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1. INFORMAC]JE PODSTAWOWE

1.1. Dane osobowe

Imie i nazwisko: Malgorzata Iciek
Nazwisko rodowe: Mamica
Miejsce pracy: Katedra Biochemii Lekarskiej

Collegium Medicum Uniwersytet Jagielloniski
ul. Kopernika 7, 31-034 Krakéw
Telefon stuzbowy: 12 422 74 00 wew. 32

E-mail: malgorzata.iciek@uj.edu.pl

1.2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

2007 - doktor nauk farmaceutycznych

Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytet Jagiellofiski Collegium Medicum
Rozprawa doktorska zatytulowana: ,Biologiczne znaczenie modulacji aktywnosci tioli
z udziatem siarki sulfanowej i w reakcjach S-tiolacji” wykonana w Katedrze Biochemii

Lekarskiej U] CM pod kierunkiem dr hab. Lidii Wiodek, prof. UJ.

1998 - magister chemii ze specjalnoscig chemia biologiczna

Wydzial Chemii Uniwersytet Jagiellonski
Praca magisterska zatytutowana: ,Wtasciwosci katalityczne kwasnej fosfatazy prostatowe;j
(PAP) w $rodowisku wodnym i w Srodowisku odwrotnych miceli typu AOT-izooktan-woda”
wykonana w Instytucie Biochemii Lekarskiej CM UJ pod kierunkiem dr Ewy Luchter-
Wasylewskiej

1998 - kwalifikacje pedagogiczne do pracy nauczyciela
1993 - matura

IT Liceum Ogoélnoksztatcace im. kroéla Jana III Sobieskiego w Krakowie,

klasa o profilu biologiczno-chemicznym
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1.3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Zatrudnienie poczatkowo w Instytucie, nastepnie w Katedrze Biochemii LekarskKiej

Uniwersytetu Jagielloniskiego Collegium Medicum na stanowiskach:
2007 - do obecnie - adiunkt

1998 - 2007 - pracownik naukowo-techniczny

2. OSIAGNIECIE NAUKOWE STANOWIACE PODSTAWE HABILITAC]I (wynikajace
z artykulu 16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule

naukowym)

2.1. Tytul osiagniecia naukowego

Przedmiotem osiggniecia naukowego bedgcego podstawa do ubiegania sie
o stopien doktora habilitowanego jest powigzany tematycznie cykl 9 publikacji

zatytutowany:

Biologiczne znaczenie siarki sulfanowej, sposoby jej magazynowania w komoérkach

oraz mozliwosci wykorzystania egzogennych prekursoréw w terapii

Cykl obejmuje 9 peitnotekstowych artykuléw opublikowanych w latach 2008-2018
w anglojezycznych czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym. W 8-miu
publikacjach jestem pierwszym i korespondencyjnym autorem, w jednej jestem drugim
autorem. 8 przedstawionych publikacji posiada wspétczynnik Impact Factor, natomiast
jedna praca bez Impact Factor zostala napisana w odpowiedzi na bezposrednie zaproszenie
Edytora czasopisma Antioxidants Prof. Clausa Jacoba do specjalnego numeru
zatytutowanego: ,Think Yellow: Reactive Sulfur Species in Redox Biology, Medicine and
Agriculture” w zwiazku z 15-t3 rocznica wprowadzenia do dyskursu naukowego koncepcji

reaktywnych form siarki.
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2.2. Wykaz publikacji stanowiacych podstawe habilitacji

v (/
P. 1. Srebro Z, Iciek M, Sura P, Géralska M. The glial Gomori-positive material is
sulfane sulfur. Folia Histochem Cytobiol 2008; 46: 73-77. (IFzo0e 1,213; MNiSW
10 pkt)

V)
P. 2. Iciek M, Kwieciei I, Wlodek L. Biological properties of garlic and garlic-derived

organosulfur compounds. Environ Mol Mutagen 2009; 50: 247-265. (IFz009
2,868; MNiSW 24 pkt)

v % v
P. 3. Iciek M, Kowalczyk-Pachel D, Kwiecien I, Dudek M. The effects of different garlic-
derived allyl sulfides on peroxidative proceses and anaerobic sulfur metabolism in the

mouse livers. Phytother Res 2012; 26: 425-431. (IFz012 2,086; MNiSW 25 pkt)

v . VvV
P. 4. Iciek M, Bilska-Wilkosz A, Géﬁly M, Sokoi%wska-]eiewicz M, Kowalczyk-Pachel D. The

effects of garlic-derived allyl sulfides on anaerobic sulfur metabolism in the mouse kidney.
Antioxidants (Basel) 2016; 5. pii:E46. (MNiSW 5 pkt)
P. 5. Iciek M, Kwigcier’l I, Chwa&lﬁm G, Soko{owsﬁa-]ezewicz M, Kowalcz%(-Pachel D,
Rok\i{a H. The effects of garlic-derived sulfur compounds on cell proliferation, caspase 3
activity, thiol levels and anaerobic sulfur metabolism in human hepatoblastoma
HepG2 cells. Cell Biochem Funct. 2012; 30: 198-204. (IF2012 1,854; MNiSW 15 pkt)

v v v v
P. 6. Iciek M, Marcykiewicz B, Bilska-Wilkosz A, Sokotowska-Jezewicz M, Klapcifiska]J. The
effect of lipoate on anaerobic cysteine metabolism in erythrocytes of patients
treated with peritoneal dialysis. Pharmacol Rep 2014; 66: 325-328. (IF2014 1,928;
MNiSW 25 pkt)

Vv v V4
P. 7. lci‘sk M, Kotar%/ska M, Knutelska ], Bednal"/ski M, Zygmunt M, Kowalczyk-Pachel D,
L

L
Bilska-Wilkosz A, Gérny M, Sokolowska-Jezewicz M. The effect of NaCl on the level of
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reduced sulfur compounds in the rat liver. Implications for blood pressure

increase. Postepy Hig Med Dosw 2017; 71: 564-576. (IF2017 0,783; MNiSW 15 pkt)

P. 8. Iciek M, Kowalczi;k-Pachel D, Bils\f(a-Wilkosz A, Kwie(é/i/er’l I, G()\r/ny M, W}ogek L.
S-sulfhydration as a cellular redox regulation. Biosci Rep 2016, 36 pii: e00304.
(IF2016 2,906; MNiSW 20 pkt)

v v v
P. 9. Iciek M, Goérny M, Bilska-Wilkosz A, Kowalczyk-Pachel D. Is aldehyde dehydrogenase
inhibited by sulfur compounds? In vitro and in vivo studies. Acta Biochim Polon 2018; 65:
125-132. (IF2017 1,239; MNiSW 15 pkt )

Analiza bibliometryczna przeprowadzona przez Biblioteke Medyczng U] CM
(z dn. 21.12.2018r) (Zatgcznik 7) wykazata taczng punktacje cyklu prac:

Sumaryczny Impact Factor monotematycznego cyklu publikacji: 14,704
Punktacja MNiSW cyklu publikacji: 154

Sredni udzial % w publikacjach cyklu monotematycznego: 74%

Méj indywidualny wkiad autorski w powstanie kazdej z prac wchodzacych w sktad
osiggniecia naukowego znajduje si¢ w Zatqczniku 4 (pkt. I B, str. 1). Do wniosku o wszczecie
postepowania habilitacyjnego zalgczono réwniez o$wiadczenia wspétautoréw wszystkich
prac wchodzacych w sktad monotematycznego cyklu publikacji, okreslajace indywidualny

wklad kazdego z nich w powstanie tych prac (Zatgcznik 6).

Badani isane w pracach P. 1 - P. 9 z tv_wyvkon w_nast jacvch jednostkach

naukowo-badawczych:

1. Kazda z przedstawionych publikacji w duzej czesci zostala wykonana w Katedrze

Biochemii Lekarskiej Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum (P. 1-P. 9)
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2. Badania na mézgach myszy, przygotowywanie i wybarwianie preparatéw
histologicznych i obserwacje Gomori-pozytywnych ziarnistosci wykonano w Katedrze
Biologii Medycznej i Zaktadzie Biologii Rozwoju Czlowieka, Uniwersytetu Jagielloniskiego
Collegium Medicum (P. 1).

3. Prace dotyczace pochodzacych z czosnku siarkowych zwigzkéw allilowych cze$ciowo
wykonano w Katedrze i Zaktadzie Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum (P. 2; P. 3; P. 5).

4. Badania na zwierzetach wraz z pomiarem ci$nienia zostaly przeprowadzone
w Zaktadzie Farmakodynamiki oraz Pracowni Wstepnych Badafi Farmakologicznych
Katedry Farmakodynamiki Uniwersytetu Jagiellofiskiego Collegium Medicum (P. 3; P. 7)

5. Badania oznaczania tioli w homogenatach komérek HepG2 metodg HPLC wykonano
w Katedrze Technologii Chemicznej i Ochrony Srodowiska, Zaktadzie Chemii Srodowiska,
Uniwersytetu Lodzkiego (P. 5).

6. Kwalifikacj¢ pacjentéw do badania i pobieranie krwi wykonano w Centrum Dializ

Fresenius Nephrocare II, Szpitala Rydygiera w Krakowie (P. 6).

2.3. Oméwienie celu naukowego oraz osiagnietych wynikéw wraz
z omdéwieniem ich ewentualnego zastosowania - prezentacja wynikéw stanowiacych

‘podstawe habilitacji

2.3.1. Wprowadzenie

Pojecie siarki sulfanowej (sulfane sulfur) zaczeto sie pojawia¢ w literaturze naukowej
w latach 70-tych, a wigksze =zainteresowanie tym tematem rozwineto sie
w latach 80-90-tych ubieglego wieku (1-4). Siarka sulfanowa oznacza reaktywny, labilny
atom siarki zwigzany kowalencyjnie z innym atomem siarki. Taka forma siarki posiadajaca
6 elektronéw walencyjnych wystepuje na 0 (oznaczana jest czesto jako S°) lub -1 stopniu
utlenienia i ma duza tatwo$¢ opuszczania struktury zwigzku i przechodzenia na rézne
akceptory, z ktérych najbardziej znany i efektywny jest anion cyjankowy (CN-), stad bywa
rowniez nazywana ,siarka cyjanolizujacg”. Podobne wtasciwosci akceptorowe dla siarki

sulfanowej wykazujg inne zwiazki o charakterze nukleofilowym, takie jak: siarczany (IV)

7
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(SO3%), aniony tiolanowe (RS’), czy trifenylofosfiny (PhP:). Do zwigzkéw zawierajacych
siarke sulfanowg wystepujacych w systemach biologicznych nalezgy: siarka elementarna
(Ss), nadsiarczki (RSS-), tiosiarczan (SSO3?7) i tiosulfoniany (RS2027). Polisiarczki (RSaR)
i politioniany (-03S-Sn-S03°) zawierajgce wiecej niz 3 atomy siarki (n=3) réwniez nalezg do
tej puli. Obecno$¢ tych reaktywnych form siarki sulfanowej w organizmach zwierzecych
potwierdzono uzywajac izotopu siarki [35S] (5).

Inng grupa zwiazkoéw posiadajacych siarke sulfanowgq sg disiarczki, w ktérych wigzanie
C-S sgsiaduje z wigzaniem o charakterze nienasyconym, tj. C=C lub.C=0, np. disiarczki
merkaptopirogronianu (R-S-S-CH2-CO-COOH), 2-merkaptoacetaldehydu (R-S-S-CH2-CHO),
czy disiarczki allilowe (R-S-S-CH2-CH=CH2). Obecnos$¢ wigzan podwoéjnych w sasiedztwie
wigzania C-S daje mozliwo$¢ tautomeryzacji powyzszych zwigzkéw do formy

tiosulfoksydowej zawierajacej atom siarki o wtasciwosciach siarki sulfanowej (Schemat 1).

S. _z _ N

Schemat 1. Tautomeryzacja disiarczku diallilu do formy tiosulfoksydowe;.

Siarka sulfanowa nie egzystuje w wolnej formie, zawsze zwigzana jest z innym atomem
siarki. Transportowana jest przez biatka w formie nadsiarczkéw lub trisiarczkéw. y-liaza
cystationinowa (EC 4.4.1.1) (CSE) oraz siarkotransferaza 3-merkaptopirogronianu
(EC 2.8.1.2) (MST) sa enzymami, ktére uczestnicza w endogennej syntezie zwigzkéw
z siarka sulfanowg na drodze przemian cysteiny, a takze odgrywaja istotng role jako
siarkotransferazy przenoszac atom siarki sulfanowej w formie trisiarczku (CSE) lub
nadsiarczku (MST). Szczegdlng role w transporcie labilnej siarki peini rodanaza (EC
2.8.1.1) (TST), ktora przenosi atom siarki z anionowych donoréw na tiofilowe akceptory.
Do biatek transportujacych siarke w postaci nadsiarczkéw nalezy réwniez albumina osocza.
(3, 6).

Zwigzki z siarka sulfanowa petnig funkcje regulacyjne w réznych systemach
biologicznych. Zwigzane jest to z mozliwo$cia modyfikacji grup tiolowych -SH biatek
enzymatycznych badz receptorowych do odpowiednich nadsiarczkéw, co przektada sie na

wzrost lub zahamowanie ich aktywnosci (7). Ponadto siarka sulfanowa bierze udziat

8
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w sulfuracji stanowiacej potranskrypcyjng modyfikacje tRNA, syntezie centréw zelazo-
siarkowych i niektérych witamin (6, 8). Brak lub niedobér zwigzkéw z siarka sulfanowg
stwierdzony w wielu komérkach nowotworowych sugeruje role tej reaktywnej siarki
w procesach proliferacji i apoptozy. Potwierdzaja to réwniez liczne badania dokumentujace
przeciwnowotworowe dziatanie pochodzacych z czosnku zwigzkéw zawierajacych siarke
sulfanowg (9-11).

Zaburzenia metabolizmu siarki stwierdzono réwniez u pacjentéw z zespotem nabytego
niedoboru odpornosci (AIDS). Wykazano, ze system generujacy siarke sulfanowg powoduje
zahamowanie replikacji wirusa HIV w hodowlach limfocytéw i makrofagéw (12).

Ze wzgledu na wspomniang podatno$é¢ siarki sulfanowej na atak nukleofilowy jonéw
cyjankowych, zwiazki z siarka sulfanowa odgrywajg istotng role w procesach detoksykacji
cyjankéw z utworzeniem bezpiecznych rodankéw (SCN-)(13). Zawierajace siarke sulfanowa
nadsiarczki (RSSH) wykazujg silniejsze wlasciwosci antyoksydacyjne od analogicznych tioli
(RSH), co pozwala uzna¢ siarke sulfanowag za wazny element obrony antyoksydacyjnej
(6, 14).

Siarkowodér (H.S), gaz o charakterystycznym zapachu zgnilych jaj, przez wiele lat
uwazany byl przede wszystkim za $miertelng trucizne ze wzgledu na silne hamowanie
utleniania mitochondrialnego (15-16). W roku 1996 Abe i Kimura opublikowali wyniki
badan, w ktorych wykazali, ze H2S powstaje endogennie w mézgu, gdzie petni wazne
funkcje neuromodulacyjne (17). Od tej pory zaczelo sie duze zainteresowanie naukowcow
badaniami nad biologiczng rolg siarkowodoru. Wykazano jego wptyw na relaksacje mieéni
ghadkich (18), a nastepnie udokumentowano role endogennego H.S w regulacji napiecia
naczyniowego i ci$nienia krwi poprzez wplyw na zalezne od ATP kanaty potasowe (Karp)
(19-20). W tym czasie Wang uznatl siarkowodor za trzecig, po tlenku wegla (CO) oraz tlenku
azotu (NO) czasteczke gazowa o charakterze regulacyjnym (gazotransmiter) (21). Kolejne
liczne badania opisane w literaturze wykazaty, ze H2S bierze udziat w regulacji proceséw
proliferacji i apoptozy (22-23), angiogenezie (24), chroni przed niedotlenieniem (25-26),
dziata kardioprotekcyjnie (27), a takze odgrywa istotng role w stanach zapalnych (28),
chorobach nerek (29), uktadzie pokarmowym (30-31) oraz odpowiada za sprawno$é
seksualng (32).
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Po okoto 15 latach fascynacji siarkowodorem i jego rola jako gazotransmitera Toohey
zwrdcil uwage, ze za biologiczne dziatania przypisane HzS w duzej mierze odpowiedzialne
sg zwigzki z siarka sulfanowa (33). Synteza H»S odbywa sie z udziatem tych samych
enzymoéw, ktore zaangazZowane sg w powstawanie siarki sulfanowej. Stezenie HzS
oznaczone w tkankach poczatkowo na poziomie 30-300 pM okazato sie znacznie nizsze
(34). Powodem tych rozbieznosci sg niedoskonate metody analityczne. Siarka sulfanowa
jest latwo uwalniana w postaci Hz2S przez dzialanie czynnikéw redukujacych lub pod
wplywem kwaséw. Oznaczany wiec poziom HzS, w istocie jest czesto bledny, poniewaz
w trakcie procedury dochodzi do uwolnienia H>S ze zwigzkéw z siarka sulfanowa. Jak
wiadomo H:S jest zwigzkiem toksycznym, stad jego fizjologiczne stezenia sg utrzymywane
na niskim poziomie (nM). Z kolei siarka sulfanowa ma niska toksyczno$¢ i duzy potencjat
biologiczny. Ponadto, uzywane w wielu badaniach preparaty NazS jako egzogenne zrédta
H2S sg zanieczyszczone siarkg elementarna, a wiec efekty przypisywane H2S sg wywotane
rowniez siarkg sulfanowa. Od 2011 roku, kiedy Toohey podkreslit znaczenie siarki
sulfanowej w efektach przypisywanych siarkowodorowi jako czgsteczce sygnatowej
pojawilo sie ponowne zainteresowanie zwigzkami z siarka sulfanowa (35-38). Aktywne
redoksowo czasteczki zawierajace siarke przez analogie do reaktywnych form tlenu,
nazwano reaktywnymi formami siarki (RFS). Zwigzki z siarkg sulfanowg i H2S nalezg do
RFS, ktore powstajg fizjologicznie w nieoksydacyjnych warunkach. Pod wptywem RFS moze
dochodzi¢ do odwracalnego utlenienia grup tiolowych biatek (-SH) do odpowiednich
nadsiarczkéw (-SSH). Ta kowalencyjna modyfikacja zwana S-sulfhydracjg lub persulfidacjg,
odgrywa wazng role w tiolowej sygnalizacji redoksowej, co potwierdza wciaz wzrastajaca

liczba biatek, ktérych aktywnos¢ jest w ten sposéb regulowana (39-40).

10
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Schemat 2. Reaktywne formy siarki - powstawanie i wptyw na regulacje aktywnosci
biatek.

W Katedrze Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu Jagiellofiskiego Collegium Medicum
badania nad zwigzkami siarki sg prowadzone nieprzerwanie od ponad 50 lat. Publikacje
Profesorow B. Skarzynskiego, T. Szczepkowskiego, A. Koja oraz J. Frendo stanowia
podwaliny biochemicznej wiedzy o metabolizmie tego niezwyklego pierwiastka,
nazywanego chemicznym kameleonem (moze przyjmowac stopnie utlenienia od -2 do +6).
Prace te byly nastepnie rozwijane przez Profesor Lidie Wtodek, kontynuatorke badan
rozpoczetych przez Prof. Szczepkowskiego oraz Profesor Marie Wrobel, wychowanke Prof.
Frendo. Moje zainteresowania naukowe koncentrujg sie wok6l reaktywnej siarki
sulfanowej, sposobu jej magazynowania, poszukiwania jej naturalnych, bezpiecznych

donoréw oraz biologicznej roli, w tym w szczeg6lno$ci poprzez reakcje S-sulfhydraciji.

11
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2.3.2. Cel badan

Celem przedstawionych badan bylo poszerzenie wiedzy na temat reaktywnych form
siarki, ich biologicznej roli, sposobéw magazynowania oraz poszukiwania bezpiecznych,
naturalnych donoréw. Cel ten zostat zrealizowany poprzez przeprowadzenie badan
w nastepujacych kierunkach:

1. Wyjasnienie, czy siarka =zawarta w Gomori-pozytywnych ziarnisto$ciach
cytoplazmatycznych w komoérkach glejowych myszy ma wilasciwosci siarki sulfanowe;j
1 moze stanowi¢ spos6b magazynowania siarki sulfanowej lub H,S (P. 1).

2. Uporzadkowanie i przeglad wiedzy na temat organicznych zwigzkéw siarkowych
pochodzacych z czosnku i opracowanie zebranych informacji w formie publikacji
pogladowej. Praca omawia rdine siarkowe zwigzki otrzymywane z czosnku
i koncentruje si¢ na réznorodnych znanych mechanizmach ich przeciwnowotworowego
dzialania, w tym takze poprzez modyfikacje z udziatem siarki sulfanowej (P. 2).

3. Poszukiwanie skutecznych egzogennych donoréw siarki sulfanowej dla uktadéw
biologicznych wsréd pochodzacych z czosnku siarczkéw allilowych (P. 3-5). W ramach tych
badan sprawdzono in vivo wplyw réinych siarczkéw allilowych na metabolizm siarki
i procesy peroksydacyjne w watrobie i nerkach myszy, czyli tkankach, ktére charakteryzuje
najintensywniejszy beztlenowy metabolizm cysteiny prowadzacy do zwigzkéw z siarkg
sulfanowa (P. 3 i P. 4). W kolejnej pracy zbadano in vitro wplyw réznych pochodzacych
z czosnku zwigzkéw siarkowych na przezywalno$¢ i beztlenowy metabolizm cysteiny
w komérkach ludzkiej hepatobalstomy HepG2, ktére, jak wiekszo$¢ komorek
nowotworowych charakteryzuje bardzo niska aktywno$¢ enzyméw zwigzanych z syntezg
siarki sulfanowej (P. 5).

4. Zbadanie profilu beztlenowych przemian cysteiny w erytrocytach pacjentéw
z przewlekia choroba nerek poddawanych ciagtej dializie otrzewnowej w poréwnaniu do
zdrowych pacjentéw. W tym samym badaniu jedna grupa pacjentéwz przewleklg chorobg
nerek byla suplementowana kwasem liponowym, ktéry jak wczeéniej wykazano oprocz
wlasciwoséci antyoksydacyjnych, moze réwniez aktywowaé beztlenowe przemiany siarki
(P.6).

12



Matgorzata Iciek Autoreferat Zatacznik 2

5. Poszukiwanie powigzafi pomiedzy poziomem reaktywnych form siarki (siarki
sulfanowej i H2S) w watrobie, a zmianami w ciénieniu tetniczym u szczuréw pod wpltywem
dozylnych lub dootrzewnowych iniekcji chlorku sodu (P. 7).

6. Uporzadkowanie najnowszej wiedzy na temat tiolowej regulacji redoksowej poprzez
procesy S-sulfhydracji ze szczegélnym uwzglednieniem roli siarki sulfanowej
i opracowanie w formie publikacji przeglagdowe;j (P. 8).

7. Zbadanie wplywu réznych potencjalnych donoréw siarki sulfanowej na regulacje

aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej w warunkach in vitro i in vivo (P. 9).

2.3.3. Streszczenia prac stanowigcych podstawe habilitacji

P.1.
Srebro Z, Iciek M, Sura P, Géralska M. The glial Gomori-positive material is sulfane sulfur.

Folia Histochem Cytobiol 2008; 46: 73-77. (IFz00s 1,213; MNiSW 10 pkt)

Wiele lat temu w komérkach glejowych w okolicy kory mézgowej myszy stwierdzono
obecno$¢ ziarnistosci cytoplazmatycznych bogatych w siarke, ktére s3 silnie wybarwiane
przez hematoksyline chromowa (Gomori-pozytywne) (41-42). Ich rola poczatkowo byta
catkowicie niewyjasniona i zaskakujgca. Nasze wcze$niejsze badania wykazaly, ze ilo§¢
tych ziarnistosci wzrasta u myszy pod wplywem donora siarki sulfanowej disiarczku
diallily,

a maleje po podaniu cyjanku potasu (43). Obserwacje te sugerowaty, ze siarka zawarta
w ziarnistosSciach komérek glejowych moze zaréwno pochodzi¢ z egzogennego Zrédla, jak
réwniez moze by¢ uwalniana do krwioobiegu i stuzy¢ do intoksykacji cyjanku. Te
obserwacje zainspirowaty nas do podjecia kolejnych badan, ktérych celem byto ostateczne
potwierdzenie, czy ziarnistosci te stanowig pule siarki sulfanowej. Dlatego tez w tej pracy
preparaty histologiczne mézgu myszy poddano dziataniu cyjanku potasu (KCN) w czasie od
15 minut do kilkunastu godzin, podczas gdy preparaty kontrolne traktowano przez ten sam
czas roztworem alkalicznym o tym samym pH niezawierajgcym KCN. W reakcji cyjanolizy
silny nukleofil jakim jest anion (CN-) reaguje z siarka sulfanowg z utworzeniem tiocyjanianu

(SCN-). W wyniku reakcji cyjanolizy w preparatach histologicznych dochodzito do prawie
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catkowitego zaniku ziarnistosci. Badanie to ostatecznie potwierdzito nasze wczes$niejsze
sugestie, ze obecna w ziarnistosciach siarka ma charakter siarki sulfanowej. Przebieg
tej reakcji stanowi niezbity dow6d na obecno$¢ w mézgu siarki sulfanowej,
najprawdopodobniej w postaci zwigzanej z biatkami (Biatko-SSH). Zawierajace siarke
sulfanowg nadsiarczki moga w moézgu pelni¢ funkcje antyoksydacyjne i stanowig

bezpieczny magazyn siarkowodoru, waznego neuromodulatora.

P. 2.

Iciek M, Kwiecien I, Wlodek L. Biological properties of garlic and garlic-derived
organosulfur compounds. Environ Mol Mutagen 2009; 50: 247-265. (IF2000 2,868; MNiSW
24 pkt)

W ramach poszukiwania egzogennych, bezpiecznych prekursoréw siarki sulfanowej
mojg uwage zwrécily organiczne zwiazki siarki (z ang. organosulfur compounds, 0SC)
wystepujace w czosnku. Dlatego uznalam za konieczne uporzadkowanie wiedzy na temat
pochodzacych z tej znanej od starozytnosci rosliny leczniczej zwigzkéw siarki i ich
aktywno$ci biologicznej. W tym celu przygotowano publikacje pogladowa, ktéra omawia
rézne rodzaje organicznych zwigzkow siarkowych wystepujacych w réznych ekstraktach
czosnku (olejowym i wodnym) (Schemat 3) z uwzglednieniem réznic w ich aktywnosci

biologicznej.
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Schemat 3. Powstawanie rozpuszczalnych w oleju zwigzkéw siarkowych pochodzacych
z czosnku (DAS - siarczek diallylu; DADS - disiarczek diallylu; DATS - trisiarczek diallylu).

Ze wzgledu na obszerno$¢ tematu i sugestie edytora w opracowaniu tym skupiono sie na
roznorodnych mechanizmach przeciwnowotworowego dziatania czosnku. Oméwiono
wplyw 0SC na hamowanie aktywacji kancerogenéw, nasilanie fazy II procesu detoksykacji,
acetylacj¢ histonéw. Duzo miejsca poswiecono efektom OSC na procesy zwigzane
z proliferacjg i apoptoza réznych komérek nowotworowych, w tym hamowaniu cyklu
komoérkowego gtéwnie w fazie G2/M i stymulacji mitochondrialnych szlakéw
apoptotycznych. Ponadto wspomniano o wplywie pochodzgcych z czosnku zwigzkéw
siarkowych na komunikacje miedzykomérkowg i ich udziale w rozwoju opornosci
wielolekowej. W pracy zwrdécono réwniez uwage na nowe aspekty molekularnego
dziatania czosnku, takie jak modulacja statusu redoksowego komérek i udzial
w transdukcji sygnaléw oraz mozliwo$é potranslacyjnych modyfikacji biatek przez

reakcje S-tiolacji oraz przez modyfikacje z udziatem siarki sulfanowej prowadzace do
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powstawania nadsiarczkow. Niewatpliwie ten aspekt przeciwnowotworowego dziatania

0SC do tej pory nie byt wystarczajaco podkreslany i jest wart szerszego oméwienia.

P. 3.
Iciek M, Kowalczyk-Pachel D, Kwiecienn I, Dudek M. The effects of different garlic-

derived allyl sulfides on peroxidative proceses and anaerobic sulfur metabolism in the

mouse livers. Phytother Res 2012; 26: 425-431. (IFz012 2,086; MNiSW 25 pkt)

Ze wzgledu na niestabilnos¢ wodoronadsiarczkéw podejmuje sie poszukiwania
egzogennych systeméw generujgcych zredukowang siarke sulfanowg w komorkach.
W tym wzgledzie naszg uwage zwrécily pochodzace z czosnku siarczki allilowe: siarczek,
disiarczek i trisiarczek diallilu (DAS, DADS, DATS). Zwiagzki te powstaja naturalnie
z obecnej w czosnku alliiny, ktéra jest przeksztalcana w trakcie miazdzenia czosnku do
niestabilnej allicyny, a nastepnie do siarczkéow.

Badania przeprowadzone in vivo na myszach z uzyciem wszystkich trzech siarczkow
pozwolily poréwnaé ich aktywno$¢ biologiczng pod katem siarki sulfanowej. DATS jest
trisiarczkiem, a wiec zawiera w strukturze atom siarki sulfanowej, DADS moze by¢ Zrédiem
siarki sulfanowej poprzez reakcje tautomeryzacji do formy tiosulfoksydu, natomiast DAS
jako siarczek nie zawiera siarki sulfanowej. Badania zostaty przeprowadzone w watrobie,
czyli narzadzie, w ktérym przebiega najintensywniej beztlenowy metabolizm cysteiny
prowadzacy do zwigzkéw z siarka sulfanowa. DATS jest strukturalnie podobny do
wystepujgcej naturalnie w watrobie tiocystyny, z kolei powstajgcy przez redukcje DATS
wodoronadsiarczek allilu, odpowiada wodoronadsiarczkowi cysteiny, czyli tiocysteinie.
Zatem badane zwigzki wykazuja strukturalne podobiefistwo do naturalnych metabolitéw
siarkowych w organizmach zwierzecych. Zamierzeniem bylo podanie zwierzetom
doswiadczalnym poréwnywalnych co do ilosci pmoli na kg masy cialta dawek w.w.
zwigzkéw siarkowych. Jednakze zastosowana w trakcie eksperymentu dawka DATS
(350 pmoli/kg masy ciata) okazala si¢ by¢ toksyczna (wiekszo$¢ myszy w tej grupie nie

przezyla do konca badania), dlatego tez nowej grupie zwierzgt dos§wiadczalnych podano
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DATS w dawce 120 pmoli/kg masy ciata. Przeprowadzone w osoczu oznaczenia aktywnosci
markeréw uszkodzenia watroby: aminotransferazy alaninowej (ALAT) oraz fosfatazy
alkalicznej (ALP) wykazaty wzrost aktywnosci ALP po iniekcji DATS w dawce 120 pmoli/kg
masy ciata, co potwierdza mozliwa hepatotoksycznos¢ (zwtaszcza wyzszych dawek) tego
zwigzku. Sugerujg to rdéwniez inni autorzy wskazujgc, ze toksyczno$¢ pochodzacych
z czosnku OSC maleje w szeregu DATS>DADS>DAS (44).

Przeprowadzone badania wykazaly, ze pod wplywem wszystkich badanych siarczkéw
w  watrobie  nastepuje  wzrost stezenia  niebiatkowych grup tiolowych,
z ktorych prawie 95% stanowi tripeptyd glutation (GSH), co oznacza, ze zwiazki te
stymulujag w watrobie synteze GSH, waznego komdérkowego antyoksydanta. RGwnocze$nie
wszystkie badane zwigzki siarkowe spowodowaty w watrobie spadek peroksydacji lipidow
oznaczonych jako dialdehyd malonowy (MDA) oraz spadek poziomu reaktywnych form
tlenu (RFT) (DATS nieznamiennie), co oznacza dzialanie antyoksydacyjne. Ponadto
wszystkie zwigzki aktywowaly S-transferaze glutationowa, jeden z gtéwnych enzymow
bioragcych udzial w detoksykacji ksenobiotykéw. Jedynie pod wptywem DATS i DADS
stwierdzono
w watrobie wzrost poziomu siarki sulfanowej i aktywno$ci CSE, gtéwnego w tym narzadzie
enzymu odpowiedzialnego za biosynteze siarki sulfanowej. Wszystkie badane zwiazki
powodowaly wzrost aktywno$¢ MST - enzymu zaangazowanego w biosynteze siarki
sulfanowe;j i jedynie DATS znaczaco aktywowal TST, co oznacza, ze zwigzek ten jest dobrym
donorem siarki sulfanowej dla tej siarkotransferazy.

Podsumowujac przeprowadzone w tej pracy badania mozna stwierdzi¢, ze wszystkie
zastosowane siarczki allilowe podnoszg zdolnoSci antyoksydacyjne
i detoksykacyjne normalnych hepatocytéw. Dodatkowo DADS oraz DATS zwiekszaja
catkowitg pule siarki sulfanowej i aktywno$¢ enzyméw zaangazowanych w jej biosynteze.
Wszystko to pozwala stwierdzi¢, ze pochodzace z czosnku di- i trisiarczki allilowe
wykazujq korzystne dzialanie w watrobie, co mozna wykorzysta¢ np. w celu ochrony
zdrowych hepatocytow w czasie chemioterapii lub do lagodzenia skutkéw

uszkodzenia watroby.
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P.4.

Iciek M, Bilska-Wilkosz A, Gérny M, Sokotowska-Jezewicz M, Kowalczyk-Pachel D. The
effects of different garlic-derived allyl sulfides on anaerobic sulfur metabolism in the mouse

kidney. Antioxidants (Basel) 2016; 5. pii:E46. (MNiSW 5 pkt)

W nerkach myszy przeprowadzono analogiczne badanie jak w watrobie. Bylo to
interesujgce, poniewaz metabolizm nerek pod wzgledem siarki rézni sie w istotny sposéb
od watroby w kilku waznych aspektach. Nerki s3 narzadem o znacznie wyzszym stezeniu
cysteiny w poréwnaniu do watroby. Cysteina jest aminokwasem toksycznym, stad jej
steZzenie w poréwnaniu do innych aminokwaséw jest utrzymywane w wiekszosci tkanek na
niskim poziomie. Dlatego tez ciekawy i niewyjasniony jest fakt, ze nerki charakteryzujg sie
wysokim steZeniem samej cysteiny oraz produktami jej beztlenowych przemian, tj. siarki
sulfanowej. W literaturze opisano doniesienia wskazujace, ze u pacjentéw z chorobami
nerek obserwuje sie obniZony poziom zaréwno siarki sulfanowej, jak i H2S (45-46). Celem
tej pracy byto badanie wpltywu siarczkéw allilowych na beztlenowe przemiany cysteiny
w nerkach myszy. Ponadto ze wzgledu na liczne doniesienia o wptywie reaktywnych form
siarki na regulacje aktywnosci wielu redoksowo wrazliwych biatek, w pracy tej badano
takze wplyw OSC na aktywno$¢ dehydrogenazy aldehydowej (ALDH), ktéra w swoim
centrum aktywnym posiada reszte cysteiny (-SH).

Przeprowadzone badania wykazaly, Ze podobnie jak dla watroby DADS oraz DATS
(zastosowany réwniez w znacznie mniejszej niz DADS dawce, tj. 120 pmoli/kg masy ciata)
s3 dobrymi egzogennymi donorami siarki sulfanowej, o czym $wiadczy wzrost poziomu
catkowitej siarki sulfanowej oraz podniesienie aktywnos$ci CSE- enzymu zaangazowanego
w endogenng biosynteze zwigzkdéw z siarka sulfanows. W pracy tej przeprowadzono
réwniez oznaczenia innych reaktywnych form siarki (RFS), tj. HzS oraz tzw. siarki
zwigzanej, a wigc wodoronadsiarczkéw stanowigcych pewna frakcje zwigzkéw z ogdlnej
puli siarki sulfanowej. Badania wykazaly, ze zaden z zastosowanych OSC nie wplywat
znaczaco na poziom HzS oraz siarki zwigzanej, ktéra moze by¢ bezpo$rednim prekursorem
HzS. Wzrost aktywnosci CSE, ktora bierze udzial w endogennej produkcji HzS magiby
sugerowa¢ podniesienie poziomu H:S, pod wptywem DADS i DATS, jednak eksperyment
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tego nie potwierdzil. Mozna przypuszczaé, ze zwigzki te istotnie indukﬁjq wzrost poziomu
H:S, jednakze ze wzgledu na fakt, Ze jest to czasteczka toksyczna, jest on szybko utleniany
do zwigzkéw z siarka sulfanows. Te hipoteze czeSciowo potwierdza wzrost aktywnosci
rodanazy (TST) -~ enzymu bioracego udziat zaréwno w transporcie siarki sulfanowej, jak
i mitochondrialnym utlenianiu HzS.

Przedstawione w tej pracy badania wykazaly, ze spo$rdéd trzech badanych OSC,
jedynie DATS w sposéb statystycznie znamienny hamowat aktywno$¢ ALDH w nerkach
myszy. ALDH Kkatalizuje reakcje utleniania toksycznych aldehydéw do kwaséw
karboksylowych. Z jej udzialem metabolizowany jest aldehyd octowy powstaty w wyniku
utleniania alkoholu etylowego oraz caly szereg innych aldehydéw, np. 4-hydroksynonenal,
czy dialdehyd malonowy - produkty utleniania lipidéw btonowych. ALDH odgrywa réwniez
istotng role ochronng, a zaburzenia jej aktywno$ci skutkuja licznymi patologiami (47).
Dlatego tez stwierdzony przez nas spadek aktywno$ci ALDH pod wplywem DATS
w nerkach myszy wskazuje na nowy mechanizm farmakologicznego dziatania
pochodzgcego z czosnku DATS.

Podsumowujac badania opisane w tej pracy wykazaly, ze pochodzace z czosnku di-
i trisiarczki allilu wplywaja na beztlenowe przemiany cysteiny podnoszac poziom
catkowitej siarki sulfanowej i aktywnos$¢ enzymoéw uczestniczacych w jej biosyntezie
i transporcie w zdrowych nerkach myszy. Zwigzki te réwnocze$nie nie wptywaja
bezposrednio na poziom siarkowodoru i nadsiarczkow. Zawierajacy

w strukturze siarke sulfanowa DATS hamuje in vivo aktywno$é ALDH.

P.5.

Iciek M, Kwiecien I, Chwatko G, Sokotowska-Jezewicz M, Kowalczyk-Pachel D, Rokita H.
The effects of garlic-derived sulfur compounds on cell proliferation, caspase 3 activity, thiol
levels and anaerobic sulfur metabolism in human hepatoblastoma HepG2 cells. Cell

Biochem Funct 2012; 30: 198-204. (IF2012 1,854; MNiSW 15 pkt)

Celem badan przeprowadzonych w tej pracy bylo ustalenie, czy mechanizm

biologicznego dziatania organicznych zwigzkow siarki z czosnku w komérkach ludzkiej
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hepatoblastomy HepG2 moze by¢ zwigzany z obecno$cia w czgsteczce atomu siarki
sulfanowej. W tym celu poréwnywano biologiczng aktywno$¢ pochodzgcych z czosnku
siarczkéw allilowych: monosiarczku (DAS), disiarczku (DADS) i trisiarczku (DATS). DAS nie
zawiera siarki sulfanowej, DADS moze tautomeryzowaé¢ do formy zawierajacej te
reaktywng forme, a DATS posiada w swej strukturze siarke sulfanowa.

W pracy badano wplyw tych pochodzacych z czosnku zwigzkéw na proliferacje,
przezywalno$¢, aktywnos$¢ kaspazy 3 oraz produkcje H:0: w komérkach ludzkiej
hepatobastomy HepG2. Réwnocze$nie w komérkach tych oznaczono poziom tioli:
glutationu (GSH), cysteiny i cysteinylo-glicyny, a takze poziom siarki sulfanowej
i aktywno$¢ zwigzanych z jej powstawaniem i transferem enzyméw (MST, CSE i TST).

Wszystkie badane zwiazki tj. DAS, DADS i DATS powodowaly spadek przezywalno$ci
komoérek ludzkiej hepatoblastomy HepGZ mierzony testem MTT z uzyciem bromku
3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowego. Spoéréd badanych zwigzkéw DATS
byt tym, ktéry najsilniej redukowal przezywalno$¢ komoérek HepG2. Réwnocze$nie
przeprowadzone badanie proliferacji komoérek HepG2 wykazato, ze jedynie DATS
statystycznie istotnie hamuje wbudowywanie do komérek HepG2 bromodeoksyurydyny
(BrdU) oraz indukuje w tych komérkach wzrost aktywnosci enzymu mitochondrialnego
szlaku apoptozy - kaspazy 3.

W komérkach HepG2 pod wptywem badanych zwigzkéw mierzono réwniez produkcje
nadtlenku wodoru (H202), co bylo podyktowane sugestiami innych autoréw, ze siarczki
allilowe mogg wplywac na regulacje redoksowa poprzez indukcje stresu oksydacyjnego
(48). Tylko pod wpltywem DATS stwierdzono w medium nasilenie produkcji H202. Oznacza
to, ze sposrod badanych zwigzkéw w tych warunkach tylko DATS dziata prooksydacyjnie.
Trisiarczek, taki jak DATS moze by¢ redukowany przez GSH do nadsiarczku (RSSH) i tiolu
(RSH).

2GSH GSSG
CHz=CH-CHz-S-S-S-CHz-CH:CHzM CHz=CH-CH32-S-SH + CH2=CH-CH2-SH

CH2=CH-CH2-SSH ¥+ (CH,=CH-CH:-SS- + H*
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Nadsiarczek dysocjuje z utworzeniem anionu nadsiarczkowego, ktéry w obecnosci

jonéw metali przejéciowych (np. Fe3*) wchodzi w cykl reakcji redoks, ktérego skutkiem jest

produkcja Hz0;.
R-S§™
RS~ Fe3+ Oz H20
RSS*
RS- Fe2+ 02 Hz202

Schemat 4. Generowanie H202 przez aniony RSS- z udziatem jonow zelaza Fe3+,

Podobny ciag reakcji moze byé zapoczatkowany przez disiarczek, z ktérego pod

wptywem GSH powstaja 2 czgsteczki tiolu.

2 GSH GSSG
CH2=CH-CH2-S-S-CH2-CH=CH L—Zb 2 CH2=CH-CH2-SH

Tiole réwniez ulegajq dysocjacji do anionéw tiolanowych i mogg zapoczatkowa¢ cykl
reakcji prowadzac do powstania H20; (Schemat 4). Jednakze w poréwnaniu do tioli (RSH),
nadsiarczki (RSSH) sg silniejszymi kwasami, a wiec tatwiej ulegaja dysocjacji, Dlatego
w obecnosci jonéw metali przejSciowych (Fe*3) to gltéwnie anion nadtiolanowy bedzie
ulega¢ utlenianiu do rodnika nadtiylowego, z czym wigZe sie powstawanie cyklu
redoksowego generujacego H202. Istotnie przedstawione w tej pracy badania wykazaty
wigksza produkcje H20: jedynie pod wptywem DATS. Wzrostowi produkcji H202 pod
wptywem DATS towarzyszy obniZzenie poziomu wszystkich badanych tioli, tj. glutationu
(GSH), cysteiny (Cys) i cysteinylo-glicyny (Cys-Gly), co potwierdza prooksydacyjne
dziatanie DATS.

Dodatkowo w komoérkach HepG2 badano wplyw réznych siarczkéw allilowych na
poziom siarki sulfanowej i aktywno$¢ enzymoéw zaangazowanych w jej synteze i transport.

Niskie w poréwnaniu do zdrowych hepatocytéw stezenie siarki sulfanowej w komérkach
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HepG2 ulega dodatkowemu obnizeniu pod wptywem DADS oraz DATS, pomimo ze
zwlaszcza trisiarczek stanowi bogate Zrodto reaktywnej siarki obserwowane w medium.
Brak wzrostu poziomu siarki sulfanowej w komérkach przy réwnoczesnym wysokim
stezeniu w medium oznacza, ze w komoérkach HepG2 nie dochodzi do akumulacji DATS. Pod
wplywem wszystkich badanych zwiazkéw nie zmienia sie aktywno$¢ enzymoéw zwigzanych
z biosynteza i transportem siarki sulfanowej, tj. MST i TST. Pod wplywem siarczkéw
allilowych nie odnotowano réwniez indukcji niewykrywalnej w komoérkach HepG2 y-liazy
cystationinowej (CSE).

Przeprowadzone badania pozwolily pozna¢ i poréwnaé dziatanie mono-, di-,
i trisiarczkéw allilowych w komérkach ludzkiej hepatoblastomy (HepG2). Sposréd
badanych zwigzkéw najwiekszg aktywnos$¢ biologiczng i najsilniejszy wplyw na badane
parametry stwierdzono w przypadku DATS, ktdry jako jedyny powodowat wzrost produkcji
H20,, obnizal poziom tioli i siarki sulfanowej, jak réwniez najsilniej indukowat aktywnos$¢
kaspazy 3 i hamowat proliferacje komdérek HepG2. Wydaje sig, ze w tym przypadku za
przeciwnowotworowe dzialanie DATS odpowiada gléwnie mozliwo$é¢ jego redukcji
do odpowiedniego nadsiarczku, ktory daje mozliwo$¢ generowania RFT, a takie
moze bra¢ udzial w tiolowych reakcjach redoksowych. Oba mechanizmy odgrywajg
istotng role w procesach regulacyjnych. Opisane w publikacji P.3. badania przeprowadzone
in vivo w watrobach myszy wykazaty zupelnie odmienne dzialanie DATS, a mianowicie
obniZenie poziomu RFT, wzrost poziomu tioli, siarki sulfanowej i aktywnosci enzyméw
z nig zwigzanych. Sugeruje to selektywnos¢ dzialania pochodzgcego z czosnku DATS.
Jakkolwiek, trzeba w tym miejscu przypomnie¢, Zze dawka DATS do badan in vivo zostata
znacznie zredukowana, ze wzgledu na wcze$niejsze dziatanie hepatotoksyczne, co mogto
by¢ zwigzane wlas$nie z nadmierng produkcja RFT. Tak wiec w badaniach z zastosowaniem

DATS bardzo istotne znaczenie ma odpowiednio dobrana dawka.

P.6.
Iciek M, Marcykiewicz B, Bilska-Wilkosz A, Sokotowska-Jezewicz M, Ktapcifiska ]. The
effect of lipoate on anaerobic cysteine metabolism in erythrocytes of patients treated with

peritoneal dialysis. Pharmacol Rep. 2014; 66: 325-328. (IFz014 2,165; MNiSW 25 pkt)
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W naszych poprzednich badaniach wykazaliémy, ze u pacjentéw z przewleklg chorobg
nerek (PChN) zaréwno poddawanych hemodializie, jak i dializie otrzewnowej obserwuje
si¢ w osoczu obnizony poziom siarki sulfanowej (45). Z kolei u pacjentéw z PChN
poddawanych dializie otrzewnowej pomimo obnizenia poziomu tej reaktywnej siarki
w osoczu, nie zaobserwowaliémy zmian jej poziomu w erytrocytach (49). Réwnocze$nie
w przypadku wszystkich pacjentéw z PChN zaréwno w osoczu, jak i w erytrocytach
stwierdziliSmy nasilenie proceséw prooksydacyjnych, ktérych miarg byt poziom
biatkowych grup karbonylowych, stezenie dialdehydu malonowego (MDA), czy poziom
nieorganicznych siarczanéw. Te obserwacje staly sie inspiracja do podjecia badan nad
wplywem kwasu liponowego (LA), znanego silnego antyoksydanta, bedacego réwnoczeénie
zwigzkiem siarkowym, na metabolizm cysteiny w erytrocytach chorych poddawanych
dializie otrzewnowej. Jak wykazaty nasze wcze$niejsze badania LA moze wptywac¢ in vivo na
poziom reaktywnej siarki sulfanowej (50).

W badaniach naszych pacjenci z PChN poddawani cigglej dializie otrzewnowej
przyjmowali przez 30 dni doustnie utleniong posta¢ kwasu liponowego w formie preparatu
Neurolipon-MIP 600 zarejestrowanego w Polsce do leczenia neuropatii cukrzycowe;j.
Egzogenny LA jest redukowany w komérkach do postaci ditiolu, ktéry odpowiada za jego
wiasciwosci antyoksydacyjne.

W przedstawionej pracy w erytrocytach chorych z PChN poddawanych terapii dializg
otrzewnowg zaréwno w grupie suplementowanej LA, jak i w grupie chorych
niesuplementowanych przeprowadzono badania poziomu siarki sulfanowej i aktywnos$ci
siarkotransferaz (CSE, MST i TST) w poréwnaniu do erytrocytéw oséb zdrowych.

Otrzymane wyniki wykazaly, Ze poziom siarki sulfanowej w erytrocytach pacjentéw
z PChN poddawanych dializie otrzewnowej nie rézni sie¢ od poziomu w erytrocytach
zdrowych oso6b, ale suplementacja LA powoduje wzrost poziomu tej reaktywne] siarki.
Przeprowadzone réwnolegle oznaczenia w osoczu pacjentéw z PChN poddawanych dializie
otrzewnowej (wyniki te nie byly prezentowane w ramach omawianej publikacji} wykazaty,
ze suplementacja LA koryguje obnizony poziom siarki sulfanowej do wartosci
poréwnywalnych u zdrowych oséb. Réwnoczesnie LA nie zmniejszat w osoczu znacznie

podwyzszonego poziomu siarczandéw oraz MDA jako wskaZnika peroksydacji lipidow.
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Tak wiec wyniki przedstawione w ramach tej pracy oraz oznaczenia wykonane
w osoczu, ktére nie byly przedmiotem omawianej publikacji, pozwalajg stwierdzi¢, ze
u chorych z PChN poddawanych dializie otrzewnowej poziom siarki sulfanowej
w erytrocytach utrzymuje sie na poziomie kontrolnym, podczas gdy w osoczu jest obnizony.
Suplementacja LA powoduje wzrost poziomu siarki sulfanowej w erytrocytach, a nastepnie
w osoczu, co pozwala na wyréwnanie jej obnizonego poziomu do warto$ci kontrolnych.
W przypadku dializy otrzewnowej ze wzgledu na cigglto$¢ procesu dializacyjnego nie
dochodzi do zwiekszonej kumulacji toksycznych zwigzkéw, w zwigzku z czym nasilenie
proceséw oksydacyjnych jest mniejsze. By¢ moze utrzymanie wlasciwego poziomu siarki
sulfanowej w erytrocytach tych chorych wynika z faktu cigglego usuwania toksyn
uremicznych. Badania opisane w literaturze wskazuja, ze u chorych z PChN poddawanych
hemodializie dochodzi do akumulacji toksycznych cyjankéw (51). Stad mozliwos¢
zwiekszenia puli siarki sulfanowej wykorzystywanej do detoksykacji cyjanku, LA, zwtaszcza
u tych chorych jest obiecujaca.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaly, ze suplementacja LA moze
korzystnie wplywa¢ na podniesienie poziomu siarki sulfanowej w erytrocytach
pacjentéw z PChN poddawanych dializie otrzewnowej. R6wnoczes$nie wskazuje to, Ze
mechanizm biologicznej aktywnosci LA jest zwigzany z przemianami reaktywnej
siarki sulfanowej, a nie tylko, jak do tej pory uwazano z silnymi wlasciwosciami

antyoksydacyjnymi.

P.7.

Iciek M, Kotaniska M, Knutelska ], Bednarski M, Zygmunt M, Kowalczyk-Pachel D,
Bilska-Wilkosz A, Goérny M, Sokotowska-Jezewicz M. The effect of NaCl on the level of
reduced sulfur compounds in the rat liver. Implications for blood pressure increase.

Postepy Hig Med Dosw 2017; 71: 564-576. (IFze17 0,783; MNiSW 15 pkt)

Nadci$nienie, na ktore cierpi obecnie ponad bilion ludzi na $wiecie skutkuje rozwojem
choréb ukladu krazenia, w tym uszkodzeniem serca i zawatem. Powszechnie wiadomo, ze
do rozwoju nadci$nienia przyczynia sie m.in. wysoka zawarto$¢ soli (NaCl) we

wspoétczesnej diecie (52). WHO rekomenduje zawarto$¢ NaCl ponizej 5 g dziennie, podczas
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gdy, jak podajg Zrédta, w krajach uprzemystowionych dzienre spozycie soli jest czesto
dwukrotnie wyzsze (53). Ostatnio wiele uwagi poswieca sie roli HzS jako gazotransmitera,
ktdry podobnie jak NO odgrywa istotna role w regulacji ci$nienia krwi i dziata hipotensyjnie
poprzez aktywacje kanaléw potasowych zaleznych od ATP (Kare) (54). 500 ml podawane;j
powszechnie w iniekcji dozylnej soli fizjologicznej zawiera 4,5 g NaCl, co stanowi 90 %
zalecanej dziennej dawki. Biorac pod uwage dodatkowo wysoka zawartosé¢ soli w wielu
produktach spozywczych i we wspéiczesnej diecie, mozna sie spodziewaé, ze catkowita
ilos¢ dostarczonej soli przekracza zalecane standardy.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu powtarzanych iniekcji niskich dawek NaCl
zawartych w soli fizjologicznej na ci$nienie krwi oraz poziom reaktywnych form siarki, tj.
HaS i siarki sulfanowej u szczuréw. Badania prowadzono w dwéch modelach: NaCl byt
podawany dozylnie lub dootrzewnowo. Badania biochemiczne byly przeprowadzone
w watrobie zwierzat, poniewaz w tkance tej najintensywniej przebiegaja beztlenowe
przemiany cysteiny prowadzace do zwigzkéw z reaktywng siarka.

Po 8-miu dniach dozylnej iniekcji soli fizjologicznej u szczuréw stwierdzono wzrost
ci$nienia skurczowego w stosunku do pierwszego dnia oraz w stosunku do grupy
kontrolnej. Badania biochemiczne przeprowadzone w watrobie szczuréw po dozylnej
iniekcji NaCl wykazaly obnizenie poziomu siarki sufanowej, HzS oraz aktywnosci CSE
w watrobach szczuréw po NaCl w stosunku do szczuréw kontrolnych. Oznacza to, ze pod
wptywem NaCl podawanego droga dozylng dochodzi do zaburzenia syntezy RFS, co
przektada si¢ na wzrost ci$nienia, zwigzany najprawdopodobniej z zahamowaniem
sulfhydracji kanatéw Karp.

Badania w modelu dootrzewnowej iniekcji byly prowadzone przez okres 40 dni. Szczury
otrzymywaly poczatkowo iniekcje 0,3 ml soli, a w drugiej potowie eksperymentu 1 ml soli
fizjologicznej. Grupa kontrolna w tym samym czasie otrzymywata takie same objetosci
wody destylowanej. Przeprowadzone badania wykazaly wzrost ci$nienia skurczowego
i rozkurczowego w ostatnich 15-tu dniach eksperymentu w stosunku do pierwszego dnia.
U zwierzat kontrolnych, ktére otrzymywaly iniekcje sterylnej wody réwniez stwierdzono
wzrost ciSnienia, ale nieznamienny statystycznie, spowodowany najprawdopodobniej
zwigkszong objetoscia ptynéw. Analiza poréwnawcza pomiedzy grupami zwierzat

otrzymujgcych sol i wode nie wykazata statystycznie istotnych réznic, a jedynie tendencje
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do wzrostu ci$nienia. W przypadku dootrzewnowej iniekcji NaCl nie stwierdziliSmy
réwniez istotnych réznic w poziomie siarki sulfanowej i H2S w watrobie szczuréw.
Podsumowujac, przeprowadzone w tej pracy badania wykazaly, ze nawet niska dawka
NaCl zawarta w soli fizjologicznej podawana kilkakrotnie w iniekcji dozylnej
indukuje u szczuréow lagodne nadcisSnienie, czemu towarzysza zaburzenia
beztlenowych przemian cysteiny prowadzace do obnizenia poziomu endogennego

H2S i siarki sulfanowej w watrobie.

P.8.

Iciek M, Kowalczyk-Pachel D, Bilska-Wilkosz A, Kwiecien I, Gérny M, Wiodek L.
S-sulfhydration as a cellular redox regulation. Biosci Rep 2016, 36 pii: e00304.
(IF2016 2,906; MNiSW 20 pkt)

Reaktywne formy tlenu (RFT) oraz azotu (RFA) od wielu lat uznawane sg za czasteczki
odgrywajgce wazng role w sygnalizacji redoksowej. Stosunkowo niedawno do tej grupy
dolaczono réwniez reaktywne formy siarki (RFS). Ze wzgledu na szybko rosngcg liczbe
doniesiefi wskazujacych na mozliwosci regulacji redoksowej poprzez zwigzki siarki,
uznatam za konieczne usystematyzowanie i przedstawienie najnowszej wiedzy o przebiegu
tiolowej regulacji poprzez reakcje S-sulfhydracji. Praca ta skupia sie na biogenezie
i biologicznych wilasciwosciach RFS wlaczajac w nie HaS oraz zwigzki zawierajgce siarke
sulfanowa, tj. nadsiarczki, polisiarczki i tiosiarczan. W pracy opisano biologiczne znaczenie
procesu S-sulfhydracji w oparciu o najnowsze doniesienia literaturowe. W reakcji
S-sulfhydracji (zwanej roéwniez persulfidacjg) siarka sulfanowa jest przenoszona na grupy
-SH z utworzeniem wodoronadsiarczkéw. Reakcja ta stanowi wiec odwracalng,
kowalencyjna modyfikacje tioli, w tym reszt cysteinowych biatek, tzw. ,redox switches”.
Wodoronadsiarczki (RSSH) powstajg w wyniku utlenienia tioli (RSH) (siarka zmienia swdj
stopieni utlenienia z -2 na -1), dlatego tez S-sulfhydracja nie moze by¢ wynikiem
bezposredniej reakcji reszt tiolowych z HzS. Role utleniacza w tej reakcji petnig zwiazki
zawierajgce siarke sulfanowa, ktéra jest na -1 lub 0 stopniu utlenienia. Mozliwe jest

réwniez utworzenie wodoronadsiarczku w reakcji z anionem HS- powstalym z dysocjacji
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H:S, ale tylko wowczas, gdy grupa tiolowa jést odwracalnie utleniona do formy kwasu
sulfenowego (-SOH), S-nitrozotiolu (-SNO) lub disiarczku (-SSR). Wydaje sie, ze
preferowany jest pierwszy mechanizm, poniewaz w komérkach dominuje $rodowisko
redukujgce, w ktérym grupy -SH s3 rzadko utlenione. Jednakze powstawanie
wodoronadsiarczku oksydoreduktazy siarczkowo chinonowej (SQR-SSH) tworzonej
podczas mitochondrialnego utleniania H»S jest przyktadem drugiego rodzaju mechanizmu
persulfidacji.

S-sulfhydracji podlegaja nie tylko enzymy biorgce udziat w metabolizmie
i transporcie siarki (MST, TST, SQR), ale takze wiele innych biatek. Wykazano m.in.
powstawanie wodoronadsiarczku  dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(GAPDH), biatkowej fosfatazy tyrozynowej (PTP1B), fosfatazy lipidowej (PTEN), albuminy,
tubuliny i aktyny (39-40, 55). W biatkach tych reszty cysteiny funkcjonujg jako swoiste
sensory zdolne do wigzania siarki sulfanowej i tworzenia wodoronadsiarczku, co
bezposrednio wplywa na ich aktywno$¢ biologiczng. W pracy oméwiono takze regulacyjne
znaczenie reakcji S-sulfhydracji tak waznych proceséw, jak aktywacja kanatéw potasowych
zaleznych od ATP (Karp) oraz aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF.B (56).
Przedstawiono réwniez mozliwo$¢ generowania RFS z pochodzacych z czosnku i innych
ro$lin z rodziny Allium zwigzkéw siarkowych oraz wskazano wynikajgce z tego mozliwosci
terapeutyczne tych zwigzkdow.

Wigkszo$¢ modyfikacji kowalencyjnych grup -SH bialek, (np. S-nitrozylacja,
S-glutationylacja, utlenienie do kwaséw sulfenowych) powoduje obnizenie aktywnosci
katalitycznej. Powstawanie wodoronadsiarczkéw biatek w wielu przypadkach prowadzi do
wzrostu aktywnosci katalitycznej, jakkolwiek opisano réwniez przypadki zahamowania
aktywnosci biatek, wskutek modyfikacji przez RFS (np. PTP1B, PTEN).

W pracy oméwiono réwniez mitochondrialne ulenianie HzS i zwrdcono uwage, Ze proces
ten stuzy nie tylko jako sposéb usuwania toksycznego HzS w postaci tiosiarczanu lub
siarczanu (VI), ale stanowi réwniez Zrédlo generowania wodoronadsiarczkéw (np. GSSH),
ktére moga nastepnie modyfikowa¢ biatka docelowe. Niektérzy autorzy pordéwnujg
utlenianie H2S do mitochondrialnego tancucha transportu elektronéw, podkre$lajac, ze

obydwa procesy zachodzace w mitochondrium generuja RFS lub RFT (57).
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P.9.

Iciek M, Gérny M, Bilska-Wilkosz A, Kowalczyk-Pachel D. Is aldehyde dehydrogenase
inhibited by sulfur compounds? In vitro and in vivo studies. Acta Biochim Polon 2018; 65:
125-132. (IFz017 1,239; MNiSW 15 pkt )

Celem tej publikacji bylo zbadanie, czy reaktywne formy siarki mogg wptywac na
aktywno$¢ dehydrogenazy aldehydowej (ALDH). Badania in vitro przeprowadzono na
drozdzowej ALDH, ktéra wykazuje wysoka homologie do izoenzymu 2 ludzkiej ALDH
(ALDH2), odpowiedzialnego za utlenianie acetaldehydu do kwasu octowego w trakcie
metabolizmu etanolu. ALDH2 bierze takze udzial w bioaktywacji nitrogliceryny, enzym ten
badano takie w aspekcie uzaleznienia od kokainy, chorobach neurodegeneracyjnych,
chorobach krazenia i innych patologiach (58-59).

W badaniach in vitro zastosowano rézne potencjalne reaktywne formy siarki, tj.: NazS,
K2Sx, GSSH, Na2S203 oraz pochodzace z czosnku: siarczek diallylu (DAS), disiarczek diallylu
(DADS) i trisiarczek diallylu (DATS).

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowane RFS, a w szczegélnosci zawierajace
siarke sulfanowa K2Sx, GSSH oraz pochodzace z czosnku siarczki diallilowe silnie hamujg
aktywno$¢ drozdzowej ALDH. W kolejnym eksperymencie badano mozliwos¢
odwracalno$ci hamujacego dziatania RFS na aktywnos¢ ALDH przez rézne czynniki
redukujace: ditiotreitol (DTT), zredukowany glutation (GSH) i kwas dihydroliponowy
(DHLA). DTT przywracal pelng aktywnos$¢ enzymu, natomiast GSH i DHLA réwniez
zmniejszaly hamujace dzialanie RFS, jednak w miejszym stopniu niz DTT. W nastepnych
badaniach po inkubacji enzymu z RFS i odptukaniu nadmiaru zwigzkéw siarkowych,
w badanych prébach oznaczano poziom siarki zwigzanej z bialkiem w postaci
wodoronadsiarczku. W przypadku badanych zwigzkéw zawierajacych siarke sulfanows,
tj. K2Sx i GSSH stwierdzono znaczaca ilo$¢ siarki zwigzanej z ALDH, czemu towarzyszyto
catkowite zahamowanie aktywnosci enzymu w poréwnaniu do préb kontrolnych
nietraktowanych RFS. Z kolei w przypadku prébek ALDH inkubowanych ze zwigzkami
niezawierajgcymi siarki sulfanowej (GSSG i NazS) nie wykryto siarki zwigzanej z ALDH, ani

nie stwierdzono istotnego hamowania aktywno$ci enzymu (w przypadku inkubacji z GSSG
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czeSciowa inhibicja aktywno$ci wynikata prawdopodobnie z procesu S-tiolacji). Dla
poréwnania przeprowadzono réwniez podobne badania z uzyciem dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH), enzymu, ktéry jak wcze$niej udokumentowano
jest modyfikowany poprzez dzialanie RFS. W tym przypadku réwniez stwierdzono wzrost
poziomu siarki zwigzanej z biatkiem jedynie po inkubacji GAPDH z GSSH, natomiast
hamowanie aktywnos$ci enzymu obserwowano zaréwno pod wptywem GSSH, jak i GSSG.
W poréwnaniu do ALDH, GAPDH wydaje sie mniej podatna na zmiany aktywnos$ci pod
wplywm RFS, co moze wynika¢ z faktu, iz ma mniej reszt cysteinowych w przeliczeniu na
czasteczke biatka niz ALDH, jak réwniez, poniewaz reszty te sg czeSciowo utlenione
(potwierdza to wykrywalna ilo$¢ siarki zwigzanej z biatkiem w prébach GAPDH po
inkubacji z NazS - dane nieprezentowane w tej publikacji).

W celu weryfikacji, czy aktywno$¢ ALDH moze by¢ podobnie modyfikowana
w warunkach in vivo, przeprowadzono réwniez pilotazowe badania na szczurach, ktérym
przez 7 dni podawano dootrzewnowo rozpuszczony w oleju DATS. Po u$mierceniu zwierzat
wyizolowano watroby, w ktérych oznaczano aktywnos¢ ALDH. Badania te wykazaty
statystycznié znamienne obnizenie aktywnosci ALDH u zwierzat, ktérym podawano DATS
w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych otrzymujgcych iniekcje oleju.

Podsumowujgc, badania przedstawione w tej pracy wykazaly, ze aktywno¢ ALDH moze
by¢ regulowana przez reaktywne formy siarki, glownie wodoronadsiarczki (GSSH)
oraz nieorganiczne (K:Sx) lub organiczne wielosiarczki (DATS), co w tym przypadku
prowadzi do hamowania aktywnosci enzymu. Efekt ten jest latwo odwracalny
w warunkach in vitro przez zwiazki redukujgce, takie jak DTT. Ponadto,
w pracy tej wykazano takze, ze aktywno$¢ ALDH w watrobie jest hamowana réwniez in vivo

po podaniu pochodzacego z czosnku DATS.

2.3.4. Podsumowanie badan stanowigcych podstawe habilitacji

Moje najwazniejsze osiggniecia naukowe opisane w wyzej wymienionych pracach
obejmuja:
e wykazanie obecnosci siarki sulfanowej w Gomori-pozytywnych ziarnisto$ciach

cytoplazmatycznych w komérkach glejowych myszy
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e uporzadkowanie i oméwienie wiedzy na temat przeciwnowotworowego dziatania
organicznych zwigzkéw siarkowych pochodzgcych z czosnku

o wykazanie aktywno$ci antyoksydacyjnej pochodzacych z czosnku siarczkow
allilowych (DAS, DADS, i DATS) w zdrowych komérkach watroby

e udowodnienie, ze pochodzgce z czosnku DADS i DATS mogg by¢ egzogennymi
donorami siarki sulfanowej dla normalnych hepatocytéw

e wykazanie, ze DATS i DADS podnosza poziom -catkowitej siarki sulfanowej
i aktywno$é zwigzanych z jej biosynteza enzyméw w zdrowych nerkach myszy, nie
wplywajac jednoczeénie na poziom siarkowodoru i nadsiarczkéw

e zbadanie i poréwnanie antyproliferacyjnego dziatania réznych siarczkéw allilowych
(DAS, DADS, DATS) w komérkach ludzkiej hepatoblastomy (HepG2) - wskazanie DATS jako
zwigzku o najwiekszej aktywnosci przeciwnowotworowe;j

e wykazanie, ze u pacjentéw z przewlekla chorobg nerek poddawanych dializie
otrzewnowej suplementacja kwasem liponowym moze korzystnie wptywa¢ na podniesienie
poziomu siarki sulfanowej w erytrocytach, co sugeruje mozliwo$¢ powiazania aktywnosci
biologicznej LA z przemianami siarki sulfanowej

e udowodnienie na modelu zwierzecym, ze powtarzane iniekcje dozylne niskich dawek
NaCl wptywaja na zaburzenie endogennego poziomu reaktywnych form siarki w watrobie
i indukujg tagodne nadci$nienie

e omoéwienie nowych aspektéw zwigzanych z tiolowa regulacja redoksowa poprzez
reakcje S-sulfhydracji

e udowodnienie, ze aktywno$¢ dehydrogenazy aldehydowej (ALDH) jest silnie
hamowana przez reaktywne formy siarki (gtéwnie polisiarczki
i wodoronadsiarczki) w warunkach in vitro

e wykazanie, ze aktywno$¢ ALDH jest hamowana réwniez in vivo w nerkach

i watrobie po podaniu pochodzacego z czosnku DATS zawierajgcego siarke sulfanowg

Wyniki badan opisane w niniejszych pracach poszerzajq wiedze na temat reaktywnych
form siarki, mozliwoéci redoksowej regulacji z ich udziatem oraz wykorzystania ich

naturalnych donordéw.
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3. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

3.1. Ogoélna charakterystyka dorobku naukowego

Aktualnie méj dorobek naukowy obejmuje 41 oryginalnych pelnotekstowych prac
naukowych (w tym 36 w czasopismach posiadajgcych Impact Factor} oraz 5 prac
pogladowych (w tym 4 w czasopismach posiadajacych Impact Factor) i 1 list do redakcji
czasopisma posiadajgcego Impact Factor. Ponadto jestem wspoétautorem 1 podrecznika
oraz 1 rozdzialu monografii w jezyku polskim oraz 53 doniesien zjazdowych (22
miedzynarodowych i 31 krajowych). Szczeg6towe dane dotyczace mojego dorobku
naukowego przedstawione sa w Zatqczniku 4 (pkt. II, str. 3), natomiast w ponizszej tabeli
przedstawitam podsumowanie z podziatem na okres przed doktoratem, po doktoracie oraz

z wyodrebnieniem publikacji stanowigcych podstawe habilitacji.

Z wytaczeniem prac stanowigcych Prace
__podstawe habilitacji stanowiace Sumarycznie

¥ _ podstawe
llos¢ IF [losé IF |

habilitacji

llos¢ IF Ilos¢

Liczba
streszczen ze
zjazdow
miedzynarodow

ych

Sumarycznie

9 14,877 101
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Sumaryczny Impact Factor calego dorobku naukowego: 81,376

taczna punktacja MNiSW catego dorobku naukowego: 841
Indeks Hirscha dorobku naukowego: 12

taczna liczba cytowan wg bazy ISI Web of Science: 613
w tym bez autocytowan: 540

3.2. Dzialalnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora nauk

farmaceutycznych

Jestem absolwentkg Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie,
kierunku Chemia Biologiczna. Tytut magistra chemii otrzymatam w 1998 roku bronigc
prace magisterska pt. ,Wlasciwosci Kkatalityczne kwasnej fosfatazy prostaty ludzkiej
w roztworach wodnych oraz w $§rodowisku odwrotnych miceli typu AOT-izooktan-woda”
wykonang w Instytucie Biochemii Lekarskiej Collegium Medicum U] pod kierunkiem
dr Ewy Luchter-Wasylewskiej. Wyniki otrzymane w ramach wykonanej przez mnie pracy
magisterskiej zostaty opublikowane w Journal of Colloid and Interface Science (Zat. 4, pkt. I
A. 1. poz. 4, str. 4). Bezposrednio po uzyskaniu dyplomu zostatam zatrudniona w Instytucie
(od roku 2005 Katedrze) Biochemii Lekarskiej CM U] w zespole Kierowanym przez
dr hab. Lidie Wlodek na etacie naukowo-technicznym. Tematyka badawcza, w ktéra bytam
zaangazowana koncentrowata sie na badaniach metabolizmu zwigzkéw siarki, zmianach
tego metabolizmu w stanach patologicznych. Pierwsza publikacja, ktéra powstala z moim
udziatem dotyczyta wptywu réznych lekéw tiolowych na oksydacyjng hemolize ludzkich
erytrocytéw. Otrzymane wyniki byly prezentowane przeze mnie w formie wystapienia
ustnego na Drugim Europejskim Spotkaniu Absolwentéw we Frankfurcie nad Menem oraz
zostaty opublikowane w Acta Poloniae Pharmaceutica (Zat. 4, pkt. I B. 1. poz. 1, str. 9).

W ramach wspélpracy ze Szpitalem Rydygiera w Krakowie badaliSmy zmiany
w poziomie tioli i produktéw metabolizmu cysteiny w osoczu i erytrocytach pacjentéw
z przewlekla choroba nerek (PChN). Nerki sg narzadem, ktéry petni szczegdlng role

w metabolizmie zwigzkéw siarki, na co wskazuje wyjatkowo duze stezenie cysteiny, wysoki
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poziom siarki sulfanowej oraz wysoka aktywno$¢ cyklu y-glutamylowego
odpowiedzialnego za degradacje glutationu do wolnej cysteiny. Nasze badania wykazaty
obnizony poziom GSH oraz znaczne podniesiony poziom catkowitej i utlenionej cysteiny we
krwi i osoczu pacjentéow z PChN przed dializa, przy czym pojedyncza sesja dializy
zmniejszata te poziomy do wartosci bliskich poziomom u zdrowych ludzi. Co ciekawe,
u pacjentéw z PChN stwierdziliSmy znaczne nasilenie tlenowego metabolizmu siarki,
ktorego efektem jest kilkukrotnie podniesiony w osoczu poziom siarczanéw. Pojedyncza
sesja dializy wyraznie zmniejsza poziom siarczanow, ale nadal jest on wyzszy
w stosunku do grupy kontrolnej. Pacjentow z PChN charakteryzuje réwniez nizszy poziom
siarki sulfanowej powstajacej w trakcie beztlenowych przemian cysteiny,
a pojedyncza sesja hemodializy w tym przypadku dodatkowo obnizata jej poziom
w osoczu. Zaburzenia tiolowej homeostazy u pacjentéw z PChN zaréwno tych poddawanych
hemodializie, jak i niedializowanych oprocz  obnizenia  poziomu  GSH
i wzrostu cysteiny utlenionej ujawniaja sie takze w postaci silnej tendencji homocysteiny do
tworzenia mieszanych disiarczkow z bialkami, co moze mie¢ znaczenie
w aterogennym dziataniu homocysteiny. Zaburzenia metabolizmu tioli oraz wzrost
poziomu RFT stwierdzono réwniez w erytrocytach pacjentéw z PChN. Wyniki oméwionych
badan zostaly opublikowane w formie trzech prac oryginalnych - dwie w Clinica Chimica
Acta (Zatl. 4, pkt. Il A. 1. poz. 1i 7, str. 3, 4) oraz jedna w Nefrologia i Dializoterapia Polska
(Zat. 4, pkt I1 B. 1. poz. 4, str. 9).

Poniewaz zaréwno tiole, jak i zwigzki z siarka sulfanowa odgrywaja istotng role
antyoksydacyjng i regulacyjna, dlatego w jednym z projektéw postanowiliSmy sprawdzi¢ na
modelu szczurzym, jak zmienia sie¢ ten status wraz z wiekiem osobnikéw. Otrzymane
wyniki opublikowane w Acta Biochimica Polonica (Zat. 4, pkt I A. 1. poz. 5, str. 4) §wiadczg,
ze wraz z wiekiem w osoczu maleje poziom praktycznie wszystkich tioli, zar6wno ich
wolnych, jak, str. 3i zwigzanych z biatkami form. Towarzyszy temu spadek poziomu siarki
sulfanowej. Sugeruje to, ze wraz z wiekiem dochodzi do obniZenia mozliwosci obrony
antyoksydacyjnej zwigzanej ze zwigzkami siarki.

Ze wzgledu na zainteresowanie rolg siarki sulfanowej w aspekcie jej wykorzystania
w celach terapeutycznych w ramach wspélpracy z Instytutem Biologii Molekularnej UJ

przeprowadzitam badania wptywu pochodzgcego z czosnku disiarczku allilu (DADS) oraz
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innych systeméw mogacych generowac siarke sulfanowg na proliferacje komérek ludzkiej
hepatoblastomy (HepGZ2). Badania, ktérych wyniki opublikowano w Neoplasma (Zal. 4, pkt
II' A. 1. poz 3, str. 3) wykazaly, ze sposrod kilku testowanych zwigzkéw DADS, cystamina
oraz disiarczek 2-merkaptoetanolu znaczaco hamowaly wbudowywanie trytowanej
tymidyny w komdrkach HepG2, co moze wskazywaé na ich dziatanie antyproliferacyjne
zwigzane z wprowadzeniem siarki sulfanowej do komoérek nowotworowych, Kktére
charakteryzuje deficyt tej formy siarki.

W kolejnych badaniach wykorzystaliSmy DADS jako donor oraz cyjanek potasu (KCN)
jako akceptor siarki sulfanowej, aby zbada¢ liczbe komodrek glejowych zawierajgcych
ziarnistoSci bogate w siarke (tzw. Gomori-pozytywne ziarnistosci cytoplazmatyczne)
w mozgach myszy, a takze sprawdzi¢ jak wplywajq te zwigzki na metabolizm siarki
w mozgu i watrobie myszy. W mdzgu nie stwierdzono réznic w poziomie catkowitej siarki
sulfanowej i enzyméw z nig zwigzanych, natomiast oznaczenia przeprowadzone
w watrobie wykazaly, ze DADS moze stanowi¢ zrédio siarki sulfanowej dla watroby,
z ktorej prawdopodobnie jest transportowana wraz z osoczem w formie nadsiarczkéow
i moze by¢ uzyta do detoksykacji cyjanku lub przetrzymywania w postaci ziarnisto$ci.
WykazaliSmy, Ze pod wplywem DADS liczba ziarnisto$ci znacznie roénie w stosunku do
kontroli, natomiast KCN powoduje spadek liczby ziarnisto$ci. Sugeruje to, ze ziarnistosci
bogate w siarke w moézgach myszy sa sposobem magazynowania siarki sulfanowej, ktéra
jest uwalniana w sytuacji zapotrzebowania (intoksykacja cyjankiem). Wyniki otrzymane
w ramach tych badan zostaty opublikowane w Pharmacological Reports (Zal. 4, pkt II A. 1.
poz 6, str. 4).

W miare poszerzania wiedzy na temat siarki sulfanowej i jej roli w ukladach
biologicznych pojawila sie potrzeba usystematyzowania wiadomosci na ten temat. Dlatego
tez wraz z moim Opiekunem Naukowym - dr hab. Lidia Wtodek opracowaty$my publikacje
pogladowa do Polish Journal of Pharmacology (obecnie Pharmacological Reports) (Zat 4,
pkt Il A. 1. poz 2, str. 3), ktéra omawia réznorodne znaczenie zwigzkéw z ta reaktywna
forma siarki oraz przedstawia ich biosynteze i dostepne na ten czas metody jej oznaczania.
Praca ta jest drugg w kolejnosci z moich najlepiej cytowanych publikacji (90 cytowan

wedlug danych na dzien, w ktérym sporzadzono analize bibliometryczng).
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Kolejna praca pogladowa w moim dorobku przed uzyskaniem stopnia doktora dotyczyta
procesu S-tiolacji biatek, czyli powstawania mieszanych disiarczkéw biatkowo-tiolowych.
S-tiolacja bialek jest nastepstwem stresu oksydacyjnego i moze zachodzi¢ w wyniku reakcji
niskoczasteczkowych disiarczkéw (np. GSSG) z grupami tiolowymi biatek lub poprzez
reakcje odwracalnie utlenionych grup tiolowych biatek (np. do kwaséw sulfenowych -SOH)
z niskoczgsteczkowymi tiolami (np. GSH). Praca opublikowana w Postepach Biochemii (Zat.
4, pkt. Il B. 1. poz 2, str. 9) omawia mechanizmy S-tiolacji oraz znaczenie tego procesu, ktéry
postrzegany jest za jeden z mechanizméw antyoksydacyjnych oraz regulacyjnych.

Jestem wspétautorem rozdzialu dotyczacego beztlenowych przemian cysteiny
w monografii zatytutlowanej ,Biotiole w warunkach fizjologicznych, patologicznych
i w terapii” pod redakcjg Lidii Wtodek wydanej przez Wydawnictwo Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakéw 200 (Zal. 4, pkt. Il B. 1. poz 3, str. 9).

Wiedza dotyczaca endogennych zwiazkéw tiolowych i siarki sulfanowej oraz
dos$wiadczenie w tym zakresie byly podstawg do kontynuacji w tym nurcie badan, ktére
stanowily przedmiot mojej rozprawy doktorskiej zatytutlowanej ,Biologiczne znaczenie
modulacji aktywnosci tioli z udziatem siarki sulfanowej i w reakcjach S-tiolacji”, ktorej
promotorem byta dr hab. Lidia Wtodek, prof. U]. Praca byta podzielona na dwie czeéci,
z ktorych pierwsza dotyczyta kowalencyjnej modyfikacji tioli z udziatem siarki sulfanowe;j,
a druga poprzez powstawanie mieszanych disiarczkdw. Badania z udzialem siarki
sulfanowej wykonatam z uzyciem pochodzacego z czosnku DADS zar6wno na zwierzetach
obarczonych nowotworem wysiekowym Ehrlicha (in vivo), jak i w hodowli komérek HepG2
(in vitro). Badania te dowiodly, ze DADS podnosi poziom siarki sulfanowej w watrobie
zwierzat obarczonych nowotworem, a wiec dziala hepatoprotekcyjnie. Réwnoczeénie
zwigzek ten nie wplywal na poziom tioli i siarki sulfanowej w samych komoérkach raka
Ehrlicha, co mozna uzna¢ za korzystne selektywne dziatanie. Z kolei badania in vitro na
komoérkach ludzkiej hepatoblastomy dowiodty, ze DADS hamuje proliferacje tych komoérek
w sposoéb zalezny od steZenia, przy czym efekt ten jest odwracalny, je$li z medium usunie
sie DADS. Potwierdza to, ze efekty DADS zwigzane sg z odwracalng kowalencyjng
modyfikacjg biatek bioracych udzial w transdukgcji sygnatéw proliferacji.

Badania zwigzane z procesem S-tiolacji prowadzilam réwniez zaré6wno w modelach

zwierzecych, jak i w komérkach HepG2. Badania in vivo wykazaly, ze pod wpltywem
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disiarczku glutationu (GSSG) w watrobach myszy obserwuje sie znaczne nasilenie procesu
S-glutationylacji, czyli dochodzi do odwracalnego utlenienia grup -SH biatek do mieszanych
disiarczkow z glutationem. Badania in vitro wykazatly, ze aktywacja y-glutamylotransferazy
(yGT) w komdrkach HepG2 indukuje warunki prooksydacyjne, co nasila proces S-tiolacji
i sprzyja proliferacji komoérek. Z kolei zahamowanie aktywno$ci yGT przez acivicin
prowadzi do obnizenia poziomu mieszanych disiarczkéw z biatkami i indukuje apoptoze.

Wyniki otrzymane w ramach rozprawy doktorskiej zostaly opublikowane formie
czterech publikacji oryginalnych w tym dwie przed uzyskaniem tytutu doktora: Neoplasma
(Zat. 4, pkt. I1 A. 1. poz 3, str. 3) oraz Pharmacological Reports (Zat. 4, pkt. Il A. 1. poz 6, str. 4)
oraz dwie po uzyskaniu tego tytutu: Biochimica et Biophysica Acta (Zat. 4, pkt. Il A. 2. poz 1,
str. 4) i European Journal of Pharmacology (Zat. 4, pkt. Il A. 2. poz 2, str. 5).

3.3. Dzialalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk

farmaceutycznych

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam wspolprace z Centrum Daliz Fresenius
Nephrocare II, Szpitala Rydygiera w Krakowie. Nasze badania dotyczyly zaburzeh
homeostazy tioli i metabolizmu siarki oraz proceséw oksydacyjnych w erytrocytach
i osoczu pacjentéw z przewlekig choroba nerek (PChN) poddawanych dializie otrzewnowej
lub niedializowanych. Ponadto u pacjentéw tych badali$my wptyw suplementacji kwasem
liponowym (LA) na szacowany wskaZnik - filtracji klebuszkowej (eGFR) oraz parametry
kliniczne i biochemiczne. Otrzymane wyniki wskazujg, ze LA obnizal stezenie kreatyniny,
a tym samym podnosit warto$¢ eGFR u pacjentéw z PChN, co oznacza, ze podawanie tego
leku moze okaza¢ sie skuteczng terapig pozwalajgca na zwolnienie postepujgcej utraty
czynno$ci nerek. Efektem tej wspéipracy byto opublikowanie czterech prac oryginalnych
(Zat. 4, pkt. 11 A. 2. poz 5, 10, str. 5, 6 oraz pkt. Il B. 2. poz 4, str. 10). Ponadto we wspétpracy z
Centrum Daliz Fresenius Nephrocare Il oraz Uniwersytetem t6dzkim powstata réwniez
jedna praca dotyczaca oznaczania kwasu liponowego w osoczu metoda HPLC (Zat. 4, pkt 11
A. 2. poz 23, str. 8).

Rownolegle w ramach wspétpracy z Katedrg Farmakodynamiki Wydziatu

Farmaceutycznego U] CM bratam udzial w badaniach nad wptywem kwasu liponowego
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i nitrogliceryny na przemiany cysteiny w tkankach szczura. Kwas liponowy (LA), czyli 1,2-
ditiolano-3-pentanowy jest koenzymem niezbednym dla prawidlowego metabolizmu
energetycznego komorek, ale zyskuje takze coraz szersze zastosowanie farmakologiczne.
Nasze badania z zastosowaniem LA u zwierzat laboratoryjnych dotyczyly mozliwosci
przeciwdziatania tolerancji na nitrogliceryne, wplywu na poziom reaktywnej siarki
sulfanowej, a takze przeciwzapalnych i kardioprotekcyjnych wtasciwoséci LA. W ramach
tych badan stwierdziliSmy m. in., Ze aktywnoS$¢ biologiczna LA jest zwigzana z jego
udzialem w przemianach siarki sulfanowej i siarkowodoru. Ponadto na modelach
zwierzecych wykazaliSmy ochronne dziatanie LA w przebiegu stanéw zapalnych i zaburzen
rytmu serca, a takze jego hipotensyjne dzialanie. Efektem tej wspétpracy byto
opublikowanie siedmiu prac oryginalnych (Zat. 4, pkt II A. 2. poz 3, 4, 7, 13, 16, 18, 19, str. 5,
6, 7, 8).

Poszukujac nowych mozliwosci korzystnego dziatania LA rozpoczeliémy badania jego
wptywu na toksycznos¢ cyjanianu w tkankach zwierzat. Cyjanian powstajacy endogennie
w wyniku degradacji mocznika jest zwigzkiem toksycznym ze wzgledu na mozliwosé
kowalencyjnej modyfikacji (tzw. karbamylacji) bioczasteczek, gléwnie biatek.
U pacjentdw z zaburzong funkcja nerek, ktérych charakterzyzuje znacznie podwyzszony
poziom mocznika w osoczu dochodzi do podniesienia poziomu karbamylowanych biatek, co
moze skutkowa¢ takze uposledzeniem pracy watroby, a nawet moézgu. W badaniach na
szczurach, ktérym podawano sam cyjanian, sam LA oraz cyjanian + LA wykazano, ze sam
cyjanian dziata prooksydacyjnie i znaczaco hamuje przemiany zwigzane z siarka sulfanowg
zardwno w watrobie, nerce, sercu, jak i mézgu szczura. Z kolei tgczne podanie LA wraz
z cyjanianem chroni tkanki szczura przed toksycznym dzialaniem cyjanianu. Otrzymane
wyniki sugerujg, Ze suplementacja LA mogtaby by¢ korzystna jako terapia towarzyczaca
u pacjentéw z przewlekla chorobg nerek, u ktérych stwierdza sie podniesiony poziom
cyjanianu. Wyniki badan zostaty opublikowane w formie czterech prac oryginalnych (Zat. 4,
pktIIA. 2. poz 8,9, 14, 17, str. 6, 7).

W jednej z prac badaliSmy réwniez wplyw inhibitoréw gamma-glutamylotranspeptydazy
(YGT) acivicinu (AC) oraz 1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny (TIQ) w komdrkach prawidtowych
watroby i nerek szczura oraz w komdrkach nowotworowych Ehrlicha (EAT). Badania te

wykazaly, Ze oba inhibitory yGT powoduja obnizenie poziomu cysteiny w komérkach EAT,
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disiarczku glutationu (GSSG) w watrobach myszy obserwuje sie znaczne nasilenie procesu
S-glutationylacji, czyli dochodzi do odwracalnego utlenienia grup -SH biatek do mieszanych
disiarczkéw z glutationem. Badania in vitro wykazaty, ze aktywacja y-glutamylotransferazy
(YGT) w komoérkach HepG2 indukuje warunki prooksydacyjne, co nasila proces S-tiolacji
i sprzyja proliferacji komérek. Z kolei zahamowanie aktywno$ci yGT przez acivicin
prowadzi do obnizenia poziomu mieszanych disiarczkéw z biatkami i indukuje apoptoze.

Wyniki otrzymane w ramach rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane formie
czterech publikacji oryginalnych w tym dwie przed uzyskaniem tytulu doktora: Neoplasma
(Zat 4, pkt. 11 A. 1. poz 3, str. 3) oraz Pharmacological Reports (Zat. 4, pkt. II A./‘poz k\str. 4)
oraz dwie po uzyskaniu tego tytulu: Biochimica et Biophysica Acta (Zat. 4, pkt. I A. 2, poz 1,
str. 4) i European Journal of Pharmacology (Zat. 4, pkt. Il A. 2. poz 2, str. 5).

3.3. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk

farmaceutycznych

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam wspétprace z Centrum Daliz Fresenius
Nephrocare II, Szpitala Rydygiera w Krakowie. Nasze badania dotyczyly zaburzen
homeostazy tioli i metabolizmu siarki oraz procesé6w oksydacyjnych w erytrocytach
i osoczu pacjentéw z przewlekla chorobg nerek (PChN) poddawanych dializie otrzewnowej
lub niedializowanych. Ponadto u pacjentéw tych badaliSmy wplyw suplementacji kwasem
liponowym (LA) na szacowany wskaznik filtracji kiebuszkowej (eGFR) oraz parametry
kliniczne i biochemiczne. Otrzymane wyniki wskazujg, ze LA obnizal stezenie kreatyniny,
a tym samym podnosit warto$¢ eGFR u pacjentéw z PChN, co oznacza, ze podawanie tego
leku moze okazac sie skuteczna terapia pozwalajgca na zwolnienie postepujacej utraty
czynnos$ci nerek. Efektem tej wspotpracy bylo opublikowanie czterech prac oryginalnych
(Zat. 4, pkt. I A. 2. poz 5, 10, str. 5, 6 oraz pkt. I B. 2. poz 4, str. 10). Ponadto we wspétpracy z
Centrum Daliz Fresenius Nephrocare Il oraz Uniwersytetem Lédzkim powstata réwniez
jedna praca dotyczaca oznaczania kwasu liponowego w osoczu metodq HPLC (Zat. 4, pkt I
A. 2. poz 23, str. 8).

Roéwnolegle w ramach wspétpracy z Katedrg Farmakodynamiki Wydziatu

Farmaceutycznego U] CM bratam udzial w badaniach nad wplywem kwasu liponowego
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i nitrogliceryny na przemiany cysteiny w tkankach szczura. Kwas liponowy (LA), czyli 1,2-
ditiolano-3-pentanowy jest koenzymem niezbednym dla prawidlowego metabolizmu
energetycznego komorek, ale zyskuje takze coraz szersze zastosowanie farmakologiczne.
Nasze badania z zastosowaniem LA u zwierzat laboratoryjnych dotyczyly mozliwosci
przeciwdziatania tolerancji na nitrogliceryne, wptywu na poziom reaktywnej siarki
sulfanowej, a takze przeciwzapalnych i kardioprotekcyjnych wtasciwoséci LA. W ramach
tych badan stwierdziliSmy m. in, Ze aktywno$¢ biologiczna LA jest zwigzana z jego
udziatem w przemianach siarki sulfanowej i siarkowodoru. Ponadto na modelach
zwierzgcych wykazaliSmy ochronne dziatanie LA w przebiegu stanéw zapalnych i zaburzenh
rytmu serca, a takze jego hipotensyjne dzialanie. Efektem tej wspétpracy bylo
opublikowanie siedmiu prac oryginalnych (Zat. 4, pkt Il A. 2. poz 3, 4, 7, 13, 16, 18, 19, str. 5,
6, 7, 8).

Poszukujgc nowych mozliwosci korzystnego dzialania LA rozpoczeli$my badania jego
wptywu na toksyczno$¢ cyjanianu w tkankach zwierzat. Cyjanian powstajgcy endogennie
w wyniku degradacji mocznika jest zwigzkiem toksycznym ze wzgledu na mozliwos¢
kowalencyjnej modyfikacji (tzw. karbamylacji) bioczasteczek, gtéwnie biatek.
U pacjentéw z zaburzong funkcjq nerek, ktérych charakterzyzuje znacznie podwyzszony
poziom mocznika w osoczu dochodzi do podniesienia poziomu karbamylowanych biatek, co
moze skutkowa¢ takze uposledzeniem pracy watroby, a nawet mézgu. W badaniach na
szczurach, ktérym podawano sam cyjanian, sam LA oraz cyjanian + LA wykazano, Ze sam
cyjanian dziala prooksydacyjnie i znaczaco hamuje przemiany zwigzane z siarkg sulfanowg
zarOwno w watrobie, nerce, sercu, jak i mézgu szczura. Z kolei 1gczne podanie LA wraz
z cyjanianem chroni tkanki szczura przed toksycznym dzialaniem cyjanianu. Otrzymane
wyniki sugeruja, ze suplementacja LA mogtaby by¢ korzystna jako terapia towarzyczgca
u pacjentéw z przewlekta chorobg nerek, u ktérych stwierdza sie podniesiony poziom
cyjanianu. Wyniki badan zostaty opublikowane w formie czterech prac oryginalnych (Zat. 4,
pktllA 2.poz 8,9, 14,17, str. 6, 7).

W jednej z prac badaliSmy réwniez wplyw inhibitoréw gamma-glutamylotranspeptydazy
(yGT) acivicinu (AC) oraz 1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny (TIQ) w komérkach prawidtowych
watroby i nerek szczura oraz w komoérkach nowotworowych Ehrlicha (EAT). Badania te

wykazaly, ze oba inhibitory yGT powodujg obnizenie poziomu cysteiny w komérkach EAT,
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natomiast w komérkach prawidtowych watroby i nerek stwierdzono wzrost poziomu
cysteiny oraz nasilenie biosyntezy siarki sulfanowej. Oznacza to, ze komérki nowotworowe
EAT w przeciwiefistwie do komérek prawidtowych watroby i nerek sg calkowicie zalezne
od pozyskania cysteiny z udziatem yGT. Wyniki tych badan przedstawiono w publikacji
(Zat. 4, pkt 1 A. 2. poz 11, str. 6).

Przedmiotem moich zainteresowan byly réwniez badania zwigzane z wplywem
tagodnego, ciaglego stresu oraz leku o dziataniu antydepresyjnym - imipraminy na systemy
antyoksydacyjne i parametry stresu oksydacyjnego w watrobie szczura. Badania te byty
prowadzone we wspétpracy z Zakladem Neuroendokrynologii Do$wiadczalnej, Instytutu
Farmakologii PAN. Przestankami do podjecia tego tematu byly sugestie wskazujace na
zalezno$¢ pomiedzy przewleklym stresem oksydacyjnym, a chorobami watroby.
Nieprawidlowosci funkcjonowania watroby stwierdza sie¢ réwniez u ok. 20% pacjentow
leczonych tréjcyklicznymi lekami przeciwdepresyjnymi, w tym imipraming. Przyczyna tego
dziatania moze by¢ zwigzana z prooksydacyjnym dziataniem imipraminy. Celem badan byto
sprawdzenie wplywu chronicznego stresu oraz imipraminy, a takze obu tych czynnikéw na
parametry stresu oksydacyjnego, aktywnos¢ enzyméw antyoksydacyjnych oraz poziom
siarki sulfanowej w watrobie szczura. Wyniki wykazaly, ze chroniczny stres indukuje
w watrobie wzrost poziomu RFT i MDA, a réwnoczesne podanie imipraminy nie zapobiega
temu zjawisku. Sama imipramina réwniez 'dziatala prooksydacyjnie na watrobe, co
sugeruje, ze zwlaszcza u pacjentéw, u ktérych nie obserwuje sie poprawy stanu
psychicznego nalezy szybko zaprzesta¢ podawania tego leku ze wzgledu na mozliwe
dziatanie hepatotoksyczne. Wyniki przedstawionych badan =zostaly opublikowane
w Neurotoxicity Research (Zal. 4, pkt l1 A. 2. poz 21, str. 8).

Kolejnym realizowanym przeze mnie we wspoélpracy z Katedrg Biologii Medycznej
i Zakladem Biologii Rozwoju Czlowieka tematem byly badania wplywu aspiryny na
beztlenowe przemiany cysteiny prowadzace do zwiazkéw z siarka sulfanowag i H:S
w tkankach myszy. W niektdrych aspektach biologicznej aktywno$ci (np. przeciwzapalne;j,
czy protekcyjnej w stosunku do naczyn krwionoénych) HzS wykazuje podobne dziatanie jak
aspiryna. Dlatego tez podjeli$my badania, ktére mialy na celu wyja$nienie, czy biologiczna
aktywnos¢ aspiryny jest zwigzana z reaktywnymi formami siarki. Nasze badania wykazaty,

ze aspiryna powodowata obnizenie poziomu HsS i siarki sulfanowej w watrobie myszy.
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Z kolei w mézgach myszy po podaniu aspiryny stwierdziliSmy podwyzszony poziom H2S
w stosunku do zwierzat kontrolnych oraz znacznie zmniejszong liczbe komérek glejowych
zawierajgcych ziarnistosci bogate w siarke. Wskazuje to na nowe aspekty dziatania
aspiryny zwigzane z reaktywna siarka (Zat 4, pkt Il A. 2. poz 6, 12, str. 5, 6).

W ramach wspéipracy z Instytutem Farmakologii PAN podjeli§my réwniez badania
nad wplywem kokainy na tlenowe i beztlenowe przemiany cysteiny w strukturach mézgu
zwigzanych z procesem uzaleznienia oraz w tkankach obwodowych (watroba, nerki).
Inspiracjg do tych badan byly wczes$niejsze prace, ktére wykazaty, Ze u szczuréw podanie
N-acetylocysteiny, prekursora cysteiny redukuje uzycie kokainy i zmniejsza sktonno$é¢ do
powtérnego uzaleznienia. Badania przeprowadzono na dwéch modelach podawania
kokainy - samopodawania oraz biernego podawania. W pierwszym modelu, zwanym takze
aktywnym pobieraniem szczury sg uczone naciskania na dzwignie, co prowadzi do podania
narkotyku droga dozylna. Model ten pozwala bada¢ zasadnicze elementy uzaleznienia, ilo§¢
i czestotliwos¢ iniekcji wskazuje na stopiefi uzaleznienia. W ramach tych badan stworzono
réwniez grupe zwierzat po odstawieniu narkotyku, ktére w momencie naciskania dzwigni
otrzymywaly iniekcje soli fizjologicznej. W takim eksperymencie z czasem obserwuje sie
redukcje czestotliwo$ci naciSnie¢ na dZwignie i wyciszenie nawykéw uzaleznienia.
W modelu biernego podawania kokainy szczurom podawano dozylnie takie same dawki
narkotyku, jakie pobraly szczury w modelu samopodawania. W tym przypadku podanie
kokainy nie byto wynikiem ich natogu narkotycznego. Ponadto przeprowadzono réwniez
badania na dwo6ch grupach szczuréw - jednej podano dootrzewno jednorazowsg dawke
kokainy (podanie ostre), a drugiej podawano kokaine réwniez dootrzewnowo, ale przez
kolejnych 5 dni (podanie subchroniczne). W osoczu oraz tkankach zwierzat oznaczano
poziom reaktywnych form siarki zwigzanych z beztlenowymi przemianami cysteiny oraz
poziom siarczanow jako miare tlenowego metabolizmu cysteiny. Dodatkowo w watrobie
i nerkach oznaczano aktywno$S¢ enzymoéw zwigzanych z metabolizmem cysteiny
i glutationu, a w osoczu poziom roznych form redoksowych cysteiny i homocysteiny.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono spadek stezenia siarki sulfanowej
W osoczu szczuréw otrzymujacych pojedynczg dootrzewnowa dawke kokainy oraz
w obu grupach aktywnie i biernie przyjmujacych ten narkotyk. Moze to oznacza¢, ze

kokaina nasila wychwyt zwigzkoéw z siarka sulfanowa do tkanek obwodowych, gdzie zostaje
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wykorzystana do ob;'o;iy antyoksydacyjnej. Badania te ‘. Mkézéiy takze, ze kokaina
w zalezno$ci od sposobu jej podania i dawki, wywotuje inny wptyw na beztlenowy
i tlenowy metabolizm cysteiny, homeostaze tiolowa i procesy oksydacyjne w watrobie
i nerkach szczuréw. Wielokrotne podanie kokainy, w przeciwienstwie do podania
jednorazowego, w nerkach i watrobie szczuréw powodowato obnizenie poziomu
siarkowodoru przy jednoczesnym wzroécie stezenia puli siarki sulfanowej oraz siarczanéw
(VI). Wszystkie te obserwacje pokazuja, ze kokaina wplywa na beztlenowy i tlenowy
metabolizm cysteiny, homeostaze tiolowa oraz procesy oksydacyjne w watrobie,
nerkach oraz osoczu szczuréw. Te specyficzne zmiany mogg mie¢ istotne znaczenie dla
aktywnosci biologicznej po zazyciu narkotyku. Wyniki tych badan stanowig podstawe
przewodu doktorskiego, ktérego jestem promotorem pomocniczym (Szczegdty w Zat. 4, pkt
X poz 1, str. 19) i zostaly opublikowane jako dwie prace oryginalne w Neorotoxicity
Research oraz PlosOne (Zat. 4, pkt Il A. 2. poz 15, 20, str. 7, 8).

3.4. Wspolpraca naukowa

Osrodek:- Oddziat Nefrologii, obecnie Centrum Daliz Fresenius Nephrocare II, Szpital
Rydygiera w Krakowie (od 2000 roku do obecnie)
- Charakter: Oznaczenia w osoczu i erytrocytach pacjentéw z przewlekla niewydolnoécia
nerek. Procesy oksydacyjne oraz zaburzenia homeostazy tioli u pacjentéw w poréwnaniu
do zdrowej grupy kontrolnej. Wplyw suplementacji kwasem liponowym na funkcje nerek

oraz przemiany cysteiny u pacjentéw z chroniczng chorobg nerek.

Osrodek: Pracownia Genetyki Molekularnej i Wirusologii, Wydziat Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii Uniwersytet Jagielloniski (lata 2000-2012)

Charakter: Badania z wykorzystaniem linii komorek ludzkiej hepatoblastomy (HepG2).
Wplyw pochodzgcych z czosnku zwigzkéw siarkowych na proliferacje i beztlenowe
przemiany siarki w komoérkach HepG2. Efekt modulacji aktywnos$ci gamma-

glutamylotranspeptydazy na homeostaze tioli i aktywno$¢ kaspazy 3 w komoérkach HepG2.
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Oérodek: Katedra Technologii Chemicznej i Ochrony Srodowiska, Zaklad Chemii
Srodowiska, Uniwersytet L.édzki (od 2004 do obecnie)

Charakter: Oznaczenia rdéznych form redoksowych tioli metoda HPLC w réznych
probkach biologicznych: w osoczu pacjentéw z chroniczng chorobg nerek; w lizatach

komérek HepG2; w osoczu szczuréw réznych grup wiekowych oraz po podaniu kokainy.

Osrodek: Katedra Biologii Medycznej i Zaklad Biologii Rozwoju Czlowieka, Uniwersytet
Jagiellonski (lata 2005-2013)

Charakter: Badania in vivo z wyKorzystaniem myszy laboratoryjnych. Oznaczenia
histologiczne. Wptyw disiarczku allilu jako donora i cyjanku potasu jako akceptora na
poziom siarki sulfanowej i liczbe ziarnistoSci Gomori-pozytywnych w tkankach myszy.

Whptyw aspiryny na przemiany siarki w tkankach myszy.

Osrodek: Zaktad Neuro-Psychofarmakologii, Instytut Farmakologii PAN (od 2004 do
obecnie)

Charakter: Badania in vivo prowadzone na szczurach. Badania nad protekcyjng rolg
kwasu liponowego przed toksycznos$cig cyjanianu w tkankach szczura. Wptyw kokainy na

homeostaze tioli i przemiany siarki w tkankach szczura.

Osrodek: Zaklad Farmakologii Uzaleznieni, Instytut Farmakologii PAN (od 2012 do
obecnie)
Charakter: Badania z uzyciem kokainy. Wptyw kokainy na homeostaze tioli i przemiany

siarki w tkankach szczura.

Osrodek: Zaktad Neuroendokrynologii Do$wiadczalnej, Instytut Farmakologii PAN (lata
2014-2016)

Charakter: Badania in vivo  przeprowadzone na szczurach. Wplyw tagodnego
chronicznego stresu i imipraminy na parametry stresu oksydacyjnego i aktywno$é

enzymoéw antyoksydacyjnych w watrobie szczura.
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OSrodek: Zaklad Farmakodynamiki, Zaklad Wstepnych Badan Farrhakologicznych,
Katedra Farmakodynamiki, Uniwersytet Jagielloniski (od 2008 do obecnie)

Charakter: Badania farmakologiczne z uzyciem zwierzat laboratoryjnych. Wplyw kwasu
liponowego i nitrogliceryny na przemiany cysteiny w tkankach szczura. Aktywno$é
przeciwzapalna i hipotensyjna kwasu liponowego i jego pochodnych. Wplyw chlorku sodu

na przemiany siarki w watrobie i ci$nienie tetnicze u szczuréw.

3.5. Udzial w projektach badawczych

3.5.1. Badania nad biologicznym znaczeniem metabolicznego powiazania cysteiny
z glutationem w nerkach, watrobie, mézgu oraz nad przyczynami i skutkami zmian ich
stezen oraz nad mozliwo$ciami egzogennej modulacji. Projekt statutowy realizowany
w latach 2003-2006; wykonawca

3.5.2. Wykorzystanie modulacji biologicznej aktywnosci tioli w celach
terapeutycznych. Grant KBN 2PO5F 010 27; realizowany w latach: 2004 -2007; wykonawca

3.5.3. Wzajemne oddzialywania tioli, tlenku azotu i siarki sulfanowej w uktadach
biologicznych. Projekt statutowy realizowany w latach 2007-2009; wykonawca

3.5.4. Wplyw cyjanianu jako nowej toksyny uremicznej na metabolizm siarki
sulfanowej i aktywno$¢ siarkotransferaz w erytrocytach chorych z niewydolnoscia nerek.
Badania kinetyki hamowania aktywno$ci rodanazy przez cyjanian. Projekt statutowy
K/ZDS/000813; realizowany w latach 2008-2010; kierownik projektu

3.5.5. Wplyw pochodzacych z czosnku siarczkéw allilowych na metabolizm siarki oraz
nadci$nienie tetnicze u szczuréw. Projekt statutowy K/ZDS/002409; realizowany w latach
2011-2012; kierownik projektu

3.5.6. Wplyw kwasu liponowego i nitrogliceryny na aktywno$¢ dehydrogenazy
aldehydowej w badaniach in vitro. Implikacje dla poszerzenia obszaréw farmakologicznej
aktywnosci kwasu liponowego i nitrogliceyny - nowe oblicze starych lekéw. Grant
NCN.UMO-2011/01/B/NZ4/01675; realizowany w latach 2011-2015; wykonawca
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3.5.7. Badania procesu przeksztatcania amifostyny (nieaktywnej formy leku)
w forme tiolowg o aktywnosci biologicznej. Projekt statutowy K/ZDS/003779; realizowany
w latach 2013-2014; kierownik projektu

3.5.8. S-sulfhydracja dehydrogenazy aldehydowej. Implikacje dla aktywno$ci enzymu.
Projekt statutowy K/ZDS/005886; realizowany w latach 2015-2017; kierownik projektu

3.5.9. Modulowanie aktywnosci enzymoéw przez zastosowanie donoréw siarki. Projekt

statutowy K/ZDS/007979; realizowany od roku 2018; kierownik projektu

3.6. Staze naukowe

2005 - 2011 - kilka pobytéw w Katedrze Technologii Chemicznej i Ochrony Srodowiska,
Zakladzie Chemii Srodowiska Uniwersytetu bLédzkiego - przygotowywanie prébek
biologicznych (derywatyzacja, deproteinizacja), analiza tioli metodg HPLC

2010 - pobyt w Department of Research and Development, University Hospital Hradec

Kralove, Czechy. Rozmowy w celu nawigzania wspétpracy naukowej.

2015 - miesieczny staz w Molekulare Biotechnologie und Funktionelle Genomik TH
Wildau k. Berlina, Niemcy. Nauka analizy ekspresji genu metoda real-time RT-PCR i jej
praktyczne wykorzystanie.

3.7. Nagrody i wyréznienia

2002 - Zespolowa Nagroda Ministra Edukacji Narodowej i Sportu =za
wspotautorstwo cyklu prac dotyczacych zmian w metabolizmie glutationu w strukturach
dopaminowych mézgu oraz biologicznych wilasciwosci zwigzkéw z wysoce reaktywng

siarka sulfanowg
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2008 - Zespolowa Nagroda Ministra Zdrowia za monografie pt. ,Biotiole
w warunkach fizjologicznych, patologicznych i w terapii” oraz cykl 7 publikacji dotyczacych
biologicznych i farmakologicznych wtasciwosci biotioli

2008 - wyrdznienie w Konkursie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na
najlepsza prace eksperymentalng z zakresu biochemii/biologii molekularnej wykonang
w polskim laboratorium w roku 2007 (Nagroda im. J.K. Parnasa)

2010 - nagroda Dziekana U] CM za dorobek naukowy

2017 -nagroda Dziekana U] CM za dorobek naukowy

2018 - nagroda Dziekana U] CM za dorobek naukowy

3.8. Recenzje prac naukowych

= Przeglad Lekarski 2012

* Pharmacological Reports 2013 (IFz013: 2.165)

* Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej 2014 (IFzo14: 0.573)

* Pharmacological Reports 2014 (IFz014: 1.928)

* Current Drug Delivery Journal 2015 (IFz015: 1.446)

* Food Reviews International (review) 2015 (IFz015: 1.974)

= [nternational Journal for Vitamin and Nutrition Research 2016 (IFzo1s: 0.768)
* Molecules 2017 (IFz016/2017: 2.861)

= Metabolic Brain Research 2017 (IF2016/2017: 2.297)

3.9. Czlonkostwo w towarzystwach naukowych

Polskie Towarzystwo Biochemiczne (PTBioch)
Okres cztonkostwa: od 2000 roku do chwili obecne;j.
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4, DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA I ORGANIZACYJNA

4.1. Dzialalnos$¢ dydaktyczna

Od roku 2007 prowadzilam zajecia dydaktyczne z chemii i biochemii dla studentéw
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum Wydzialu Lekarskiego (kierunek:
lekarski, lekarsko-dentystyczny, dietetyka), Farmaceutycznego (kierunek farmacja).
0Od 2012 prowadze seminaria i ¢wiczenia z chemii ogélnej i organicznej dla studentéw
Uniwersyteckiego Centrum Medycyny Weterynaryjnej UJ-UR (kierunek weterynaria).
Prowadze od 2011 roku takze wyklady oraz koordynuje kurs ,Biochemia z elementami
chemii” dla studentéw Wydzialu Mechanicznego Politechniki Krakowskiej (kierunek
inzynieria biomedyczna). Od 2016 prowadze takie seminaria i pomagam w koordynacji

kursu ,Biochemia” dla studentéw II roku Wydziatu Chemii U] (kierunek chemia medyczna).

Wydzial, uczelnia kierunek Rodzaj zajec
Lekarski U] CM lia
Lekarski U] CM o o cw1czena

laboratoryjne,

seminaria
Lekarski U] CM S :
Farmaceutyczny U] CM
U]’_UR - 3 I_l; _"_A-': . 'I.-;:II-'::-'; _': -' R Lol i ity J.:.

Mechaniczny PK - Iynieriaomedyczna - 1a y, cwiczenia

laboratoryjne
Chemii U] ~ Chemia medyczna - seminaria, wyktady
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Jestem wspétautorka podrecznika przeznaczo‘;legg dla studentow Wydziatu
Mechanicznego Politechniki Krakowskiej kierunku Inzynieria Biomedyczna dia
realizowanego przez nas kursu dydaktycznego:

Anna Bilska-Wilkosz, Malgorzata Iciek, Danuta Kowalczyk-Pachel. ,Biochemia
z elementami chemii biologicznej dla inzynieréw”. Krakéw: Politechnika Krakowska,
2015 (MNiSW 25 pkt)

Opieka naukowa nad doktorantami

= promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim. Obowigzek powierzony przez Rade
Wydziatu Farmaceutycznego U] CM w dn. 23.04.2018 (Szczegdty w zatqczniku 4 pkt. X. poz
1, str. 19).

Opieka naukowa nad studentami

= promotor pracy magisterskiej studentki V roku Farmacji Wydziatu Farmaceutycznego
(Szczegdly w zatgczniku 4, pkt. IX. poz 1, str. 19).

= opieka nad praktyka studenckg studentki III roku Inzynierii Biomedycznej Wydziatu
Mechanicznego Politechniki Krakowskiej (2012)

= opieka nad praktyka studencka studentki Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Jagielloniskiego (2013)

4.2. Dzialalnos¢ organizacyjna

Od roku 2015 sprawuje opieke i nadzér nad przygotowalnig studencka, ktéra zajmuje sie
przygotowaniem i realizacja éwiczen laboratoryjnych prowadzonych w naszej Katedrze dla
kilkuset studentéw réznych kierunkéw Wydziatu Lekarskiego i Ochrony Zdrowia U] CM
oraz Centrum Medycyny Weterynaryjnej UJ-UR i Szkoty dla Obcokrajowcéow.

W 2016 roku zostalam powotana do pelnienia funkcji sekretarza w Komitecie
Organizacyjnym 44-go Kongresu Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych
(FEBS) majacego sie odby¢ w Krakowie w 2019 roku. Popularno$¢ kongresow FEBS oraz
grono znakomitych, $wiatowej stawy wyktadowcoéw pozwala szacowaé, ze w Kongresie
w Krakowie weZmie udziat ok. 1600 oséb nie tylko z Europy, ale i z catego swiata.
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W ramach przygotowan do tego niezwykle prestizowego wydarzenia biore udziat
w przygotowaniu programu naukowego i koordynacji dziatati pomiedzy Komitetem
Naukowym, przedstawicielami FEBS oraz firmg organizujgcg Kongres.
W ramach popularyzacji nauki od wielu lat biore czynny udzial w przygotowaniu
i organizacji Festiwalu Nauki. W ramach tego wydarzenia co roku organizujemy stoisko
Katedry Biochemii Lekarskiej, w ramach ktérego przygotowujemy doswiadczenia
i pokazy chemiczne, testy i konkursy z nagrodami. W 2015 roku w ramach Festiwalu Nauki
wspoétprowadzitam warszaty dla zorganizowanych grup uczniéw szkét gimnazjalnych.
W 2012 roku, na zaproszenie Publicznego Gimnazjum w Bolestawiu w ramach projektu
+Aktywny w szkole- aktywny w zyciu” realizowanego przez Uniwersytet Slaski w
Katowicach, opracowatam i wygtositam wyktad potaczony z doswiadczeniami chemicznymi

dla ucznidéw tamtejszego gimnazjum.

5. Dodatkowe kursy i szkolenia

Réwnolegle do aktywnosci naukowej i dydaktycznej podczas wieloletniej pracy
zawodowej staralam sie podnosic kwalifikacje oraz poszerzaé swojg wiedze
i umiejetnosci zaréwno w obszarze naukowym jak i zakresu dydaktyki. W obszarze
dydaktyki uczestniczytam w nastepujacych kursach i szkoleniach:

*= ,Zaawansowane techniki edukacyjne w naukach medycznych. Kurs
podstawowy” - zorganizowany w ramach projektu ,Pro bono Collegii Medici Universitatis
Jagiellonicae (2011)

* Warsztaty dydaktyczne Ars Docendi , Nowoczesne s$rodki dydaktyczne”
zorganizowane przez U] (2014)

* Warsztaty dydaktyczne Ars Docendi ,Metody aktywizujace (nauki przyrodnicze
i Scisle)” zorganizowane przez UJ (2014)

Ponadto bratam rdéwniez udzial w innych kursach, szkoleniach i seminariach

bezposrednio zwigzanych z mojg aktywno$cia zawodowa:
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oot Gt

* seminarium ,GWP - Dobra Praktyka Wazenia” - zo‘rg...emizowane przez METTLER
TOLEDO (2008)

* seminarium ,Bezpieczne Laboratorium, pewny pomiar, niezawodny sprzet”
zorganizowane przez MERCK (2010)

* ,Jezyk angielski specjalistyczny”’- w ramach projektu ,Pro bono Collegii Medici
Universitatis Jagiellonicae” (2010 -2011)

* ,Kompetencje i umiejetnosci informacyjne” - kurs organizowany w ramach
projektu ,,Pro bono Collegii Medici Universitatis Jagiellonicae” (2011)

* seminarium ,Hodowle komdrek ssaczych” - zorganizowane przez Merck Millipore
(2011)

= seminarium ,Hodowle komérkowe, analiza komdrek” zorganizowane przez
Merck Millipore (2012)

= ,Statystyka w biologii i medycynie” - kurs doskonalgcy zorganizowany przy
wspotpracy Zaktadu Bioinformatyki i Telemedycyny Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum (2013)

* szkolenie ,Pierwsza pomoc i resuscytacja krgzeniowo-oddechowa”
zorganiozowane przez Katedre Anastezjologii i Intensywnej Terapii U] CM (2015)

* seminarium naukowe ,Ekstrakcja i oczyszczanie biatka” zorganizowane przez

Merck Millipore (2016)

‘Hofa‘or\ﬂnﬁ& Judk
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