta
traktowane ektoing w stezeniu 25 mg/L cechowaly si¢ jedynie 20% wzrostem szybko$ci
ptywania w poréwnaniu do kontroli. Ochronne dziatanie ektoiny zanotowatem réwniez u
zwierzat eksponowanych na stres cieplny przy wolniejszym wzroscie temperatury.
Lagodzenie zmian szybko$ci poruszania jest prawdopodobnie wynikiem ochronnego
dziatania ektoiny na makromolekuty i btony komorkowe ukladu nerwowego i
migsniowego.

Zwierzgta nie eksponowane na ektoing W trakcie wzrostu temperatury w obu
gradientach charakteryzowatly si¢ stopniowym wzrostem czgstotliwosci skurczow serca 0
20% przy 37°C prawdopodobnie spowodowanym podwyzszeniem tempa metabolizmu.
Natomiast w przedziale temperatury 37-42°C zaobserwowatem gwalttowny, 5-krotny
spadek czestotliwo$ci skurczow serca. Rozwielitki traktowane ektoing i poddane stresowi
cieplnemu w obu gradientach temperatury wykazywaty zr6znicowang aktywno$¢ serca
niezalezng od st¢zenia aminokwasu. St¢zenie 2.5 mg/L najskuteczniej tagodzito zmiany
wyrazone nizszg czestotliwoscig skurczow serca przy temperaturze 37°C. Efekt ochronny
ektoiny na pracg serca nie byl rowniez jednakowy w kazdym zakresie temperatury.
Interesujace, iz ze wzrostem temperatury W zakresie 23-30°C czestotliwos$¢ skurczow serca
rozwielitek traktowanych ektoing byta nizsza od wartosci kontrolnych. W temperaturze 37-
42°C ektoina w nizszych stgzeniach (2.5 oraz 4 mg/L) spowodowata 20% ztagodzenie
wzrostu czestotliwosci skurczow serca, natomiast nie zanotowatem takiego efektu w
stezeniu 25 mg/L.

Powszechnie wiadomo, ze wraz ze wzrostem temperatury zmniejsza si¢ ilo$¢ tlenu
rozpuszczonego w wodzie. Aby w takich warunkach zapewni¢ wystarczajaca wymiang
gazowa odnodza tutowiowe rozwielitek zwickszaja swa aktywnos¢. W przeprowadzonych
badaniach stwierdzilem, ze zwierze¢ta poddane stresowi cieplnemu w obu gradientach
temperatury dodatkowo traktowane ektoing w stezeniu 25 mg/L wykazywaty o 20%
mniejszy wzrost aktywnosci odndzy, co sugeruje dziatanie stabilizujgce tego aminokwasu
na biatka i blony komorkowe tkanek uczestniczacych w tym procesie.

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze rozwielitki bedace pod
wplywem szoku cieplnego wykazuja podwyzszony poziom NOx, co wskazuje na
wystepowanie stresu oksydacyjnego. Zwierzeta dodatkowo traktowane ektoing w stezeniu
25 mg/L charakteryzowaly si¢ dwukrotnie oraz trzykrotnie wyzszym poziomem NOx
odpowiednio w gradiencie 1°C i 0.1°C/min. Uzyskane wyniki wskazujg, ze ektoina w
obecnosci stresu cieplnego moze podwyzszaé poziom pochodnych tlenku azotu u zwierzat.
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Stres cieplny prowadzi do zwigkszenia produkcji enzymoéw antyoksydacyjnych
takich jak katalaza. W swoich badaniach wykazatem, ze rozwielitki nie eksponowane na
ektoine i poddane stopniowemu wzrostowi temperatury w gradiencie 1°C/min wykazywaty
4-krotne podwyzszenie poziomu tego enzymu w temperaturze 40°C w stosunku do
zwierzat kontrolnych (23°C). Znacznie stabszy wzrost katalazy zaobserwowano natomiast
u rozwielitek traktowanych ektoing. Najnizszy stopien stymulacji (o 80%) wywotat
aminokwas w stezeniu 25 mg/L. Lagodzenie wzrostu aktywnos$ci tego enzymu przez
ektoing zanotowatem rowniez przy wolniejszym gradiencie temperatury, jednakze w tym
przypadku wyzsza aktywno$¢ katalazy wystapita u zwierzat zarowno traktowanych jak i
nie poddanych dziataniu ektoiny. Efekt ten spowodowany jest prawdopodobnie
tagodniejszymi zmianami umozliwiajagcymi efektywniejsza produkcje enzymu.

Biatka szoku cieplnego (HSPs-Heat Shock Proteins) podzielone na kilka grup ze
wzgledu na mase czasteczkowa pelnig ochronng role przed czynnikami denaturujagcymi w
stosunku do innych biatek aktywujac procesy naprawcze zapewniajace ich prawidlowa
strukture przestrzenng. Jednym z najlepiej opisanych zwigzkéw tego typu o dobrze
zachowanej homologii jest HSP70 (70 kDa), ktory zwigksza swoja aktywno$¢ w czasie
stresu cieplnego. Wyniki moich badan wykazaly, iz rozwielitki reaguja na stopniowo
zwigkszang temperatur¢ w gradiencie 1°C/min oraz 0.1°C/min odpowiednio cztero- oraz
dwudziestokrotnie zwickszong produkcja tego biatka przy 40°C w poréwnaniu do kontroli
(23°C). Z drugiej jednak strony, organizmy traktowane ektoing znacznie stabszy wzrost.
Najistotniejsze obnizenie stymulacji (50% w gradiencie 1°C/min oraz pigciokrotne w
gradiencie 0.1°C/min) zaobserwowatem w najwyzszym zastosowanym st¢zeniu (25 mg/L)
aminokwasu. Z przeprowadzonych badan wynika, iz aktywnos¢ HSP70 jest nizsza podczas
stresu cieplnego u zwierzat dodatkowo traktowanych ektoing, cO sugeruje, ze ochronne
dziatanie ektoiny zwigzane jest raczej ze zmniejszeniem poziomu stresu niz wynikiem
indukcji czynnikéw ochronnych w organizmie [Bownik et al., J. Comp. Physiol. poz. 2].

3. Ektoina dziala ochronnie na bezkre¢gowce wodne przed toksycznym dzialaniem
czynnikow chemicznych (nadtlenek wodoru i formaldehyd). Nadtlenek wodoru (H,05)
jest zwigzkiem nieorganicznym o silnych wiasciwosciach utleniajacych powszechnie
wykorzystywanym w przemysle chemicznym jako utleniacz, srodek wybielajacy (roztwor
3-15%), odkazajacy w postaci wody utlenionej (roztwor 3-5%). Nadtlenek wodoru
stosowany jest réwniez W hodowli ryb. W handlu dostepny jest dopuszczony przez FDA
(Food and Drug Administration) preparat o nazwie 35% Perox-Aid® stosowany do
leczenia choréb bakteryjnych, takich jak choroba skrzeli wywotana przez Flavobacterium
branchiophilum oraz do zwalczania plesni wodnej (saprolegniales) atakujacej ikre ryb.
Nadtlenek wodoru zrzucany z gospodarstw rybackich bezposrednio do wod
powierzchniowych po przeprowadzeniu zabiegéw terapeutycznych u ryb moze
niekorzystnie wptywa¢ na inne zwierzgta istotne z punktu widzenia zachowania
rownowagi ekologicznej w srodowisku wodnym. Zwigzek ten zostatl takze zaproponowany
do likwidacji zakwitow sinicowych, jednak jego optymalng skutecznos¢ obserwuje si¢ w
koncentracjach znacznie przewyzszajacych wartosci bezpieczne dla bezkregowcow
wodnych. Przeprowadzone przez mnie badania wykazaty, ze rozwielitki poddane

13



Adam Bownik | Autoreferat

ekspozycji na nadtlenek wodoru w stezeniach 5 oraz 10 mg/L wykazywaty 100%
$miertelno$¢ odpowiednio po 72 i 48 godzinach ekspozycji. Z drugiej jednak strony,
zwierzeta eksponowane dodatkowo na ektoing charakteryzowaty si¢ dluzsza
przezywalnoscia W sposob zalezny od koncentracji. Ponad dwukrotnie dluzszy czas
przezywania charakteryzowat rozwielitki eksponowane na kombinacje nadtlenku wodoru z
najwyzszym stezeniem ektoiny (25 mg/L) w porownaniu do zwierzat traktowanych samym
oksydantem. Dtuzszy czas przezywania zwierzat zaobserwowatem takze w kombinacjach
zawierajacych nizsze stezenia ektoiny, jednak efekt ochronny aminokwasu byt wowczas
mniej wyrazny.

W przeprowadzonych badaniach wykazatem, ze H,O, w st¢zeniach 5 oraz 10 mg/L
zmniejsza ruchliwos¢ rozwielitek, z drugiej jednak strony skorupiaki dodatkowo
traktowane ektoing wykazywaty wigksza predkos¢. Najwyrazniejszy efekt ochronny
(ponad czterokrotnie wyzsza predko$¢ poruszania si¢) zanotowalem po 72 godzinnej
ekspozycji zwierzat na kombinacj¢ 5 mg/L H,0,+25 mg/L ektoiny. Zjawisko to jest
prawdopodobnie wynikiem zwigkszonej stabilnosci bton komdrkowych i biatek witokien
migsniowych rozwielitek traktowanych ektoing oraz bezposrednim wigzaniem przez
aminokwas czasteczek nadtlenku wodoru.

Rozwielitki poddane 24 godzinnej ekspozycji na nadtlenek wodoru w stezeniu 10
mg/L charakteryzowaty si¢ ponad czterokrotnym obnizeniem czgstotliwosci skurczow
serca oraz aktywno$ci odnozy tutowiowych w poréwnaniu do kontroli. Natomiast
zwierzeta dodatkowo traktowanie ektoing wykazywaly mniejsza supresje tych dwodch
parametrow fizjologicznych. Najbardziej efektywne dziatanie tagodzace zanotowatem w
kombinacji 5 mg/L H,O,+25 mg/L ektoiny.

Narazenie organizmu na zwigzki utleniajagce prowadzi do zwigkszenia poziomu
reaktywnych form tlenu dziatajacych destrukcyjnie na biatka, lipidy oraz kwasy
nukleinowe, co z kolei indukuje produkcj¢ czynnikow antyoksydacyjnych. Glutation jest
tripeptydem zbudowanym z kwasu glutaminowego, cysteiny i glicyny posiadajagcym
wlasciwosci antyutleniajace. Zwigzek ten odpowiedzialny za detoksykacje wielu
ksenobiotykow jest bardzo czutym biomarkerem stresu oksydacyjnego. Okreslenie
stosunku glutationu (GSH) do jego utlenionej formy (GSSG) pozwala zmierzy¢é poziom
stresu oksydacyjnego u rozwielitek. Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze
ekspozycja zwierzat na sam nadtlenek wodoru w stezeniach 5 i 10 mg/L wywotata
odpowiednio 5- i prawie 6-krotne obnizenie GSH/GSSG w poroéwnaniu z kontrolg.
Natomiast stosunek ten byt znacznie wyzszy u rozwielitek dodatkowo traktowanych
ektoing, co wskazuje na nizszy stopien utlenienia glutationu a tym samym antyoksydacyjne
dziatanie ektoiny. Najstabsze obnizenie stosunku GSH/GSSG (0 20% w poréwnaniu do
kontroli) stwierdzono u zwierzat eksponowanych na kombinacj¢ 5 mg/L H,0,+25 mg/L
ektoiny.

Zwierzeta eksponowane na nadtlenek wodoru wykazuja zwigkszong aktywno$¢
enzymoOéw antyoksydacyjnych, w tym Kkatalazy. W przeprowadzonych przeze mnie
badaniach stwierdzitem, ze poziom tego enzymu byt az 9-krotnie wyzszy u rozwielitek
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eksponowanych na 5 oraz 10 mg/L H,0,. Natomiast istotne tagodzenie wzrostu
aktywnos$ci tego enzymu zaobserwowalem u skorupiakoéw traktowanych réznymi
kombinacjami nadtlenku wodoru z ektoing. Najnizsza, 2-krotng stymulacje aktywnosci
katalazy wykazywaty zwierzeta eksponowane na 5 mg/L H,0,+25 mg/L ektoiny.

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly, ze 24-godzinna ekspozycja na
nadtlenek wodoru wywotuje dwukrotne podwyzszenie poziomu NOx u rozwielitek w
porownaniu do kontroli, co najprawdopodobniej zwigzane jest z indukcja stresu
oksydacyjnego. Z drugiej jednak strony, skorupiaki eksponowane na kombinacje nadtlenku
wodoru z ektoing wykazywaly znacznie stabszy wzrost poziomu tego biomarkera.
Najwyzszy stopien tagodzenia wywotywala mieszanina 5 mg/L H,0,+25 mg/L ektoiny.
Interesujace, iz sama ektoina w stezeniu 25 mg/L wywotuje zwigkszenie produkcji
pochodnych tlenku azotu, natomiast w stosunku do nadtlenku wodoru wykazuje dziatanie
antagonistyczne [Bownik & Stepniewska, Comp. Biochem. Physiol. poz. 3].

Formaldenyd (CH,O) jest szeroko stosowanym zwigzkiem organicznym
wchodzacym w sktad niektorych kosmetykow oraz popularnym w medycynie i rolnictwie
srodkiem odkazajacym o dziataniu bakterio-, grzybo- i pierwotniakobdjczym. CH,O jest
substancjg o silnym dziataniu toksycznym wywotujaca denaturacje enzymow oraz biatek
strukturalnych, natomiast badania na ssakach wykazaty rowniez dziatanie kancerogenne.
Niekontrolowane stosowanie formaldehydu w gospodarstwach rybackich moze stanowic¢
zagrozenie dla innych zwierzat wodnych, gdyz zrzucany bez wczesniejszej neutralizacji do
wod powierzchniowych po zabiegach dezynfekcyjnych moze by¢ przyczyng zatru¢ bardzo
wrazliwego zooplanktonu, co w konsekwencji 0Oznacza zaburzenie rownowagi
ekologicznej w ekosystemach wodnych. Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan
wskazujg na toksycznos¢ formaldehydu w stezeniach 20 i 60 mg/L dla rozwielitek, jednak
zwierzgta dodatkowo traktowane ektoing w koncentracji 25 mg/L charakteryzowaty si¢
ponad dwukrotnie dtuzsza przezywalnoscig. Ponadto, zwierzgta te po 24-godzinnej
ekspozycji cechowaty si¢ wigksza ruchliwoscig 0 70%, podwyzszong czestotliwoscig
skurczow serca oraz aktywno$ci odnozy tulowiowych, odpowiednio o 60% i 80%.
Stwierdzitem, ze ektoina tagodzi rowniez niekorzystne zmiany biochemiczne. Poréwnujac
parametry w grupach eksperymentalnych do wartosci kontrolnych, najmniejsze obnizenie
GSH/GSSG (o 10%), najstabszg stymulacje aktywnosci katalazy (o 50%) i poziomu
pochodnych tlenku azotu (0 20%) stwierdzitem u zwierzat eksponowanych na kombinacje
20 mg/L formaldehydu z ektoing w stezeniu 25 mg/L [Bownik & Stepniewska, Eviron
Sc. Pollut. Res. poz. 6].

Wiyniki przeprowadzonych badan jednoznacznie wskazuja, iz ektoina zmniejsza
toksyczno$¢ czynnikow chemicznych U wioslarek. Mechanizm ochronnego oddziatywania
moze by¢ zwigzany z tagodzeniem denaturujacego dziatania nadtlenku wodoru i
formaldehydu w stosunku do enzymoéw, biatek strukturalnych oraz blon komoérkowych
oraz dodatkowo wigzaniem, a tym samym neutralizowaniem tych zwigzkow. Ze wzgledu
na fakt, iz ektoina zmniejsza poziom stresu oksydacyjnego u zwierzat, mozliwe jest
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potencjalne wykorzystanie tego aminokwasu jako ochronnego czynnika przed zwigzkami o
dziataniu oksydacyjnym.

4. Ektoina dziala ochronnie na erytrocyty eksponowane na gronkowcowa a-
hemolizyne¢. Toksyny produkowane przez liczne gatunki bakterii chorobotwoérczych sa
waznymi czynnikami wirulencji utatwiajagcymi kolonizacje organizmu gospodarza.
Toksyny porotworcze naleza do swoistej grupy toksyn tworzacych transbtonowe kanaty w
btonie komoérek docelowych, co prowadzi do =zaburzen funkcjonowania bton
komodrkowych. Wiele szczepdéw chorobotworczych gronkowca ztocistego (Staphylococcus
aureus) wywolujacych choroby, takie jak zapalenie ptuc, czyraczyca oraz liszajec
wytwarza jednocze$nie kilka rodzajow toksyn porotworczych takich jak a-hemolizyna,
leukocydyny, y-hemolizyny, ktore charakteryzujg si¢ swoistoscig dziatania w stosunku do
okreslonego typu komoérek. a-hemolizyna wydzielana jest w postaci rozpuszczalnych w
wodzie monomerdw, ktore oligomeryzujac w blonie komorki docelowej prowadza do
powstania stabilnego, heptamerowego transbtonowego kanalu jonowego [Bownik,
Bezkresy Wiedzy, poz. 7]. Duza liczba kanatow jonowych zwykle prowadzi do
zmniejszenia selektywnos$ci blony komorkowej, a co za tym idzie zaburzenia metabolizmu,
a nastepnie lizy komorki docelowej. Najbardziej wrazliwymi komoérkami na dziatanie o-
hemolizyny sg erytrocyty, leukocyty, ptytki krwi oraz komorki $rodbtonka.
Przeprowadzone przeze mnie badania in vitro wykazaly, ze ektoina jest czynnikiem
efektywnie obnizajacym destrukcyjne dziatanie o-hemolizyny gronkowcowej na
erytrocyty bydlece. EKspozycja na kombinacje zawierajaca 5 pg/mL toksyny+100 pg/mL
ektoiny, przy jednoczesnym podaniu obu sktadnikéw do zawiesiny komorek, wywotata
obnizong hemoliz¢ 0 60% w poréwnaniu do erytrocytow eksponowanych na samg toksyng.
Efekt tagodzacy byt skorelowany pozytywnie ze stgzeniem ektoiny, jednakze przy
najwyzszym zastosowanym stgzeniu aminokwasu (150 pg/mL) hamowanie hemolizy byto
mniej efektywne. Z drugiej jednak strony, ekspozycja na kombinacje, ktora zawierata
wczesniej preinkubowang toksyne z ektoing wywotata silniejszy efekt tagodzacy, a
szczegoblnie skuteczne dziatanie ochronne (zahamowanie hemolizy o 80%) zaobserwowano
w kombinacji 5 pg/mL toksyny+150 pg/mL ektoiny. Uzyskane wyniki wskazuja wiec na
niezwykle ciekawa interakcje aminokwasu z monomerami toksyny, prowadzaca do
zahamowania hemolitycznego dziatania toksyny poprzez jej stabilizacje uniemozliwiajaca
zmian¢ jej struktury przestrzennej niezbednej do oligomeryzacji 1 tworzenia
transbtonowych kanalow w erytrocytach. Przeprowadzone badania wykazaty réwniez, ze
ektoina zmniejsza stres oksydacyjny wywolany dziataniem gronkowcowej a-hemolizyny.
Stosunek GSH/GSSG byl 0 50% wyzszy w erytrocytach traktowanych kombinacja toksyny
z ektoing niz komorek eksponowanych wylacznie na sama toksyng. Efekt tagodzacy
(obnizenie stresu oksydacyjnego o 60%) byt najbardziej wyrazny po preinkubacji 5 pg/mL
toksyny+150 pg/mL ektoiny, co takze sugeruje, iz wprowadzony aminokwas moze
stabilizowa¢ toksyne uniemozliwiajagc zmiang jej struktury przestrzennej, chociaz nie
nalezy wyklucza¢ dziatania stabilizujgcego aminokwasu na blon¢ komorek docelowych
[Bownik & Stepniewska, Toxicon, poz. 4]. Hamowanie aktywnosci niektorych biatek
przez ektoin¢ zostato potwierdzone rowniez w badaniach przeprowadzonych przez innych
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autorow. Stwierdzono m.in., ze osmoprotektant ten hamuje agregacj¢ 1 znosi toksyczne
efekty wywotane przez amyloidy odpowiedzialne za chorob¢ Alzheimera (Kanapathipillai
i wsp. 2005). Uzyskane rezultaty moich badan wskazuja, iz ektoina jest czynnikiem
hamujacym lize erytrocytow, dlatego tez aminokwas ten moze by¢ traktowany jako
obiecujacy czynnik tagodzacy nastepstwa infekcji wywolywanych przez gronkowca
zlocistego.

5. Inne efekty ochronne ektoiny. Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty
rowniez, iz ektoina w stezeniu 25 mg/L zwigksza przezywalno$¢ rozwielitek poddanych
krotkotrwatej, 2-minutowej ekspozycji na temp. -15°C. Stwierdzitem réwniez, ze przy
stopniowym obnizaniu temperatury do 0°C aktywno$¢ serca zwierzat dodatkowo
traktowanych tym aminokwasem w stezeniu 4 mg/L spadata o 15% wolniej. Ponadto, w
testach na wysychanie rozwielitki umieszczone w roztworze zawierajacym 25 mg/L
ektoiny cechowaly si¢ dtuzsza przezywalnoscig o 40% w poréwnaniu do nie traktowanych
zwierzat [Bownik, Bezkresy Wiedzy, poz. 7].

Do moich osiggnig¢ naukowych nalezy roéwniez nowatorskie zastosowanie
programéw komputerowych Tracker® 4.87 do oceny ruchliwosci i aktywnosci serca oraz
Image Tool® do okreslenia powierzchni serca w fazie systolicznej oraz diastolicznej
rozwielitek. Tracker® jest ogdlnie dostepnym programem do analizy zapisu video oraz
modelowania (http://www.cabrillo.edu/~dbrown/tracker/). Szczegdlne cechy programu
pozwalajag na wykorzystanie go w naukach biologicznych do jednoczesnego $ledzenia
kilku parametréw ruchu zwierzat eksperymentalnych: szybkosSci, toru oraz przebytego
dystansu majgcych istotne znaczenie przy okreslaniu dziatania zwigzkow bioaktywnych na
uktad nerwowy i migéniowy. Analiza cyfrowa metoda ,klatka po klatce” filmu video
nagranego z predkoscia 30 klatek/s umozliwia dokladne okreslenie szybkosci skurczoéw
serca rozwielitek. Program Tracker® moze wigc by¢ znakomitym narzedziem badawczym
dla behawiorystow oraz specjalistow z fizjologii porownawczej. Cyfrowa analiz¢ obrazu
przeprowadzong za pomocg tego programu w badaniach nad ektoing wprowadzitem po raz
pierwszy w moich badaniach do okreslenia ruchliwo$ci oraz aktywnosci serca rozwielitek
eksponowanych na olejek gozdzikowy pochodzacy z rosliny Eugenia caryophyllus, ktory
jest miejscowym anestetykiem powszechnie stosowanym w stomatologii oraz $rodkiem
znieczulajacym  wykorzystywanym do znieczulania ogélnego w gospodarstwach
rybackich. Wyniki tych badan wykazaly toksycznos¢ olejku gozdzikowego na rozwielitki
objawiajaca si¢ obnizeniem szybkos$ci ptywania, wystgpowaniem arytmii oraz obniZzeniem
szybkosci skurczoéw serca, stad niekontrolowane stosowanie go w zbiornikach wodnych
moze przyczyni¢ si¢ do wymierania istotnego dla ekosystemu wodnego zooplanktonu oraz
innych, rownie waznych ekologicznie organizméw [Bownik, Turk. J. Fish. Aquat. Sc.,
poz. 5]. Analiz¢ parametrow behawioralnych i fizjologicznych z wykorzystaniem wyzej
przedstawionych programéw zastosowalem rowniez we wszystkich badaniach
opublikowanych w cyklu habilitacyjnym.

Omowione powyzej rezultaty zawarte w Cyklu publikacji stanowigcych osiggnigcie
naukowe sg nie tylko znacznym rozszerzeniem dotychczasowej wiedzy na temat dziatania
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ektoiny ale rowniez dotyczg zupetnie nowych aspektow rozpoznania jej wiasciwosci przy
ekspozycji catych organizmdéw na rézne czynniki stresowe. Stwierdzilem bowiem, ze
ektoina wykazuje dzialanie ochronne u zwierzat w warunkach stresu wywotanego przez
czynniki fizyczne (wysoka temperatura), toksyczne zwigzki chemiczne (nadtlenek wodoru,
formaldehyd) oraz skutecznie chroni komorki przed dziataniem toksyn bakteryjnych.
Uzyskane wyniki posiadajg walory aplikacyjne 1 stanowia podstawe do dalszych badan nad
zastosowaniem tego aminokwasu u zwierzat wyzszych oraz czlowieka. Modulujace
dziatanie ektoiny na czgstotliwos¢ skurczoOw serca moze sugerowal potencjalne
wykorzystanie ektoiny jako czynnika regulacyjnego zaburzenia rytmu serca. Aminokwas
ten moze by¢ rowniez zastosowany jako czynnik ochronny w hodowlach komérkowych
przed niekorzystnymi zmianami wywotanymi wysokg temperaturg. Wyniki moich badan
sugeruja roéwniez potencjalne zastosowanie ektoiny w medycynie ludzkiej i
weterynaryjnej, rybactwie oraz innych dziedzinach zycia jako srodka tagodzacego efekty
uboczne wywolywane przez $rodki dezynfekujace. Hamowanie efektow toksycznych
wywotywanych przez zwigzki chemiczne wskazuje rowniez na zastosowanie ektoiny jako
doraznego $rodka neutralizujgcego toksyczne zwigzki w procesie oczyszczania $ciekow.
Warto rowniez podkresli¢, ze wlasciwosci ektoiny moga by¢ wykorzystane do tagodzenia
toksycznych nastepstw infekcji gronkowcowych, co wydaje si¢ szczegdlnie istotne przy
leczeniu chorob wywotanych przez szczepy antybiotykooporne.
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V. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Problematyke oddziatywania toksyn na wuktad odpornosciowy kregowcow
kontynuowatem rowniez po objeciu kierownictwa Katedry przez prof. dr hab. Tadeusza
Skowronskiego w 2005 roku, ktory byt pomystodawca badan nad wplywem toksyn
sinicowych na uklad odporno$ciowy ryb oraz wprowadzil koncepcj¢ wykorzystania
biotestow m.in. z zastosowaniem bezkregowcoéw wodnych stodkowodnych Daphnia
magna. W tym czasie Katedra rozwingta rowniez wspotprace z Centrum Badan
Ekologicznych PAN w Lublinie, w ramach ktorej wykonywane byly badania wptywu
ekstraktow zakwitow, zawierajagcych toksyny sinicowe, pochodzacych z Zalewu
Zemborzyckiego oraz innych zbiornikow wodnych koto Lublina. W ramach nowej
tematyki rozszerzytem dotychczasowa metodyke badawcza wprowadzajac i wykorzystujac
nowe testy umozliwiajgce doktadniejsze poznanie efektow oraz wyjasnienie mechanizméw
toksycznego dziatania cyjanotoksyn. Uczestniczylem w 2 projektach badawczych
finansowanych przez MNiSW , ,Oddzialywanie cyjanotoksyn (mikrocystyny-LR i
anatoksyny-a) na uktad odpornosciowy karpia (Cyprinus carpio L)” (N308 027 32/2393) i
»Cytotoksyczne oddziatywanie wybranych cyjanotoksyn (mikrocystyny-LR oraz
anatoksyny-a) na komoérki odpornosciowe karpia (Cyprinus carpio L)” (NN303 606 138)
oraz jako gldéwny wykonawca oraz projekcie zleconym przez Urzad Miasta Lublina
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dotyczacym oceny poziomu cyjanotoksyn, mikrocystyn oraz anatoksyny-a w Zalewie
Zemborzyckim. Wyniki uzyskanych badan wykazaty, iz cyjanotoksyny moga uposledzaé
odpornos¢ ryb hodowlanych, a tym samym zwigksza¢ podatnos¢ tych zwierzat na choroby
infekcyjne. Stwierdzone zmiany dotyczyly obnizenia zywotno$ci limfocytow oraz
fagocytow, zahamowania zdolnosci proliferacyjnej limfocytow T 1 B oraz supresji
aktywnosci fagocytow. Efektem prowadzonych przeze mnie badan s3 wyniki
zaprezentowane na konferencjach mi¢dzynarodowych oraz w pracach opublikowanych w
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Wybrane publikacje omowionych wynikow
podano ponizej:

1. Bownik A. 2010. Harmful algae: effects of alkaloid cyanotoxins on animal and
human health. Toxin Rev. 29, 99-114.

2. Bownik A. Rymuszka A. Sierostawska A., Skowronski T. 2012. Anatoxin-a
induces apoptosis of leukocytes and decreases the proliferative ability of
lymphocytes of common carp (Cyprinus carpio L.) in vitro. Pol. J. Vet Sci. 15,
531-535.

W roku 2010 zostalem zaproszony do wspéipracy naukowej z Uniwersytetem
Kalifornijskim w Berkeley, USA, ktéry na wniosek Environmental Protection Agency w
Kalifornii nominowal, a nast¢pnie wyselekcjonowat mnie do wykonania wnikliwej analizy
I napisania recenzji raportu pt ,,Toxicological Summary And Suggested Action Levels
To Reduce Potential Adverse Health Effects Of Six Cyanotoxins”, bedacego podstawa
ustalenia norm dopuszczalnych stezen szesciu cyjanotoksyn w zbiornikach wodnych w
Kalifornii w USA. Kontynuujac moja dziatalno$¢ naukowo-badawcza dotyczaca wptywu
cyjanotoksyn na uktad odpornosciowy ryb, dodatkowo rozszerzatem warsztat metodyczny
pozwalajacy na badanie wptywu tych metabolitow na uktad odpornosciowy oraz parametry
behawioralne fizjologiczne oraz biochemiczne bezkrggowcow wodnych.

Plany na przyszlo$¢

Planowane przeze mnie badania w dalszym ciggu beda dotyczy¢ okreslenia
dziatania ochronnego ektoiny na organizmy poddane ekspozycji na inne niz dotychczas
badane stresory srodowiskowe, takie jak promieniowanie jonizujace, UV, nanoczastki oraz
pestycydy. Waznym aspektem przysztych badan bedzie okreslenie mechanizmow
ochronnego oddzialywania, stopnia wchtaniania, rozmieszczenia w organizmie, tempa
metabolizmu oraz wydalania aminokwasu. Wyniki bedg w dalszym ciggu posiadac¢
warto$¢ aplikacyjng, a jednym z celéw badawczych bedzie wyznaczenie skutecznych
koncentracji ektoiny, zapewniajacych maksymalng ochrone przed danym czynnikiem
stresowym przy wyeliminowaniu ewentualnej toksycznosci. Dla potwierdzenia
skuteczno$ci jego ochronnego dzialania konieczne réwniez wydaje si¢ przeprowadzenie
badan poréwnawczych z wykorzystaniem réznych gatunkéw zwierzat, w tym ssakow
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Istotne jest rowniez okre$lenie wptywu ektoiny na uktad odpornosciowy zwierzat.
Dotychczasowa wiedza na ten temat jest ograniczona, gdyz nie zostaly poznane w petni
efekty oddziatywania ektoiny na funkcje tego systemu zaro6wno u bezkregowcoOw jak i
kregowcow. W przypadku stwierdzenia immunostymulujgcego dziatania ektoiny realna
stata by si¢ mozliwo$¢ zastosowania tego aminokwasu jako czynnika wzmacniajgcego
odpornos¢. Planowane badania porownawcze dotyczy¢ wiec beda oceny dziatania ektoiny
na parametry odpornosci komorkowej i humoralnej bezkregowcoOw ladowych, wodnych,
ryb, zwierzat statocieplnych oraz cztowieka w warunkach in vitro jak i in vivo.

Kolejnym waznym aspektem badawczym bedzie weryfikacja przydatnosci ektoiny
jako czynnika stabilizujagcego probki krwi podczas dlugiego przechowywania.
Przeprowadzone przeze mnie badania wstgpne na krwi ludzkiej wykazaty zmniejszenie o
60% hemolizy krwinek w probkach zawierajacych ektoing po 120 godzinach
przechowywania pelnej krwi w temperaturze pokojowej, co wskazuje na mozliwe
wykorzystanie ektoiny jako czynnika antyhemolitycznego probek krwi. Interesujaca jest
rowniez koncepcja badan poréwnawczych dotyczacych ochronnego dzialania innych
osmoprotektantow, takich jak hydroksyektoina, betaina, prolina, alanina i tauryna oraz
okreslenie ich efektywnosci w tacznym stosowaniu rowniez z ektoing w roéznych
proporcjach. Zasadne wydaje si¢ takze okreslenie poziomu aminokwasu w $rodowisku
wodnym i zbadanie jego wplywu na inne zwierz¢ta wodne, znoszenie przez organizmy
zmian S$rodowiskowych wywotanych licznymi czynnikami jak: zasolenie podloza,
fluktuacje temperatury oraz obecnos$¢ roznych ksenobiotykow.

Najwazniejsze wnioski dotyczace wynikéw zawartych w cyklu publikaciji:

e [Ektoina jest zwiazkiem dobrze tolerowanym przez bezkregowce wodne w zakresie
stezen 2.5-25 mg/L, natomiast w koncentracji 50 mg/L wykazuje dzialanie letalne;

e Stwierdzilem dzialanie modulujace ektoiny na parametry behawioralne, fizjologiczne
oraz biochemiczne u bezkregowcow wodnych. Aminokwas zmniejsza szybkos¢
plywania rozwielitek w sposob zalezny od stezenia, natomiast w stezeniach 2.5-4 mg/L
wywoluje podwyzszenie skurczow serca oraz aktywnos$ci odnoézy tulowiowych. Z
drugiej jednak strony, ektoina w koncentracji 25 mg/L powoduje obnizenie tych
parametréw;

e [Ektoina dziala ochronnie na bezkregowce wodne poddane stresowi cieplnemu.
Zaobserwowalem zmniejszenie immobilizacji, fagodzenie zmian behawioralnych
i parametrow fizjologicznych, jednak efekt ochronny nie jest zalezny od koncentracji
aminokwasu. Ektoina w stezeniu 25 mg/L zmniejsza stymulacje aktywnosci katalazy,
jednak powoduje wzmozong produkcje NOXx;

e Ektoina dziala ochronnie na bezkregowe wodne eksponowane na nieorganiczne oraz
organiczne stresory chemiczne, takie jak nadtlenek wodoru i formaldehyd.
Zaobserwowalem zmniejszenie S$miertelnosci, lagodzenie zmian behawioralnych,
fizjologicznych oraz biochemicznych wu zwierzat dodatkowo traktowanych
aminokwasem. Najskuteczniejsze dzialanie ochronne zaobserwowalem w stezeniu 25
mg/L;

¢ Ektoina dziala ochronnie na erytrocyty ssakow eksponowane na gronkowcowa o-
hemolizyne. Stwierdzilem obnizenie hemolizy i stresu oksydacyjnego w stezeniu 100
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ng/mL  aminokwasu, jednak skuteczniejszy efekt ochronny zanotowatem po
preinkubacji toksyny z aminokwasem;

Uzyskane wyniki stanowia podstawe¢ do dalszych badan nad zastosowaniem ektoiny
Jako czynnika ochronnego u zwierzat i czlowieka przed stresem cieplnym,
toksycznymi zwigzkami chemicznymi oraz toksynami bakteryjnymi.
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