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doktorskiej — Prof. dr hab. Halina Milnerowicz),

Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Analityki Medyczne;j,
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Farmaceutycznego z Oddzialem Analityki Medycznej, Uniwersytetu Medycznego

im. Piastow Slaskich we Wroctawiu (do 2009 roku: Akademia Medyczna we

Wroctawiu). Dodatkowo w roku akademickim 2011/2012 bylam zatrudniona na

stanowisku starszego wyktadowcy w Panstwowej Wyzszej Szkole Zawodowej im.

Angelusa Silesiusa w Watbrzychu, w Instytucie Turystyki i Rekreacji, na kierunku:

Kosmetologia.
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v Dzienne studia doktoranckie, Katedra i Zaktad Biomedycznych
Analiz Srodowiskowych;
% 1.10.2009 — 30.09.2011
v Asystent, Katedra i Zaktad Biomedycznych Analiz Srodowiskowych,
% 1.10.2011 - 30.06.2012
v' Starszy wykladowca, Panstwowa Wyzsza Szkota Zawodowa
im. Angelusa Silesiusa, Walbrzych;
% 1.10.2011 — nadal
v' Adiunkt, Katedra i Zaktad Biomedycznych Analiz Srodowiskowych.

4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2
USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH I TYTULE
NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI
(DZ. U.2016 R. POZ. 882 ZE ZM. W DZ. U. Z 2016 R. POZ. 1311)

Osiagnigcie  naukowe zostalo udokumentowane cyklem szesciu prac
oryginalnych opublikowanych w recenzowanych, zagranicznych czasopismach ze
wspolczynnikiem wplywu. W pieciu pracach jestem pierwszym autorem, a takze
w pigciu autorem do korespondencji (*). Wszystkie wymienione prace zostaly
opublikowane po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora nauk farmaceutycznych (tj. po
14 pazdziernika 2010 roku).

4.1. Cykl szesciu doswiadczalnych publikacji powiazanych tematycznie pod

tytulem:

»Przydatno$¢ oznaczen aktywnosci formy 1 paraoksonazy

i y-glutamylotransferazy w ocenie narazenia ludzi na ksenobiotyki”

Laczny wspotczynnik wplywu prac skladajacych sie na ,osiagniecie naukowe”

wynosi: 12,472 a taczna liczba punktow MNISW wynosi: 145.

kL Anna Bizon*, Halina Milnerowicz: The effect of divalent metal

chelators and cadmium on serum phosphotriesterase, lactonase and arylesterase
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activities of paraoxonase 1. Environ Toxicol Pharmacol. 2018 Vo0l.58; s.77-83.
Pkt. IF: 2,776; Pkt. MNiSW/KBN: 25.

[wykaz opublikowanych prac naukowych — zatgcznik nr 3].

k2. Anna Bizon, Marta Kepinska, Krzysztof Snacki, Halina Milnerowicz.:
The impact of environmental and biological factors on paraoxonase 1 and

y-glutamyltranspeptydase activities in the blood of smelters. Int J Environ
Health Res. 2016 Vol.26 no.2; s.222-238.

Pkt. IF: 1,485; Pkt. MNiSW/KBN: 25.

[wykaz opublikowanych prac naukowych — zatgcznik nr 3].

I. 3. Anna  Bizon*, Jolanta  Antonowicz-Juchniewicz, = Malgorzata
Milnerowicz, Mariola Sliwiﬁska-Mossor’l, Halina Milnerowicz.: The effect of
occupational exposure on pro/antioxidant balance in the blood of non-smoking
and smoking smelters with diabetes. Environ Toxicol Pharmacol. 2016 Vol.44;
5.99-106.

Pkt. IF: 2.313; Pkt. MNiSW/KBN: 25.

[wykaz opublikowanych prac naukowych — zatacznik nr 3].

I. 4. Katarzyna Kowalska, Milena Sciskalska, Anna Bizon*, Mariola
Sliwinska-Mossor, Halina Milnerowicz; Influence of oral contraceptives on
lipid profile and paraoxonase and commonly hepatic enzymes activities. J Clin
Lab Anal. 2018 Jan;32(1). doi: 10.1002/jcla.22194.

Pkt. IF: 1,303; Pkt. MNiSW/KBN: 20.

[wykaz opublikowanych prac naukowych — zatgcznik nr 3].

LS. Anna Bizon*, Halina Milnerowicz: Changes in lipid profile and
paraoxonase activities in the blood of non smoking and smoking pregnant

women in first trimester of pregnancy. Environ Toxicol Pharmacol. 2017

Vol.53; s.74-80.
Pkt. IF: 2,776; Pkt. MNiSW/KBN: 25.

[wykaz opublikowanych prac naukowych — zatgcznik nr 3].
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I. 6. Anna Bizon*, Monika Otldakowska, Halina Milnerowicz.: Effects of
paraoxonase 1 L55M gene polymorphisms on enzymes activity and lipid profile
in healthy persons. Inhal Toxicol. Published online: 08 Jan 2019;
doi.org/10.1080/08958378.2018.1554014.
Pkt. IF: 1.819; Pkt. MNiSW/KBN: 25.

[wykaz opublikowanych prac naukowych — zatgcznik nr 3].

Kopie prac stanowigcych ,,osiagni¢cie naukowe™ znajdujg sie w zalaczniku nr 5,
oswiadczenia wspotautorow okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich
w powstanie poszczegélnych prac znajdujg sie w zalgczniku nr 6, natomiast analiza
bibliometryczna publikacji wykonana przez Biblioteke Gléwng Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu znajduje si¢ w zalgczniku nr 3.
W zalgczniku nr 3 zamiedcitam réwniez informacje okre$lajagce méj indywidualny

wklad w powstanie kazdej z publikacji.

b. Oméwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiagnietych wynikow wraz

z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

s»Przydatnos$¢ oznaczen aktywnosci formy 1 paraoksonazy

i y-glutamylotransferazy w ocenie narazenia ludzi na ksenobiotyki”

Wprowadzenie

Wiele ksenobiotykéw jest zdolnych do indukowania réznego stopnia stresu
oksydacyjnego, standéw zapalnych, dysfunkcji naczyniowej oraz uszkodzen istotnych
narzadéw, miedzy innymi watroby. W watrobie zachodzi wiele kluczowych procesow
metabolicznych a zaburzenia jej funkcjonowania przyczyniaja sie do dalszych zmian
biochemicznych w organizmie. Ksenobiotyki taczg sie wigzaniem kowalencyjnym ze
skfadnikami hepatocytéw, w tym z blonami komérkowymi, doprowadzajac do ich
uszkodzenia oraz wptywajg na strukture i funkcje kluczowych dla organizmu enzyméw
takich jak: y-glutamylotransferaza (GGT, ang. y-glutamyltransferase) oraz forma

pierwsza paraoksonazy (PON1, ang. paraoxonase) (Araoud et al., 2010).
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Gamma-glutamylotransferaza (EC 2.3.2.2) jest glikoproteing o masie
czasteczkowej 68 kDa, zwigzang z blonami komérkowymi gtoéwnie hepatocytow, skad
przy uszkodzeniu watroby bardzo tatwo przechodzi do krwioobiegu (Bulusu and
Sharma, 2016). Gléwna rola GGT jest rozklad zewnatrzkomoérkowego glutationu
(GSH), ktéry umozliwia transport aminokwaséw do wnetrza komorki i resynteze GSH.
Jednoczesnie, odiaczenie od czasteczki GSH reszty vy-glutamylowej powoduje
powstanie cysteinylo-glicyny, ktéra w warunkach ekspozycji na metale ciezkie, takie
jak miedz (Cu) i zelazo (Fe), indukuje synteze toksycznego rodnika hydroksylowego
(OH") wreakcjach Fentona i Habera-Weissa. Wzrost stezenia wolnych rodnikéw
skutkuje peroksydacja lipidéw, w tym utlenianiem lipoprotein o niskiej gestosci (LDL),
co przyspiesza tworzenie blaszki miazdzycowej. W konsekwencji zwieksza sie ryzyko
wystgpienia ostrego zespolu wiencowego, udaru lub zaostrzenia przewlekie;j
niewydolnosci serca, dlatego oznaczanie aktywnosci GGT w surowicy moze by¢
przydatne w ocenie ryzyka rozwoju chorob sercowo-naczyniowych, nadcisnienia, udaru
i cukrzycy typu 2 (Ndrepepa and Kastrati, 2016). Jednym z gléwnych enzymoéw
przeciwdziatajacych oksydacji LDL (oxLDL) jest PON1 (EC 3.1.1.2). Enzym ten jest
rowniez glikoproteing syntetyzowang w watrobie, skad ulega sekrecji do krwioobiegu,
gdzie wigze si¢ za pomoca N-hydrofobowego kofica z czasteczkg lipoproteiny
o wysokiej gestosci (HDL) (Rom and Aviram, 2017). Paraoksonaza 1 posiada trzy
aktywnosci: fosfotriesterazowa, aryloesterazowa oraz laktonazowa, dzigki ktérym petni
wiele kluczowych funkcji w organizmie (Aggarwal et al., 2016): uczestniczy
w przeciwmiazdzycowym 1 przeciwutleniajacym dzialaniu HDL (Mackness and
Mackness, 2015), hamuje synteze cholesterolu w makrofagach oraz stymuluje jego
wyplyw z tych komorek, co przeciwdziata ich przeksztatceniu w komorki piankowate
1 ostatecznie rozwojowi miazdzycy (Rosenblat et al., 2006; Rozenberg et al., 2003).
Ponadto jedynie PONI1 rozklada w surowicy tiolakton homocysteiny (niezalezny
czynnik  ryzyka rozwoju choréb  sercowo-naczyniowych), ktory poprzez
homocysteinylacje reszt lizynowych, zwigksza agregacje LDL i poteguje aktywacje
makrofagéw (Jakubowski, 2000). PONI1 hydrolizuje réwniez wiazania estrowe
w nadtlenkach fosfolipidowych i wodoronadtlenkach estrow cholesterolu oraz bierze
udziat w rozktadzie nadtlenku wodoru (H202), ktory jest gtdéwng reaktywna forma tlenu
(RFT) produkowang podczas miazdzycy i stanéw zapalnych w organizmie czlowieka

(Gozikara et al., 2015). Dodatkowo PON1 hydrolizuje czynnik aktywujacy phytki krwi
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(PAF;  ang. platelet-activating  factor), ktoéry jest mediatorem  procesow
promiazdzycowych i zapalnych w organizmie (Martini et al., 2017). Uczestniczy takze
w rozkladzie insektycydéw fosforoorganicznych (Costa et al., 1999), ktére obecnie
uwazane sg za jeden z gtdwnych sktadnikow zanieczyszczenia srodowiskowego.

Ponadto ostatnie wyniki badan wykazaty, ze wzrost aktywnosci GGT oraz
podwyzszone stezenia oxLDL we krwi starszych osob poteguje synergistyczne
interakcje miedzy tymi parametrami, indukujac tworzenie blaszki miazdzycowe]
w tetnicach moézgowych i wiencowych, bedacej gléwna przyczyng incydentow
sercowo-naczyniowych i $mierci os6b w starszym wieku (Spoto et al., 2017).
Aktywnosci PON1 ulegajg obnizeniu wraz z wiekiem, co skutkuje obnizong ochrong
LDL przed oksydacyjg i wskazuje na posredni, negatywny zwigzek migdzy aktywnoscig
PONI1 i GGT a stezeniem oxLDL u oséb w starszym wieku.

Istotnym czynnikiem s$rodowiskowym wplywajacym na aktywnosci obu
enzymdéw jest ekspozycja na dym tytoniowy. Palenie jest waznym, niezaleznym
czynnikiem ryzyka wystapienia choroby wiencowej (Shunmoogam et al., 2018).
Etiologia choréb sercowo-naczyniowych spowodowana ekspozycja na dym tytoniowy
wigze sie zaktywacja plytek krwi, wywolaniem zapalenia srodblonka oraz
promowaniem dysfunkcji naczyniowej, prowadzacej do miazdzycy tetnic, peknigcia
blaszki miazdzycowej i w konsekwencji do ostrego zespolu wienicowego i $mierci
(Reilly, 2013). Palenie papieroséw powoduje takze generowanie wolnych rodnikéw,
a ich nadmiar wywoluje depolaryzacje blony lipidowej, czego nastgpstwem jest wzrost
jej przepuszczalnosci i naptyw wapnia do komoérek (Pham-Huy et al., 2008).
W konsekwencji dochodzi do wuszkodzenia blony komorkowej, w tym blony
komoérkowej hepatocytow, co zwieksza uwalnianie GGT do krwioobiegu. Wzrost
aktywnosci GGT w surowicy moze by¢ takze zwigzany z odpowiedzia organizmu na
stres oksydacyjny wynikajacy ze zwiekszonego transportu prekursoréw glutationu do
wnetrza komérki w celu jej ochrony przed toksycznym dziataniem RFT (Greabu et al.,
2008). Posrednio, GGT przy udziale GSH, pelni istotng funkcje w procesie detoksykacji
ksenobiotykow 1 tworzenia kwasow merkapturowych, w wyniku ktoérego ksenobiotyki
sg usuwane z komorki a nastepnie wydalane z organizmu.

Skitadniki dymu tytoniowego moga rowniez modulowaé status PON1 (stezenie
i aktywnosci) w organizmie poprzez:

a) modyfikacje wolnej grupy sulthydrylowej (w pozycji 284),
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b) hamujace dziatanie metali cigzkich (nikiel, otdéw, rte¢ czy kadm) zawartych

w dymie tytoniowym na reszty histydyny w pozycji 1151 134,

c) wypieranie jondw wapnia z centrum strukturalnego i katalitycznego,
d) obnizenie stezenia HDL oraz wzrost oksydacji LDL (Milnerowicz et al., 2015;

Reed et al., 2017).

Wykazano takze, ze stopien zahamowania aktywnosci PON1 spowodowany paleniem
papierosOw jest wprost proporcjonalny do ilosci wypalanych papieroséw 1 czasu
trwania nalogu (James et al., 2000).

W literaturze od dawna podkresla si¢ takze indywidualne uwarunkowania
genetyczne, ktore stanowig istotny czynnik wrazliwosci wewnatrzosobniczej na
ksenobiotyki oraz predysponujace do rozwoju zaburzen metabolicznych i choréb
sercowo-naczyniowych (Roberts, 2015). W sekwencji genu kodujacego PONI
zidentyfikowano okoto 200 polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. single
nucleotide polymorphism) (Mackness and Mackness, 2015). Jeden z najczescie]
wystepujacych polimorfizméw PON1 w rasie kaukaskiej wynika ze zmiany sekwencji
nukleotydowej z TTG na ATG w pozycji 55, co skutkuje substytucjg leucyny (L) na
metioning (M) (Mitra and Kshatriya, 2016). Dotychczas nie oceniano wplywu
wystepowania polimorfizmu L55M na stezenie PONI, jej trzy aktywnosci oraz
parametry profilu lipidowego a takze nie badano zaleznosci miedzy tym polimorfizmem
a narazeniem na dym tytoniowy oraz wystepowaniem nadwagi i otytosci w polskiej
populacji.

Cykl sze$ciu doswiadczalnych prac stanowigcych podstawe mojego
postepowania habilitacyjnego, dotyczy ,,Przydatnosci oznaczen aktywnosci formy 1
paraoksonazy i y-glutamylotransferazy w ocenie narazenia ludzi na ksenobiotyki”.
Tematyka ta zajmuje sie od momentu uzyskania stopnia doktora nauk
farmaceutycznych, a swoje gldwne zainteresowanie skupitam na badaniu wpltywu
czynnikow Srodowiskowych takich jak narazenie na metale cigzkie i dym tytoniowy na
aktywnosci PON1 i GGT we krwi (Anna Bizon, Halina Milnerowicz: The effect of
divalent metal chelators and cadmium on serum phosphotriesterase, lactonase and
arylesterase activities of paraoxonase 1. Environ Toxicol Pharmacol. 2018 Vol.58;
s.77-83; Anna Bizon, Marta Kepinska, Krzysztof Snacki, Halina Milnerowicz.: The
impact of environmental and biological factors on paraoxonase 1 and

y-glutamyltranspeptydase activities in the blood of smelters. Int J Environ Health Res.
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2016 Vol.26 no.2; s.222-238; Anna Bizon, Jolanta Antonowicz-Juchniewicz,
Malgorzata Milnerowicz, Mariola Sliwinska-Mosson, Halina Milnerowicz.: The effect
of occupational exposure on pro/antioxidant balance in the blood of non-smoking and
smoking smelters with diabetes. Environ T oxicol Pharmacol. 2016 Vol.44; s.99-106;
Anna Bizon, Halina Milnerowicz: Changes in lipid profile and paraoxonase activities
in the blood of non smoking and smoking pregnant women in first trimester of
pregnancy. Environ Toxicol Pharmacol. 2017 Vol.53; .74-80; zatgcznik nr 3).

Swoje badania koncentrowatam réwniez na ocenie wptywu narazenia na metale
ciezkie i dym tytoniowy na aktywno$¢ GGT oraz na wieloparametrows analize systemu
antyoksydacyjnego we krwi hutnikow chorujacych na cukrzyce (Anna Bizon, Jolanta
Antonowicz-Juchniewicz, Malgorzata Milnerowicz, Mariola Sliwinska-Mosson, Halina
Milnerowicz.: The effect of occupational exposure on pro/antioxidant balance in the
blood of non-smoking and smoking smelters with diabetes. Environ Toxicol Pharmacol.
2016 Vol.44; s.99-106; zatacznik nr 3). Ocenialam takze wplyw stosowania doustnej
dwusktadnikowej antykoncepcji hormonalnej u milodych kobiet oraz palenia
papieroséw podczas ciazy u kobiet powyzej 35 roku zycia na aktywnosci wyzej
wymienionych enzyméw i parametry profilu lipidowego (Katarzyna Kowalska, Milena
Sciskalska, Anna Bizon, Mariola Sliwinska-Mosson, Halina Milnerowicz; Influence of
oral contraceptives on lipid profile and paraoxonase and commonly hepatic enzymes
activities. J Clin Lab Anal. 2018 Jan;32(1). doi: 10.1002/jcla.22194; Anna Bizon,
Halina Milnerowicz: Changes in lipid profile and paraoxonase activities in the blood of
non smoking and smoking pregnant women in first trimester of pregnancy. Environ
Toxicol Pharmacol. 2017 Vol.53; s.74-80; zatacznik nr 3).

W ostatnim etapie badan analizowatam zwiazek migdzy polimorfizmem genow
kodujacych PON1 a aktywno$ciami i stezeniem tego enzymu oraz parametrami profilu
lipidowego (Anna Bizon, Monika Oldakowska, Halina Milnerowicz.: Effects of
paraoxonase 1 L55M gene polymorphisms on enzymes activity and lipid profile in
healthy  persons. Inhal Toxicol. Published online: 08 Jan  2019;
doi.org/10.1080/08958378.2018.1554014; zatacznik nr 3).

Literatura:

Aggarwal, G., Prajapati, R., Tripathy, R.K., Bajaj, P., Iyengar, A.R.S., Sangamwar,
A.T., Pande, A.H., 2016. Toward Understanding the Catalytic Mechanism of

[0}



zalgeznik nr 2a

Human Paraoxonase 1: Site-Specific Mutagenesis at Position 192. PLOS ONE
11, €0147999. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0147999

Araoud, M., Neffeti, F., Douki, W., Najjar, M.F., Kenani, A., 2010. Paraoxonase 1
correlates with butyrylcholinesterase and gamma glutamyl transferase in
workers chronically exposed to pesticides. J. Occup. Health 52, 383-388.

Bulusu, S., Sharma, M., 2016. What does serum y-glutamyltransferase tell us as a
cardiometabolic risk marker? Ann. Clin. Biochem. 53, 312-332.
https://doi.org/10.1177/0004563215597010

Goziikara, M.Y., Borekei, A., Giir, M., Aksoy, N., Seker, T., Kaypakli, O., Ucar, s
Tiirkoglu, C., Kog, M., Makca, I., Akyol, S., Selek, S., Cayli, M., 2015. Gamma
Glutamyl Transferase Activity is Associated With Both Paraoxonase Activity
and Aortic Stiffness in Hypertensive Patients. J. Clin. Lab. Anal. 29, 390-396.
https://doi.org/10.1002/jcla.21785

Greabu, M., Totan, A., Battino, M., Mohora, M., Didilescu, A., Totan, C., Spinu, T.,
2008. Cigarette smoke effect on total salivary antioxidant capacity, salivary
glutathione peroxidase and gamma-glutamyltransferase activity. BioFactors Oxf.
Engl. 33, 129-136.

Jakubowski, H., 2000. Calcium-dependent human serum homocysteine thiolactone
hydrolase. A protective mechanism against protein N-homocysteinylation. J.
Biol. Chem. 275, 3957-3962.

James, R.W., Leviev, L, Righetti, A., 2000. Smoking is associated with reduced serum
paraoxonase activity and concentration in patients with coronary artery disease.
Circulation 101, 2252-2257.

Mackness, M., Mackness, B., 2015. Human paraoxonase-1 (PON1): Gene structure and
expression, promiscuous activities and multiple physiological roles. Gene 567,
12-21. https://doi.org/10.1016/j.gene.2015.04.088

Martini, D., Del Bo’, C., Porrini, M., Ciappellano, S., Riso, P., 2017. Role of
polyphenols and polyphenol-rich foods in the modulation of PONT1 activity and
expression. J. Nutr. Biochem. 48, 1-8.
https://doi.org/10.1016/j.jnutbio.2017.06.002

Milnerowicz, H., Kowalska, K., Socha, E., 2015. Paraoxonase Activity as a Marker of
Exposure to Xenobiotics in Tobacco Smoke. Int. J. Toxicol. 34, 224-232.
https://doi.org/10.1177/1091581815584624

Mitra, S., Kshatriya, G.K., 2016. Genetic variation at Q192R and L55M polymorphisms
in PONI. Environ. Toxicol. Pharmacol. 45, 251-256.
https://doi.org/10.1016/j.etap.2016.06.004

Ndrepepa, G., Kastrati, A., 2016. Gamma-glutamyl transferase and cardiovascular
disease. Ann. Transl. Med. 4, 481. https://doi.org/10.21037/atm.2016.12.27

Paul, K.C., Sinsheimer, J.S., Cockburn, M., Bronstein, J.M., Bordelon, Y., Ritz, B.,
2017. Organophosphate pesticides and PON1 L55M in Parkinson’s disease
progression. Environ. Int. 107, 75-81.
https://doi.org/10.1016/j.envint.2017.06.018

Reed, R.M., Borgan, S.M., Eberlein, M., Goldklang, M., Lewis, J., Miller, M., Navab,
M., Kim, B.S., 2017. Tobacco Smoke Exposure Reduces Paraoxonase Activity
in a Murine Model. Int. J. Biomed. Sci. IJBS 13, 20-25.

Reilly, M.P., 2013. Tobacco-related cardiovascular diseases in the 2lst century.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 33: 1458-1459.
https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.113.301632

Roberts, R., 2015. A genetic basis for coronary artery disease. Trends Cardiovasc. Med.
25, 171-178. https://doi.org/10.1016/j.tcm.2014.10.008



zalgeznik nr 2a

Rom, O., Aviram, M., 2017. High-density lipoprotein-associated paraoxonase 1: a
possible prognostic biomarker for heart failure? Eur. J. Heart Fail. 19, 756-759.
https://doi.org/10.1002/ejhf.817

Rosenblat, M., Gaidukov, L., Khersonsky, O., Vaya, J., Oren, R., Tawfik, D.S., Aviram,
M., 2006. The catalytic histidine dyad of high density lipoprotein-associated
serum paraoxonase-1 (PON1) is essential for PON1-mediated inhibition of low
density lipoprotein oxidation and stimulation of macrophage cholesterol efflux.
J. Biol. Chem. 281, 7657—7665. https://doi.org/10.1074/jbc.M512595200

Rozenberg, O., Shih, D.M., Aviram, M., 2003. Human serum paraoxonase 1 decreases
macrophage cholesterol biosynthesis: possible role for its phospholipase-A2-like
activity and lysophosphatidylcholine formation. Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol. 23, 461-467. https://doi.org/10.1161/01.ATV.0000060462.35946.B3

Shunmoogam, N., Naidoo, P., Chilton, R., 2018. Paraoxonase (PON)-1: a brief
overview on genetics, structure, polymorphisms and clinical relevance. Vasc.
Health Risk Manag. 14, 137-143. https://doi.org/10.2147/VHRM.S165173

Ponizej przedstawiam szczegélowy opis szeSciu prac doswiadczalnych

wchodzacych w sklad cyklu publikacji stanowiacych ,»0siggniecie naukowe”

Publikacja I.1
Anna Bizon, Halina Milnerowicz: The effect of divalent metal chelators and cadmium
on serum phosphotriesterase, lactonase and arylesterase activities of paraoxonase 1.

Environ. Toxicol. Pharmacol. 2018 Vol.58; s.77-83 (zalaeznik 3).

Cel naukowy pracy:

Punktem wyjscia do prowadzonych przez mnie badan byto ustalenie warunkow
oznaczania aktywnosci PON1: aryloesterazowej, fosfotriesterazowej oraz laktonazowe;j
w surowicy metoda kinetyczna. Jak wspomniano we wstgpie, PONI jest syntetyzowana
w watrobie, a nastepnie wydzielana do krwioobiegu, gdzie faczy si¢ z czasteczka HDL.
Zwiazek PON1 z HDL jest niezbedny do utrzymania prawidlowej aktywnosci oraz
struktury enzymu a w zaburzeniach, w ktorych wystepuje niedobér HDL obserwuje si¢
wyrazny spadek stezenia i aktywnosci PON1. Dlatego jednym z celow pracy byta ocena
obecnosci wolnej PON1 oraz enzymu zwiazanego z czasteczka HDL na podstawie
oznaczenia trzech aktywnoséci PON1 w wybranych frakcjach surowicy przy uzyciu
filtracji wiréwkowej z zastosowaniem membran <30 kDa oraz >50 kDa. Wybdr
membran wynikal z uwzglednienia masy czasteczkowej PON1 (okoto 40 kDa) oraz

zakresu mas dla czasteczek HDL.
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Dotychczas nie analizowano takze stabilnosci aktywnosci PON1 w surowicy
podczas jej przechowywania, dlatego kolejnym celem prezentowanej pracy bylo
zbadanie wplyw czasu i temperatury przechowywania surowicy na aktywnosci PON1.

Ostatnim etapem badan byla ocena wptywu inkubacji surowicy z wybranymi
ksenobiotykami: chlorkiem kadmu (CdCl) oraz z chelatorami jondéw metali
dwuwartos$ciowych: kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) i D-penicyloaminy
na aktywnosci PON1. Metale ciezkie oraz chelatory jonow dwuwartosciowych moga
wplywaé na stabilno$¢ PON1 poprzez wypieranie z centrum aktywnego jondw Ca”",
Dodatkowo metale ciezkie moga blokowa¢ grupe sulthydrylowa w pozycji 284 oraz
inaktywowaé reszty histydynowe. Dotychczas w dostgpnej literaturze nie oceniano

takze wplywu D-penicylaminy na aktywnosci PONI.

Syntetyczne oméwienie wynikow:

Po przeanalizowaniu danych literaturowych dotyczacych warunkéw manualnego
oznaczania aktywnosci PONI1 dopracowatam nastgpujace warunki: a)aktywnos¢
aryloesterazowa PON1: 20 mM Tris(hydroksymetylo)aminometan-kwas solny (Tris-
HCl) bufor o pH=8,0 zawierajacy 1 mM CaCl> w temperaturze 37°C wobec octanu
fenylu jako substratu; b) aktywnos¢ fosfotriesterazowa PON1: 10 mM Tris-HCI bufor
o pH=8,0 zawierajacy 2 mM CaClz i 2 M NaCl w temperaturze 37°C wobec paraoksonu
jako substratu oraz c¢) aktywno$¢ laktonazowa PON1: 50 mM Tris-HCI bufor o pH=7,0
zawierajacy 1 mM CaCl, w temperaturze 37°C wobec dihydrokumaryny jako substratu.

Na podstawie pracy dotyczacej strategii ultrafiltracji wiréwkowej,
umozliwiajgcej izolacje biatek z ludzkiego osocza (Greening and Simpson, 2010),
oznaczytam aktywnosci PON1 we frakcjach surowicy krwi zawierajacej biatka o masie:
<30 kDa, 30-50 kDa oraz >50 kDa. Oznaczajac aktywnosci PON1 we frakcjach: <30
kDa oraz w zakresie 30-50 kDa stwierdzitam brak lub bardzo niskie aktywnosci PON1.
We frakcji surowicy zawierajacej biatka >50 kDa jednoznacznie potwierdzitam
obecnos¢ PONI, co uwzgledniajac masg czasteczkowa PONI1 (okoto 40 kDa) oraz
czasteczki HDL sugeruje, ze enzym ten we krwi zdrowych osoéb wystepuje
w polaczeniu z czasteczkg HDL.

Analizujgc stabilno$¢ PON1 w surowicy przechowywanej w temperaturze 4°C
(przez 24 i 48 godzin oraz 1, 2, 4 tygodnie) a takze w temperaturze -28°C przez

4 tygodnie poprzez oznaczanie aktywnosci PONI 1 poréwnanie ich wartosci do
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oznaczen otrzymanych w surowicy uzyskanej bezposrednio po pobraniu krwi (dzien 0)
wykazatam, ze najbardziej optymalne warunki przechowywania surowicy w celu
oznaczenia aktywnosci PONI wystepuja w temperaturze -28°C do 4 tygodni od
momentu pobrania. Przechowywanie surowicy w temperaturze 4°C nie jest
rekomendowane do oznaczenia aktywnosci PON1.

Oceniajac wptyw nastepujgcych, toksycznych stezen CdCl: 0,025 0,05 i 0,08
mg/ml na aktywnosci PON1 wykazatam najwigkszy procentowy spadek aktywnosci
fosfotriesterazowej. Najwyzsze stezenie Cd (0,08 mg/ml) niemal calkowicie
zahamowalo te aktywnos¢. Rowniez godzinna inkubacja surowicy z D-penicylaming
w stezeniach 0,2; 1,0 i 2,0 mg/ml wykazala najwigkszy spadek aktywnosci
fosfotriesterazowej. Z kolei inkubacja surowicy z EDTA w stezeniach 0,05; 0,09 1 0,2
mg/ml powodowata najwickszy spadek aktywnosci laktonazowej, a nastepnie
fosfotriesterazowej PON1. Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaty, ze zaré6wno jony
Cd**, jak i chelatory jonéw dwuwarto$ciowych hamuja aktywnos¢ PONI, a wraz ze
wzrostem stezenia analizowanych ksenobiotykow aktywnosci PONI1 ulegaja dalszemu
obnizeniu. D-penicylamina w zakresie stezen terapeutycznych jest silniejszym
inhibitorem aktywnosci PON1 niz EDTA. Uzyskane wyniki badan opisane w pracy nr 1
stanowia uzupelnienie badan biochemicznych nad struktura i wlasciwosciami

paraoksonazy 1.

Na podstawie przeprowadzonych badan do najwazniejszych osiagni¢¢ zaliczam:
— opracowanie warunkow oznaczania trzech aktywnosci PON1;

wykazanie w surowicy obecnosci PON1 potaczonej z czasteczka HDL dzigki

wykorzystaniu  techniki  ultrafiltracji  wirdbwkowej z  zastosowaniem

odpowiednich membran;

— wyznaczenie optymalnych warunkéw czasu przechowywania surowicy w celu
oznaczania aktywnosci PON1;

— potwierdzenie hamujgcego dziatania CdCl., EDTA i1 D-penicyloaminy na
aktywnosci PON1;

— wykazanie, Zze ekspozycja na jony kadmu oraz na D-penicylaming powoduje

najwiekszy spadek aktywnosci fosfotriesterazowej PON1.
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Publikacja 1.2
Anna Bizon, Marta Kepinska, Krzysztof Snacki, Halina Milnerowicz.: The impact of
environmental and biological factors on paraoxonase 1 and y-glutamyltranspeptydase

activities in the blood of smelters. Int. J. Environ. Health Res. 2016 Vo0l.26 no.2; s.222-
238 (zalgcznik 3).

Cel naukowy pracy:

W pierwszej publikacji z cyklu (Anna Bizon, Halina Milnerowicz: The effect of
divalent metal chelators and cadmium on serum phosphotriesterase, lactonase and
arylesterase activities of paraoxonase 1. Environ Toxicol Pharmacol. 2018 Vol.58;
s.77-83) w warunkach in vitro potwierdzilam hamujacy wplyw jonéw kadmu na
aktywnosci PON1. W kolejnych badaniach gtéwnym celem pracy byla ocena wplywu
narazenia zawodowego w hucie miedzi na aktywnos¢ fosfotriesterazowa PONI
i aktywno$¢ GGT we krwi niepalagcych i palacych hutnikow w celu zbadania
przydatnosci ich oznaczen w warunkach narazenia na metale ciezkie i dym tytoniowy.
Analizowalam takze wplyw czynnikéw biologicznych takich jak: wiek, masa ciata
(wyrazona wartoscia BMI), wartosci pomiaréw cisnienia tetniczego krwi oraz stylu
zycia: konsumpcji alkoholu etylowego i dtugos¢ lat pracy w hucie na aktywnos¢ wyzej

wymienionych enzymow.

Syntetyczne oméwienie wynikow:

Nieodlacznym czynnikiem $rodowiskowym pracy w hucie jest ekspozycja na
metale ciezkie takie jak: olow (Pb), arsen (As) i Cd. Oznaczone stezenia CdiPb
w pelnej krwi oraz As w moczu hutnikéw jednoznacznie wykazaty, ze praca w hucie
poteguje kumulacje tych pierwiastkow w organizmie cztowieka. Kilkukrotny wzrost
stezenia Pb we krwi i As w moczu hutnikéw moze negatywnie wptywaé na aktywnos¢
wielu enzyméw, co miedzy innymi znalazio odzwierciedlenie w okoto 2-krotnym
spadku aktywnosci fosfotriesterazowej PON1, zard6wno w surowicy niepalacych, jak
i palacych hutnikow w poréwnaniu do 0sob nienarazonych na metale cigzkie. Rowniez
negatywna korelacja migdzy aktywnoscia fosfotriesterazowa PON1 a stezeniem Pb i Cd
we krwi oraz As w moczu palacych hutnikow potwierdzita, ze spadek aktywnosci

PON1 wynika z narazenia na metale cigzkie.
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Wezesniej prowadzone badania wykazaly, ze réwniez palenie papieroséw
wptywa hamujgco na aktywnos$¢ PON1. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach
rowniez zaobserwowalam negatywng zaleznoé¢ miedzy stezeniem kotyniny
a aktywnoscia PON1. Obok oceny wplywu palenia papierosow na aktywnos$¢ PONI,
analizowatam takze wptyw konsumpcji alkoholu etylowego, na aktywnos¢ tego enzymu
w surowicy. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzitam, ze zmiany aktywnosci
fosfotriesterazowej PON1 we krwi hutnikow wywotane spozyciem alkoholu etylowego
byly zalezne od dawki dziennie wypitego alkoholu. Ujemna korelacje miedzy iloscig
spozytego w gramach alkoholu etylowego a aktywnoscig PON1 wykazatam tylko
w przypadku konsumpcji >80 g alkoholu, podczas gdy dzienne spozycie <40 g alkoholu
nie wplywato na aktywnos¢ tego enzymu.

Oceniatam takze zwiazek miedzy aktywnoscia PONI1 a stezeniem kluczowych
pierwiastkéw, takich jak: Ca i magnez (Mg). Jak wczesniej wspomniano, PONI1 jest
wapniowo-zaleznym enzymem, posiadajacym w centrum aktywnym 2 jony wapnia,
ktére determinuja jego stabilnos¢ strukturalna i aktywno$¢ katalityczng. Uzyskana
w moich badaniach pozytywna korelacja migdzy aktywnoscig PON1 a stgzeniem jonow
wapnia jednoznacznie potwierdza zwiazek miedzy tymi parametrami. Ze wzgledu na
udzial jonéw Mg w homeostazie Ca a takze jego wplyw na stabilizacje blony
komérkowej oraz zaangazowanie W utrzymanie prawidlowej wartosci ci$nienia
tetniczego krwi i pracy serca, analizowalam réwniez zwigzek miedzy aktywnoscia
PON1 a stezeniem tego pierwiastka. Pozytywna korelacja miedzy aktywnoscig PON1
astezeniem Mg potwierdza ich wzajemny zwiazek oraz ochronng funkcje
w przeciwdziataniu rozwojowi choréb sercowo-naczyniowych i Ww utrzymaniu
stabilno$ci blon komdrkowych.

W pracy ocenialam takze wplyw narazenia na metale ciezkie i ksenobiotyki
dymu tytoniowego na aktywnos¢ GGT w surowicy hutnikéw. Zaréwno w surowicy
niepalacych, jak 1 palacych hutnikéw wykazatam wzrost aktywnosci GGT
w poréwnaniu do 0sob nienarazonych na metale ciezkie, a pozytywna korelacja miedzy
aktywnoscia enzymu a stezeniem Cd i Pb we krwi oraz As w moczu hutnikow
potwierdzila, ze ekspozycja zawodowa w hucie wptywa na wzrost aktywnosci GGT.

Dodatkowo. w obu grupach niepalacych i palacych hutnikow stwierdzitam silna
pozytywna korelacje miedzy dtugoscig lat pracy w hucie a aktywnoscia GGT, co

wskazuje, ze nie tylko narazenie zawodowe, ale czas ekspozycji wptywa na dalszy
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wzrost aktywnosci tego enzymu. Pozytywna korelacja miedzy dtugoscig lat pracy
w hucie a aktywnoscia GGT moze wynika¢ takze z wieku hutnikow, poniewaz
aktywnos¢ GGT wzrasta wraz z biegiem lat, co réwniez potwierdzita w moich
badaniach pozytywna zaleznos¢ migdzy aktywnoscig tego enzymu i wiekiem hutnikow.
W grupie palacych hutnikéw zaobserwowatam takze, ze wzrost masy ciata wplywat na
podwyzszona aktywnos¢ GGT w surowicy. Natomiast w grupie niepalacych hutnikéw,
u ktorej stwierdzitam najwigksze spozycie alkoholu, wykazatam pozytywna korelacje
miedzy konsumpcja wysokoprocentowego alkoholu etylowego a wzrostem aktywnosci
GGT w surowicy.

Warta podkreslenia jest rowniez silna, ujemna korelacja miedzy aktywnoscia
GGT i PON1. Jak nadmienitam we wstepie, wraz z wiekiem aktywnos¢ PONI ulega
obnizeniu, co zmniejsza zdolno$¢ enzymu do przeciwdziatania oksydacji czasteczki
LDL i poteguje wzrost oxLDL. Podwyzszone stezenie oxLDL i wzrost aktywnosci
GGT we krwi moze indukowaé formowanie si¢ blaszki miazdzycowej w naczyniach
krwionosnych i zwieksza¢ ryzyko wystapienia incydentow sercowo-naczyniowych
w przysztosci, szczegélnie u o0séb starszych. Jednak mechanizm synergistycznego,
aterogennego dziatania oxLDL i GGT nie zostal do konca wyjasniony i wymaga

dalszych badan.

Na podstawie przeprowadzonych badan do najwazniejszych osiagnie¢ zaliczam
wykazanie, ze:
— zawodowa ekspozycja na metale cigzkie oraz palenie papieroséw powoduje
spadek aktywnosci fosfotriesterazowej PONT;
— metale ciezkie obecne w miejscu pracy wplywaja na obnizone stezenie Ca, co
bezposrednio moze wplywa¢é na spadek aktywnosci PONI;
—  podwyzszona aktywno$¢ GGT w surowicy hutnikow jest zwiazana zarOwno
7 narazeniem zawodowym, jak i paleniem papieroséw;
— zmiany w aktywnosciach PON1 i GGT w surowicy hutnikoéw sa réwniez
zwiazane ze spozyciem alkoholu etylowego, jak i czasem pracy w hucie;

—  czynniki biologiczne rowniez modulujg aktywnos¢ PON1 1 GGT w surowicy.
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Publikacja 1.3

Anna Bizon, Jolanta Antonowicz-Juchniewicz, Matgorzata Milnerowicz, Mariola
$liwifiska-Mosson, Halina Milnerowicz.: The effect of occupational exposure on
pro/antioxidant balance in the blood of non-smoking and smoking smelters with

diabetes. Environ. Toxicol. Pharmacol. 2016 Vol.44; 5.99-106 (zalacznik 3).

Cel naukowy pracy:

Obserwujac zaburzenia w aktywnosciach PON1 i GGT w surowicy niepalacych
i palacych hutnikéw, w kolejnym etapie badan skoncentrowatam sie na ocenie wptywu
narazenia zawodowego na aktywnos¢ GGT, proces peroksydacji lipidow oraz
wieloparametrowa oceng systemu antyoksydacyjnego we krwi niepalacych i palacych
hutnikéw chorujacych na cukrzyce.

W ostatnich latach uwage naukowcéw skupil potencjalny zwigzek
przyczynowo-skutkowy migdzy narazeniem na As a ryzykiem rozwoju cukrzycy typu 2.
Arsen zaburza dzialanie czynnikéw transkrypcyjnych bioracych udzial w zwigzanej
z insuling ekspresja genéw. Wplywa stymulujaco na czynnik IUF-1 (ang. insulin
upstream factor 1) oraz na proces translokacji tego czynnika z cytoplazmy do jadra.
Toksyczny wptyw As na metabolizm glukozy wynika rowniez z faktu, ze arseniany na
+3  stopniu  utlenienia sa  inhibitorami  dehydrogenazy pirogronianowej
i a-ketoglutarowej, enzyméw uczestniczacych w procesach glukoneogenezy i glikolizy.
Wykazano takze, ze podwyzszona aktywnos¢ GGT, nawet w zakresie referencyjnym,
moze stanowi¢ czynnik predykcyjny ryzyka rozwoju zaburzen metabolicznych, w tym
cukrzycy typu 2.

Jak wykazalam w drugiej z cyklu pracy (Amna Bizon, Marta Kepinska,
Krzysztof Snacki, Halina Milnerowicz.: The impact of environmental and biological
factors on paraoxonase 1 and v-glutamyltranspeptydase activities in the blood of
smelters. Int J Environ Health Res. 2016 Vol.26 no.2; s.222-238) w moczu hutnikow
stwierdzitam kilkukrotnie wyzsze stezenie As w poréwnaniu do 0sob nienarazonych
zawodowo na metale ciezkie, dlatego oznaczenie aktywnosci GGT oraz parametrow
rownowagi pro/antyoksydacyjnej uhutnikow z cukrzyca wydawalo sie wrecz
koniecznoscia w $wietle doniesien naukowych sugerujacych zwigzek miedzy
narazeniem na As a ryzykiem rozwoju cukrzycy typu II u ludzi, a takze przydatnoscia

oznaczania GGT w cukrzycy typu I
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Syntetyczne oméwienie wynikow:

Sposréd wszystkich analizowanych w pracy grup, najwyzsze stezenie As
stwierdzitam w moczu palacych hutnikéw oraz palagcych hutnikow z cukrzyca.
W grupie niepalacych ipalacych hutnikéw z cukrzycg oraz palacych hutnikoéw
zaobserwowalam takze zaburzenia homeostazy kluczowych pierwiastkow takich jak Zn
i Cu, co manifestowato si¢ obnizona wartoscig wspéiczynnika Zn/Cu wzgledem
zdrowych, nienarazonych osob. Cynk jest pierwiastkiem niezbednym do produkcji
insuliny przez komorki B-trzustki, a takze powoduje wzrost ekspresji insulinozaleznej
glikoproteiny btonowej transportujacej glukozg (GLUT 4, ang. glucose transporter type
4) w adipocytach, miesniach szkieletowych i tkance serca, zatem zaburzenie w jego
homeostazie moze zwiekszaé¢ ryzyko rozwoju cukrzycy. Skutkiem zmian w stezeniu
insuliny sa nie tylko zaburzenia w metabolizmie weglowodanéw, ale takze
w gospodarce lipidowej. Potwierdzity to najwyzsze stezenia markera peroksydacji
lipidéow (TBARS, ang. thiobarbituric acid reactive substances) w osoczu palacych
hutnikow oraz niepalacych i palacych hutnikow chorujgcych na cukrzyce.

Wykazalam takze przydatno$¢ oznaczania aktywnosci GGT w surowicy
hutnikéw z cukrzyca, co potwierdza ponad 2-krotnie wyzsza aktywnos¢ GGT w tej
grupie badanej w stosunku do zdrowych 0séb z grupy kontrolnej. GGT jest posrednio
zaangazowany w generowanie wolnych rodnikéw w obecnosci  jonow metali
przejéciowych. Cysteinyloglicyna, ktéra powstaje w wyniku odlaczenia reszty
y-glutamylowej z czasteczki GSH w reakcji katalizowanej przez GGT, posiada silng
zdolno$¢ redukcji metali przejsciowych (w tym przypadku Cu®" do Cu'"), zwiekszajac
w ten sposob stres oksydacyjny, ktéry indukuje uszkodzenia komorek trzustki oraz
zmniejsza wrazliwos¢ tkanek na insuling. Komorki B trzustki, z powodu stabo
rozwinietego systemu antyoksydacyjnego, sa bardzo podatne na uszkodzenia ze strony
RFT, co w przypadku zdwojonej ekspozycji: zawodowej i na skladniki dymu
tytoniowego moze skutkowa¢ zaburzeniem wydzielania insuliny.

Zwigkszony stres oksydacyjny w organizmie palacych hutnikéw z cukrzyca
skutkowal takze spadkiem stezenia GSH, kluczowego nieenzymatycznego
antyoksydanta. Zaréwno spadek stezenia GSH, jak i wzrost aktywnosci GGT w tej
grupie wskazujg na toczacy sie w organizmie stres oksydacyjny. W organizmie 0sob
narazonych przewlekle na zwigkszony, wieloczynnikowy (narazenie na metale cigzkie

i dym tytoniowy oraz cukrzyca) stres oksydacyjny dochodzi do wyczerpania zdolnosci
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antyoksydacyjnej, stad najprawdopodobniej obserwowany spadek stgzenia GSH we
krwi palgcych hutnikoéw chorych na cukrzycg.

Dalsza ocena zdolnosci obronnych ustroju hutnikéw z cukrzyca przed skutkami
nasilonych reakcji wolnorodnikowych wykazala obnizong aktywno$¢ cynkowo-
miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej (Cu/Zn SOD) oraz wzrost aktywnosci
peroksydazy glutationowej (GPx). GPx katalizuje reakcje rozktadu H,0> do H2O 1 jest
skuteczny w rozkladzie nizszych stgzen H,0,. W osoczu hutnikéw zaobserwowatam
spadek aktywnosci Cuw/Zn SOD, co potencjalnie zwigzane jest z obnizonym st¢zeniem
H,0» i wskazuje na gtéwny udziat GPx, a nie katalazy, w przeksztatceniu H202 w H20.
Na wzrost aktywnosci GPx moze réwniez wplywa¢ podwyzszone stgzenie Pb, co
potwierdzila silna, dodatnia korelacja miedzy stezeniem Pb i aktywnoscia tego enzymu
(=0,86, p=0,014). Wzrost aktywnosci GPx, moze rowniez wptywaé na spadek stezenia
GSH, poniewaz enzym ten katalizuje reakcje redukcji H»O2 oraz nadtlenkow
organicznych przy udziale GSH. Kolejny mechanizm ttumaczacy spadek stezenia GSH
moze wynika¢ z podwyzszonego stezenia As W organizmie hutnikéw. Arsen na +5
stopniu utlenienia moze by¢ redukowany przy uzyciu GSH do +3 stopnia utlenienia.
Nalezy zaznaczy¢, ze zwigzki arsenowe na +3 stopniu utlenienia s bardziej toksyczne
niz na +5 i wiaza sie silniej z biatkami zawierajacymi grupy tiolowe, takimi jak GSH,
co réwniez moze ttumaczyé obnizone stgzenie GSH u palacych hutnikéw z cukrzyca,
u ktorych stezenie As w moczu bylo najwyzsze.

Obserwowany wzrost aktywnosci GGT oraz wielokierunkowe zaburzenia
potencjatu antyoksydacyjnego ustroju u niepalacych i palacych hutnikow z cukrzyca
$wiadcza o zlozonym wplywie narazenia na metale, palenia papieroséw i cukrzycy,

zar6wno na generowanie stresu oksydacyjnego. jak i na obrong antyoksydacyjna.

Na podstawie przeprowadzonych badan do najwazniejszych wnioskéw zaliczam
wykazanie, ze:
— praca w hucie, palenie papierosow a takze cukrzyca wplywa na stezenie As
w moczu i Pb we krwi hutnikéw;
~ wzrost aktywnosci GGT wynika zaréwno z ekspozycji na metale cigzkie, jak
i na sktadniki dymu tytoniowego a dodatkowo jest potegowany przez cukrzyce
oraz potwierdza przydatnos¢ jego oznaczania w warunkach ekspozycji na

ksenobiotyki oraz u osob chorych na cukrzyce;
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— ekspozycja na metale cigzkie 1 sktadniki dymu tytoniowego oraz cukrzyca
indukuja wielokierunkowe zaburzenia rownowagi pro/antyoksydacyjnej, co
potwierdza ich negatywne, synergistyczne oddzialywanie na organizm

cztowieka.

Publikacja 1.4

Katarzyna Kowalska, Milena Sciskalska, Anna Bizof, Mariola Sliwiniska-Mosson,
Halina Milnerowicz. Influence of oral contraceptives on lipid profile and paraoxonase
and commonly hepatic enzymes activities. J. Clin Lab Anal. 2018 Jan;32(1) (zalacznik
3):

Cel naukowy pracy:

W dostepnym pi$miennictwie wykazano wplyw wielu farmakoterapii na
aktywnos¢ PON1 we krwi ludzi, natomiast nie byto zadnych informacji dotyczacych
oceny efektu stosowania doustnej, dwuskladnikowej antykoncepcji hormonalne;
(COCP, ang. combined oral contraceptive pill) na aktywnos¢ fosfotriesterazowa,
aryloesterazowa i laktonazowa PONI. Doustne $rodki antykoncepcyjne sg
najpowszechniej stosowang metoda antykoncepcji, a ich dtugoletnie przyjmowanie
moze zaburzaé funkcje watroby, powodujac zmiany W aktywnosci enzymow
watrobowych oraz stezeni parametréw profilu lipidowego. Zmiany te moga wynika¢ ze:
zwiekszonej funkcji watroby uczestniczace] w metabolizmie egzogennych hormonow
oraz wpltywu egzogennych i endogennych estrogenow na receptory tego hormonu, ktore
uczestnicza w regulacji apolipoprotein, gtéwnych biatek wystepujacych w czgsteczce
HDL, a takze z negatywnego wplywu steroidéw na parametry gospodarki lipidowe;j.
Stad celowa wydaje sie ocena nie tylko aktywnosci PONI, ale takze GGT oraz st¢zenia
parametréw profilu lipidowego i markera peroksydacji lipidow we krwi kobiet

stosujacych COCP.

Syntetyczne omowienie wynikow:

Przyjmowanie COCP przez miode kobiety bylo zwigzane ze wzrostem
aktywnosci aryloesterazowe;j i laktonazowej PON1 w surowicy w porownaniu do kobiet
niestosujacych  antykoncepcji. Podwyzszona —aktywnosc¢ aryloesterazowa oraz

laktonazowa PON1 mogla wynikaé z jej zdolnosci do hydrolizy lekow zawierajacych
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w swojej  strukturze laktony lub zwiazki cykliczne. Z kolei aktywnos¢
fosfotriesterazowa PON1 w surowicy kobiet przyjmujgcych COCP byla obnizona
w poréwnaniu do kobiet ich niestosujacych. Molekularne badania dotyczace struktury
PON1 wykazaty, ze inne centra katalityczne odpowiadajg za aktywnos¢ laktonazowa
i aryloesterazowa oraz fosfotriesterazowa, co moze ttumaczy¢ fakt, ze pomimo wzrostu
aktywnosci aryloesterazowej i laktonazowej, aktywno$¢ fosfotriesterazowa u kobiet
z COCP byta istotnie obnizona. Dodatkowo aktywnos¢ fosfotriesterazowa jest
odwrotnie proporcjonalna do stopnia zaburzenia watroby: im wigksze obserwuje si¢
zaburzenia funkcji watroby, tym aktywno$¢ fosfotriesterazowa jest nizsza. W celu
potwierdzenia tej tezy, oznaczytam aktywnosci GGT oraz aminotransterazy alaninowej
(ALT) i asparaginianowej (AST), podstawowych wskaznikéw funkcji watroby.
Otrzymane wyniki wykazaty istotny wzrost aktywno$ci tych enzyméw u kobiet
przyjmujacych COCP wzgledem kobiet ich niestosujacych. Co ciekawe, aktywnos$¢
GGT w surowicy kobiet przyjmujacych COCP przekraczata zakres wartosci
referencyjnych dla uzytej metody (zakres referencyjny dla GGT wynosit <31 U/L
a oznaczona S$rednia aktywno$é tego enzymu w grupie kobiet stosujacych COCP
wynosita 39,2 U/L), mimo miodego wieku badanych kobiet. Zaobserwowatam takze
ujemna korelacje miedzy aktywnoscig fosfotriesterazows PONI1 a aktywnoscia ALT
oraz wartoscia wspotczynnika de Ritis (stosunek AST/ALT), co rOwniez potwierdza
teze, ze zaburzenie funkcji watroby moze powodowac obnizenie aktywnosci
fosfotriesterazowej PON1. Spadek aktywnosci fosfotriesterazowej PONT moze réwniez
wynika¢ z podwyzszonego stezenia malonodialdehydu. Aktywnosci lakonazowa oraz
aryloesterazowa sg najprawdopodobniej zalezne od reszt histydyny w pozycji 1151 134,
podczas gdy aktywno$¢ fosfotriesterazowa wymaga wolnej grupy sulfhydrylowej
w pozycji 284. Nadtlenki lipidowe, powstajace podczas stresu oksydacyjnego, wiaza sie
kowalencyjnie z cysteing w pozycji 284, w konsekwencji prowadzac do hamowania
aktywnosci fosfotriesterazowej PONI.

Przyjmowanie egzogennych estrogenéw korelowato z obnizonym st¢zeniem
LDL, co najprawdopodobniej wynika z udziatu tych hormonow w katabolizmie LDL
oraz z ich indukujacego wplywu na transkrypcje receptorow LDL w komorkach
watroby. Progesterony nowej generacji takie jak: drospirenon, 17-hydroksyprogesteron
zostaly opracowane tak, aby zredukowa¢ negatywny wplyw dwusktadnikowych

tabletek antykoncepcyjnych na parametry profilu lipidowego, tj. by obnizaly stezenie
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LDL i triglicerydéw w organizmie. Pomimo obnizonego stezenia LDL oznaczonego
w surowicy kobiet stosujacych COCP, stg¢zenie triglicerydow bylo istotnie wyzsze
w poréwnaniu do kobiet niestosujgcych antykoncepcji. Nie zaobserwowatam natomiast
istotnych statystycznie zmian w stezeniu catkowitego cholesterolu migdzy badanymi
grupami.

Warto réwniez podkresli¢ ponad 2-krotny wzrost wartosci  wspotczynnika
aterogennosci (TC/HDL, stosunek stezenia calkowitego cholesterolu do frakcji HDL
cholesterolu) u kobiet przyjmujacych COCP (Castelli indeks 1: TC/HDL=2,9)
w poréwnaniu do kobiet niestosujacych te] terapii (TC/HDL=1,2). Zalecana wartos¢
tego wspdlczynnika dla oséb obcigzonych ryzykiem incydentéw sercowo-
naczyniowych wynosi <3, natomiast oznaczona wartos¢ mediany dla tego wskaznika
wynoszaca 2,9 (i zakres 2,1-11,1) w grupie kobiet stosujacych antykoncepcje wskazuje,
iz mimo mlodego wieku ryzyko rozwoju miazdzycy jest wigksze niz w przypadku
kobiet niestosujgcych hormonalne;j terapii.

Obserwowany wzrost aktywnosci ALT, AST i GGT, zmiany w parametrach
profilu lipidowym i w aktywnosciach PONI jednoznacznie wskazuja, ze stosowanie
COCP wplywa na status tych parametrow we krwi a monitoring funkcji watroby oraz
parametréw profilu lipidowego wydaje si¢ by¢ niezbedny w tej grupie badane;.

Na podstawie przeprowadzonych badan do najwazniejszych wnioskow zaliczam
wykazanie, ze stosowanie doustnej, dwuskladnikowej antykoncepcji hormonalnej:
—  wskazuje na odmienny mechanizm dziatania tych lekow na aktywnosci PONI1,
co manifestowato si¢ obnizong aktywnoscia fosfotriesterazowa oraz wzrostem
aktywnosci laktonazowej i aryloesterazowe;j;
— zaburza funkcje watroby, co manifestowato si¢ podwyzszong aktywnoscig AST,
i ALT oraz aktywnoscia GGT przekraczajaca zakres referencyjny dla tego
enzymu w surowicy mtodych kobiet;
— obniza stezenie LDL przy jednoczesnym wzroécie stgzenia triglicerydow
i warto$ci wspolczynnika aterogennosci (TC/HDL);
Stosowanie doustnej, dwusktadnikowej antykoncepcji hormonalnej powinno by¢
monitorowane ze wzgledu na jej wplyw na funkcje watroby oraz parametry profilu

lipidowego w tej grupie badane;.
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Publikacja 1.5
Anna Bizon, Halina Milnerowicz: Changes in lipid profile and paraoxonase activities
in the blood of non smoking and smoking pregnant women in first trimester of

pregnancy. Environ. Toxicol. Pharmacol. 2017 Vol.53; 5.74-80 (zalacznik 3).

Cel naukowy pracy:

Obserwujac zaburzenia w aktywnosci PON1 i GGT oraz w stgzeniu parametrow
profilu lipidowego we krwi miodych kobiet stosujacych antykoncepcje hormonalna
w kolejnej pracy kontynuowatam ocene wplywu zmiany gospodarki hormonalnej
wywolanej cigzg na aktywnosci tych enzymow we krwi kobiet w pierwszym trymestrze
ciazy, narazonych czynnie lub biernie na dym tytoniowy, ktore z tytulu wieku (=35 lat)
zostaly skierowane do Pracowni Badan Prenatalnych.

Wezesniej prowadzone badania na Uniwersytecie w Buffalo wykazaty, ze
aktywno$é¢ PONI1 chroni oocyt przed negatywnymi skutkami stresu oksydacyjnego
a takze, ze aktywno$é PON1 oznaczona w surowicy i plynie owodniowym pozytywnie
koreluje ze wczesnym rozwojem zarodkow z zaplodnien in vitro.

W pierwszym trymestrze cigzy obserwuje sie fizjologicznie podwyzszone
stezenie estrogendw i progesteronu. W przebiegu ciazy dochodzi réwniez do nasilenia
proces6w oksydacyjnych i wzmozonego wytwarzania RFT w wyniku zwigkszonego
metabolizmu komoérkowego a ekspozycja na dym tytoniowy dodatkowo nasila stres
oksydacyjny. Szacuje sie, ze w Polsce okoto 25% kobiet pali papierosy, a potowa z nich
kontynuuje natdég podczas cigzy. Dodatkowo nawet do 50% cigzarnych jest biernie
narazonych na dym tytoniowy w gospodarstwie domowym lub miejscu pracy.
Ekspozycja na dym tytoniowy podczas ciazy moze powodowaé liczne patologie
potoznicze (tj. poronienia ptodu, przedwczesne odklejenie tozyska i jego nieprawidiowg
lokalizacje, przedwczesne pekniecie pecherza plodowego i przedwczesne porody, itd.)
i jest szczegdlnie niebezpieczne w I trymestrze ciazy, kiedy ksztaltuja si¢ narzady ptodu
i formuje lozysko. Ponadto w cigzy fizjologicznej nastgpuja zmiany w parametrach
profilu lipidowego, tj. wzrasta stezenie triglicerydow i LDL przy jednoczesnym
wzroscie stezenia HDL, stad efekt aterogenny jest zmniejszony. Natomiast ekspozycja
na dym tytoniowy podczas ciazy powoduje dalsze, niekorzystne zmiany w gospodarce

lipidowej u cigzarnych.
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Uwzgledniajac wyzej wymienione czynniki, w kolejnym etapie badan ocenialam
wplyw narazenia na dym tytoniowy na oznaczane w cyklu aktywnosci GGT i PONI
oraz parametry profilu lipidowego i stezenie markera peroksydacji lipidow we krwi

kobiet >35 roku zycia bedacych w I trymestrze cigzy.

Syntetyczne oméwienie wynikow:

Moje wyniki badan dowiodty, ze zarowno bierne, jak i czynne narazenie na dym
tytoniowy podczas [ trymestru ciazy powodowato spadek stezenia HDL przy
jednoczesnym wzroscie stezenia LDL w poréwnaniu do niepalacych ciezarnych. We
krwi aktywnie palacych kobiet stwierdzitam wyzsze stezenie catkowitego cholesterolu
i triglicerydéw, a pozytywna korelacja miedzy stezeniem kotyniny oraz calkowitego
cholesterolu i LDL, jak réwniez silna ujemna korelacja miedzy stezeniem Kotyniny
i frakcji HDL potwierdzita, ze narazenie na dym tytoniowy zaburza parametry profilu
lipidowego u cigzarnych. Analogiczne zalezno$ci miedzy stezeniem Kotyniny oraz
stezeniem cholesterolu catkowitego lub LDL, jak réwniez ujemna korelacja miedzy
stezeniem kadmu i frakeji HDL w grupie ciezarnych biernie narazonych na dym
tytoniowy potwierdza rowniez niekorzystny wplyw tego typu narazenia na sktadniki
dymu tytoniowego na gospodarke lipidowa cigzarnych.

W grupie kobiet palacych przed ciaza, zaobserwowatam tylko podwyzszone
stezenie LDL, podczas gdy stezenie pozostalych parametréw profilu lipidowego nie
réznito sie od wartoéci obserwowanych w grupie niepalacych ciezarnych, co sugeruje,
ze rezygnacja z palenia papieroséw podczas cigzy zmniejsza zaburzenia wystepujace
w gospodarce lipidowej w stosunku do ciezarnych aktywnie palacych podczas cigzy.
Nie wykazatam natomiast istotnych korelacji miedzy pozostatymi parametrami profilu
lipidowego a markerami ekspozycji na dym tytoniowy.

Oceniatam réwniez warto$é stosunku LDL/HDL we krwi cigzarnych i wykazatam we
wszystkich grupach narazonych na dym tytoniowy (biernie oraz czynnie podczas ciazy)
pozytywng korelacje miedzy stgzeniem kotyniny a wartoscig wspotczynnika LDL/HDL.
Najsilniejsza zalezno$¢ zaobserwowatam w grupie czynnie palacych ciezarnych
(r=0,90), co potwierdza negatywny wplyw ekspozycji na dym tytoniowy podczas cigzy
na wzrost stezenia frakcji LDL i spadek frakcji HDL. Obserwacje te potwierdzila

réwniez dodatnia korelacja miedzy podwyzszong wartoscig wspotezynnika LDL/HDL
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i wzrostem stezenia Cd w petnej krwi w grupach ciezarnych palacych przed i podczas
ciagzy.

Obnizone stezenie HDL we krwi narazonych na dym tytoniowy kobiet moze
wplywaé na spadek aktywnosci fosfotriesterowej PONI1, ktory zaobserwowatam
zarbwno we krwi kobiet aktywnie palacych przed cigza, jak i podczas jej trwania.
W grupie palacych ciezarnych wykazatam takze spadek aktywnosci aryloesterazowej
i laktonazowej PON1 w poréwnaniu do niepalacych ciezarnych. Silne ujemne korelacje
miedzy aktywnosciami PON1 a stgzeniem Cd a takze miedzy stezeniem kotyniny
aaktywnoscia  fosfotriesterazowa ~ PON1  potwierdzajg — negatywny wpltyw
ksenobiotykéw dymu tytoniowego na aktywnosci PONI. Wczesniej prowadzone
badania wykazaly, ze zaprzestanie palenia na okres co najmniej 3 miesiecy powoduje
ponowny wzrost aktywnosci PON1 do wartosci obserwowanych u 0s6b niepalacych.
W moich badaniach u kobiet, ktére palily przed zajsciem w cigze, zaréwno aktywnos¢
laktonazowa jak i fosfotriesterazowa PONI nie réznita sig istotnie w poréwnaniu do
wartodci oznaczonych w grupie niepalacych cigzarnych, a istotny spadek tylko
aktywnosci aryloesterazowej PONI, potwierdza, ze rezygnacja z natogu palenia
papieroséw wptywa nie tylko korzystnie na parametry profilu lipidowego, ale takze na
aktywnosci PON1.

Z uwagi na fakt, ze ksenobiotyki zawarte w dymie tytoniowym oraz zwigkszony
metabolizm podczas cigzy moga indukowaé stres oksydacyjny analizowatam takze
stezenie malonylodialdehydu we krwi, jako gléwnego markera peroksydacji lipidow.
Stwierdzilam istotny, w stosunku do niepalacych ciezarnych, wzrost st¢zenia MDA we
wszystkich grupach narazonych na dym tytoniowy, przy czym najwyzsze stgzenie tego
markera zaobserwowalam we krwi ciezarnych palgcych podczas ciazy, nastepnie
w grupie ciezarnych palacych przed cigza oraz biernie narazonych. Ponadto silna
dodatnia korelacja (r=0,80) miedzy stezeniem MDA a stezeniem kotyniny w grupie
palacych ciezarnych potwierdza, ze stres oksydacyjny podczas cigzy jest potegowany
przez palenie tytoniu.

Réwniez czynna, jak i' bierna ekspozycja na dym tytoniowy wplywata na
aktywno$¢ GGT we krwi cigzarnych. Wzrost aktywnosci GGT moze wynika¢ ze
zwiekszonego zapotrzebowania komoérek na stezenie GSH w warunkach stresu
oksydacyjnego (analogicznie do obserwacji opisanych w pracy Anna Bizon, Jolanta

Antonowicz-Juchniewicz, Matgorzata Milnerowicz, Mariola Sliwinska-Mossofi, Halina
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Milnerowicz.: The effect of occupational exposure on pro/antioxidant balance in the
blood of non-smoking and smoking smelters with diabetes. Environ Toxicol Pharmacol.
2016 Vol.44; s.99-106), ale réowniez wynika¢ z zaburzen parametréw profilu
lipidowego. Akumulacja triglicerydéw i frakcji LDL moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu
aktywnosci GGT, co potwierdzila silna, pozytywna korelacja miedzy aktywnoscig tego
enzymu oraz stezeniem triglicerydéw, frakeji LDL a takze markerem peroksydacji
lipidow. Co ciekawe, nie zaobserwowatam zadnych istotnych korelacji migdzy
markerami ekspozycji na dym tytoniowy (kotynina i kadm) a aktywnosciag GGT. Z kolei
istotne korelacje miedzy stezeniem MDA imarkerami wielkosci ekspozycji na dym
tytoniowy (Cd, kotynina) oraz miedzy aktywnoscia GGT i parametrami gospodarki
lipidowej (wzrost stezenia: catkowitego cholesterolu, triglicerydow, LDL) wskazujg na
odmienny wplyw zaburzef wystepujacych w organizmie podczas cigzy i dodatkowo
zwigzanych z narazeniem na dym tytoniowy na te parametry.

Podsumowujac uzyskane w pracy wyniki, wykazatam, ze ekspozycja na
ksenobiotyki dymu tytoniowego w I trymestrze cigzy w istotny sposob wplywa na
zaburzenia gospodarki lipidowej, w tym na wielkos¢ peroksydacji lipidow, co

najprawdopodobniej przyczynia si¢ do zaburzenia aktywnosci PON1 1 GGT.

Na podstawie przeprowadzonych badan do najwazniejszych wnioskow zaliczam

wykazanie, ze palenie papieroséw podczas cigzy:

|

poteguje stres oksydacyjny manifestujacy sie podwyzszong aktywnoscig GGT
i podwyzszonym stg¢zeniem MDA

— zwieksza stezenie LDL przy jednoczesnym spadku stezenia HDL;

—  obniza aktywnos¢ aryloesterazowa, laktonazows i fosfotriesterazowa PON1;

— analogicznie do milodych kobiet stosujacych antykoncepcje hormonalna.
parametry profilu lipidowego oraz aktywnosci enzyméw watrobowych powinny
by¢ monitorowane podczas cigzy, szczegolnie w przypadku zwigkszonego
ryzyka powiklan podczas ciaz eksponowanej na ksenobiotyki dymu

tytoniowego.

Publikacja 1.6
Anna Bizon, Monika Oldakowska, Halina Milnerowicz. The association among

paraoxonase 1 L55M polymorphism and paraoxonase 1 status as well as lipid profile
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parameters in healthy subjects. Inhal Toxicol. Published online: 08 Jan 2019;
doi.org/10.1080/08958378.2018.1554014 (zalacznik 3).

Cel naukowy pracy:

Polimorfizmy genetyczne bialek enzymatycznych moga prowadzi¢ do zmian
fenotypowych zwigzanych z zaburzeniem ich aktywnosci katalitycznej, co z kolei moze
mie¢ wplyw na przebieg réznych szlakow metabolicznych. Jak wspomniano we
wstepie, polimorfizm L55M jest jednym z najczesciej wystepujacych w rasie kaukaskiej
polimorfizméw PONI1. Alloenzymowi M55 przypisuje si¢ obnizong ekspresje mRNA,
aco sie z tym wigze, nizsze stezenie oraz obnizong aktywnos$¢ enzymu, przy
rownoczesnie zwigkszonej ochronie LDL przed oksydacja. Natomiast wariant L55 jest
bardziej stabilny i odporny na proteolize, co moze wigzaé si¢ z wyzszymi stezeniami
tego enzymu w surowicy. Wykazano, ze polimorfizm L55M w duzo wigkszym stopniu
moduluje status PON1 w organizmie niz czynniki srodowiskowe.

Dotychczas nie oceniano wplywu polimorfizmu L55M na stg¢zenie PON1 oraz
jej trzy aktywnosci a takze na stezenie parametréw profilu lipidowego u 0s6b zdrowych,
dlatego w ostatniej z cyklu pracy badatam wplyw wystepowania polimorfizmu L55M

PONI na wyzej wymienione parametry u zdrowych osob.

Syntetyczne omowienie wynikow:

Zmiana stezenia i aktywnosci PONI moze wynika¢ z polimorfizmu
genetycznego genu kodujacego PONI1. Uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzily, ze
polimorfizm L55M wplywa na aktywnos$¢ fosfotriesterazowa i aryloesterazowa PON1
anajnizsze aktywnosci tego enzymu stwierdzitam w genotypie MM. Rowniez w tej
grupie wykazatam najwiekszy spadek stezenia PONT1 oraz frakcji HDL, co potwierdza
otrzymane w pierwszej pracy wyniki, ze aktywnos¢ PON1 we krwi jest zalezna od
stezenia HDL. Zaobserwowatam takze, ze spadek aktywnosci PON1 i stezenia frakcji
HDL korelowal z obnizonym stezeniem PONI1. Jak opublikowali wczesniej inni
autorzy, nizsze stezenie PON1 moze nie tylko zaburza¢ aktywnos$¢ PONI, ale takze
przyczynia¢ si¢ do zwigkszonego ryzyka rozwoju dyslipidemii, insulinoopornosci
i nadcis$nienia tetniczego oraz wystapienia incydentéw sercowo-naczyniowych. Dlatego

sugeruje sig, ze oznaczanie statusu PON1 we krwi moze by¢ przydatne w ocenie
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zaburzen metabolicznych a wystepowanie polimorfizmu L55M moze predysponowac
do ich rozwoju w przysztosci.

Wystepowanie nadwagi i otylosci, szczegdlnie typu wisceralnego, moze réwniez
potegowaé zaburzenia metaboliczne, co znalazto odzwierciedlenie w ujemnej korelacji
miedzy wartoscia WHR oraz aktywnoscig aryloesterazowa i fosfotriesterazowa PON1
w genotypie MM a takze migdzy wartoscig WHR i stgzeniem PON1 w genotypie LM.

Zaréwno u osob z genotypem MM, jak i z genotypem LM oraz z nadwaga
i otyloscia wykazatam okoto 2-krotnie wyzsza aktywnos¢ fosfotriesterazowa PONI
w poréwnaniu do 0s6b z tym samym genotypem, ale z prawidtowa masa ciata. Chociaz
wzrost aktywnosci fosfotriesterazowej PON1 u 0s6b z nadwagg lub otytoscia wydaje si¢
kontrowersyjny, to moje wyniki badan potwierdzaja wczesniejsze obserwacje
prowadzone w innych osrodkach. Otylo$¢ charakteryzuje si¢ zwigkszonym stresem
oksydacyjnym w tkance tluszczowej, co zwigksza zaburzenia pro/antyoksydacyjne
w organizmie i moze wptywaé na wzrost aktywnosci fosfotriesterazowej PONI, ktéra
petni réwniez kluczowa funkcje w neutralizacji wolnych rodnikéw. Ten nurt badan
wymaga jednak kontynuacji.

W przypadku aktywnosci laktonazowej PON1 Zzaden z analizowanych w pracy
czynnikéw (polimorfizm L55M, ekspozycja na dym tytoniowy, wystepowanie nadwagi
i otytosci) nie wptywat istotnie na zmiany tej aktywnosci.

Oceniajac wptyw palenia papieroséw na aktywnosci PON1, wykazalam spadek
aktywnosci fosfotriesterazowej PON1 u palacych oséb z genotypem LM. Co ciekawe,
wezesniej prowadzone badania na populacji Polakow wykazaly, ze genotyp MM moze
by¢ czynnikiem predysponujagcym natég palenia papieroséw. Réwniez w moich
badaniach wykazatam, ze w grupie 0séb z genotypem MM az 88% stanowily palace
osoby (w grupie o genotypie LM os6b palacych bylo okoto 73% a w grupie LL osoby
palace stanowily potowe przypadkdéw), co moze potwierdzaé, ze genotyp MM czesciej
wystepuje u 0sob palacych niz niepalacych.

Obserwowane zmiany w stezeniu PONI1 i frakcji HDL oraz aktywnosci PON1
wydajg sie odzwierciedla¢ odmienng wrazliwo$¢ wewnatrzosobnicza zwigzang
z wariantami genetycznymi LM i MM polimorfizmu L55M, a ekspozycja na dym
tytoniowy oraz wystepowanie nadwagi i otylosci dodatkowo wplywaja na zmiany
analizowanych parametrow. Uzyskane wyniki badan potwierdzaja rowniez Scisty

zwiazek miedzy aktywnoscig PONI1 oraz stezeniem tego enzymu, jak i frakcji HDL.
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Na podstawie przeprowadzonych badan do najwazniejszych wnioskéw zaliczam
wykazanie, ze:
— polimorfizm PON1 L55M wplywa na stezenie PON1 oraz aktywnos¢
fosfotriesterazowa i aryloesterazowa PON1 we krwi;
— ekspozycja na dym tytoniowy oraz wystepowanie nadwagi i otylosci
w analizowanych genotypach nie wptywato na aktywnosc laktonazowg PON1
we krwi;
— obnizona aktywnos¢ fosfotriesterazowa i aryloesterazowa PONI we krwi moze
by¢ zwigzana z nizszym stezeniem HDL;
—  wystepowanie nadwagi i otylosci w grupie LM i MM wplywalo na wzrost
aktywnodci fosfotriesterazowej PON1;

—  genotyp MM czesciej wystgpuje u 0séb palgcych niz niepalacych.

Podsumowujac, wyniki otrzymane w moim osiggnigciu naukowym przyczynily si¢
do uzyskania nowych informacji na temat przydatnosci oznaczania aktywnosci PONI1
i GGT we krwi ludzi narazonych na ksenobiotyki. Dzigki opracowanym metodom
wykazatam, ze stezenie i aktywnos¢ PON1 we krwi zdrowych 0s6b jest zwigzana
z czasteczkg HDL (praca L1 i 1.6; zalgcznik nr 3). Zaréwno na podstawie pierwszej,
jak i drugiej w cyklu pracy (praca L1 i 1.2; zalacznik nr 3) potwierdzilam negatywny
wplyw metali ciezkich wystepujacych w srodowisku (Cd, As i Pb) oraz chelatoréw
jonéw dwuwartosciowych (EDTA, D-penicylaminy) na aktywnosci PONI
w surowicy. Potwierdzilam przydatno$¢ oznaczania aktywnosci GGT nie tylko jako
markera funkcji watroby, ale takze jako uzytecznego parametru oceny wielkosci stresu
oksydacyjnego oraz zaburzen metabolicznych wystepujacych w organizmie
cztowieka, na co wskazuja wysokie aktywnosci GGT w surowicy: palgcych
i niepalacych pracownikéw huty miedzi, hutnikow chorujacych na cukrzyce. a takze
mliodych kobiet stosujacych antykoncepcje hormonalng oraz palgcych kobiet,
bedacych w I trymestrze ciazy (praca 1.2, 1.3, 1.4, L5; zalacznik nr 3). Z kolei analiza
wplywu palenia papieroséw w réznych grupach badanych potwierdzila negatywny
wplyw tego natogu nie tylko na aktywnosci analizowanych w cyklu enzymow, ale
takze na parametry profilu lipidowego oraz réwnowagi pro/antyoksydacyjnej (praca

1.2, 1.3, L5, 1.6; zatacznik nr 3). Wyniki moich badan pozwolity rowniez rozszerzy¢
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informacje na temat wptywu stosowania lekow antykoncepcyjnych na aktywnosci
PONI1 oraz GGT, atakze sugerujg zréznicowany wplyw tej terapii na aktywnosci
PONI1 (praca I.4; zatgcznik nr 3). Wykazalam takze przydatno$¢ oznaczenia stgzenia
parametréw profilu lipidowego, zarowno we krwi kobiet stosujacych antykoncepcje
hormonalna, jak i we krwi kobiet bedacych w ciazy, ze szczegdlnym uwzglednieniem
ciezarnych eksponowanych na dym tytoniowy oraz w wieku powyzej 35 roku (praca
1.4, L.5; zalacznik nr 3).

Dodatkowo zmiany w stezeniu PON1 i HDL oraz aktywnosci aryloesterazowej
i fosfotriesterazowej PON1 wynikajace z polimorfizmu L55M genu kodujacego PONI1
wskazujg na istotny wpltyw czynnikéw genetycznych determinujgcych wrazliwosé
wewnatrzosobniczg ludzi oraz sugeruja potencjalne zaburzenia metaboliczne

w przysztosci (praca 1.6; zalacznik nr 3).

5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

5.1. Analiza dorobku naukowego

Poza cyklem publikacji, wybranych jako podstawa do ubiegania si¢ o stopien
doktora habilitowanego, moj dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje:

o 21 publikacje o lacznej wartosci IF=29,577; MNiSW=359, na ktére skladaja
si¢ 19 publikacji eksperymentalnych (3 opublikowane przed uzyskaniem stopnia
doktora) oraz 2 prace przegladowe.

<> 29 komunikatéw, na ktdére sklada sie 19 komunikatéw prezentowanych na
miedzynarodowych konferencjach i zjazdach naukowych (przed uzyskaniem
stopnia doktora — 4 komunikaty) oraz 10 komunikatoéw prezentowanych na
krajowych konferencjach i zjazdach naukowych.

X4 wspolautorstwo podrecznika, Pkt. MNiSW=20.

> pelnotekstowy referat w materiatach zjazdowych: Pkt. MNiSW=3,

Lacznie jestem pierwszym autorem 14 prac i autorem korespondencyjnym 14 prac.
Szczegdtowy wykaz opublikowanych prac naukowych wraz z analizg bibliometryczng
dorobku naukowego, sporzadzong przez Biblioteke Gtéwna Uniwersytetu Medycznego

we Wroctawiu im. Piastow Slagskich, zawarto w zatgczniku nr 3.
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<  Sumaryczny impact factor za catoksztalt dorobku naukowego wynosi — wediug
listy Journal Citation Reports wynosi 42,049 oraz 527 punktow wedtug punktacji
MNiSW (w tym po uzyskaniu stopnia doktora 1F=38,082; MNiSW=481).

< Analiza publikacji w bazie:

v Web of Science — Science Citation Index- Expanded wykazala 146
cytowan (bez autocytowan 114),
= Indeks Hirscha wynosi 7.

5.2. Gléwne kierunki pracy badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Moja dziatalnos¢ naukowo-badawcza, prowadzona w poczgtkowym okresie po
ukoficzeniu studiéw i podjeciu studidw doktoranckich w Katedrze i1 Zakladzie
Biomedycznych Analiz Srodowiskowych, dotyczyla opracowania metody oznaczania
stezenia izoformy 1 i 2 metalotioneiny (MT1/2), niskoczasteczkowego biatka
petnigcego  wiele kluczowych funkcji w organizmie cziowieka a nastepnie
wykorzystania opracowanej metody do oznaczenia stezenia MT1/2 we krwi pacjentow
ze stanami zapalnymi trzustki. Analizowatam takze wplyw narazenia zawodowego na
metale ciezkie oraz palenia papierosOw na status antyoksydacyjny we krwi hutnikow
oraz na funkcje nerek oceniajac aktywnos¢ N-acetylo-p-D-glukozaminidazy i jej form

w moczu hutnikéw.

Mo6j dorobek naukowy, powstaty przed uzyskaniem stopnia doktora nauk

farmaceutycznych obejmuje nastepujacg tematyke badawcza, dotyczaca:

< opracowania immunoenzymatycznej metody oznaczania steienia metalotioneiny
w materiale biologicznym oraz oceny wplywu standw zapalnych trzustki na stezenie
MT i aktywnosé Cu/Zn SOD we krwi i w thance trzustki objetej procesem

zapalnym.

Z powodu braku komercyjnie dostepnego testu umozliwiajgcego oznaczenie
stezenia MT1/2 w materiale biologicznym opracowano immunoenzymatyczna metode
z wykorzystaniem standardu MT1/2  wyizolowanego z ludzkiej watroby oraz

komercyjnie dostepnych pierwszo- i drugorzgdowych przeciwcial.  Czystos¢
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uzyskanego standardu zostata potwierdzona metoda elektroforezy zelowej w warunkach
denaturujgcych (SDS/PAGE 15%) oraz technikg Western blot z wykorzystaniem btony
z fluorku poliwinylidenu (PVDF) i monoklonalnych mysich, anty-ludzkich przeciwciat
skierowanych przeciwko MT1/2 1 kozich, anty-mysich biotynylowanych przeciwciatl.
Granica wykrywalnosci testu wynosi 140 pg/100 pl.

Opracowang metodg oznaczono stezenie MT1/2 we krwi pacjentow
z przewlektym (PZT), przewlekle nawracajacym (PNZT) i ostrym stanem zapalnym
trzustki (OZT). Oceniano takze aktywnos$¢ Cu/Zn SOD we krwi oraz ekspresje MT1/2
1 Cuw/Zn SOD immunohistochemiczng metodg w skrawkach tkanek trzustki.

Wazrost stezenia MT1/2 we krwi stwierdzono we wszystkich grupach pacjentow
ze stanami zapalnymi trzustki w poréwnaniu do os6b zdrowych. Najwyzsze stezenie
MT1/2 wykazano we krwi pacjentow z OZT, nastepnie z PNZT. Z kolei najwyzsza
aktywnos$é Cu/Zn SOD zaobserwowano we krwi pacjentdéw z PNZT, nastepnie z PZT.
W ostrym stanie zapalnym istotng role jako antyoksydant petni MT1/2, natomiast
w przewleklym i przewlekle nawracajacym stanie zapalnym trzustki kluczowa funkcje
pelni Cuw/Zn SOD. Wzajemne uzupelnianie si¢ tych antyoksydantow potwierdzity
réwniez wyniki ekspresji MT1/2 i Cuw/Zn SOD w skrawach tkanek trzustki. Na
podstawie otrzymanych wynikéw wskazano istotny izamienny udzial tych
antyoksydantéw w zaleznosci od rodzaju zapalenia trzustki, zatem oznaczanie stezenia
MT1/2 iaktywnosci Cu/Zn SOD moze by¢ przydatne w rdéznicowaniu  stanow

zapalnych trzustki.

Powyzsze wyniki badan naukowych zostaly opublikowane jako dwie prace
doswiadczalne, zamieszczone na tamach Acta Biochimica Polonica oraz Pancreas
[II.LA.1 1 II.A.2; zatgcznik nr 3].

Calkowita punktacja dla prac tworzacych cykl wynosi: IF=3,967; MNiSW =42,

< wplyw narazenia zawodowego na metale cigikie i palenia papieroséw na aktywnosé
N-acetylo--D-glukozaminidazy w moczu oraz wplyw narazenia zawodowego na

status antyoksydacyjny we krwi hutnikow

Nerka jest narzadem krytycznym w przypadku diugotrwalego zawodowego lub

srodowiskowego narazenia na metale ciezkie i dym tytoniowy. W diagnostyce

31



zalgceznik nr 2a

uszkodzenia nerek przydatne jest oznaczenie aktywnosci N-acetylo-8-D-
glukozaminidazy (NAG, ang. N-acetyl-f-D-glucosaminidase) w moczu. Aktywnos¢
NAG wzrasta juz we wczesnych stadiach uszkodzenia nerek, jeszcze przed
pojawieniem si¢ zaburzen funkcji wydalniczych. Wykazano, ze narazenie zawodowe
w hucie miedzi jest zwigzane z podwyzszonym stezeniem As i Cd w moczu oraz Pb
w pelnej krwi. Zaréwno w grupie niepalacych, jak i palacych hutnikéw stwierdzono
podwyzszong catkowita aktywno$¢ NAG a takze jej formy NAG-B, co jednoznacznie
potwierdza nefrotoksyczny wptyw ekspozycji zawodowej na metale cigzkie.

Narazenie na Pb, As i Cd indukcje wolne rodniki w organizmie czlowieka i skutkuje
stresem oksydacyjnym. Dlatego analizowano takze wptyw ekspozycji zawodowej na
stezenie MT1/2 i GSH oraz na aktywno$¢ Cu/Zn SOD we krwi hutnikdw, jako
gtéwnych antyoksydantéw bioracych udzial w neutralizacji wolnych rodnikow.
Zaobserwowano statystycznie wyzsze stezenie MT i GSH oraz podwyzszong aktywnos¢
CwZn SOD we krwi hutnikéw, co potwierdza, ze ekspozycja zawodowa w hucie

zaburza status antyoksydacyjny w organizmie.

Powyzsze wyniki badah naukowych zostaly opublikowane jako jedna praca
do$wiadczalna, zamieszczone na lamach Przeglgdu Lekarskiego oraz jako
pelnotekstowy material konferencyjne opublikowany w Proceedings of the 2nd
European Conference on Chemistry for Life Sciences [11.B.11 Va.l].

Catkowita punktacja dla prac tworzacych cykl wynosi: MNiSW=9,

5.3. Gldéwne kierunki pracy badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych konsekwentnie
kontynuowalam badania nad problematyka, bedaca przedmiotem moich weczesniejszych
zainteresowan naukowych. Koncentrujac sie na badaniach dotyczacych metalotioneiny,
oceniatam wplyw czynnikéw biologicznych i srodowiskowych na stezenie tego biatka
we krwi ludzi, jak rowniez dokonalam oceny wplywu palenia papieroséw na
rownowage pro/antyoksydacyjng u pracownikow huty miedzi.

Rozpoczelam takze nowy nurt badan dotyczacy oceny wplywu ksenobiotykow
zawartych w dymie tytoniowym na: status pro/antyoksydacyjny we krwi kobiet

ciezarnych, biometrie plodu i morfometric pepowiny oraz na wartosci
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wewnatrzmacicznych przepltywdw naczyniowych w krazeniu matczyno-plodowym, ze
szczegblnym uwzglednieniem ciaz powiklanych wewnatrzmacicznym zaburzeniem
wzrostu plodu (IUGR, ang. intrauterine growth restriction). Oceniatam takze wielkos¢
zaburzen metabolicznych i hormonalnych we krwi kobiet z zespolem policystycznych
jajnikow (PCOS, ang. polycystic ovary syndrome) poprzez oznaczanie parametrow
gospodarki weglowodanowej i lipidowej oraz badania hormonalne przydatne
w diagnozowaniu tego schorzenia.

Publikacje powstale w tym czasie, poza osiagnigciem wskazanym jako podstawa do
ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego, to 16 prac doswiadczalnych i 2 prace

przegladowe, wsrdd ktérych wyodrebni¢ mozna nastepujace grupy tematyczne:

% Ocena biochemiczna metalotioneiny oraz wplywu czynnikéw biologicznych,

srodowiskowych a takze procesu nowotworzenia na st¢zenie metalotioneiny

Czystos¢ oraz whasciwosci biochemiczne uzyskanego standardu metalotioneiny
wyizolowanego z ludzkiej watroby oceniano przy uzyciu aparatu do elektroforezy
kapilarnej (PA800 Plus, Beckman Coulter, CA, USA) wykorzystujac testy:

1. do analizy bialek w kapilarach wypelionych zelem poliakrylamidowym

i dodecylosiarczanem sodu,

2. do opracowania optymalnych warunkéw rozdzialu w elektroforezie natywnej,

3. wyznaczajac punkt izoelektryczny metodg izoelektrycznego ogniskowania.
W wyniku przeprowadzonych badan wykazano przydatnos¢ trzech réznych technik
elektroforezy kapilarnej do analizy biochemicznej standardu metalotioneiny.
Przeprowadzenie w kapilarach elektroforezy w warunkach denaturujacych potwierdzito
mase czasteczkowg MT i czystos¢ uzyskanego preparatu. Technika analizy bialek
z zastosowaniem trzech buforéw umozliwita identyfikacje MT w warunkach natywnych
oraz dobranie optymalnych warunkéw identyfikacji tego biatka przy uzyciu
elektroforezy  kapilarnej. Natomiast metoda ogniskowania izoelektrycznego
wyznaczono punkt izoelektryczny MT. Potwierdzono przydatnos¢ techniki
elektroforezy kapilarnej umozliwiajgcej charakterystyke biochemiczng uzyskanego
standardu MT.

Analizowano takze wplyw czynnikdw biologicznych (wiek, ple¢, ciaza)

i srodowiskowych (palenie papierosow, przyjmowanie doustne] antykoncepcji
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hormonalnej) na stezenie MT w $rodowisku wewngtrzkomérkowym (w lizacie
erytrocytarnym) i zewnatrzkomérkowym (w osoczu) w réznych grupach badanych:
niepalgcych i palacych kobiet niestosujacych doustnej antykoncepcji hormonalnej;
niepalacych kobiet przyjmujacych doustna antykoncepcje hormonalng; ciezarnych
kobiet; niepalagcych miodych mezczyzn oraz niepalgcych i palacych mezczyzn
w Srednim  wieku.  Potwierdzono  wplyw  czynnikéw  biologicznych  oraz
srodowiskowych na stgzenie MT we krwi ludzi. Modulatorami stezenia MT we krwi
byly pte¢ (wyzsze stezenie MT stwierdzono we krwi kobiet niz u mezczyzn), wiek
(wzrost stezenia MT w osoczu mezczyzn w wieku 36 lat w pordwnaniu do mezczyzn
w wieku 36 lat), cigza (obnizone stezenie MT we krwi ciezarnych wzgledem kobiet nie
bedacych wcigzy), a takze stosowanie doustnej antykoncepcji hormonalnej oraz
narazenie na dym tytoniowy.

Podsumowano takze role¢ MT w procesach nowotworzenia oraz radioterapii
i chemioterapii. Potwierdzono ambiwalentna role ekspresji MT w procesie
karcynogenezy. Biatko to moze by¢ uznawane za czynnik sprzyjajacy rozwojowi
nowotworu, z drugiej jednak strony moze by¢é odpowiedzialne za wywolanie efektu
supresyjnego wzgledem guza. W zaleznosci od rodzaju nowotworu oraz typu tkanki
objetej procesem nowotworzenia zaobserwowano zalezno$¢ miedzy ekspresja MT
a indukcjg nowotworzenia, tempem wzrostu guza oraz oporno$cig na zastosowana
terapie. W leczeniu cytostatykami, MT moze wiaza¢ zwiazki cisplatyny i usuwaé je
poza obrgb komérki, co skutkuje opornoscia guza na podjeta chemioterapie. Ten sam
mechanizm moze jednak chroni¢ zdrowe komorki przed negatywnymi skutkami tej
terapii. Rowniez zwigkszona ekspresja MT moze zmniejsza¢ efektywnos¢ radioterapii.
Analiza ekspresji MT moze by¢ przydatna w podjeciu decyzji o wyborze metody
terapeutycznej. Wstepne badanie ekspresji MT w komoérkach guza moze wskazywaé na
rezygnacje z radioterapii jako metody pierwszego wyboru. Jednak nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, czy wzmozona ekspresja MT pelni wylacznie role czynnika
stymulujagcego powstanie irozwdj procesu nowotworzenia, czy tez jest czynnikiem

hamujacym rozwoj nowotworu lub jego stopniem zlosliwosci.
Powyzsze wyniki badan naukowych staly sie przedmiotem dwdch prac

doswiadczalnych, zamieszczonych na tamach Journal of Separation Science i Journal

of Trace Elements in Medicine and Biology oraz jednej pracy przegladowej
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opublikowanej w Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej [IL.A.3; ILA.9;
I1I.A.1; zatgcznik nr 3].
Catkowita punktacja dla prac tworzacych cykl wynosi: IF: 5,973, MNiSW = 67.

< Ocena wplywu ekspozycji na ksenobiotyki zawarte w dymie tytoniowym na

zdrowie matki i plodu

Palenie papierosoéw nalezy do najszerzej rozpowszechnionych nalogéw na
$wiecie. Szacuje sie, ze pali okoto 20-30% kobiet, a blisko polowa z nich kontynuuje
palenie podczas cigzy. Powszechny problem stanowi takze bierne narazenie na dym
tytoniowy w gospodarstwie domowym i miejscu pracy. Ekspozycja na dym tytoniowy
wywiera nie tylko szkodliwy efekt na zdrowie ciezarnej, ale takze na komoérki piciowe,
organogeneze, rozwdj plodu, przebieg cigzy i stan pourodzeniowy dziecka. Jedng
z najbardziej znanych konsekwencji narazenia na dym tytoniowy w cigzy jest niska
masa urodzeniowa ptodow 1 IUGR.

Ekspozycja na dym tytoniowy indukuje powstawanie wolnych rodnikéw
powodujgc zaburzenia w rownowadze pro/antyoksydacyjnej we krwi, zarowno matki,
jak iplodu. W pierwszej pracy wykazano, ze ekspozycja na skfadniki dymu
tytoniowego ciezarnych, ktérych cigze byly powiklane IUGR skutkowalo
podwyzszonym stezenie kotyniny oraz Cd i Pb a obnizonym stezeniem Zn we krwi
matki i dziecka. Stwierdzono podwyzszone stezenie markeréw stresu oksydacyjnego:
malonylodialdehydu i 8-hydroksy-2-deoksyguanozyny oraz zaburzenie st¢zenia
i aktywnos$ci markerow antyoksydacyjnych. Stezenie MT, zaréwno we krwi ciezarnych,
jak i we krwi pepowinowej palacych ciezarnych z [UGR, osiggalo najwyzsze wartosci
a pozytywna korelacja miedzy stezeniem kotyniny i MT potwierdza indukujacy wplyw
ksenobiotykow zawartych w dymie tytoniowym na status tego antyoksydanta.
Odwrotnie ksztattowalo sie stezenie glutationu, ktérego najnizsze stezenie stwierdzono
w grupie palagcych kobiet z IUGR. Zaobserwowano takze zaburzenia w aktywnosci
Cu/Zn SOD, peroksydazy glutationu, reduktazy glutationu i S-transferazy glutationu we
krwi palacych kobiet, ktorych ciaze byly powiklane IUGR. Zmiany w stezeniach
parametrow stresu oksydacyjnego oraz nieenzymatycznych i enzymatycznych
antyoksydantéw jednoznacznie wskazuja, ze ekspozycja na dym tytoniowy oraz IUGR

zaburzaja rownowage pro/antyoksydacyjng w cigzy.
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Oceniano takze wptyw palenia papierosow na biometri¢ ptodu oraz parametry
morfotyczne pepowiny. Palenie papieroséw podczas ciazy powiktanej IUGR byto
zwiazane ze zwiekszonym obszarem galarety Whartona w sznurze pepowinowym, €O
wplywatlo na obnizona $rednice naczyn krwionosnych w pgpowinie w poréwnaniu do
ciezarnych nie narazonych na dym tytoniowy, ktérych ciaze nie byly powiktane IUGR.
Zaobserwowano takze krotszy odcinek bezskretny pepowiny w obu grupach ciaz
powiktanych TUGR, co moze bezposrednio wptywa¢ na przeplywy matczyno-ptodowe
i ostatecznie biometrie plodu. Najwigksze zaburzenia stwierdzono w  $rednich
warto$ciach obwodu glowki i brzuszka oraz diugosci kosci udowej u ptodéow palacych
ciezarnych z TUGR. Dodatkowo wzrost stgzenia markerow ekspozycji na dym
tytoniowy (stezenie kotyniny i Cd) negatywnie korelowat z percentylem masy ciala
noworodkow w dniu porodu.

Kolejny etap dotyczyl oceny wplywu palenia papieroséw na wartosci
wewnatrzmacicznych przeptywéw naczyniowych w tetnicy srodkowej moézgu, tetnicy
pepowinowej oraz przewodzie zylnym ptodu w cigzach powiktanych IUGR. Wykazano,
ze dlugotrwate narazenie na dym tytoniowy pogarsza przeptywy w pepowinie, mozgu
oraz przewodzie zylnym, a istotne statystycznie korelacje miedzy markerami narazenia
na dym tytoniowy a zmierzonymi wartosciami przeptywow potwierdzaja negatywny
wplyw ekspozycji na dym tytoniowy na oceniane przeplywy.

Analizowano takze wplyw palenia papierosow w I trymestrze cigzy na
pojemnos$¢ jaja plodowego, trofoblastu i pecherzyka cigzowego. Podwyzszone stgzenie
markeréw ekspozycji na dym tytoniowy ujemnie korelowato z pojemnoscig trofoblastu
oraz bylo zwigzane ze zwiekszong dysproporcja migdzy trofoblastem a zarodkiem, co
moze wplywaé na uposledzong funkcje fozyska w II i III trymestrze cigzy.

W ostatnim etapie tego cyklu badan analizowano wptyw ekspozycji na dym
tytoniowy w cigzach powiktanych IUGR na gospodarke zelaza i sialacje transferryny,
biatka regulujacego homeostaze zelaza oraz uczestniczacego transporcie tego
pierwiastka do tozyska. W wyniku przeprowadzonych badan nie wykazano istotnych
statystycznie réznic w stezeniu zelaza, catkowitej zdolnosci zelaza oraz w utajonej
zdolnoéci wigzania zelaza miedzy palacymi i niepalacymi ciezarnymi z I[UGR
a niepalacymi ciezarnymi, ktérych ciaza przebiegata bez powiklan. Takze stezenie

transferryny w surowicy we wszystkich badanych grupach byto na podobnym poziomie.

36



zalgeznik nr 2a

Stwierdzono jedynie zmiany w sialacji transferryny we krwi palacych cigzarnych

z IUGR w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Powyzsze wyniki badan naukowych staty si¢ przedmiotem pieciu prac doswiadczalnych
opublikowanych po uzyskaniu tytulu doktora zamieszczonych na tamach Reproductive
Toxicology, Reproductive Science oraz Fetal and Pediatric Pathology [II.A.4; IL.A.7;
ILA.8; I1.A.10; II.A.12; zatacznik nr 3].

Catkowita punktacja dla prac tworzacych cykl wynosi: IF=12,260; MNiSW=132.

< Ocena wplywu ekspozycji zawodowej na metale cigzkie na réwnowage

pro/antyoksydacyjna we krwi niepalacych i palacych hutnikéw

Metale cigzkie obecne w s$rodowisku i miejscu pracy moga oddziatywaé
synergistycznie na organizm czlowieka i powodowa¢ wzrost stezenia wolnych
rodnikéw w organizmie, co skutkuje zaburzeniem réwnowagi pro/antyoksydacyjne;.
Dodatkowym czynnikiem potegujacym stres oksydacyjny jest palenie papierosow.
Celem pracy kolejnego nurtu badah bylo okreslenie udzialu MT oraz innych
nieenzymatycznych oraz enzymatycznych antyoksydantéw (GSH, Cu/Zn SOD, GPx,
GST) w utrzymaniu réwnowagi pro/antyoksydacyjnej we krwi hutnikéw narazonych na
metale ciezkie i palacych papierosy.

Zar6wno narazenie na metale ciezkie, jak i palenie papierosOw sa uznanymi
induktorami wolnych rodnikéw, co znalazto odzwierciedlenie w podwyzszonym
stezeniu malonylodialdehydu w osoczu hutnikéw. Stwierdzono istotny wzrost st¢zenia
zarébwno MT jak i GSH we krwi hutnikéw w poréwnaniu z osobami z grupy kontrolne;.
Ekspozycja zawodowa w hucie wplywala takze na zmiany aktywnosci Cu/Zn SOD,
GPx, GST. Lata pracy w hucie oraz intensywno$¢ palenia papieroséw potggowaty
dalsze zaburzenia réwnowagi pro/antyoksydacyjnej u hutnikéw. Takze ekspozycja
zdrowych oséb na dym tytoniowy skutkowala zaburzonym stezeniem GSH oraz
aktywnosciami Cw/Zn SOD we krwi palacych oséb.

Jak juz wczedniej wspomniano, narazenie na metale ciezkie dziala nie tylko
nefrotoksycznie, ale takze hepatotoksycznie, dlatego w grupie hutnikéw oceniano
wplyw ekspozycji zawodowe]j oraz palenia papierosow na funkcje watroby inerek

poprzez oznaczanie aktywnosci alanyloaminopeptydazy (AAP, ang. alanine

37



zalgeznik nr 2a

aminopeptidase) i GGT we krwi jako przydatnych markeréw funkcji watroby oraz
aktywno$¢ B-glukuronidazy, AAP i stezenie mikroalbumin w moczu.

Uzyskane wyniki zaburzen aktywnosci enzymoéw przydatnych w oznaczaniu funkcji
nerek i watroby oraz podwyzszone stgzenie mikroalbumin w moczu jednoznacznie
potwierdzily, ze narazenie zawodowe na otow, kadm i arsen dziata nefrotoksycznie

i hepatotoksycznie, a palenie papierosow poteguje ten stan.

Powyzsze wyniki badan naukowych staly si¢ przedmiotem siedmiu prac
doswiadczalnych zamieszczonych na tamach Toxicology and Industrial Health,
International Journal of Occupational Medicine and Environmental Health, Przeglgdu
Lekarskiego oraz jednej pracy przeglgdowej opublikowanej na tamach Medycyny
S‘rodowiskowej [II.A.5; IL.A.6; 11.B.2; 11.B.3; I1.B.4; IL.B.5; I1.B.6; III.B.2; zalacznik nr
3].

Calkowita punktacja dla prac tworzacych cykl wynosi: IF=2,405; MNiSW=74.

< Ocena zaburzen metabolicznych wystepujacych u kobiet z zespolem

policystycznych jajnikéow

W zespole policystycznych jajnikow obserwuje sie¢ wiele zaburzen
metabolicznych, ktére mogg by¢é potegowane przez nadwage i otylos¢, dlatego oceniano
wplyw otytosci brzusznej (wyrazonej wartoscia WHR, ang. waist—hip ratio) na wybrane
parametry metaboliczne w tym zespole chorobowym. Podwyzszona wartos¢ WHR
(WHR>0,8) korelowata z wyzszym stezeniem glukozy 1 insuliny (zaré6wno na czczo, jak
i po przeprowadzeniu doustnego testu obcigzenia glukoza) wzgledem pacjentek
z prawidlowa wartoscia WHR<O0,8. Otylos¢ brzuszna wpltywala rowniez na wyzsza
warto$¢ wskaznika wolnych androgendéw (FAL ang. free androgen index) oraz obnizone
stezenie  globuliny  wigzacej hormony  plciowe (SHBG) 1  siarczanu
dehydroepiandrosteronu (DHEA-S) w poréwnaniu do pacjentek z wartoscig WHR<0,8.
Stezenia folikulotropiny, lutropiny, androstenodionu i 17-B-estradiolu nie réznily sie
statystycznie w obu badanych grupach. Natomiast wykazano istotne statystycznie
réznice w parametrach profilu lipidowego: podwyzszone stezenie triglicerydow,

cholesterolu catkowitego i LDL a obnizone stezenie HDL miedzy pacjentkami
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z wartoscig WHR>0,8 oraz <0,8. Uzyskane wyniki wskazuja, ze wystepowanie otylosci
brzusznej u pacjentek z PCOS powoduje dalsze zaburzenia zaréwno metaboliczne, jak
1 hormonalne.

Oceniano takze wplyw zaburzen hormonalnych 1 metabolicznych na
wystepowanie tradziku pospolitego oraz jego intensywnos$¢ zgodnie z 5-stopniowa
globalng skalg nasilenia tradziku u pacjentek z PCOS. Pacjentki z PCOS podzielono na
podstawie stezenia androstendionu. Do pierwszej grupy zakwalifikowano kobiety ze
stezeniem hormonu w zakresie referencyjnym (0,5-3,3 ng/ml), do drugiej grupy ze
stezeniem powyzej zakresu referencyjnego.

Wigkszy odsetek pacjentek z cigzkim przebiegiem tradziku obserwowano
w grupie pacjentek, uktérych $rednie stezenie androstendionu bylo w zakresie
referencyjnym wzgledem pacjentek z wyzszym stezeniem tego hormonu. Natomiast
w grupie pacjentek z podwyzszonym stg¢zeniem androstendionu nasilenie tradziku
korelowato z podwyzszonym stezeniem testosteronu, siarczanu dehydroepiandrosteronu
i kortyzolu. Podwyzszone stezenie glukozy bylo réwniez proporcjonalne do skali
nasilenia trgdziku. Nasilenie tradziku w obu grupach pacjentek z PCOS korelowato
z podwyzszonym stezeniem siarczanu dehydroepiandrosteronu; inne androgeny nie
miaty wplywu na jego nasilenie. Podsumowujac, podwyzszone stezenia androstendionu
nie wplywaly na nasilenie tradziku. Natomiast podwyzszone stezenie catkowitego
i wolnego  testosteronu i siarczanu dehydroepiandrosteronu oraz podwyzszony
wspolczynnik wolnych androgenow korelowaly z nasileniem tradziku u pacjentek
z PCOS.

Powyzsze wyniki badan naukowych staly si¢ przedmiotem dwoch prac
doswiadczalnych zamieszczonych na lamach European Review for Medical and
Pharmacological Sciences [11.A.11; I11.A.13; zalacznik nr 3].

Catkowita punktacja dla prac tworzacych cykl wynosi: IF=4,774; Pkt. MNiSW=40.

5.4. Udzial w projektach badawczych
Badania realizowane w zakresie mojej pracy doktorskiej byly finansowane przez

Ministerstwo Nauki i1 Szkolnictwa Wyzszego w ramach grantu promotorskiego

zatytulowanego:
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_Udzial metalotioneiny w réwnowadze pro/antyoksydacyjnej 0sob
narazonych na ksenobiotyki srodowiskowe™. Decyzja nr
0552/B/P01/2009/36. Numer ewidencji wewnetrznej Uczelni GR-718/2009.
Wykonawca grantu promotorskiego finansowanego przez Ministerstwo

Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w latach: 2009-2010, wykonawca grantu.

Badania naukowe realizowatam rowniez w ramach 6 projektéw finansowanych

ze $rodkow Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, w tym jako

kierownik 2 projekty zatytutowane:

\/
L) 00

.Zaburzenie réownowagi pro/antyoksydacyjnej u osob narazonych na
ksenobiotyki $rodowiskowe™ (w latach: 2009-2010). Charakter udziatu
w projekcie: kierownik projektu badawczego dla miodych naukowcow,
numer: GU -1834.

_Badanie wplywu czynnikéw s$rodowiskowych na ekspresje izoform
metalotioneiny we krwi” (w latach: 2013-2015). Charakter udziatu
w projekcie: kierownik projektu badawczego dla miodych naukowcow,

numer: Pbmn 129.

oraz jako wspotwykonawca 4 projekty zatytulowane:

\/
L) .0

..Udziat metalotioneiny i Zn/Cu dysmutazy ponadtlenkowej w utrzymaniu
rownowagi pro/antyoksydacyjnej trzustki u pacjentéw ze schorzeniami tego
narzadu” (w latach: 2005-2007).

Projekt w ramach dziatalnosci statutowej. Charakter udzialu w projekcie:
wspélwykonawca projektu.

.Rozdzial izoform metalotioneiny w materiale biologicznym™ (w latach:
2009-2012).

Projekt w ramach dziatalnosci statutowej numer ST-424. Charakter udziatu
w projekcie: wspélwykonawca projektu.

.Wplyw ksenobiotykéw s$rodowiskowych na aktywnos¢ paraoksonazy
i innych antyoksydantéw” (w latach: 2014-2016).

Projekt w ramach dziatalnosci statutowej numer ST-852. Charakter udziatu

w projekcie: wspolwykonawea projektu.
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< Markery zaburzen metabolicznych i stresu oksydacyjnego wynikajacych
z narazenia $rodowiskowego” (w latach: 2018-2020).
Projekt w ramach dziatalnosci statutowej numer ST.D170.18.002. Charakter

udziatu w projekcie: wspétwykonawea projektu.

W ramach wspolpracy miedzynarodowej bratam udzial w 6-miesigcznym
miedzynarodowym grancie wyszehradzkim Visegrad Fund w zakresie wspOipracy
miedzy Polska, Czechami, Wegrami i Stowacja dotyczacg utworzenia ,,Sieci Naukowej
w Metalomice™ (,,Metallomic Scientific Network”), No: 11440027, (02.2015-07.2015).

Charakter udziatu w projekcie: wspolwykonawca projektu.

5.5. Miedzynarodowe i krajowe wyrdznienia i nagrody za dziatalnos¢ naukowq

Razem z Pracownikami naukowo-dydaktycznymi Katedry i Zakladu
Biomedycznych Analiz Srodowiskowych zostatam wyrdzniona zespolows Nagroda
Ministra Zdrowia za cykl 7 publikacji dotyczacych stresu oksydacyjnego,
antyoksydantow i zaburzen funkcji trzustki w 2010 r.

Ponadto otrzymalam nastepujace nagrody JM Rektora Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu za wazne i twércze osiggnigcia
w pracy naukowo-badawczej:

<+ zespolowa nagroda za cykl prac dotyczacych interakcji ksenobiotykéw: metali

*,

ciezkich i lekéw zawierajacych grupy tiolowe oraz udziatu metalotioneiny w stresie
oksydacyjnym, 2012 r.

< zespolowa nagroda za cykl prac dotyczacych zaburzen metabolizmu wywotanych
narazeniem ludzi na ksenobiotyki srodowiskowe, 2014 r.

<+ zespolowa nagroda za cykl prac dotyczacych zaburzen molekularnych
spowodowanych narazeniem na dym tytoniowy, 2015 r.

<+ zespolowa nagroda za cykl publikacji nt. wybranych parametréw réwnowagi
pro/antyoksydacyjnej u 0s6b narazonych na ksenobiotyki srodowiskowe, 2017 r.

<+ indywidualna nagroda I stopnia za wazne i tworcze osiggnigcia w pracy

naukowej, 2018 r.
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Inne nagrody i wyrdznienia w pracy naukowo-badawczej:

\/
L) ‘0

<,
L) ‘0

Nagroda naukowa w kategorii BEST ABSTRACT na 14th United European
Gastroenterology Week w Berlinie jako wspétautor komunikatu pt. ,,Expression of
metallothionein and p53 in pancreatic tumours in relation to prognosis” w 2006 1.
Nagroda naukowa I° za pracg pt. ,,Aktywnos¢ alanyloaminopeptydazy we krwi
i moczu palacych hutnikéw” podczas XI Ogélnopolskiej Konferencji Naukowe;j:
*Tyton a zdrowie — tytof — skutki zdrowotne i spoteczne” w 2010 .

Indywidualne podziekowanie od Prorektora ds. Studiow i Studentéw prof. dr hab.
n. med. Joanny Lewin-Kowalik za owocng wspotprace z Pracownikami Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach za wspétautorstwo w cyklu prac

dotyczacych badan nad patogeneza zespotu policystycznych jajnikow.
5.6. Staze naukowe

Dwa dwumiesigczne staze w laboratorium biotechnologicznym w firmie Sigma-
ARK, ktére umozliwily mi rozszerzenie umiejetnosci praktycznych zwigzanych
z synteza okreslonych fragmentéw nukleotydow, ich modyfikacji, oczyszczania
produktu (na NAP kolumnach oraz na wysokosprawnej chromatografii cieczowej)
oraz ich elektroforetycznej kontroli jakosci w zelu agarozowym
z wykorzystaniem Nimbus 4-Probe, Hamilton, (1.07-31.08.2001 r. oraz 01.07-
31.08.2002 r. Darmstadt, Niemcy).

Tygodniowy staz w ramach programu Erasmusa rozwijajacy umiej¢tnosci
w zakresie hodowli komorkowej keratynocytow i fibroblastow w Katedrze
Dermatologii i Wenerologii, Uniwersytetu w Debrecenie, pod kierunkiem dr
Gabrielli Emri, Wegry, 2017 1.

5.7. Recenzje do czasopism zagranicznych

Pelnie funkcje recenzenta w nastepujacych czasopismach:

International Journal of Environmental Analytical Chemistry (IF=1,372), jeden
manuskrypt w 2013 r.

International Journal of Biology and Biological Sciences, jeden manuskrypt

w2014 r.

42



zalgcznik nr 2a

< Reproductive Toxicology (IF=2,580), jeden manuskrypt w 2014 r.

< Biological Trace Element Research (IF=2,361), jeden manuskrypt w 2015 r.

< International Journal of Environmental Health Research (IF=1,433), jeden
manuskrypt w 2015 r.

< Biomarkers (IF=1,976), jeden manuskrypt w 2015 r.

< Current Biotechnology, jeden manuskrypt w 2016 r.

% The Open Ophthalmology Journal, jeden manuskrypt w 2016 .

% Journal of Education in Perioperative Medicine, jeden manuskrypt w 2016 r.

% Folia Biologica (IF=0,581), jeden manuskrypt w 2016 r.

% Advances in Clinical and Experimental Medicine (IF=1,262), jeden manuskrypt
w 2019 .

5.8. Wygloszone referaty i wyklady na naukowych konferencjach i szkoleniach

o Referat pt.: ,Wplyw palenia papierosow na stgzenie albumin i aktywnos¢
B-glukuronidazy w moczu hutnikéw™ wygloszony podczas XV Ogélnopolskiej
Konferencji Naukowo-Szkoleniowej "Tyton a zdrowie - 15 lat doswiadczen
w badaniach nad uzaleznieniami od tytoniu, alkoholu, narkotykéw i1 lekow".
Poznan, Polska, 2014 r.

X4 Referat pt. ,,Capillary electrophoresis of metallothionein” wygtoszony podczas
konferencji Metallomics Technology Conference 2015: Recent Advanced and
Strategies, Brno, Czechy, 2015 r.

<> Referat pt.: ,,Parakosonaza markerem zmian wywotanych narazeniem na dym
tytoniowy” wygloszony podczas Konferencji Szkoleniowo-Naukowej Polskiego
Towarzystwa Toksykologicznego "R6zne oblicza toksykologii". Putawy, Polska,
2017 r.

5.9. Kursy, szkolenia i seminaria doksztalcajgce

<+ Kurs kwalifikacji pedagogicznych w ramach studiéw trzeciego stopnia (535
godzin) na Wydziale Lekarskim Ksztalcenia Podyplomowego, Uniwersytetu

Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu (01.10.2005-30.06.2008 r.).
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Szkolenie w zakresie ,,Statystyka podstawowa- I stopien” — Studium Szkolenia
Podyplomowego Wydzialu Farmaceutycznego Akademii Medycznej we
Wroctawiu (2007 r.).

Podstawowe szkolenie z teorii i praktyki dotyczacej wykorzystania aparatu do
elektroforezy kapilarnej PA 800 plus Pharmaceutical Analysis System
w Zakladzie Biomedycznych Analiz Srodowiskowych Akademii Medycznej we
Wroctawiu (09.2009 r.).

Tygodniowe szkolenie w zakresie elektroforezy kapilarnej, ,,Hands-on small
molecules” oraz ,,P/ACE MDQ/32 Karat Sofiware” w firmie Analis, Namur,
Belgia (7.12-11.12.2009 1.).

Trzymiesieczny kurs jezyka angielskiego w medycynie (Online English for
Medical Purposes (01.07-01.10.2009 r.).

Szkolenie i uzyskanie tytutu: ,,Auditor wewngtrzny Systemu Zarzgdzania Jakoscig
zgodnego z wymaganiami ISO 9001:2008” (2014 r.).

Kurs doskonalagcy kompetencje dydaktyczne pracownikéw Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu prowadzony przez Katedre
Pedagogiki Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu
(23.06.2014-03.07.2014 r.).

Szkolenie ,,.Summer school on metallothionein” w Zaktadzie Chemii i Biochemii
na Wydziale Rolniczym Uniwersytetu Mendla; Brno, Czechy, 15-17.06.2015.
Szkolenie dla 0s6b odpowiedzialnych za planowanie procedur i dos§wiadczen oraz
za ich przeprowadzanie, dla oséb wykonujacych procedury na zwierzetach, dla
0s6b usmiercajacych zwierzeta wykorzystywane w procedurach organizowane
przez Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy, Wroctaw
(2017 r.).

Szkolenie z zakresu ..Wdrozenia ogodlnego rozporzadzenia o ochronie danych
osobowych (RODO) w Uczelni”, prowadzone przez Zespdl ds. Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego, Agencji Szkolenia i Promocji Kadr, Wroctaw (2018 r.).
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zalgcznik nr 2a

5.10. Udziat w komitetach naukowych konferencji naukowych i naukowo-

szkoleniowych

%  Bylam czlonkiem komitetu naukowego sesji: ,,Diagnostyka toksykologiczna™
konferencji naukowej pt. "Wplyw zwiazkéw toksycznych na zdrowie ludzi
1zwierzat". Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki Medycznej,
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw
30 marca 2017.

3.11, Przynaleinosé do towarzystw naukowych i organizacji
Jestem cztonkiem towarzystw naukowych:
%+ Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego oraz od 2017 roku cztonkiem zarzadu

Oddziatu Wroctawskiego Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego;

% Polskiego Towarzystwa Biochemicznego od 2010 r.

.04 2018 Arne  Bioor
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