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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Tytut magistra - Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej w Lublini®yydziat Biologii i Nauk o
Ziemi, kierunek biologia, specjalfbbiologia ogolna, 15.06.1990

Tytut pracy: ,,Aktywnaé¢ wybranych dehydrogenaz w hodowlach komorkowycla isyjki macicy
ludzkiej HeLa S3 poddanych dziataniu atomych temperatur”

Stopien doktora - Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublini®yydziat Biologii i Nauk o
Ziemi, dziedzina: nauki biologiczne, dyscyplinaolbgia, 23.05.2001
Tytut rozprawy: ,, Badania nad oddziatywaniem kvetyny na btony komoérkowe”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostikch naukowych

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Vilgiat Biologii i Nauk o Ziemi (w 2011 roku

przeksztatcony w Wydziat Biologii i Biotechnologii)

1.09.1990 - 31.08.1991 asystentgsda w Zakladzie Biologii Komorki Instytutu Biaia

1.09.1991 - 28.02.1995 asystent mianowany watkhé Biologii Komorki Instytutu Biologii

1.03.1995 - 31.05.2001 samodzielne stanowiskocyprébiolog) w Zaktadzie — Anatomii
Poréwnawczej i Antropologii Instytutu Biologii

1.06.2001 - 30.06.2003 specjalistayinieryjno-techniczny w Zaktadzie Anatomii Porowrezej i
Antropologii Instytutu Biologii

1.07.2003 - obecnie adiunkt w Zaktadzie AnatdParownawczej i Antropologii Instytutu Biologii



4. Przebieg pracy naukowebadawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

a) Praca magisterska

Po zdaniu egzaminu maturalnego w 1985 roku rozpaee studia na kierunku biologia na
Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu MariCurie-Sktodowskiej w Lublinie (obecnie
Wydziat Biologii i Biotechnologii). Wybrasiprzeze mnie specjalécia byta biologia ogolna.

W trakcie studiéw, bratam udziat w wyjazdach namyoh dotycacych restytucji susta
peretkowanegd@permophilus sudicus w Guciowie i Tyszowcach. Pragnagistersk wykonatam w
Zaktadzie Biologii Komorki pod kierunkiem prof. dhab. Michata Gorskiego. Tematyka
przeprowadzonych przeze mnie badmtyczyta aktywnéci wybranych dehydrogenaz w hodowlach
ludzkich komérek raka szyjki macicy cziowieka elth S3) inkubowanych w temperaturze AC7
oraz +4°C. Badano ponadto oddziatywanie otwmej temperatury na wzrost i podziat komorek.
Biatko oznaczano metad Bradforda z&  aktywnd¢ enzymow specyficznymi metodami
biochemicznymi. Badano ngpujace dehydrogenazy: dehydrogepiazleczanow (LDH) - enzym
szlaku glikolitycznego, dehydrogerajabiczanovy (MDH) i izocytrynianow (ICDH) - enzymy
cyklu Krebsa, dehydrogenaz glutaminianow (GLDH) i sorbitolows (SDH) - enzymy
weglowodanowej i azotowe] przemiany materii. Badadwniez zuzycie glukozy przez komorki
metod; toluidynowg. Aktywnos¢ enzymatyczg oraz s¢zenie glukozy przeliczano na mikrogram
bialka komérkowego. W badanych hodowlach komoogkaczano te indeks mitotyczny po
wybarwieniu ich hematoksylini eozyry oraz, po wybarwieniu komérek metpd Alvareza, fazy
cyklu komorkowego.

Stwierdzono,ze obnkenie temperatur inkubacji komérek powodowato zmiaktywndaci
poszczegdllnych enzymdéw. Zaobserwowano zmniejsztievnaci LDH i MDH oraz zwikszenie
aktywnaci GLDH, SDH i ICDH. Zanotowano réwnte zmniejszenie ziyycia glukozy przez komorki
oraz obntenie ilaci biatka w komorkowego. Wykazano fak ze hipotermia zmiejsza aktyw#o
enzymoOw co prowadzi do obmginia poziomu biatka oraz metabolizmu biatekeglewodanéw. W
przeprowadzonych badaniach stwierdzonozéak okoto 3-krotne zmniejszenie waikto indeksu
mitotycznego. Wykazano rowrievyrazne zmniejszenie ikzi komorek w metafazie oraz anafazie.
Analiza faz cyklu komérkowego pozwolita stwierélzie obnienie temperatury blokuje przeje
komorek z fazy S do G2 cyklu komérkowego, przy mzgajwikszy procent komorek stanowity
komérki w fazie G2.

Dnia 15 czerwca 1990 roku obronitam prace magikiersvynikiem bardzo dobrym, a studia

ukonczytam z wyranieniem.

b) Praca doktorska

Po uzyskaniu tytutu magistra rozpetzam prag w Zaktadzie Biologii Komorki Instytutu

Biologii (obecnie Instytut Biologii i Biochemii) Wiziatu Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat



Biologii i Biotechnologii) UMCS w zespole prof. dnab. Michata Gérskiego, pogtkowo na
stanowisku asystenta syaty (1.09.1990 r.), a nggnie od 1.09.1991 r. na stanowisku asystenta.
W tym okresie bratam udziat w badaniach dogggzh wpltywu zwizkdw pochodzenia &innego na
komorki. Do badanych substancji nedéy kwercetyna oraz 8-metoksypsoralen. Celem tyatia
bylo okrelenie wplywu badanych zwikédw na funkcjonowanie komorek wybranych linii
prawidtowych i nowotworowych oraz na strukiurwiasciwosci bton erytrocytow cztowieka, bton
komorek rdlinnych oraz na sztuczne btony (liposomy). Uczegylam réwnig w pracach
dotyczcych indukcji apoptozy i nekrozy oraz eksprespték szoku termicznego przez zwki
pochodzenia naturalnego w komoérkach nowotworowych.
Rezultaty bada w ktérych uczestniczytam opublikowano w czasoish o zasgu krajowym
I migdzynarodowym:
e« Gawron, A., Pawlikowska, B., 1993: Dark effect of 8-methoxypsoralen on human
erythrocytesJournal of Pharmacy and Pharmacology45, 1087-1089.
IF 1993/ PKt 1093/ IF 2013/ pKt 2013= 0,950 / - pkt / 2,03 / 25 pkt
Rzymowska, J., Gawron, ARawlikowska-Pawlega, B., Jakubowicz-Gil, J., Wojcierowski,
J., 1999: The effect of quercetin on induction qfoptosis Folia Histochemica et
Cytobiologica. 37 (2) 125-126.
IF 1900/ pKt 1999/ IF2013/ pkt 2013= 0,388 /7 pkt/ 1,101/ 15 pkt
» Pawlikowska-Pawlega, B., Tr¢hbacz, K., Krdl, E., Gawron, A., 2000: Effects ofegcetin and
verapamil on membrane potential in the liverwortConocephalum conicum. Acta
Physiologiae Plantarum 22 (1) 61-68.autor korespondencyjny
IF 2000/ PKt 2000/ IF 2013/ pKt 2013= 0, 296 / - pkt / 1,31 /15 pkt
« Pawlikowska-Pawlega, B.,Jakubowicz-Gil, J., Rzymowska, J., Gawron, A.,20lhe effect
of quercetin on the induction of apoptosis and @&srin human colon adenocarcinoma cell
line LS180.Folia Histochemica et Cytobiologica 39 (2) 217-218utor korespondencyjny
IF 2001/ pkt 2001/ IF2019pkt 2013= 0,594 / 7 pkt /1,101/ 15 pkt
Wyniki przeprowadzonych badan byly rowhnidematem 6 doniegikonferencyjnych w tym

dwdéch medzynarodowych.

Prag doktorslky wykonywatam pod kierunkiem naukowym prof. dr h&@mtoniego Gawrona.
Przeprowadzone badania obejmowaly obserwacije nogiifddlomoérek fibroblastéw mysich i ludzkich,
erytrocytéw ludzkich oraz cieni erytrocytow ludzkiprzy pomocy technik mikroskopii elektronowej
transmisyjnej i skaningowej oraz mikroskopiswietlnej i fluorescencyjnej. Oceniano rowaie
rozpuszczaln&® kwercetyny wérodowiskach o rénej polarnéci oraz badano dziatanie kwercetyny
na skladniki, struktyr i wiasciwosci bton liposoméw i bton naturalnych. Otrzymywane

jednowarstwowe liposomy z lecytyripitka jaja kurzego (EYPC) oraz wielowarstwowe lipoy z



dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC) badano z wykgstaniem techniki elektronowego rezonansu
paramagnetycznego, kalorymetriznicowej oraz absorpcji ultradiekdw.

W pierwszym etapie dwiadczér rejestrowano widma absorpcfiwiatta nasyconych
roztworow kwercetyny w rozpuszczalnikach arréj polarndgci, w tym take w jednowarstwowych
liposomach z EYPC, i ustalorie kwercetyna posiada zkipowinowactwo dérodowiska o niskiej
polarngci, w tym take do fosfolipidow. Naspnie mierac pochtaniane ciepta przez
wielowarstwowe liposomy DPPC ustalon@ kwercetyna powoduje olneinie temperatury i
kooperatywnéci  przefcia fazowego lipidow. Najwksze zmiany zanotowano w liposomach
zawierajcych kwercetyn w skzeniu 10 mol%. W badaniach lipidéw megodabsorpcii
ultradzwigkdw oceniano ttumienie nadmiarowe przypadej na diugé fali i wykazano wzrost
absorpcji energii fali akustycznej nierimej do zmiany stanu skupienia fosfolipidéw w olmcn
kwercetyny.

Kolejne badania dotyczyly zmian ptyrimd bton pod wpltywem badanego flawonoidu. Do
oceny wptywu badanego zswku na strukturalne i dynamiczne wdavosci bton wykorzystano
technile elektronowego rezonansu paramagnetycznego zn&eznik liposomach EYPC i DPPC
oraz biatkowo-lipidowych btonach erytrocytow. W laamiach zastosowano sondy (znaczniki)
penetrujce blorr na r&nej jej gkbokasci. 16-SASL (kwas 16-doksylostearynowy) uitiwiat
badanie btony w hydrofobowej warstwie fosfolipid®vSASL (kwas 5-doksylostearynowy) testowat
uporzdkowanie tacuchow alkilowych w regionie hydrofobowym przylegtydo gtéw polarnych.
Znacznik Tempo penetrowat blgnwv rejonie gtéw polarnych. W pomiarach EPR blontreergytow
ludzkich stosowano znaczniki: 16-SASL, Tempo (2@tétrametylo-piperidino-1-oksyl) oraz
znacznik biatkowy 4-maleimido Tempo do badania amkonformacyjnych biatek btonowych. W
przeprowadzonych badaniach stwierdzono niewielkiywpkwercetyny na wartei 2T"; w rejonie
hydrofobowym w potowie gbokdsci btony jak i w regionie przylegtym do gtow. Najksze zmiany
w ptynnaici bton wykazano w rejonie gtéw polarnych. Wykazamrost penetracji znacznika Tempo
do fazy lipidowej w temperaturze pasj przefcia fazowego. W temperaturach xggych od
temperatury przégia fazowego, w warunkach gliszej ruchliwdci lipidow, kwercetyna utrudniata
penetragj znacznika pomgidzy lipidy z powodu zwikszonej inkorporacji do btony i jej przestrzennej
lokalizacji. Z tego powodu warté wspotczynnika podziatu pogdzy faz lipidows a wodmn
zmniejszyta si. W bionach erytrocytow kwercetyna lokalizowala sbwniez w rejonie gtéw
polarnych. Wykazano tak, ze kwercetyna wptywala na konformadpiatek blonowych. Zmiany w
lipidach i biatkach btony powodowaly zaburzenigradtruktury bton erytrocytéw oraz zmniejszenie
ilosci biatek btonowych o masie ok. 30 kD.

W celu oceny skutkow ,,obecstd’ kwercetyny w btonie przeprowadzono testy odpmci
krwinek czerwonych na dziatanie czynnikbw hemolizych. Jak wykazaly badania kwercetyna
zwiekszata odporng krwinek czerwonych na dziatanie roztworu hipotaniego oraz pegowata

hemoliz indukowar cieptem.



Wykazano t¢ hamowanie proliferacji komorek fibroblastéw mysidNCTC)in vitro oraz zaburzenia
przebiegu mitozy w hodowlach badanych komdérek ppywem badanego flawonoidu.
Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskidy tbematem 4 artykutéw

opublikowanych w czasopismach o zgsi medzynarodowym:

. Pawlikowska-Pawlega, B., Gawron, A., 1995: Effect of quercetin on thewgtto of mouse

fibroblast cells in vitro. Polish  Journal of Pharmacology 47, 531-535.,autor

korespondencyjny
IF 1005/ pKt 1995/ IF 2013/ pKt 2013= -/ - pkt /- / 15 pkt

. Wojtowicz, K., Pawlikowska-Pawlega, B., Gawron, A., Gruszecki, W.l., 1996: Modifying
effect of quercetin on the lipid membrarlia Histochemica et Cytobiologica 34, (1)
49-50.
IF 1906/ PKt 1096/ IF2013/ pKt 2013= -/ - pkt/ 1,101 /15 pkt

. Pawlikowska-Pawlega, B., Gruszecki, W.I., Misiak, L.E., Gawron, A., 2003hd study of

the quercetin action on human erythrocyte membrd@ieshemical Pharmacology 66, 605-
612.(opublikowany po doktoraciequtor korespondencyjny
IF 2003/ PKt 2003/1F 2013/ Pkt 2013= 2,993 / 21 pkt / 4,576 / 40 pkt

. Pawlikowska-Pawlega, B., Gruszecki, W. I., Misiak, L.E., Paduch, R.eiak, T., Zarzyka,
B., Pawelec, J., Gawron, A., 2007: Madification mEmbranes by quercetin, a naturally
occurring flavonoid, via its incorporation in thelgr head group®iochimica et Biophysica
Acta. 1768, 2195-2204. (opublikowany po doktoracae}or korespondencyjny
IF2007/ pKt 2007/ IF 2013/ pkt 2013= 3,640 / 24 pkt / 3,389 / 35 pkt

oraz 11 doniesiekonferencyjnych. Obrona dysertacji doktorskiej [Badania nad oddziatywaniem
kwercetyny na btony komorkowe” na podstawie, kjoruzyskatam stopfe doktora nauk

biologicznych odbyta gi 23 maja 2001 roku.

taczny impact factor ww. opublikowanych prac zgodnie z rokiem opublileawa wynosi
8,861 (zgodnie z rokiem 2018F2013 14,608) Suma punktow MNiISW za ww. publikacje
zgodnie z rokiem opublikowania wyno$9 pkt (zgodnie z rokiem 201BINiSW 2013 175

pkt).



5. Przebieg pracy naukowo-badawczej po uzyskaniuagnia doktora

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora stanow
e 20 prac eksperymentalnych w tym 16 w czasopismdisty JCR
e 34 doniesié zjazdowych w tym 10 na konferencjacheddynarodowych i jedna

prezentacja ustna

tacznyimpact factor opublikowanych prac zgodnie z rokiem opublikowanwiaosi36,579(zgodnie
z rokiem 2013IF2013 40,334) Suma punktéw MNISW za ww. publikacje zgodnie z eoki
opublikowania wynos860 pkt (zgodnie z rokiem 2018INiSW 2013521 pkt).

Spasréd artykutéw naukowych opublikowanych po doktoeagiprac eksperymentalnych weszto w

sktad osigniccia naukowedo, dzlacego przedmiotem habilitacji.

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

a) tytut osiagniecia naukowego

Osiggniecie naukowe stanowi jednotematyczny cykl siedmibliacji pod wspdlnym tytutem:

Badania lokalizacji, interakcji i molekularnego nehanizmu dziatania
apigeniny, genisteiny oraz kwercetyny z blonammyhbranych modelach

badawczych

b) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydani a, nazwa wydawnictwa)

Publikacje wchodzce w sktad zgtaszanego eginiecia naukowego to 7 oryginalnych prac
eksperymentalnych:

(przy kazdej pozycji podanompact factor oraz punktagi MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania i

zgodnie z rokiem 2013)

1. PawlikowskaPawlega,B., Krol, E., Tkbacz, K., Gawron, A., 2007: The influence of apigeon
membrane and action potential in the liverw@onocephalum conicum. Acta Physiologiae
Plantarum. 29, 143-149.

IF 2007/ Pkt 2007/ IF2019 pkt 2013= 0,295/ 10 pkt /1,31 / 25 pkgutor korespondencyjny



2. Pawlikowska-Pawlega, B., Krol, E., Tebacz, K., Gawron, A., 2009: Genistein and chandes o
resting and action potentials @onocephalum conicum. Journal of Plant Physiology 166, 712-
719.

IF 2000/ Pkt 2009/1F 2019 pKt 2013= 2,5/ 20 pkt/ 2,70 / 35 pkigutor korespondencyjny

3. PawlikowskaPawlega, B., Krdl, E., Tebacz, K., Gawron, A., 2011: Quercetin and genistein
hindering effect of neomycin-action in the liverw@onocephalum conicum. Acta Physiologiae
Plantarum. 33, 1335-1344.

IF 2011/ pKt2o11/ IF2019 pKt 2013= 1,639 /25 pkt/ 1,31/ 25 pkgutor korespondencyjny

4. PawlikowskaPawlega, B., Misiak, L.E., Zarzyka, B., Paduch, R., Gawron, Gruszecki, W.1.,
2012: Localization and interaction of genistein hwitmodel membranes formed with
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPP(Biochimica et Biophysica Acta- Biomembranes 1818,
1785-1793.

IF 2012/ pkt 2012/ IF2019 pkt 2013= 3,99/ 35 pkt / 3,389 /35 pkgutor korespondencyjny

5. PawlikowskaPawlega, B., Misiak, L.E., Zarzyka, B., Paduch, R., Gawron, &ruszecki, W.1.,
2013: FTIR,'H NMR and EPR spectroscopy studies on the intenaaf flavone apigenin with
dipalmitoylphosphatidylcholine liposome&iochimica et Biophysica Acta- Biomembranes
1828, 518-527.

IF2013/ pKt 2013/ IF 2019 pKt 2013= 3,389 / 35 pkt / 3,389 / 35 pkautor korespondencyjny

6. PawlikowskaPawlega, B, Dziubinska, H., Krdl, E., Tgbacz, K., Jarosz-Wilkotazka, A., Paduch,
R.,Gawron, A., Gruszecki, W.I., 2014: Charactersstf quercetin interactions with liposomal and
vacuolar membraneBiochimica et Biophysica Acta- Biomembranes 1838, 254-265.

IF2013/ pkt 2013 = 3,389/ 35 pktautor korespondencyjny

7. PawlikowskaPawlega, B.,, Misiak L.E., Jarosz-Wilkotazka, A., Zarzyka, BPaduch, R., Gawron,
A., Gruszecki, W.1., 2014: Biophysical charactetiza of genistein-membrane interaction and its
correlation with biological effect on cells - tlsase of EYPC liposomes and human erythrocyte
membranesBiochimica et Biophysica Acta- Biomembranes 1838, 2127-2138.

IF 2013/ pkt 2013 = 3,389 / 35 pktautor korespondencyjn

taczny impact factor opublikowanych prac z cyklu habilitacyjnego zganz rokiem
opublikowania wynosil8,591(zgodnie z rokiem 2018 201318,87§. Suma punktow MNISW za
ww. publikacje zgodnie z rokiem opublikowania wynd®95 pkt (zgodnie z rokiem 2013
MNiISW 2013225 pk).



¢) oméwienie celu naukowego ww. prac i aginietych wynikow

Wprowadzenie- przedmiot badan

W ostatnich latach zwkki pochodzenia minnego - flawonoidy, ciesz sie duzym
zainteresowaniem ze wzglu na ich wiaciwosci antyoksydacyjne i antynowotworowe. Flawonoidy
S zr@znicowarny grup metabolitow wtérnych, wysgpujacych powszechnie w ¢bnach. Dane
literaturowe wskazuj ze do grupy tej naley ponad 10000 zwrkéw (Tahara, 2007). Apigenina
(4',5,7- trojwodorotlenowy flawon),  genisteina ’,B47-tr6jwodorotlenowy izoflawon) oraz
kwercetyna ( 3,3",4',5,7-pciowodorotlenowy flawon) naig do flawonoidéw. Te naturalne zyeki
wystepuja w wielu warzywach oraz owocach. Szacujg sé czlowiek spgywa dziennie ok. 1-2 g
flawonoidow. Gtéwnynzrodiem genisteiny jest soja, apigeniny - selertrpgzka oraz pomatiaze,
zas kwercetyny - jabitka, cebula, kapusta. W mniejbzyiosciach flawonoidy te wyspujag w
pomidorach, herbacie, czerwonym winie oraz grejpfth. Flawonoidy, ze wzgllu na pozytywny
wplyw na zdrowie, $ waznym skiladnikiem diety cztowieka (Havsteen, 2008)d dawna byly i g
wykorzystywane jako naturalne leki w terapii wiedchorzé. Wyniki bada wskazuj rowniez, ze
mog by¢ one stosowane jako naturalne leki w terapii rého nowotworowych (Majewska,
Czeczot, 2009). Z licznych bafla wynika, ze flawonoidy wykazuj zdolngé wymiatania wolnych
rodnikbw w wielu systemachn vitro w tym rowniez w wyizolowanych lipidach btonowych
(Havsteen, 2002). Zatrzymyjcykl komorkowy, hamuaj uwolnienie cytochromu ¢ do cytozolu oraz
indukuja programowasa smier¢ komorek - apoptaz(Pawlikowska-Pawlga, 2001, Gupta i in., 2002,
Shukla i Gupta, 2004). Wykazano, z tee hamuj one aktywné¢ enzymOw wanych w promocji
nowotworow czy istotnych w regulacji wzrostu komémowotworowych takich jak dekarboksylaza
ornitynowa czy tyrozynaza. Zwyaki te wykazug wiasciwosci estrogenne wizac Sk z receptorami
estrogenowymi, przez co odgrywayazna rolg w terapii zaburz@ zwigzanych z okresem menopauzy,
w profilaktyce osteoporozy, a tak w schorzeniach uktadugiéenia i uktadu nerwowego (Havsteen,
2002, Hendrich, 2006, Teisseyre i Michalak, 20083kazuje si rowniez na skuteczrig apigeniny,
genisteiny oraz kwercetyny jako modulatorow aktyvenoenzyméw btonowych. Apigenina i
kwercetyna wplywaj na transport jonéw wapniowych i chlorkowych poprzmidziatywanie na
kanaly btonowe. Obnajg potencjat transbtonowy w mitochondriach komorek-60 (Wang, 1999,
Pawlikowska-Pavdga, 2000, Havsteen, 2002).

Dla biologicznych wtéciwosci flawonoidow istotna jest ich zdoléto do wchodzenia w
interakcje z dwuwarstyv lipidowg (Daoud, 1992, Hendrich, 2006, Michalak i Henndri@902,
Pawlikowska-Pavdga, 2003, 2007) jak réwnie biatkami blonowymi (Pawlikowska-Pasga, 2003,
tania-Pietrzak, 2005). Te naturalne gmki mog dzial& na poziomie rgnych bton biologicznych
jak rowniez wewntrz przedzialdw komorkowych, ktéreg otoczone przez blony. Tak & by

osiagm¢ cel swojego dziatania w komorkach  muspokon& barier blonows. Z bada



eksperymentalnych wynikaze naturalne leki zmienigje wiaciwosci blon generyj wielorakie
efekty, prowadzgce finalnie, m¢gdzy innymi, do aktywnéci antynowotworowych tych zwkkow
(Hendrich, 2006).
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Cel badaa

Wyniki bada przeprowadzonych w ramach mojej pracy doktorskiggkazaly wyranie na
aktywne dziatanie kwercetyny - jednego z flawoneidd na skladniki btony komadrkowe;.
Jednoczénie liczne badania laboratoryjne i kliniczne wskkazna due maliwosci zastosowania
flawonoidoéw w terapii wielu choréb, w tym chorélwotworowych. Zdolng& oddziatywania
flawonoidoéw z btonami komoérkowymi jest ga istotna z biologicznego i medycznego punktu
widzenia i jest w agci zwigzana z zastosowaniem tych naturalnychaziwdw jako antyoksydantow
i lekow przeciwnowotworowych. Réwnoczee z literatury wynikaze flawonoidy mog w rézny
sposob oddziatywéa na cytomembran Przyczyna tej odmiendo wynika z ré&nic w liczbie i
rozmieszczeniu grup hydroksylowych, stopnia polacjizak rownie obecnéci dodatkowych grup w
pierscieniu C.

Powszechne wygpbowanie flawonoidéw w diecie, ich potencjalne $elavosci farmakologiczne
oraz uznanie ich jako stosunkowo bezpieczne dlawigka (niska toksyczrié i korzystne
oddziatywanie na zdrowie) spowodowabe trzy wybrane flawonoidy staly ¢siobiektem mojego
zainteresowania. Dlatego w swoich badaniach zastmam: apigenie - reprezentujcag flawony,
kwercetyr - przedstawiciela flawonoli oraz genistgin nalezaca do izoflawonéw. W badaniach
szczegolnie, staralam esiwyjasni¢c molekularny mechanizm interakcji pogdezy badanymi
flawonoidami a dwuwarsta lipidowa btony, jak rownie zwroécitam uwag na skutki obecrigi

badanych zwizkéw w btonach, na komérki i btony.

Badania obejmowaly 5 glébwnych zagadnie

1. Oddziatywanie flawonoidéw (apigeniny, genisyein kwercetyny) oraz blokeréw kanatéw
wapniowych  (werapamilu i neomycyny) na elektrnyezwigciwosci btony komorkowej

watrobowca - Conocephalum conicum.

2. Wplyw w/w flawonoidéw na dynamiczne i struktural wigciwosci bton liposomow

sporadzonych z lecytyny jaja kurzego (EYPC) lub z dip#ylofosfatydylocholiny (DPPC) oraz
btore erytrocytow cztowieka.

3. Badania molekularnego mechanizmu interakcgday badanymi flawonoidami a btonami
liposoméw DPPC.

4. Organizacja systemu bton weptmznych w wybranych komorkach prawidtowych i
nowotworowych.

5. Enzymy antyoksydacyjne, poziom rodnikow tlenolmymorfologia i ultrastruktura komérek Hel a.
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Oméwienie wynikow przeprowadzonych bada

Flawonoidy - zwazki pochodzenia &innego, 8 wazne réwnie dla ralin. Chrong
bowiem rgliny przed stresem wywotanym czynnikami abiotycznyrbiotycznymi.  Wychwytuj
reaktywne formy tlenu, ktére powsiay wyniku aktywndci metabolicznej organizméw §iinnych, a
takze pod wptywem dziatania czynnikdw stresowych. Pomdihwonoidy biog udziat w reakcjach
obronnych rélin przeciwko mikroorganizmom patogennym: bakterjomirusom i grzybom.
Flawonoidy znanesgsnie tylko jako atraktanty, ale tad, jako substancje odstrasgag owady czyli
repelenty. W organizmach slmnych petna funkcje substancji przekaikowych, regulyy poziom
kwasu indolilo-3-octowego (IAA) w komorcea 8zasteczkami sygnatowymi w procesach symbiozy i
mikoryzy. Wydzielane przez §bn¢, mogy dziat&, jako inhibitory kietkowania irozwoju &tin.
Ponadto s$ Kkatalizatorami transportu elektron6w podczas dgbbezy, uczestnigzw regulaciji
kanatow jonowych, a tale peilny funkcje inhibitoréw enzymatycznych[Acta Physiologiae
Plantarum, 2007; Journal of Plant Physiology, 2009Acta Physiologiae Plantarum, 2011].

W literaturze, jak datd, nie bylo doniesie na temat oddziatywania flawonoidow -
apigeniny i genisteiny, na potencjat transmembragnomz amplitudy potencjatow czyrsgiowych u
roslin, zwtaszcza (Conocephalum conicum. Dlatego przeprowadzone w tym kierunku badaniahymi
charakter pionierski. W pierwszym etapie ptain serg bada [Acta Physiologiae Plantarum,
2007; Journal of Plant Physiology, 2009; Acta Physiogiae Plantarum, 2011] na dobrze
opracowanym w elektrofizjologii modelu - gwobowcu Conocephalum conicum. Jest on star
filogenetycznie réling porastajca wilgotne siedliska o podiach zasadowych. Réwnoénée jest
bardzo pobudliwrosling (niski prég pobudliwéci) iz tego wzgidu jest bardzo dogodnym obiektem
bada elektrofizjologicznych. Jego wielokomérkowa placposiada ¢gsto upakowane komorki
potaczone przez plazmodesmy. Nie mazniGowanych tkanek i nie posiadaazek przewodzcych.

U Conocephalum potencjaty czynniciowe (AP) powstaj w odpowiedzi na rine bodce w tym
mechaniczne, elektrycznéwietine czy chemiczne. Potencjaly czygciowe § zgodne z prawem
wszystko-albo-nic. W mechanizmie jonowym potencjatzynndciowego na pocgku (po
podranieniu komérki) naspuje naptyw jondw wapnia do cytoplazmy. \d@¢ jonéw wapnia do
cytozolu powoduje otwieranie ¢sizaleznych od napicia i wapnia kanatéw chlorkowych w btonie
komérkowej. Do depolaryzacji prowadzi ¢gi wyptyw jonow chloru. Repolaryzacja ngstje w
wyniku wyptywu z komérki jondw potasu.

Dane literaturowe wskazywalyze apigenina (4',5,7-tréjwodorotlenowy flawon) jest
zwigzkiem, ktérego jednym z celdéw biologicznych w kao® ralinnej s btony. Rownoczénie
moje poprzednie badania dotyce kwercetyny wykazaly aktywne dziatanie kwercetyny btonach
Conocephalum. Dlatego w pierwszym dwiadczeniu okrédajacym wpltyw flawonoidéw na potencijat

transmembranowy oraz amplitudy potencjatéw czyoimavych u wgtrobowca  Conocephalum
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conicum, metod wewrgtrzkomorkows, zastosowatam apigenin flawonoid strukturalnie podobny
do kwercetyny ale réwnocgaie posiadajcy mniej grup hydroksylowych [Acta Physiologiae
Plantarum, 2007].W pracy badatam oddzialywanie samej apigeniny agageniny w paiczeniu z
werapamilem - inhibitorem kanatow wapniowych plalenamy. Raliny byly pobudzane zaréwno
bodzcamiswietinymi jak i elektrycznymi. W déwiadczeniach kontrolnyckrednie wartéci amplitud
potencjatu czynnwiowego (AP) wynosity 95 £ 8 mV, 93 + 23 mV, 77 2 3nV, 66 + 4mV,
odpowiednio podczas drugiej, trzeciej, czwartepiatej godziny eksperymentow. U stm
traktowanych apigenin obserwowano znaczny, w poréwnaniu do kontroli, o8zrpotencjatow
czynnaciowych. Pierwsze efekty obserwowano dwie godziwy dodaniu apigeniny. Przetna
wartas¢ amplitudy potencjatu czyngoiowego (AP) wynosita odpowiednio 156 + 32 mV 918 35
mV podczas 3 i 4 godziny eksperymentu. Po 5 i &oadth eksperymentu amplitudy wzrosty o 131 i
100 % w odniesieniu do kontroli i wynosity odpowned, 164 + 22 mV i 171 + 28 m\&redni czas
potowkowy (t2) potencjatow czynniiowych obniyt si¢ u raélin traktowanych apigenino 54-62 %.
W poroéwnaniu dosredniego potencjatu transmembranowego (MP) slinr&ontrolnych (-147 + 9
mV) obserwowano niewielki wzrost wastth MP (o0 14, 18, 26 %) w czwartej,apej i széstej godzinie
eksperymentu u tin traktowanych apigenin

Z pomiarow z zastosowaniem blokerow kanatow mi@pych wiadomo,ze we wczesnej fazie
powstawania potencjatéw czynimiowych ma miejsce naptyw jondw wapnia do cytozalokery
hamupc ich naplyw uniemdiwiajg powstanie potencjalu btonowego. W pracy preinkudomev
rosliny z badanym flawonem aby sprawgzzy apigenina jest zdolna do ochrony komérek przed
hamupcym dziataniem werapamilu - inhibitora kanalow wiaapvych plazmalemmy. Wyniki
uzyskane w drugiej ¢4ci daswiadczér wykazaty,ze u rdlin traktowanych apigeninamplitudy
potencjatow czynniziowych byly utrzymywane na stosunkowo wysokim pozie i dodanie
werapamilu (500 pM) nie powodowato zmiansrednich wartéci amplitud potencjatow
czynnagciowych. Wynosity one 122 + 25 mV, 135 + 22 mV29l+ 7 mV, odpowiednio w szostej,
sibdmej i 6smej godzinie eksperymentu.zRi6e w wartdciach AP pomidzy kontroh (sam
werapamil) i rélinami badanymi (werapamil + apigenina) byty stagggnie znamienne. Jednoéag
odnotowano zmniejszenie czasu trwania AP. Wartgotencjatu transmembranowego (MP) nie
réznity sie znacznie od kontroli.

Wyniki uzyskane naConocephalum potwierdzity zatem oddzialywanie apigeniny na
elektryczne wiasn@i bton komorkowych. Apigenina spowodowata znacazyost wartéci AP, MP
oraz skrécenie czasu trwania AP. Badany flawonmgdg@st do ochrony komérek przed hagaym
dzialaniem werapamilu na potencjaly czyfriowe. Wydaje s wiec, ze apigenina mae
oddzialywa& na biatko kanalu wapniowego zapobiegajw ten sposéb blokagemu dziataniu
werapamilu.

W kolejnej pracy[Journal of Plant Physiology, 2009]badatam zZmiany potencjatu

btonowego pod wplywem innego flawonoidu, wymijacego w duej ilosci w soi [
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reprezentujcego grup izoflawonoéw. Wspédlczynnik penetracji genisteingicdzy faz lipidowa a
wodng (tzw. wspoitczynnik penetracji do btony; Kp) wynogD0 + 50, co wskazuje na silnie
hydrofobows natue tego zwizku. Mazna bylo wec przypuszczg ze tak silnie hydrofobowy
polifenol jest zdolny w diym stopniu zmienia wasciwosci btony. W badaniach zastosowatam
pomiary za pomag wewngtrzkomérkowych mikroelektrod i postanowitam zbédaddziatywanie
genisteiny oraz genisteiny w kombinacji z werapamilna potencjaty spoczynkowe i czydciowe.
Obiektem bada byt, podobnie jak w poprzedniej pracy, strvobowiec Conocephalum conicum -
roslina taczaca glony z rélinami wyzszymi.

Raéliny pobudzano zarowno béchmi elektrycznymi jak iswietinymi. W eksperymentach
kontrolnych, przeeitne wartéci amplitud AP wynosity 95 + 8 mV, 94 £+8 mV, 7818 mV 164 + 4
mV, odpowiednio podczas drugiej, trzeciej, czwarteiatej godziny eksperymentu. Zastosowanie
roztworu genisteiny o ateniu 15 pg mt! spowodowato znaczny (o 13-62%), w poréwnaniu do
kontroli, wzrost potencjatéw czyniciowych.Srednia warté¢ amplitudy potencjatu czyndoiowego
(AP), niezalenie od rodzaju stymulacji, wynosita odpowiedn@H 3 mV, 111 + 15,22 mV, 106 +
1,81 mv, 108 + 2,45 mV podczas trzeciej, czwapetej i sz0stej godziny eksperymentu. W
poréwnaniu do sredniego potencjatlu transmembranowego (MP) slinr&ontrolnych (-145 + 9,5
mV) obserwowano statystycznie znamienny i znacznyzrost wartéci MP (0 30 34, 36 %) w
czwartej, patej i szostej godzinie eksperymentu. Zastosowgeidsteiny wywolywato teznaczne
przesungcie maksimum depolaryzaciji.

W drugiej czséci doswiadczenia réliny traktowano wsfpnie badanym izoflawonem po czym
dodawano werapamil - inhibitor kanatdw wapniowysbny komorkowej. Zastosowanie werapamilu
(500 uM) w pofgczeniu z genistein nie powodowato zmiagrednich wartéci amplitud potencjatow
czynnagciowych. Utrzymywaly si one na stosunkowo wysokim poziomie i wynosity 17 mV, 97

+ 17 mV i 89 £ 7 mV, odpowiednio w szostej, sibdméjsmej godzinie eksperymentu. Natomiast
zastosowanie samego werapamilu powodowato silimizenie wartéci potencjatow
czynnaciowych, a w siédmej godzinie eksperymentu catigvdh zanik. Rénice w wartdciach AP
pomiedzy kontroy (sam werapamil) i ihinami badanymi (werapamil + genisteina) byly ssaygznie
znamienne. Wartgi potencjatu transmembranowego (MP)zniéy si¢ znacznie od kontrolSrednie
wartas¢ MP wynosity odpowiednio - 178 £ 5 mV, - 172 + 5/m- 171 £+ 5 mV, - 163 + 7 mV
podczas 5, 6, 7 i 8 godziny eksperymentu.

Wyniki uzyskane naConocephalum potwierdzity zatem silne oddzialywanie genisteima
elektryczne wiéciwosci bton. Spowodowata ona nie tylko wzrost wacioAP ale rownie MP. W
odpowiedzi na perfugj komérek genisteinobserwowano hiperpolaryzacgtad tez wywnioskowano
ze obserwowany wzrost wakt AP musiat by zwigzany ze wzrostem potencjatu spoczynkowego.
Poniewa dziatanie pompy protonowej jest istotne w powstaiu AP, szczegdlnie w fazie

repolaryzacji (utrzymywanie wysokiego MP) wydaje ®iec, ze genisteina nx® modulowa
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aktywna¢ werapamilu w stosunku do pompy protonowej 8 Pazy) i zmienié elektryczne reakcje
komorek plechy. Nie natg wyklucza oddziatywania genisteiny na biatko kanatu waprago:.

Podsumowujc powyzsze obserwacje, wykazatame zarO6wno apigenina jak i genisteina
zmieniap odpowiedzi elektryczne komorek, jak rowniezapobiegaj blokujpgcemu dziataniu
werapamilu (inhibitora kanatow wapniowych w btorkemdrkowej) na potencjaly czynémowe u
Conocephalum conicum.

Ze wzgkdu na udziat kanatéw wapniowych w generowaniu pgeédw czynnéciowych i
fakt, ze zrodta jonow wapnianog by¢ rézne w komorkach rdinnych, w dalszej ggci bada [Acta
Physiologiae Plantarum, 2011postanowitam sprawdzi wptyw flawonoidéw (apigeniny, genisteiny
i kwercetyny) w pajczeniu z inhibitorem wewgtrzkomorkowych kanatéw — wapniowych -
neomycym, na pobudliwé¢ watrobowca C. conicum. Organella komoérkowe posiadapowiem
znaczne zasoby jonow wapnia. Do tej pory wykazanstpowanie kanatdw wapniowych w btonie
wakuolarnej, tylakoidowej, gdrowej i retikulum endoplazmatycznego (ER). Kanatapniowe
wewretrznych bton komoérkowych — pozwalgjna przeptyw C& z wewretrznych organelli
komorkowych do cytoplazmy ggtéwnie aktywowane przez trisfosforan inozytolBs)) ktéry z kolei
jest wytwarzany w odpowiedzi na aktywadpsfolipazy C (PLC). IP powoduje otwieranie kanatow
wapniowych bton ER. Produkcja dRest efektem dziatania zdych bodcéw m.in. swiatta. Jest
réwniez napeciowo-zalena. Neomycyna, hamig aktywndé¢ PLC powoduje blokowanie wyptywu
jonéw wapnia z wewgtrznych magazynow komorki tj. retikulum endoplazyeanego.

W pierwszej czéci bada oceniatam wplyw neomycyny. W dlmach infiltrowanych
wytacznie roztworem standardowysrednie wielk@éci amplitud AP wynosity 87 + 7 mV, 95+ 7 mV,
88 +6 mV, 78 £ 6 mV, 67 + 6 mV odpowiednio w piszej, drugiej, trzeciej, czwartej i ghej
godzinie eksperymentu. Zastosowanie neomycyny sgowato statystycznie znamienne otmriie
wartcgsci amplitud  potencjatdw czyndoiowych (21 + 7 mV) czemu towarzyszyla znaczna
depolaryzacjia MP. W kontrolnym eksperymengriednia warté¢ potencjatu transmembranowego
wynosita -147 +5.5 mV podczas gdy dlno traktowanych neomycynta wart@¢ zmalata nawet o
49 %. Zanotowano rownieprzesungcie maksimum depolaryzacji w kierunku mniej ujermyc
wartcsci oraz zwekszenie czasu trwania potencjatdbw czyuiowych mierzonych w potowie
wysokasci amplitudy.

W drugiej czsci eksperymentow, po wginej infiltracji raslin roztworem standardowym z
badanym flawonoidem, nagpbwata wymiana roztworu na roztwér zawigcyj oprocz flawonoidu
neomycyr. Inkubacja rélin z apigenia i neomycya powodowata stopniowe, powolne okemie
wielkosci  amplitud AP. Réwnoczeie nastpowalo przesumtie maksimum depolaryzacji w
kierunku bardziej ujemnych waéw i skrocenie czasu trwania AP.

Zastosowanie genisteiny albo kwercetyny w kombinacmeomycyn zapobiegato blokggemu
dziataniu neomycyny. Po szeu godzinach obserwowano wegiwysokie wartéci potencjatow

czynnagciowych (79 £ 7 mV w przypadku genisteiny oraz 847 mV dla kwercetyny). Wartci MP
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réznity sie znacznie od warksi kontrolnych i wynosity w przypadku tn inkubowanych z
genistein -124 + 7 mV w 6smej godzinie eksperymentw§ saprzypadku rélin traktowanych
roztworem kwercetyny i neomycyny -159 + 18 mV W samej godzinie eksperymentu. Oba
flawonoidy powodowaly znaczne skrécenie czasunisvaPs.

Podsumowujc powyzsze obserwacje, wykazatare kwercetyna i genisteina zapobiegaty
inhibicji wewrgtrzkomoérkowych kanatow wapniowych przez neomycyNatomiast apigenina nie
wplywata na dziatanie neomycyny na blony. Daziadlakwercetyny towarzyszyt skrocony czas
trwania APs oraz hiperpolaryzacja biGonocephalum, co mae wskazywa na stymulujce dziatanie
kwercetyny na pompprotonovy.

Na bazie powsszych wynikdéw jak rownie innych prac mana bylo przypuszcza ze
flawonoidy wchodz w interakcje z btonami bezg@dnio lub pérednio. Zmiana wkciwosci
lipidow btonowych mae mig nie tylko znaczenie dla antyoksydacyjnego dziatflawonoidow ale
rowniez maze modulowa aktywnda¢ biatek integralnych bton i w konsekwencji wptyévaa transport
i inne procesy zwizane z btonami. Dlatego w kolejnej fazie eksperytaw [Biochimica et
Biophysica Acta- Biomembranes, 2012; Biochimica et Biophysica ActaBiomembranes, 2013]
postanowitam dokortaanaliz ptynnéci blon sporzdzonych z dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC)
technily *H NMR (jadrowy rezonans magnetyczny) w gceniu z analig tego samego parametru
metody EPR (elektronowy rezonans paramagnetyczny) w gelipetnienia danych i ich poréwnania.
Wzietam pod uwag fakt, ze stosunkowo niewiele prac wykorzystuje technikPR do bada
oddziatywa flawonoidéw z btonami. Ponadto, nowym elementeoppnowanych badabyta proba
stwierdzenia, za pomgdechniki FTIR (absorpcyjna spektroskopia w podaikeni z transformagj
Fouriera), w jaki sposéb i w jakim stopniu baddt@vonoidy - genisteina oraz apigenina oddziakuj
lipidami DPPC. W literaturze nie bylo bowiem ddtgeas danych dotygeych molekularnego
mechanizmu interakcji genisteiny i apigeniny zriatmi, wanego z punktu widzenia biologicznego
jak i medycznego. Badania uzupeinione zostaly liznazmian organizacji systemu bton
wewretrznych komorek linii prawidtowych w mikroskopieutirescencyjnym oraz elektronowym. Te
badania byly agciowo wykonane w ramach grantu ,,Molecular Spectipg for BioMedical
Science” finansowanego przez FNP nr TEAM/20114v@z grantu Prorektora UMCS NB-14/2008.

Analiza widm'H NMR liposoméw, w ktérych widoczneg sodpowiednie pasma
rezonansowe pochogtze z rGnych fragmentow cgsteczek lipidow ulokowanych w zdych rejonach
dwuwarstwy lipidowej btony, pozwolita na dokladsprawdzenie oddziatywania genisteiny na btony
[Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes, 2012 W widmach bowiem widoczne spasma
rezonansoweéH w grupach- CH; i - CHs; z regionu hydrofobowego oraz pasma reprezgrauj
region cholinowych gtéw polarnych. Na skutek zastesnia jonéw prazeodymu @), po
uformowaniu liposomoéw, sygnaly rezonansowe pochoglzod protonédw w grupach cholinowych
ulegap rozdwojeniu. Pasmo przeset@ w kierunku wyszych wartéci (ppm) odpowiada strefie grup

cholinowych zewagtrznej warstwy liposoméw pozosiagj w kontakcie z Pt, za& pasmo przesugte
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w kierunku nkszych wartéci (ppm) odpowiada strefie grup cholinowych wetvmanej warstwy
liposomoéw. Badania techrfiNMR wykazatyze dodanie genisteiny zgkiszyto wartdci szerokdci
potéwkowej maksimum odpowiadaiego grupom CHs w warstwie hydrofobowej lipidowwj o 56 %

i maksimum odpowiadagego grupom - CH; o 142 %. Réwnoczmie obserwowano zwkszenie
wartasci szerokéci potdwkowej maksimum z rejonu grup polarnych &igfidow z wewrtrznej
warstwy liposomow o 344 %. Obecdoizoflawonu spowodowaldez zmniejszenie parametru
rozszczepieniad) maksimum odpowiadagego grupom cholinowym o 54 %. Dane NMR wskazaty
zatem na silnie usztywnigje dziatanie genisteiny w stosunku do bton DPB@nisteina oddziatuje
na warstw hydrofobows tancuchoéw alkilowych i lokalizuje si w rejonie gtow polarnych,
zmniejszajc penetragj jonébw PP* w tym obszarze btony. W ramach przeprowadzonych
doswiadczeér analizowatam rowniezmiany strukturalnych i dynamicznych \éavosci bton pod
wpltywem genisteiny za pomatechniki EPR. Wyniki potwierdzity usztywnigje dziatanie badanego
zwigzku w rejonie hydrofobowym w fazie cieklo-krystainej (L,). Genisteina w gieniu 5 mol%
obnizyta wartagci wysokaci linii centralnej () otrzymane dla znacznika 16-SASL (kwas 16-
doksylostearynowy) powgj temperatury gtdbwnego przeja fazowego (41C).

W celu poznania molekularnego mechanizmu intergiojnidzy btonami a genisteinw
dalszej cesci bada zastosowatam spektroskepabsorpcyjg w podczerwieni (FTIR), ktéra jest
czul technilp umazliwiajgca analizy oddziatywa molekularnych, midzy innymi  w blonach
lipidowych. Dzkki tej metodzie magiwe jest zbadanie wptywu dodatkowych sktadnikbw na
wiasciwosci btony jak réwnie wplyw samej blony na znajdige st w niej casteczki. W widmach
absorpcyjnych w podczerwieni czystych liposoméw iesionych na krysztal ZnSe poprzez
odparowanie buforu przygotowanego na bazie,O Dg widoczne pasma odpowiadeg ré&nym
drganiom. Rejon widma 3500-3000 ¢nest charakterystyczny dla drgaozchgajpcych O-H.
Region 2800-3000 cmodpowiada drganiom rozgjajagcym (symetrycznym i antysymetrycznym)
grup — CH i — CHs. Stosunkowo silne pasmo z maksimum w 1735 jast charakterystyczne dla
drgan rozcihgajacych estrowych grup karbonylowych w DPPC. Pasn&y e reprezentuje drgania
nozycowegrup —CH, zas pasmo 1380 crhodpowiada drganiomarasolowym grup — G
Drgania w obszarze grup polarnych fosfolipidow ezgntowane gs przez trzy gtdwne pasma:
antysymetryczne rozgjajace grup — P@ (1243 cm), symetryczne rozggjajpcegrup — PG (1087
cntt) czesciowo nachodgce na pasmo reprezenfog  drgania rozggajgce grupy C—O—P—O—C oraz
pasmo odpowiadage drganiom antysymetrycznym roggajacym grupy N— CH; (971 cmt). Tak
wi¢c, analiza widmowa FTIR umbwia badania oddziatywania #dych czsteczek z lipidami w
btonie, w r@nych jej rejonach.

Badania genisteiny w modelowych btonach lipidowyaiwvorzonych z DPPC wskazupa
istotny wplyw tego flawonu na dwuwarsiwlipidows. Analiza widm wykazata obeck®d pasma z
maksimum przy 3180 c o duej intensywnéci charakterystycznego dla dfgeozciagajacych

O-H. Pasmo to mi® by¢ przypisane grupom hydroksylowym genisteiny jak méew wskazywa na
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zwiekszone przyjczanie cgsteczek wody przez prébki lipidu z dodatkiem gainy. Przesuecie
pasma z maksimum przy 1368 tmdpowiadajcego drganiom rozggajpcym grup C—O genisteiny w
kierunku niszych liczb falowych (1296 cf), po jej whczeniu do btony, potwierdzage grupy
hydroksylowe genisteiny magprzylgcza¢ czsteczki wody za pomac wigzah wodorowych.
Wigzanie genisteiny do blony me réwnie nastpowa za pomog wigzan wodorowych pomidzy
grupami ketonowymi flawonu a tlenem grup lipidowycmicdzy innymi, réwnie z udziatem
mostkow HO. Obecné&t czsteczek wody w prébkach z genisteifokreslona na podstawie drga
rozciggajgcych O-H) potwierdza dodatkowo fakte obserwowano przesgoie pasma z
maksimum przy 1653 cth reprezentujcego drgania rozggajagce grup C=0 w kierunku z8zych
liczb falowych (1629 cr).

Widma FTIR bton lipidowych zawierggych genisteig wykazaty znaczce i wyrane zmiany w
obszarze drgarozcigajacych grupy C—-O-P-O-C lipidu. Maksimum tego pasnsiato przesugie
w kierunku niszych liczb falowych oraz nagiit wzrost intensywnéci tego pasma w poréwnaniu do
czystego lipidu. Wskazuje to wyrde na miejsce interakcji badanego flawonu oradzadywanie
pomiedzy gtowami hydrofilowymi lipidu a polarnymi grupa badanego izoflawonu za pomoc
wigzan wodorowych.

W ramach przeprowadzonych s&idadcze analizowano zmiany w organizacji bton
wewretrznych ludzkich komérek miofibroblastow eknicy. Komorki, inkubowane z genistginv
stezeniu 15 pg/ml, wykazywaly zmiany w organizacji mtavewretrznych, szczegdlnie w obszarach
przyjadrowych i przybtonowych zazywotnas¢ komérek, zmierzona testem czerwieni @bgj, nie
byta zmieniona po 4 godzinach inkubacji (95 = 3,2 %o inkubacji trwajcej 24 godziny komorki
fibroblastow skéry czlowieka, wykazywaly zmiany witrastrukturze, szczegoélnie w strukturach
btoniastych, podczas gdywotnas¢ wynosita 143 + 2,2 %.

Moje badania wykazalyze genisteina wbudowujeesi do bton DPPC za pompavigzan
wodorowych, ktore tworz sic pomedzy segmentem C-O-P-O-@olarnych gtow lipidowych a
grupami hydroksylowymi flawonu. Wchogiz w interakcje z blonami wykazuje silne, usztyvsie
dziatanie warstwy hydrofobowejtauchéw alkilowych jak rownie gtéw polarnych fosfolipidow.
Genisteina zmienia organizacjstruktur btoniastych komorek linii prawidtowych ien mapc
rownoczeénie wplywu na przeywalnas¢ badanych komorek.

W drugim etapie badasprawdzatam oddziatywanie apigeniny z blonami OHBiochimica
et Biophysica Acta- Biomembranes, 2013].Apigenina pod wzglddem budowy chemicznej #di si¢
od genisteiny tymze piefcien fenylowy B przydczony jest w pozycji C-2, twoge
uktad 2-fenylochromonu i reprezentuje 4',5,7jwrddorotlenowy flawon. Jednocgzd@e w ostatnich
latach znacznie wzrosto zainteresowanie apigeria wzgédu na jej korzystny wplyw na zdrowie
cztowieka oraz nisktoksycznéé. W ramach przeprowadzonychsdgadcze analizowatam zmiany
strukturalnych i dynamicznych wideiwosci bton pod wpltywem apigeniny za pomotechniki EPR.

W badaniach zastosowatam sondy (znaczniki spin@gegtrujce btore na r@nej gkbokasci. 16-

18



SASL umaliwiatl badanie btony w hydrofobowej warstwie folfiidéw w potowie gebokasci btony.
5-SASL testowat upordkowanie tacuchéw acylowych w regionie hydrofobowym przyleghdao
gtéw polarnych. Z& znacznik Tempo penetrowat biorv rejonie gtéw polarnych. W uzyskanych
widmach analizowatam  szeroko linii centralnej @AHo), a w przypadku znacznika Tempo
wspoétczynnik podziatu ngdzy faz lipidowg a wodmn (tzw. wspoétczynnik penetracji znacznika do
btony). Btony DPPC traktowane apigenirf5 mol%) wykazywaty znaczne zmiany w ptysopna
gicbokasci penetrowanej przez znacznik 5-SASL. Otrzymaneta$ei AHo dla tego znacznika w
btonach inkubowanych z apigenibyty wyzsze o 0,2 do 0,5 mT w stosunku do wsetdontrolnych
we wszystkich punktach temperaturowych. W wykon&nymadaniach wykazatam réwnjeze
apigenina zwikszyta wartéci tego samego parametru (o okoto 0,2 do 0,4 nmijymane dla
znacznika 16-SASL, ktérego grupa wolno rodnikowajdowata s w warstwie hydrofobowej
fosfolipidow. Wplyw apigeniny na rejon gtéw polacty fosfolipidéw btony badano zywajac
znacznik spinowy Tempo. Wysokopolowe widma EPRtexnacznika ulegajrozszczepieniu na
dwie linie, ktére odpowiadajznacznikowi rozpuszczonemu w fazie wodnej (A) fazie lipidowej
(B). W widmach badano wspétczynnik B/A. Apigenif@aréwno w temperaturze zsizej jak i
wyzszej ni temperatura gtbwnego prieja fazowego) ograniczala peneteazpacznika do warstwy
polarnej btony zmniejszagg wspotczynnik podziatu. Jej dziatanie byto widoezw fazie B (faza
posrednia - ,pofatdowana”) oraz szczegdlnie silne azié pltynnej blony (L, faza cieklo -
krystaliczna). Wyniki EPR wykazaly zatem usztywniag dziatanie badanego zwku, co zostato
potwierdzone réwnieprzez analizy widm NMR. Dodanie apigeniny gkgizytlo bowiem wartéci
szerokéci potéwkowej maksimum odpowiadaiego grupom CH, w warstwie hydrofobowej lipidow
(v) o 52 %. Obecni izoflawonu spowodowata tezmniejszenie parametru rozszczepiersa (
maksimum odpowiadagego grupom cholinowym o 24 %. Takewj ten etap badawykazatze,
apigenina  dziata na warstvinydrofobows tancuchow alkilowych i lokalizuje giw rejonie gtow
polarnych, zmniejszag penetragj jonéw P#* w tym obszarze btony. Wyniki batlavykazaty te, ze
apigenina zmienita wspotczynnik wspotczynnikdlin z 0,63 w czystych liposomach na 0,93 w
liposomach z dodatkiem flawonoidu. Pomimo wielu dadotyczcych wptywu apigeniny na btony
modelowe, w ktérych stosowanozrie techniki nie byto do tej pory danych, ktére vipjatyby
molekularny mechanizm interakcji apigeniny z btonaBlatego podjtam proby majce na celu
wyjasnienie za pomagtechniki absorpcyjnej spektroskopii w podczerwietransformacj Fouriera
w jaki sposob i w jakim stopniu apigenina oddziatajliposomami DPPC. Analiza widm wykazata
obecné¢ pasma z maksimum przy 3186 tm o duej intensywnéci, charakterystycznego dla
drgax rozcihgajgcych O-H, reprezentagego grupy hydroksylowe apigeniny ale amorowniez
wskazywd na zwekszone przyczanie cgsteczek wody przez prébki lipidu z dodatkiem
apigeniny.  Przesugiie pasma z maksimum przy 1354 ‘tm odpowiadajcego drganiom
rozciaggajacym grup C—-O apigeniny w kierunkuzekych liczb falowych (1296 ci), réwnolegle z

obserwowanym wzrostem intensywnp po jej whczeniu do btony, potwierdzaze grupy
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hydroksylowe apigeniny magprzylacza: czsteczki wody do btony.  Obserwowano rdownie
przesunjcie pasma z maksimum przy 1653 tnfreprezentujcego drgania rozgjjajgce grup C=0)
w kierunku niszych liczb falowych (1630 ¢ co sugerujeze apigenina wize st do strefy polarnej
btony za pomog wigzan wodorowych pomidzy grupami ketonowymi flawonu a tlenem grup
lipidowych, za pérednictwem mostkéw wodnych. Stosunkowo malo intemsy pasmo z
maksimum przy 1554 crit odpowiada prawdopodobnie drganiom szkieletowynpgr@=C- , w
zZwigzanej z btonami apigeninie.

Najwigksze zmiany odnotowano w widmach FTIR w obszargandrozcigajgcych grupy C—O-P—
O—C lipidu. Maksimum tego pasma zostato przegamwv kierunku niszych liczb falowych oraz
nasgpit wzrost intensywngci tego pasma w poroéwnaniu do czystego lipidWskazuje to wyranie
na miejsce interakcji apigeniny oraz na oddzialywapomidzy gtowami polarnymi lipidu a
badanym flawonem za pompwigzan wodorowych.

W ramach przeprowadzonych eksperymentow przeawadizam réwni¢ zmiany w
organizacji bton wewgtrznych ludzkich komarek miofibroblastow @knicy linii prawidtowej, ktore
inkubowano z apigenin w stzeniu 15 pg/ml i obserwowano w mikroskopie fluoresggnym. W
tym celu komorki zastosowatam  barwnik DIL, ktésglektywnie wybarwia blony wewtrzne
komorek. Zywotnasé komorek, po 4 godzinach inkubacji, nie byta zmo@a (99 + 4,6 %) Za
komorki wykazywaly obriong intensywndé¢ fluorescenciji. Efekt ten wskazuje na zmiany w
organizacji bton wewgtrznych, szczegolnie w obszarach pragrpwych i przy btonie komérek.

W badaniach sprawdzono réwnigak apigenina wplywa na ultrastrukiukomaorek fibroblastow
skory cziowieka. Badania ujawnity zmiany w ultrakturze w obgbie strukturach btoniastych.
Réwnoczénie apigenina nie ohiatazywotnasci komorek po 24 godzinach inkubaciji.

Podsumowujc badania prowadzone z zastosowaniem technik ERRIR, wnioskowé
mozna, ze apigenina wchodzi w interakcje z liposomami DRR&kazuje usztywniace dziatanie
w rejonie hydrofobowym k&cuchow alkilowych jak rowniew strefie giéw polarnych fosfolipidow.
Badany flawonoid lokalizuje si w gornej czsci btony, zawierajcej taicuchy kwasow ttuszczowych
w strefie przylegtej do gtdw, glicerol i gtowy l@mne. Apigenina wbudowuje ¢siio bton DPPC za
pomog wigzan wodorowych pomidzy segmentem C-O-P-O-C polarnych gtéw lipidowyeh
grupami hydroksylowymi flawonu. \Wtania wodorowe tworz si¢ réwniez pomigdzy grupami
ketonowymi apigeniny a gtowami fosfolipidow DPPC.

Kolejnym etapem przeprowadzonych sdiadczér w ramach zgtaszanego ggniecia
naukowego byty badanigBiochimica et Biophysica Acta- Biomembranes, 2014]ktorych celem
bylo poznanie mechanizmu dziatania kwercetyny ecipwodorotlenowego flawonolu na btony.
Kwercetyna, w odrinieniu od apigeniny i genisteiny, posiada aie¢ grup wodorotlenowych,
ktorych obecn& determinuje jej polarrié i stabe whaciwosci kwasowe. Grupy te obecne w
pozycjach: 5 i 7 pidcienia A, pozycji 3 pidcienia C oraz w pozycjach 3’ i 4’ pksienia B. Z

drugiej strony cgs¢ aromatyczna, na kigskladaj sie dwa piekcienie A i B pojczone pigfcieniem
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heterocyklicznym zawierggym tlen, wykazuje powinowactwo doodowiska hydrofobowego. Taka
budowa kwercetyny unitiwia jej interakcje z btonami komérkowymi i w koskwencji zmiany w
ich wiasciwosciach i funkcjonowaniu. Z uwagi na fakke do tej pory niewiele byto wiadomo na
temat wplywu kwercetyny na elektryczne wdiavosci blon komérkowych w pracy sprawdzatam
rowniez, stosujc metod patch-clamp, wplyw kwercetyny na wolno-aktywag s¢ kanaty
tonoplastu  (SV) u mszak&onocephalum conicum. Jedn z funkcji tych kanatéw jonowych
zlokalizowanych w btonie wakuolarnej jest utrzywanie pH i homeostazy jonowej, w zazku z
czym odgrywa one dua role w pobudzeniu komorki ghinnej. Poniewa oddziatywanie
kwercetyny na kanaly jonowe by zalene od jej wptywu na lipidy w badaniach zastosowatam
rowniez inny model bton - wielowarstwowe liposomy DPP@o technik 'H NMR. W celu
wyjasnienia molekularnego mechanizmu interakcji kwgneg z btonami DPPCayto spektroskopii
w podczerwieni z transformagcjFouriera. Biogc pod uwag potencjalne protekcyjne dziatanie
kwercetyny przeciw nowotworom oraz stresowi tleeow, inkubowatam komorki raka szyjki
macicy cztowieka z kwercetgnw celu okrélenia jej wptywu na wybrane enzymy ukfadu
antyoksydacyjnego, zdoléc kwercetyny do redukciji wolnych rodnikéw tlenostyi jej wptywu na
poziom anionorodnikdéw ponadtlenkowych oraz na fologie i ultrastruktug badanych komoérek z
hodowliin vitro.

Badania technik 'H NMR wykazaty, ze dodanie  kwercetyny zmniejszylo wdrio
szerokéci potdwkowej maksimum odpowiadaego grupom CH.w warstwie hydrofobowej lipidow
(v) 0 40 %. Réwnoczmie, obserwowano zekszenie wartéci szerokdci potowkowej maksimum z
rejonu grup cholinowych z wewtrznej warstwy liposoméw o 33%. W tych samych baaiem
wykazano te, ze kwercetyna zmienita wspotczynnlkd/lin z 0,086 w czystych liposomach na 0, 62
w liposomach z dodatkiem kwercetyny. Z badaywnioskowano wic, ze kwercetyna modyfikuje
whasngci fizyczne dwuwarstw lipidowych, przejawdgge s¢é w formowaniu liposoméw
wielowarstwowych o wikszych rozmiarach.Badany flawonol lokalizuje siw btonach w rejonie
gtéw polarnych i wykazuje dualistyczne dziatanieve¢cetyna obecna w rejonie gtéw cholinowych
wplywa na konformagj tancuchéw alkilowych uptynniac je. Efekt ten mana wytlumaczy
zwigkszeniem éredniej powierzchni zafjej przez casteczki lipidow i w efekcie ostabieniem
oddziatywa& van der Waalsa pogdzy tancuchami alkilowymi. Jednoczeie, zlokalizowana w
rejonie gtébw polarnych usztywnia ten rejon blony

Badania za pomactechniki FTIR pozwolity zrozumie interakcje kwercetyny z btonami
lipidowymi DPPC na poziomie molekularnym. Analizalm wykazata obecrié pasma z maksimum
przy 3182 cmt o duej intensywnéci charakterystycznego dla dfgaozcigajacych O-H.
Poniewa wystpuje ono w szerokim rejonie odpowiagtajm drganiom rozggajgcym
charakterystycznym dla ugrupoiw&—-H i O—H kwercetyny i wykazalo zgkiszory intensywnéc,
pasmo to zostalo przypisane drganiom rggajcym grup O-H kwercetyny zaangavanych w

tworzenie wijzan wodorowych. Badania wykazatye kwercetyna wbudowujeesiéwniez do strefy
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tancuchéw alifatycznych btony, co stwierdzono na giadiie obecriei pasma z maksimum przy
2809 cmt, ktére zostato przypisane matemu fragmentowictzhdéw alkilowych o ograniczonej
ruchliwosci. Pasma tego nie obserwowano w czystych liposbni2PPC, ale zawsze w prébkach
lipid-kwercetyna i dlatego zinterpretowano go jagkasmo reprezentage molekularg interakcg
miedzy dwoma badanymi komponentami czyli lipidem igkaetyra. Alternatywnym wyjanieniem
obecndci tego pasma w prébkach lipidu z dodatkiem kwemetmaze by niewielkie przesugcie
czgstasci drgar rozciagajacych — ugrupowd C—H w kierunku niszych wartéci, ktére mana
przypis& stabym wizaniom wodorowym z grupami OH czy innymi grupaf@bie interpretacje
potwierdzag koncepg; interakcji kwercetyny z hydrofobowym rejonem bjdipidowe;.

Z kolei przesunicie pasma z maksimum przy 1360 tnedpowiadajcego drganiom rozggajacym
grup C-O kwercetyny, w kierunkuzsizych liczb falowych (1296 cf), po jej whczeniu do btony
potwierdza,ze grupy hydroksylowe kwercetyny mp@rzylcza czsteczki wody do lipidu. W
badaniach obserwowano réwniprzesunicie pasma z maksimum przy 1658 %nreprezentacego
drgania rozeigajgce grup C=0, w kierunku iszych liczb falowych (1630 ch). Efekt ten byt
spowodowany wgzaniem kwercetyny do blony za pomowiazar wodorowych pomidzy grupami
ketonowymi flawonu a tlenem grup lipidowych, miedmynymi za pérednictwem mostkow #D.
Obecnd¢ mato intensywnego pasma z maksimum przy 1552 wsekazuje na drgania szkieletowe
—C=C- kwercetyny zwiranej z bton. Najbardziej znaecre i wyragne zmiany obserwowano w
obszarze drgarozchgajgcych grupy C-O-P-O-C (1054 ¢n lipidu. Maksimum tego pasma
zostato przesusie w kierunku niszych liczb falowych oraz nagit wzrost intensywnéci tego
pasma w poréwnaniu do czystego lipidu.  Wskaztdowyranie na miejsce interakcji badanego
flawonolu, ktéry za pomeacwigzah wodorowych 4czy sk z gtowami polarnych fosfolipidow DPPC.

Metoda patch-clamp, stgca do badania pddéw plymgcych przez kanaty jonowe data
podstaw do wnioskowania o wptywie kwercetyny na ich pzggczalnéc i sposob otwierania. W
badaniach nad wolno aktyweymi sk kanatami tonoplastu (SV) Conocephalum conicum
zastosowano wygiowg konfiguracg whole - vacuole (WV), ktéra pozwalata na rejegeguadow
ptynacych przez kanaty catego tonoplastu. Kanaly SVstepgvano po zastosowaniu symetrycznego
roztworu 100 mM KCl oraz 2 mM Cag£bo obu stronach btony tonoplastu.

Badania wykazalyze kwercetyna obgsa wart@ci pradu i powoduje natychmiastowy
wzrost opornéci bton. Dlatego w dalszej ¢fci eksperymentu staranag siyjasni¢ spowodowane
przez kwercetyg nagte obnienie pgdu na poziomie pojedynczych kanatow. W tym celu
zastosowano konfiguracjacuole - attached pozwalej na rejestragj pojedynczych kanatéw, po
ktorej nasgpowata konfiguracja vacuole - out.

Z zapis6w aktywngei pojedynczych kanatéw wynikae przewodnictwo jednostkowe tych kanatow
przy ujemnych potencjatach niezroto sie pomiedzy kontrol (35 £ 7 ps) a kwercetyn(35 + 3 ps).
Wykazano wgc, ze kwercetyna zmniejszyta rmowvosé otwierania s tych kanatdw  lub

utrzymywata te kanaly w stanie zamdein. Poniewa perfuzja roztworem z flawonolem
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powodowata zamykanie kanatéw SV, pawye wyniki potwierdzity dane otrzymane metadhole -
vacuole (WV). W badaniach obserwowano zaée od sizenia kwercetyny hamowanie badanych
kanatéw. Kwercetyna w gteniu 5ug/ml nie miata wcale lub tylko niewielki wplywna peady
ptynace przez kanaly w ggju 20 minut rejestracji. Natomiast weztniach 10 i 15ug/ml
powodowata catkowite zamkgtie kanatow SV odpowiednio po 7 = 0,8 min i 3,8,6 tnin, z& w
dawce 251g/ml hamowata SV pupodczas perfuzji.

Uzyskane wyniki badaza pomog technik'H NMR i FTIR, wykazaty,ze kwercetyna wbudowuje
sic do bfon i zmienia wikgiwosci biofizyczne btony lipidowej. Tak wc, obserwowane efekty
kwercetyny w izolowanych btonach wakuol ma przypisa dziataniu kwercetyny na lipidy
btonowe. Nie meéna jednak wyklucza bezpdredniego oddziatywania flawonoidu na biatka
kanatowe.

W kolejnej serii déwiadczeér badatam wptyw kwercetyny na poziom anionorodnikéw
ponadtlenkowych, aktywrsé6 enzymoéw uktadu antyoksydacyjnego orazdlglutationu w ludzkich
komorkach raka szyjki macicy (HelLa). Komorki preiblowatam z flawonoidem i naphie
poddawatam  dziataniu nadtlenku wodoru. Szok tigngowodowat w komérkach raka szyjki
macicy zwekszenie ildci glutationu i anionorodnikdéw ponadtlenkowych oktywndaci katalazy i
reduktazy glutationu. W hodowlach komérek Hela tmalanych kwercetyn przed szokiem
oksydacyjnym obserwowano statystycznie znamienmézebie aktywnéci katalazy o okoto 20 %
oraz obnienie aktywnéci reduktazy glutationu. Najwksze (ponad 60 %) obignie aktywnéci
odnotowano w komoérkach inkubowanych z kwercetynstzeniu 5 pg/ml. RéwnocZaie wykazano
statystycznie znamienne zWszenie aktywnéri dysmutazy ponadtlenkowej o ponad 59 i 56 % w
stosunku do komérek szokowanych nadtlenkiem woderstzeniach 10 i 15 pg/ml. Poziom
glutationu wzréost w hodowlach zawiegaych 10 i 15 pg/ml flawonoidu o 40 i 95 %s$zdosé
anionorodnikéw ponadtlenkowych zostata dloma zalenie od s¢zenia. Najweksze obnienie
poziomu tych rodnikbw powodowata kwercetyna w tggeniu 15 pg/ml (o 51 %).

Antyoksydacyjne dziatanie kwercetyny dodatkowoedlano spektrofotometrycznie wstge
z DPPH (rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylowy).,,Wymiatanie” rodnikbw przez kwercetyn
wyrazano jako procent redukcji DPPH. Badania wykazaéydziatanie kwercetyny byto zalee od
stezenia. Kwercetyna w &teniu 15ug/ ml neutralizowata rodnik DPPH o ok. 3 razyeg ni
syntetyczna witamina E.

W badaniach uwzegtiniono réwnie ocer zmian ultrastrukturalnych komérek raka szyjki
macicy HeLa. Komorki kontrolne miaty wymaie wyodebnione gdra komérkowe z rGwnomiernie
rozmieszczog chromatyn jadrowg w postaci eu - i heterochromatyny. ¥Ydijach znajdowato si po
kilka jaderek. Cytoplazma zawierata organella komdérkoweniezmienionej ultrastrukturze.
Zywotnas¢ komoérek kontrolnych wynosita 100 %. Inkubacja koetd z nadtlenkiem wodoru
znacznie obmita zywotnas¢ komorek do 47,4 £ 7,95 %. Réwnosae w hodowlach

traktowanych nadtlenkiem wodoru obserwowano komérkimienionej cytoplazmie. W niektorych

23



komorkach cytoplazma byta obrzmiata i piankowat&Eznymi wakuolami, z&w innych zgszczona.
Obserwacje w mikroskopie elektronowym tych komorekykazaly obkurczenie komérek,
zagszczenie chromatyny czy uwypuklenia btony komdrkow@®bserwowano te zwickszory
wakuolizacg cytoplazmy. Komoérki preinkubowane z  kwercetyn wykazywaly nieregulam
kondensagj chromatyny gdrowej i obrzmiad cytoplazmg. Inne komorki posiadaty zagzczon,
ziarnisy cytoplazng, skondensowanedra z brzena heterochromatyzagj Jednoczaie odnotowano
tez komorki o niezmienionej morfologii i ultrastruke. Zywotnas¢ komorek oceniona testem
czerwieni obajtnej wynosita w tym wariancie daiadczalnym 41,63 + 11,01 %. Sama kwercetyna
obnizyta zywotnas¢ komoérek w niewielkim stopniu (89,14 + 8,41 %). Badh ultrastruktury ujawnity
obecndé¢ komoérek o niezmienionej strukturze jak réwnikomorek z obrzmiat cytoplazm i
mitochondriami  czy ciatkami apoptotycznymi. Pongwnadtlenek wodoru w &teniu 2 mM
znacznie obriyt zywotnas¢ komorek podczas gdy sama kwercetyna w niewietkpniu wywierata
efekt cytotoksyczny i jednocade odnotowano dw wicksze obnieniezywotnasci dla komorek
preinkubowanych z kwercetynwywnioskowanoze kwercetyna uwediwita komoérki na dziatanie
nadtlenku wodoru. Z drugiej jednak strony, obsevawo,ze preinkubacja komorek z kwercegyn
poprawita rownowagredoks komérek, co przejawiata spoprzez obserwowane zkszenie ildci
glutationu, aktywnéci SOD i obnkenie poziomu rodnikéw.

Podsumowujc, badania wykazatye kwercetyna wbudowuje estlo bton DPPC i usztywnia
rejon gtéw cholinowych. Kwercetyna oddziatuje: tea taicuchy alkilowe co wykazaty badante
NMR i FTIR. Ugrupowanie C-O—-P-0O-C gtow polarnyolsfblipidéw jest stref do ktorej przyicza
sie badany flawonol za pomaavigzanh wodorowych, a w molekularne oddziatywanie kweéyog
zaangaowane § jej grupy hydroksylowe. Kwercetyna stabilizuje ijo tonoplastuConocephalum
conicum i promuje stan zamkeggia wolno aktywupcych s¢ (SV) kanatow tonoplastu. Ochronne
dziatanie kwercetyny na komérki Hela jest zeéne z jej antyoksydacyjnynaktywnacia.

Waznym aspektem prowadzonych badayto znalezienie odpowiedzi na pytanie, czy i jaki
wplyw ma genisteina na inne modele bton biologicmyDlatego w kolejnej pracfBiochimica et
Biophysica Acta- Biomembranes, 2014] staratam si uzupeiné informacje dotyczce interakcji
pomicdzy genistein a blonami i zastosowatam inne od poprzednicbdete bton. Zdecydowatam
sig  zastosowa fosfolipidy z lecytyny jaja kurzego (PC), ktére s nienasyconymi
lipidami i przypominag swym sktadem naturalne btony wystijagce w komorce poniewaposiadaj
duza ilos¢ fosfatydylocholiny. Drugi model badawczy stanowitgturalne, biatkowo-lipidowe btony
erytrocytow cziowieka. Ponadto, w tych sdeadczeniach, staratam e¢siskorelow& skutki
oddziatywania genisteiny na btony z niektérynji jeiologicznymi wigciwosciami. W badaniach
zastosowatam techrdkEPR w celu oceny wptywu genisteiny na konforraamiptek btonowych jak
rowniez ptynnas¢ lipidow. Badania zostaty uzupetnione metotH NMR. Do oceny wplywu
genisteiny na komorki raka szyjki macicy cztowiglerytrocyty zastosowatam techniki mikroskopii

elektronowej skaningowej i transmisyjnej oraz femrencyjnej. Dodatkowo wykonatam testy
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antyoksydacyjne, w tym test DPPH, spektrofotomeingc oznaczanie poziomu anionorodnikow
ponadtlenkowych oraz badania aktyweiovybranych enzymow uktadu antyoksydacyjnego kdanér
Badania technik'H NMR wykazaly, ze genisteina zmniejszyta waitd szerokéci potéwkowej
maksimum odpowiadagego grupom — CHw warstwie hydrofobowej lipidowv) o 17 % z&
wartcsci v odpowiadajcego grupom — CHs 0 13 %. Jednoczeie wyniki ujawnity silnie
usztywniajce dziatanie genisteiny w rejonie grup cholinowychvewretrznej warstwy liposomow
gdzie obserwowano zgkszenie wartéci szerokéci potdbwkowej maksimum o 101 %. W tych
samych badaniach wykazana,tee genisteina zmienita wspotczynnik.d/lin z 0,21 w czystych
liposomach EYPC na 0,18 w liposomach z dodatlgenisteiny. Z badaNMR wywnioskowanoze
genisteina lokalizuje siw blonach EYPC w rejonie gtéw polarnych.
W badaniach technik EPR analizowano parametr maksymalnego rozszczeplami widmowej
(2T'). Btony EYPC traktowane genistginvykazywaly znaczne zmiany w ptynswd bton na
ofcbokasci penetrowanej przez znacznik 5-SASL. @trane wartéci 2T') dla tego znacznika
w btonach inkubowanych z genisteibyty wyzsze o 2,5 - 3 G w stosunku do wacidkontrolnych.
Badania te poparty wt usztywniajce dziatanie genisteiny. Niewielkie zmiany etvgowano z&
w rejonie hydrofobowym penetrowanym przez znacAGkSASL. Wplyw genisteiny na pltynfo
biatkowo-lipidowych bton krwinek czerwonych cziakia badano w rejonie gléw cholinowych
uzywajac znacznik spinowy Tempo. Genisteina ograniczadaetrag znacznika do warstwy
polarnej blony zmniejszgg jego wspdétczynnik podziatu poedizy faz lipidowg i wodrg (B/A).
W najwiekszym stopniu genisteina ograniczata penefragacznika w temperaturze 35°C. Blony
znakowano rownie znacznikiem maleimido-Tempo, w celu oitemia wplywu genisteiny na
konformacg biatek btonowych. Znacznik ten tworzy w bloniegeénia kowalencyjne z grupami SH
bialek z& w widmie EPR linie niskopolowe rozszczepisje ha pik pochodgcy od znacznika stabo
(W) i silnie unieruchomionego (S). Zmiany konforrgpe biatek powoduj zmiarg stosunku W/S.
Inkubacja cieni erytrocytéw spowodowata zale od sizenia genisteiny obsénie wspotczynnika
W/S. Wartdci tego wspotczynnika zmniejszyty ¢st 5,01 + 0,35 w kontroli na 3,31 + 0,40 dla bton
inkubowanych z genisteinw sezeniu 50 pg/ml. Wywnioskowano wgc, ze genisteina ograniczata
ruchliwos¢ fragmentu wolnorodnikowego znacznika zmwanego z biatkami prowagz do
zwickszenia interakcji biatko-biatko w btonach.

Obserwacje  wykonane za porgauikroskopuswietinego, elektronowego transmisyjnego
i skaningowego ujawnity znagey wpltyw genisteiny na wielkd i ksztalt erytrocytow. Analiza
przeprowadzonych pomiaréw mikrometrycznych wykazal@nos¢ pomidzy stzeniem genisteiny,
asrednig krwinek czerwonych. Zwkszanie stzenia genisteiny powodowalo zmniejszagriednicy
badanych komérekSrednica erytrocytéw inkubowanych z genisteim sezeniu 10, 25 i 50 pg/ml
byta mniejsza o0 17, 18 i 28 % w stosunku do komdehtrolnych. Obserwacje w skaningowym i
transmisyjnym  mikroskopie elektronowym oraavietinym  wykazaly istotne oddziatlywanie

genisteiny na ksztatt krwinek czerwonych. Krwinkbritrolne posiadaty charakterystygzposta
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dwuwklestych kizkéw za& erytrocyty inkubowane z a genistgirw stzeniu 50 pg/ml w znacznym
stopniu stracity swoéj specyficzny ksztait. Ich pewichnia ulegta pofaldowaniu, a swoiste dla
prawidtowych krwinek zagbienia, w erytrocytach inkubowanych z izoflawondmity stabo
widoczne. Krwinki posiadaly postaechinocytow. Obserwacje dowiodlye wraz ze wzrostem
stezenia genisteiny w roztworze zyliszata sj liczba zdeformowanych krwinek. W prébie kontrglne
krwinki zdeformowane stanowity 0,9 % wszystkich kinek, w roztworze zawierggym 10 pg/ml
genisteiny stwierdzono okoto 15 % zmienionych koskora w roztworze z 50 pg/ml genisteiny ich
ilo$¢ wynosita niemale 35 %.

Badaniazywotnasci komérek HelLa wykazaty, ze genisteina po 4 goal@minkubaciji nie
miata efektu cytotoksycznego we wszystkich badhnsgzeniach gywotnas¢ wynosita 106,27 +
7,01 % dla 15ug/ml) z& po 24 godzinach inkubacji z genistgiv stzeniu 15ug/ml zywotnasé¢ byta
mniejsza 0 25 % (74,71 = 4,99 %). Obserwacje zageammikroskopu elektronowego wykazatie
komorki traktowane genisteinposiadaty ziarnigt cytoplazmng i wykazywaty lokalne poszerzenia
btony jadrowej oraz cystern retikulum endoplazmatyczneg@rganizacja struktur btonowych
komorek byla wgc zmieniona, co rowniepotwierdzity badania wykonane za poraauikroskopii
fluorescencyijnej.

Komorki traktowane nadtlenkiem wodoru posiadaly ekszory aktywnaé katalazy,
dysmutazy ponadtlenkowej oraz poziom anionorodnik@enadtlenkowych (SAR). Preinkubacja
komoérek HelLa z genistein spowodowata obpénie aktywnéci dysmutazy we wszystkich
badanych stzeniach. Najwiksze obnienie (0 13 %) odnotowano dlacgtnia 15ug/ml. Podobnie,
obnizenie aktywnéci katalazy, obserwowano dla wszystkich badanyetres flawonoidu. Genisteina
obecna przed szokiem tlenowym powodowata zede od stzenia obnienie poziomu SAR.
Najwicksze obnienie (49 %) odnotowano dlae¢genia 15 pg/ml. Antyoksydacyjne dziatanie
genisteiny okrdano te spektrofotometrycznie przez rodnikowy test DPRA/kazanoze dziatanie
genisteiny byto zalee od stzenia. Najwysz aktywncé wymiatapca odnotowano w skeniu 15
ug/ml.

Podsumowujc, stwierdzono,ze genisteina wbudowag si do bion, wykazuje silne
dziatanie usztywniape w rejonie gtéw cholinowych i rejonie przylegtydo niego, zarbwno w
btonach liposoméw EYPC jak i w naturalnych biatkelymdowych btonach erytrocytow cztowieka.
Badany izoflawonoid zmienia rowniekonformacg biatek cieni erytrocytow. Jednym ze skutkdw
obecndci genisteiny w btonach jest powstawanie krwinelsiadajcych forng echinocytow o
zmniejszonej srednicy. Genisteina poprawia réwnowagedoks komoérek Hela traktowanych

nadtlenkiem wodoru poprzez obanie poziomu anionorodnikéw ponadtlenkowych.
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Najwazniejsze wyniki badai zwigzane z opisanym powsej nurtem badawczym, zawarte w
monotematycznym cyklu 7 oryginalnych prac eksperymatalnych:

Apigenina i genisteina silnie modyfikuj wiaciwosci i odpowiedzi elektryczne bion
komorkowych u wtrobowcaConocephalum conicum. Apigenina powoduje wzrost amplitud
potencjatdbw czynniwiowych oraz skrécenie czasu potdwkowego potengjato
czynnaciowych (k) za& genisteina dodatkowo wywotuje znaczny wzrost potdo

transmembranowego (MP) oraz przescigl maksimum depolaryzacji.

Apigenina i genisteinazapobiegaj dziataniu werapamilu (inhibitora kanatéw wapmyeh
plazmalemmy) Conocephalum conicum. Nie wyklucza s¢ oddziatywania tych flawonoidow

na biatko kanatu wapniowego.

Genisteina i kwercetyna zapobiegaj inhibicji wewntrzkomérkowych kanatéw

wapniowych przez neomycynApigenina nie wplywa na dziatanie neomycynybiany.

Kwercetyna stabilizuje tonoplast i promuje stan kagtia wolno aktywujcych sg¢ (SV)
kanatéw tonoplast@onocephalum conicum. Badany flawonol skraca czas trwania APs oraz
wywotuje hiperpolaryzaej bton Conocephalum, co mae wskazywa na stymulujce

dziatanie kwercetyny na pomprotonova.

Widma biton lipidowych zawierggych badane flawonoidy wykaaujznaczace i wyrane
zmiany w obszarze drgarozcigajpcych grupy C—O—P—-O-Clipidu. Wyniki bad& z
zastosowaniem techniki FTIR wskazwyiec, ze ugrupowanieC—O—P—-O-C gtow polarnych
fosfolipidow jest stref do ktorej przydczap sie badane flawonoidy za pompavigzan
wodorowych, a w molekularne oddziatywanie zaaogene g ich grupy hydroksylowe.
Wigzania wodorowe twoezsie rowniez pomiedzy grupami ketonowymi badanych zwkdéw

a gtowami fosfolipidéw DPPC.

Dane 'H NMR i EPR ujawniaj silnie usztywniajce dziatanie genisteiny w rejonie
hydrofobowym btony w fazie ciekto-krystalicznejJlw btonach liposomoéw formowanych z
DPPC. Genisteina lokalizujeesi w rejonie gléw polarnych co zmniejsza pengtrmnow

Pr* w tym obszarze btony.
Genisteina zmienia réwnie organizagj struktur bloniastych w ludzkich komorkach
fibroblastéw skory oraz miofibroblastow @knicy, nie ma to jednak wptywu ngywotnasé

komorek linii prawidtowych po 4 i 24 godzinach irdaciji z badanym zwekiem.
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Apigenina (zaréwno w temperaturzesiej jak i wyszej ni temperatura gtébwnego przeja
fazowego) ogranicza penetragnacznika spinowego Tempo do warstwy polarnenyto
zmniejszajc wspoéitczynnik podziatu. Dziatanie apigeniny jegidoczne w fazie p oraz jest
szczegolnie silne w fazie ptynnej btofly, ). Wyniki *H NMR potwierdzaj usztywniajce
dziatanie badanego zywku w btonach DPPC zaréwno w rejonie hydrofobowsituchow

alkilowych jak réwnie w strefie gtéw polarnych fosfolipidéw.

Btony prawidtowych komérek gs wrazliwe na dziatanie apigeniny. Wywotywana przez
apigenirg stabilizacja membran me mig istothe znaczenie dla antyoksydacyjnego

dziatania apigeniny zarbwno na poziomie bton i koek.

Kwercetyna i apigenina modyfikuitasnaci fizyczne dwuwarstw lipidowych, przejawiaie

si¢ w formowaniu liposoméw wielowarstwowych oakszych rozmiarach.

Z bada 'H NMR wynika, ze kwercetyna lokalizuje siw btonach formowanych z DPPC w
rejonie gtdw polarnych i wykazuje dualistyczne dmme. Obecna w rejonie gtéw
cholinowych wpltywa na konformagijtancuchow alkilowych uptynniag je. Jednoczmie

zlokalizowana w rejonie gtow polarnych usztywrien rejon blony.

Stres oksydacyjny wywotany przez nadtlenek wodamwagxuje wzrost aktywrigi katalazy,
dysmutazy ponadtlenkowej i poziomu anionorodnikdmgdtlenkowych w komoérkach HelLa

invitro. Inkubacja komérek z nadtlenkiem wodoru znaczhieiza zywotnas¢ komorek.

Obserwacje z iyciem mikroskopu elektronowego wykazujze komérki traktowane
genistein posiadaj ziarnist cytoplazng i lokalne poszerzenia btonydrowej oraz cystern
retikulum endoplazmatycznego.  Zmiemdororganizagj struktur btonowych komorek
potwierdzag badania wykonane za pomaunikroskopii fluorescencyjnej. Genisteina, po 24
godzinach inkubaciji, wykazuje dziatanie cytotoksyeav stosunku do komérek raka szyjki

macicy Hela.
Genisteina, jak wykazano za pomotechnik EPR i'H NMR, wykazuje dziatanie

usztywniajce  w stosunku do bion erytrocytéw cziowieka jakbton liposomalnych

sporadzonych z EYPC.
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e Glowy polarne fosfolipidéw i rejon przylegly dodgt jest miejscem interakcji genisteiny z

btonami liposoméw EYPC i naturalnymi btonami bialkm-lipidowymi krwinek czerwonych.

e Genisteina zmienia konformacj bialtek btonowych krwinek czerwonych cztowieka
zwiekszapc interakcje pomidzy tymi biatkami. Krwinki czerwone czlowieka pragbajg

forme echinocytow i majzmniejszon érednigg pod wpltywem genisteiny.

e Genisteina i kwercetyna obecne przed szokienowym wykazuj dziatanie ochronne na
komérki HeLa poprzez obinie poziomu anionorodnikow ponadtlenkowych lukzrost

poziomu glutationu i aktywrsai SOD (w przypadku kwercetyny).

e Zarbwno genisteina jak i kwercetyna posiadajzdolng¢ wymiatania rodnika DPPH

wykazupc silniejsze dziatanie w poréwnaniu do syntety¢avieaminy E.

Plany przysziych bada

W najblizszej przysztéci zamierzam kontynuowa badania dotycre sposobu
oddziatywania zwjzkéw pochodzenia naturalnego, w tym flawonoidévwg nwigciwosci bton jak
réwniez uzupeiné te badania o eksperymenty, ktére pozwmiozumi€ w petni interakcje tych
zwigzkéw z blonami, tj. zaréwno z biatkami jak i pitlami, na poziomie molekularnym.
Doswiadczenia bda przeprowadzone na modelowych btonach lipiddwytaturalnych btonach
biatkowo-lipidowych, btonach tonoplastow i komérkaSwop prag naukows zamierzam poszerzy
0 badania w oparciu 0 nowoczesne i zaawansowamhaikec tj. czasowo-rozdzielcze FTIR oraz
stacjonarne i czasowo-rozdzielcze techniki fluoeesyjne wdczapc mikroskops typu FLIM
(Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy). Ddaato, kde uczestniczy w badaniach z
wykorzystaniem techniki mikroskopii elektronowepmismisyjnej i skaningowej do obrazowania
zmian w morfologii i ultrastrukturze mikroorganizmdbakteryjnych i grzybowych jak rownie

komoérek czlowieka.

Omowienie pozostatych ogignie¢ naukowo-badawczych

Réwnolegle do badanad wplywem apigeniny, genisteiny i kwercetyny l@ny komdrkowe
uczestniczytam w pracach eksperymentalnych  odgtych wplywu zwizkéw rdslinnych,
flawonoidoéw i furanokumaryn na indukcj smierci komorkowej w rénych warunkach
doswiadczalnych. W badaniach dotycych wptywu kwercetyny na komorki HeLa sprawdzamay

i jak kwercetyna oraz szok termiczny wptywa na pazii rozmieszczenie biatek szoku termicznego
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Hsp 72. W badaniach wykazan@ po zastosowaniu kwercetyny biatka te znajdowaaroveno w
cytoplazmie jak igdrach komérkowych. Po szoku termicznym pozioahtlialek wzrést znacznie,
szczegolnie wgdrach komoérkowych. Natomiast preinkubacja szokowh komorek z kwercetgn
hamowata ekspresjHsp 72 i powodowata zmianw rozmieszczeniu tych bialek. Badania
immunocytochemiczne na poziomie mikroskopwietinego oraz elektronowego dowiodhyge
kwercetyna blokowata translokadjiatek szoku termicznego z cytoplazmy ddra komérkowego,
co prawdopodobnie zgkszatowrazliwos¢ komorek nowotworowych na indukcipoptozy.
Furanokumaryny to wtérne metabolity szeroko rozpmehnione wwiecie raglin. Wykazup
wiele ciekawych wigciwosci w tym przeciwzapalne, przeciwbolowe i fotouczate. Dane
literaturowe wskazujtez na przeciwnowotworowe dziatanie tych zukéw. W badaniach wykazano,
ze bergapten (5-metoksypsoralen), wyizolowany z @mo®eucedanum tauricum Bieb. wykazat
stabe witaciwosci przeciwnowotworowe Zapeucedanina do silniejsze. Peucedanina obaia te
znacznie ekspraspiatek szoku termicznego Hsp 27 o0 74 % i Hsp 72/ %. Po wybarwieniu
komorek HeLa AneksynV wykazano,ze indukowata ongmier¢ apoptotycza w okoto 11 %
komorek.
Wyniki tych bada zostaly opublikowane w dwdch pracach o e@si midzynarodowym i
krajowym:
e Jakubowicz-Gil, J.Pawlikowska-Pawkga, B., Piersiak, T., Pawelec, J., Gawron, A., 2003:
Quercetin suppresses heat shock-induced nucleeidcation of Hsp7Z-olia Histochemica
et Cytobiologica 43, (3) 123-128.
IF 2005/ pKt 2005/ IF2013/ pKt 2013= 0,789 / 10 pkt /1,101 / 15 pkt
« Bartnik, M., Glowniak, K., Jakubowicz-Gil, Pawlikowska-Pawkga, B.,Gawron, A., 2006:
Effect of peucedanin and bergapten (5-MOP), furanomarins isolated fronfPeucedanum
tauricum Bieb. (Apiaceae) fruits, on apoptosis induction and heat-shguktein expression in
HeLa cellsHerba Polonica 5, (4) 71-78.
IF 2006/ PKt 2006/ IF2013/ pkt 2013= -/ - pkt /- / 8 pkt
Uczestniczytam réwnie w badaniach, prowadzonych we wspoétpracy z Kateddnatomii i
Histologii Zwierzt  Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie,  ktoreotytzyly wplywu
lipopolisacharydu na morfologi ultrastruktug astrocytéw z hipokampa szczura w pilokarpinowym
modelu epilepsji. W porownaniu do komoérek kontyalm, astrocyty z pola CALl i CA3 komérek
piramidalnych hipokampa, wykazywaly zmiany morfgitzne takie jak obrzmienie cial komorek
oraz obecn& wypustek glejowych. Na poziomie ultrastruktury elvgowano zmniejszenie Hoi
organelli, ktére gromadzity si na biegunach komorek, silnwakuolizacg cytoplazmy oraz
wystepowanie brzenej heterochromatyzacji w adrach komorkowych. Najwksze zmiany
obserwowano w 21 dniu po podaniu pilokarpiny. Baal&a byly finansowane z Zespotowego Grantu
Prorektora UMCS d/s. BadaNauki i Wspotpracy z Zagranic (NB-/2006) pt.: ,,Wptyw hartowania
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chemicznego na ultrastruktunipokampa szczura w modelu epilepsji”, w ktorynany wykonawg.
Wyniki tych bada zostaly opublikowane w pracy o zggi medzynarodowym:
e Jaworska-Adamu, J., Dmowska, M., Cybulska, R., K&k, A., Pawlikowska-Pawkga, B,
2011: Investigations of hippocampal astrocytesipodolysaccharide-preconditioned rats in
the pilocarpine model of epilepsyolia Histochemica et Cytobiologica49 (2) 219-224.
IF 2011/ pKt 2011/ IF2013/pkt 2013= 0,807 / 15 pkt / 1,101 / 15 pkt
Bratam te udziat w cyklu bad& prowadzonych we wspotpracy z Zaktadem Fizjol&uklin oraz
Zaktadem Anatomii i Cytologii Rdin UMCS, dotycacych aktywndci i lokalizacji lipooksygenazy
w réznych gatunkach #in jak réwniez zmian na poziomie tkankowym, komorkowym i
subkomoérkowym w warunkach stresu metalgzkich. Lipooksygenaza (LOX) jesetnzymem
wystepujagcym w komoérkach rdinnych i zwierzcych. Bierze udziat w kluczowych procesach
komorkowych rélin. Przy wyciu metody immunocytochemicznej na poziomie mikogsl
elektronowego badano lokalizadiOX w siewkachPhaseolus coccineus (L.) traktowanych 25uM
roztworem Cd. Enzym znaleziono w peryferycznychsciach protoplastu komérek kontrolnych m.
in. w $cianie komorkowej, w mitochondriach, w plastydachwzdiuz cystern retikulum.
Immunoreakcja na LOX byta mniej intensywna w kokawh traktowanych Cd, ktére wykazywaty
dodatkowo zmiany w ultrastrukturze. Badania akty$end.OX w pH 7 i 8 ujawnity obrienie
aktywnaici badanego enzymu po 4 dniach ekspozycji siewekkadm. W innej pracy okélano
aktywndas¢ i rozmieszczenie LOX w tkankaohrabidopsis thaliana traktowanych Cd i Cu przez 7
dni. Komorki parenchymatyczne ujawnity zmiany utraktury za LOX gtownie obserwowano w
cytoplazmie i w chloroplastach. W élmach eksponowanych na dziatanie metalezkich
odnotowano zmniejszarilos¢ LOX, ale enzym wykazywat wksz aktywnd¢ szczegodlnie w pH 8.
Celem kolejnej pracy byto zbadanie rozmieszczeaego tenzymu w mikrosporz&agea lutea (L.)
(Ker.- Gaw.). Enzym znaleziono w cytoplazmigrge i sporodermie mikrospory. Najintensywnigjsz
reakcg obserwowano w cytoplazmie, gdziegsteczki immunoztota niekiedy byly zgrupowane po
kilka lub kilkanacie i wykazywaly najwiksze zagszczenie. Najmniej @steczek wysipowato w
sporodermie.
Inna praca dotyczyla lokalizacji tego enzymu w jkdich Gagea lutea. LOX znaleziono w rénych
czesciach i typach komadrek tej struktury. Komorki epichalne i komaorki endotecjum wykazywaty
obecndé¢ LOX w poblizu retikulum endoplazmatycznego (ER) i w cytopleaamPozytywna
immunoreakcja na LOX byla mniej intensywna &odkowych warstwach gdzie pojedyncze
czgsteczki immunoziota byly skoncentrowane pégjianach komoérkowych oraz w wakuolach, w
poblizu mitochondriow i w plastydach. LOX obserwowatea w ziarnach pytku w warstwie
egzyny, w cytoplazmie i blisko cystern ER. Na pads¢ bada wywnioskowanoze wystpowanie
enzymu w pylnikach tej gliny moze by zwigzane z obecrigiag zwigzkéw o charakterze lipidowym

w réznych warstwach pylnika. Enzym e produkowé pewne lotne pochodne, ktére &fujako
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atraktanty bdz repelenty owaddw jak réwniemogs by¢ one skuteczne w obronie przed atakiem
patogendw.
W kolejnej pracybadano odpowied zmiany anatomiczne na poziomie tkankowym i  kokowym
u korzeni i todygArabidopsis thaliana poddanych dziataniu nadmiaru miedzi w warunkach
zmienionego wewigtrzkomorkowego poziomu glutationu (GSH). Rgsm stzenia Cu obriatly
poziom GSH w korzeniach dwieza mag rosliny oraz podwyszaly poziom GSH w tfodygach.
Zarébwno GSH, Cu i BSO indukowaty zmiany w struk&udzorzeni i ultrastrukturze chloroplastow
lisci. Cu nie indukowato akumulacji fitochelatyn.
Wyniki tych bada zostaty opublikowane w giu pracach o zagju midzynarodowym i
krajowym :
» Skoérzyaska-Polit, E.,Pawlikowska-Pawkga, B., Szczuka, E., Plak, A., Melke, J., 2005:
Localization and activity of lipoxygenase in Ceddted seedlings dPhaseolus coccineus.
Acta Societatis Botanicorum Poloniae74, (3) 199-207.
IF200s/ PKt 2005/ IF2013/ pkt 2013= 0,148 / - pkt / 0,585 /15 pkt
e Skérzyaska-Polit, E.,Pawlikowska-Pawkga, B., Szczuka, E., Drkiewicz, M., Krupa, Z.,
2006: The activity and localization of lipoxygenase Arabidopsis thaliana under cadmium
and copper stressddant Growth Regulation. 48, 29-39.
IF 2006/ PKt 2006/ IF 2013/ pkt 2013= 0,903/ 15 pkt / 1,67 / 30 pkt
» Szczuka, E.Pawlikowska-Pawkga, B., Skorzyaska-Polit, E., Sobieska, J., Pawelec, J.,
Piersiak, T., 2006: Immunolokalizacja lipooksygenezmikrosporzeGagea lutea (L.) Ker. -
Gaw. Acta Agrobotanica 59 (1), 83-90.
IF 2006 /PKt 2006/ IF2013 /pKt 2013= -/ - pkt/ - / 8 pkt
e Szczuka, E., Skorfgka-Polit, E.,Pawlikowska-Pawkga, B., Sobieska, J., Gawron, A.,
2006: Immunolocalization of lipoxygenase in thehamtof Gagea lutea (L.) Ker.-Gaw.Acta
Biologica Cracoviensia Series Botanica48 (1), 19-26.
IF 2006/ Pkt 2006/ IF2013 / pkt 2013= 0,213/ - pkt /0,612 / 20 pkt
* Widjcik, M., Pawlikowska-Pawkga, B., Tukiendorf, A., 2009: Physiological and
ultrastructural changes irArabidopsis thaliana as affected by changed GSH level and Cu
excessRussian Journal of Plant Physiology 56, (6) 820-829.
IF 2000/ PKt 2009/ IF2013/ pkt 2013= 0,5/ 10 pkt /0,617 / 20 pkt
W innym cyklu badadokonywano analizypdpowiedzi grzybéw wiszych na  obecrié
metali ckzkich w podizu hodowlanym, m. inAbortiporus biennis. W ramach tych bada
prowadzone byly m. in. analizy morfologicznychuitrastrukturalnych zmian grzybni
wywotanych metalami ezkimi. Grzybnie kontrolne wykazywaty obecftochlamydospor jak i
bazydiospor. Za pomacklasycznej techniki mikroskopii elektronowej jak analizy EDX

wykazanoze obecndéé PbO w paywce powodowataze jony otowiu gromadzity siw poblizu
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bton komérkowych, wcianie komérkowej oraz w cytoplazmie. Obserwowaitrgsvakuolizacg

cytoplazmy grzybni a wzrastgie stzenie PbO w podial hodowlanym zmniejszato zdokw

akumulacyjne grzyba. W innej pracy wykazame,ZnO, CdO i C¢O powodowaly najwiksze
zahamowanie wzrostu grzybAi biennis. Jednoczénie w odpowiedzi na obecfiow podiazu
hodowlanym ZnO, Mn®@i CwO obserwowano zwkszone sizenie kwasu szczawiowego.

Oksydaza kwasu szczawiowego zostata rozpoznanagakgpm odpowiedzialny za degradacj

tego kwasu a jej zwkszone stzenie obserwowano w podio z dodatkiem ZnO, MnO Cw.0.

Badania z zastosowaniem mikroskopii konfokalnekaaaty zmiany w morfologii grzyba.

Rezultaty tych badaopublikowano w dwdch pracach o zagi miedzynarodowym:

e Graz, M., Jarosz-Wilkotazka, A.Pawlikowska-Pawkga, B., 2009: Abortiporus biennis
tolerance to insoluble metal oxides: oxalate semrgbxalate oxidase activity, and mycelial
morphology Biometals 22, 401-410.

IF 2000/ PKt 2000/ IF2013/ pKt 2013= 3,172 / 15 pkt / 3,284 / 30 pkt

e Graz, M, Jarosz-Wilkotazka, A.Pawlikowska-Pawkga, B, 2011: Growth inhibition and
intracellular distribution of PB ions by the whiteot fungus Abortiporus biennis.
International Biodeterioration & Biodegradation. 65, 124-129.

IF 2011/ pKt 2011/ IF2013/ pkt 2013= 2,074 / 25 pkt /2,059/ 30 pkt

Bratam te udziat w eksperymentach dotycych analizy zmian wewatrzkomoérkowych

zachodzcych w komorkach  bakterii Legionella dumoffii  pod wplywem peptyddw

odporndciowych defensyny i apolipoforyny Il Galleria mellonella. Ekstrakt hemolify ujawnit
zaleene od sgzenia antybakteryjne dziatanie skierowane przecidabaj bakterii. Dodatkowo,
badania na poziomie mikroskopu elektronowego wgka ze badane peptydy powodowaty
nieodwracalne uszkodzeniaian komorkowych oraz zmiany w strukturze wetvpnej bakterii
m.in. wakuolizagj i kondensagj cytoplazmy.

Rezultaty tych badaopublikowano w pracy o zagju midzynarodowym:

e Palushska-Szysz, M., Zdybicka-Barabas, Rawlikowska-Pawtga B.,Mak, P., Cytryiska,
M., 2012: Anti-legionella dumoffii activity o€Galeria mellonella defensin and apolipophorin
[ll. International Journal of Molecular Sciences 13, 17048-17064.

IF2012/ pKt 2012/ IF2013/ pkt 2013= 2,598 / 30 pkt / 2,464 / 30 pkt
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