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Jego Magnificencja
Rektor Uniwersytetu Lodzkiego
Prof. dr hab. Wlodzimierz Nykiel

Dziekan Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska )
Prof. dr hab. Elzbieta Zadzinska

Wojewodzki Inspektorat Ochrony
Srodowiska w Lodzi

Doctoral Science Week

Dyrektor Instytutu Biologii Medycznej
Polskiej Akademii Nauk
Prof. dr hab. Jarostaw Dziadek

European Regional Centre for
Ecohydrology of the Polish Academy
Sciences

Polish Federation of Biotechnology

Wojewédzki Fundusz Ochrony
Srodowiska i Gospodarki Wodnej
w Lodzi
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Innowacje Nauka Technologie

@ Laboratoria.net otouczelnie,pl

Doctoral Science Week

II edycja konferencji BioOpen organizowana jest w ramach programu
Doctoral Science Week, promujacego interdyscyplinarna wspotprace doktorantow
nauk Scislych. W tym samym czasie na UL pod jednym wsp6lnym haslem odbeda
sie satelitarne konferencje doktoranckie. Na konferencjach pojawia sie wybitni
przedstawiciele = §wiata  nauki, ktérzy wyglosza  goScinne  wyklady.

W tegorocznej edycji Doctoral Science Week uczestnicza dwa wydzialy:

o Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska
IT Ogélnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu — BioOpen 2016

http://bioopen.pl/

o Wydzial Chemii
IV Lbdzkie Sympozjum Doktorantéw Chemii

http://www.chemia.uni.lodz.pl/lsdch/
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PROGRAM II OGC)LNOPOLSK.IEJ KONFERENCJI
DOKTORANTOW NAUK O ZYCIU BIOOPEN

Czwartek, 12 maja 2016 r.

9.00 — ... Rejestracja uczestnikéow

9.45 — 10.00 Otwarcie konferencji

10.00 — 11.00 Wyklad plenarny: Prof. Wojciech Makalowski, Ph.D.
Instytut Bioinformatyki, Uniwersytet Muenster, Niemcy
Skarb ukryty w genomie

11.00 — 11.15 Przerwa kawowa

Sesja: Ekologia i ochrona srodowiska
11.15 — 12.00 Wyklad: Dr hab. Maciej Bartos

Uniwersytet Lédzki, £6dZ
Czy przedze pajecze to biomaterial przysztosci?

12.00 — 12.15 Seminarium: Wsparcie badan laboratoryjnych
przy uzyciu spektrofotometréw UV-VIS Mettler
Toledo

12.15 — 12.30 Aneta Majda

Instytut Paleobiologii PAN, Warszawa
Zréznicowanie  genetyczne wséréd  plytkowodnych — otwornic
bentosowych poprzez Cie$nine Drake’a

12.30 — 12.45 Aleksandra Jaskulska
Uniwersytet Lédzki, £E6dZ
Infekcja wirusowa sinic z rodzaju Microcystis w zbiorniku Jeziorsko

12.45 — 13.00 Agnieszka Mroczkowska

Uniwersytet Lédzki, £6dZ
Chironomidae jako wskaznik zmian Srodowiska w czasie ostatniego
zlodowacenia Szkocji

13.00 — 14.30 Przerwa obiadowa

14.30 — 14.45 Katarzyna Roguz

Uniwersytet Warszawski, Warszawa

Czy wigksze znaczy lepsze? Rzecz o czynnikach wplywajacych na
poziom limitacji pylkiem u wielositu blekitnego (Polemonium
caeruleum)

11
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14.45 — 15.00
15.00 — 15.15
15.15 — 15.30
15.30 — 16.30
16.30 — 19.00
19.00 - ...

12-14 maja 2016

Olga Bemowska-Kalabun

Uniwersytet Warszawski, Warszawa

Praktyczne zastosowanie biotestbw — ocena toksycznoSci podloza
z tor6w kolejowych

Monika Rajtor

Uniwersytet Slqski, Katowice

Badanie bioréznorodnosci grzybéw mikoryzy arbuskularnej
w glebie skazonej weglowodorami jako wstep do oceny ich
potencjalu we wspomaganiu fitoremediacji

Patrycja Slodownik

Szkola Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa
Rola suchej i mokrej plazy w procesie samooczyszczania wody
w Widle

Sesja plakatowa: Ekologia i ochrona $rodowiska/Przerwa
kawowa

Wycieczka: Muzeum Kinematografii, Ksiezy Mlyn

Spotkanie towarzyskie

12



BioOpen

12-14 maja 2016

Piatek, 13 maja 2016 r.

Sesja: Biologia molekularna

9.00 — 9.45

9.45 — 10.00

10.00 — 10.15

10.15 — 10.30
10.30 — 10.45
10.45 — 11.00
11.00 — 11.15
11.15 — 11.30
11.30 — 11.45

11.45 — 12.00

Wyklad: prof. dr hab. Jaroslaw Dziadek

Instytut Biologii Medycznej PAN, L6d7
Molekularne  podstawy  lekooporno$ci  pratkow  gruzlicy
- dlaczego potrzebujemy nowych lekow

Seminarium: Analiza kinetyczna i obrazowanie
procesow komérkowych, firma Accela

Malgorzata Bohdanowicz

Uniwersytet Gdariski, Gdarnsk

(p)ppNpp — nietypowe nukleotydy i ich hydroliza
Nikola Zmarzly

Slgski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, Katowice
Markery epigenetyczne w diagnostyce onkologicznej
Martyna Wojtala

Uniwersytet Lédzki, £6dZ
Rola metylotransferazy histonébw Goa w regulacji cyklu
komorkowego $rodblonka mikrowaskularnego HMEC-1

Przerwa kawowa

Aleksandra Skubis

Slgski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, Katowice
Ocena ekspresji genu kodujacego osteokalcyne w ADSC
roznicowanych w kierunku komorek tkanki kostnej

Magda Chmielewska

Uniwersytet Wroctawski, Wroctaw
Wykorzystanie metody flotacji w badaniu oddzialywan kwasu
fosfatydowego z biatkami na przykladzie syndapiny

Seminarium: Postep techniczny  mikroskopii
optycznej na przykladzie firmy NIKON

Marta Kasinska

Uniwersytet Medyczny w Lodzi, £6dz

Wplyw hiperglikemii na ekspresje p53 i zmiany morfologiczne
w procesie roznicowania i dojrzewania ludzkich adipocytow
wisceralnych

13
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12.00 — 12.15

12.15 — 13.45

13.45 — 15.15

12-14 maja 2016

Anna Rugowska

Instytut Genetyki Czlowieka PAN, Poznan
Wplyw ekspresji koneksyny 43 w ludzkich komérkach miogennych
na poziom zjawisk arytmogennych w modelu szczura pozawalowego

Sesje plakatowe: Biologia molekularna oraz Biologia
w medycynie i przemysle/Przerwa kawowa

Przerwa obiadowa

Sesja: Biologia w medycynie i przemysle

15.15 — 16.00
16.00—- 16.15
16.15 — 16.30
16.30 — 16.45
16.45 — 17.00
17.00 — 17.15
17.15— 17.30

Wyklad: Prof. dr hab. Lucja Laniewska-Trokenheim

Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Olsztyn
Drobnoustroje...naszymi sprzymierzefiicami?

Ewelina Pilny

Politechnika Slgska, Gliwice

Wplyw komoérek MSC izolowanych z tkanki tluszczowej na
powstawanie naczyn krwionoénych wmodelu niedotlenionej
koficzyny u myszy

Kornelia Gajek

Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu, Wroctaw

Haploidentyczny przeszczep komoérek hematopoetycznych po
deplecji limfocytow a/B TCR jako potencjalna opcja terapeutyczna
w przypadku braku dawcy zgodnego w HLA

Katarzyna Molska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocltawiu, Wroctaw

Paleczki niefermentujace wyizolowane ze $rodowiska przemystu
kosmetycznego — biofilm bakteryjny i wrazliwo§¢ na $rodki
dezynfekeyjne

Przerwa kawowa

Julia Zabielska

Politechnika Lédzka, £6dz
Eradykacja biofilmu bakterii oportunistycznych w obecnosci
naturalnych dezynfektantow

Pawel Sledzinski

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Poznan
Wplyw kannabidiolu oraz ekstraktéw z rodlin Cannabis sativa na
zywotno$é i morfologie wybranych linii komérek nowotworowych

14
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17.30— 17.45
17.45 — 18.00
21.00 - ...

12-14 maja 2016

Magdalena Szejk

Uniwersytet Lédzki, E6dZ
Wiasciwosci radioochronne koniugatow polifenolowo-
polisacharydowych z wybranych roélin leczniczych

Mateusz Dobrowolski

Uniwersytet Warszawski, Warszawa

Wplyw podstawnikéw w pozycji N7 guaniny analogdéw kapu na
powinowactwo i mechanizm wigzania do izoform ludzkiego czynnika
inicjacji translacji eIF4E

Impreza integracyjna
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Sobota, 14 maja 2016 r.

Sesja: Fizjologia i biotechnologia roslin

10.00 — 10.45

10.45 — 11.00

11.00 — 11.15

11.15 — 11.30

11.30 — 12.45
12.45 — 13.00
13.00 — 13.15
13.15 — 13.30
13.30 — 13.45
14.00 — 14.15
14.30 — 16.00

Wyklad: Dr hab. inz. Joanna Leszczynska
Politechnika Lédzka, £6dz

Zwiazki biologicznie aktywne w ro$linach

Katarzyna Kozak

Uniwersytet Warszawski, Warszawa

Identyfikacja genéw potencjalnie zaangazowanych w akumulacje
cynku w ,.komérkach magazynujacych” mezofilu liSci tytoniu
Malgorzata Palusinska

Uniwersytet Warszawski, Warszawa

Geny ZIP w roélinach tytoniu (Nicotiana tabacum)
Elzbieta Rudy

Instytut Genetyki Roslin PAN, Poznan

Genotypowanie przez sekwencjonowanie i mapowanie genetyczne
markeréw cech uzytkowych w genomie lubinu waskolistnego
(Lupinus angustifoilus L.)

Sesja plakatowa: Fizjologia i biotechnologia ro$lin/
Przerwa kawowa

Kamil Zielinski

Instytut Fizjologii Roélin imienia Franciszka Gérskiego PAN, Krakéw
Endogenne stezenie glutationu markerem w identyfikacji genotypow
zyta (Secale cereale L.) podatnych na androgeneze

Karol Bocian

Uniwersytet ~ Technologiczno-Przyrodniczy im. Jana 1 Jedrzeja
Sniadeckich w Bydgoszczy, Bydgoszcz

Fizjologiczne aspekty stosowania nanosrebra w kulturach in vitro
rzepaku (Brassica napus L.): wplyw nanoczastek na cykl
komoérkowy

Kamila Kulbat

Politechnika E6dzka, £E6dz
Wplyw zanieczyszczenia gleby metalami ciezkimi na roSliny
aromatyczne z rodziny Lamiaceae

Mateusz Frac

Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach, Skierniewice
Wplyw biowegla na wzrost i plonowanie roslin sadowniczych

Zakonczenie konferencji i wreczenie nagrod

Obiad
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ZAPROSZENI GOSCIE

Prof. Wojciech Makalowski, Ph.D.

Uniwersytet Muenster, Niemcy
Instytut Bioinformatyki

Zainteresowania Pana Profesora Makalowskiego obejmuja biologie
molekularna, ze szczegbélnym uwzglednieniem ewolucji na poziomie genomu.
W swoich badaniach porusza kwestie elementoéw transpozycyjnych (transpozonéw)
oraz ich wplywu na genom gospodarza. Jest rowniez pasjonatem historii nauki
oraz filozofii nauki. W swojej karierze naukowej bral udziat w wielu
spektakularnych, miedzynarodowych projektach, m.in. zsekwencjonowanie
i analiza genomu Drosophilla lub stworzenie H-Invitational Database (H-InvDB),
czyli zintegrowanej bazy danych dotyczacej genéw czlowieka oraz transkryptow.
Obecnie jest kierownikiem Instytutu Bioinformatyki na Uniwersytecie Muenster
w Niemczech (http://bioinformatics.uni-muenster.de/home/index.hbi).

Pan Profesor Makalowski pracowal takze na Uniwersytecie Stanowym
w Pensylwanii, w National Center for Biotechnology Information, oraz na
Uniwersytecie w Montrealu. Tytul doktora uzyskal na Uniwersytecie Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Wcze$niej na tej samej uczelni studiowal biologie

i filozofie.

18
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ZAPROSZENI GOSCIE

Dr hab. Maciej Bartos

Uniwersytet E6dzki

Katedra Badania Réznorodnosci Biologicznej,
Dydaktyki i Bioedukacji

Dr hab. Maciej Bartos specjalizuje sie w badaniach po$wieconych
elastyczno$ci behawioralnej, procesom poznawczym i uczeniu sie bezkregowcow,
w szczegdlnosei pajakow. Jego glowne osiagniecia badawcze dotycza rozpoznania
mechanizméw analizy informacji wzrokowej i podejmowania decyzji w trakcie
polowania przez polifagiczne pajaki skaczace, a takze roli wieku i do§wiadczenia
w ksztaltowaniu sie zachowan towieckich tych zwierzat.

Dr hab. Maciej Bartos angazuje sie w roznorodne przedsiewziecia
o charakterze edukacyjnym i popularyzatorskim. Byl m.in. czlonkiem wyprawy
zorganizowanej przez BBC badajacej przystosowania wysokogorskich pajakow
zasiedlajacych lodowce w Himalajach. Jest czlonkiem European Arachnological
Society, International Society of Arachnology i sekretarzem Komitetu Zoologii
PAN.

19
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ZAPROSZENI GOSCIE

Prof. dr hab. Jaroslaw Dziadek
Instytut Biologii Medycznej PAN

Pracownia Genetyki i Fizjologii Mycobacterium

Zainteresowania naukowe Pana Profesora Jaroslawa Dziadka koncentrujg
sie na identyfikacji bialek uczestniczacych w procesie podziatu komorek pratkéw
M. tuberculosis, enzymdéw biotransformacji zwigzkéw steroidowych, enzymoéw
biosyntezy kwaséw nikolowych, czy bialek proceséw naprawy DNA oraz ich roli
jako potencjalnych tarczy dla lekéw przeciwgruzliczych.

Pan prof. dr hab. Jaroslaw Dziadek, stopien naukowy doktora uzyskal na
Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lédzkiego. Jest laureatem
wielu prestizowych nagrod i wyr6znien w tym Stypendium Fulbright'a, czy nagrody
Komitetu Mikrobiologii PAN im. Basalika za najlepsze prace mikrobiologiczne
zrealizowane w polskich laboratoriach, opublikowane w roku 2009. W swym
dorobku moze poszczyci¢ sie stazami w renomowanych jednostkach naukowych
w Japonii, Wielkiej Brytanii czy w Stanach Zjednoczonych. Obecnie obejmuje
stanowisko kierownika Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium Instytutu

Biologii Medycznej PAN w Lodzi.

20
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ZAPROSZENI GOSCIE

Prof. dr hab. Lucja Laniewska-
Trokenheim

Uniwersytet Warminsko-Mazurski
Wydzial Nauki o Zywnosci

Katedra Mikrobiologii Przemyslowej i Zywnosci

Zainteresowania naukowe i prowadzone przez Panig Profesor badania
dotycza m.in: metabolizmu, fizjologii oraz wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
bakterii fermentacji mlekowej, bakterii fermentacji propionowej; jakosci
mikrobiologicznej zywnoSci z uwzglednieniem drobnoustrojéw chorobotworczych.

Pani Profesor jest autorka lgcznie ponad 200 prac. Jest przewodniczaca
Olsztynskiego Oddzialu Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, czlonkiem
Europejskiej Federacji Towarzystwa Mikrobiologéw ,Federation of European
Microbiological Societies" FEMS, czlonkiem Polskiego Towarzystwa Technologéw

Zywnosci oraz byla czlonkiem Komitetu Mikrobiologii PAN w kadencji 2011-2014.

21
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ZAPROSZENI GOSCIE

Dr hab. inz. Joanna Leszczynska
Politechnika E6dzka
Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

r?{; ¢y
e -

: .
-

ol ]

Zainteresowania naukowe Pani dr hab. inz. Joanny Leszczynskiej
koncentruja sie m.in. na nowoczesnych metodach analizy zwiazkéw biologicznie
czynnych wystepujacych w zywnosci pochodzenia ro$linnego. Zesp6t Pani Doktor
Leszczynskiej zajmuje sie badaniem immunoreaktywno$ci skltadnikow zywnoSci
ijej zmian w przebiegu proceséw technologicznych oraz alergenami wystepujacymi
w produktach spozywczych pochodzenia roslinnego. Ponadto celem badan
prowadzonych przez Panig Doktor jest poznanie mechanizméw obronnych roslin
w odpowiedzi na stres abiotyczny oraz jego wplywu na jako$é zywnosci.

W ramach wspélpracy miedzynarodowej z zespolem pracownikéw
naukowych z Politechniki Cypryjskiej, dr hab. inz. Joanna Leszczyniska koordynuje
etap badan obejmujacy analize zwiazkdéw pochodzenia roSlinnego o wysokim
potencjale alergennym oraz sktadnikéw wywolujacych nietolerancje pokarmowe.

Pani Doktor Leszczynska jest prezesem Lodzkiego Oddzialu Polskiego
Towarzystwa Technologébw Zywnosci oraz kierownikiem zespolu Analityki

Zywnoéci Srodowiska na Politechnice Lodzkiej.
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SKARB UKRYTY W GENOMIE

Prof. Wojciech Makatowski, Ph.D.

Uniwersytet Muenster, Instytut Bioinformatyki, Niemcy

W ciagu 3 mld lat ewolucji ilo§¢ DNA w komérkach organizméw, od bakterii do
ssakéw wzrosta o 3 rzedy wielkodci. Od dawna wiadomo, ze genom cztowieka zawiera
wiele powtérzonych segmentéw, takich jak elementy Alu, ktére wystgpuja w setkach
tysigey kopii, a wigkszo$¢ genomu ssakéw nie koduje biatek. Po co nam zatem tyle DNA?
Wigkszos¢ badaczy zaktadata, Zze elementy powtarzalne nie maja zadnej funkcji, sa po
prostu bezuzytecznym, samolubnym DNA, ktéry bez wigkszych ograniczen mnozy sig
w naszym genomie. Susumu Ohno nazwat te czgsci genomu “$mieciowym DNA”.

Aczkolwiek chwytliwy, termin “$mieciowe DNA” przez wiele lat odstraszat wielu
naukowcow od badania niekodujacego DNA. W koncu, kt6z oprécz zdziwaczatych
genomowych kloszardow”, chciatby grzeba¢ w $mieciach? Na szczgscie w nauce, tak jak
to bywa w zyciu, zawsze si¢ znajda tacy, ktérzy ryzykuja swoja reputacj¢ eksplorujac
niepopularne przestrzenie. Dzigki nim wtasnie od lat 90. XX wieku osad $mieciowego
DNA zaczat si¢ zmienia¢. Obecnie, coraz wigcej biologdw uwaza, ze $mieciowe DNA
ukrywa prawdziwy skarb. Genomy sa bytami dynamicznymi: ciagle powstaja nowe
funkcjonalne jednostki, a stare zanikaja. Oddziatuja one z otaczajacym je genomowym
Srodowiskiem i wzmacniaja mozliwoséci ewolucyjne organizméw.

Szympansy to nasi najblizsi krewni. Réznice morfologiczne migdzy naszymi
gatunkami sg na tyle duze, ze nie ma problemu z ich odréznieniem. Natomiast réznice
w materiale genetycznym sa zaskakujaco mate, zbyt mate aby wyjasni¢ tak duze réznice
fenotypowe. W 1975 r. King i Wilson wysungli hipotezg, Ze za te réznice odpowiedzialne
sq mutacje w systemie regulacji ekspresji genéw. Sprobujg dowies¢, Zze elementy mobilne
sq podlozem przeorganizowywania systemow regulacji ekspresji gendw i powinny by¢

uznane za jeden z gtéwnych czynnikéw ewolucji naczelnych.
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CZY NICI PAJECZE TO BIOMATERIAL PRZYSZEOSCI?

Dr hab. Maciej Bartos

Uniwersytet Eédzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Katedra Badania Réznorodnosci Biologicznej, Dydaktyki i Bioedukacji,

Nici i jedwabie sa wytwarzane przez kilka grup stawonogdéw oraz niektére migczaki,
jednak tylko nici pajecze wykorzystywane do budowy sieci fownych posiadaja pewne
niezwykte wlasciwosci, dzigki ktérym czgsto okreSla si¢ je mianem biomateriatu
przysztosci. Nici tworzace sieci fowne ewoluowaty jako adaptacja do wytracania energii
kinetycznej przechwytywanych ofiar, stad do ich najwazniejszych wtasciwosci nalezy
bardzo wysoka wytrzymatos$¢ i elastyczno$é, lekkosé, wysokie przewodnictwo cieplne
i bardzo wysoka lepkos¢ w stanie ciektym. Pod wzgledem tych cech pajgcze nici
przewyzszaja wszystkie inne biomateriaty i wigkszo$¢ materialéw wytwarzanych przez
czlowieka w ogdle. Biatka tworzace nici wyréznia takze kilka innych istotnych cech, jak
antyseptyczno$¢, biodegradowalno$¢ i wysoka biozgodno$¢, dzigki ktérym moga miec
szerokie zastosowanie w medycynie. Prace nad wykorzystaniem nici pajeczych
w réznych dziedzinach zycia sa prowadzone od ponad dwudziestu lat, ale w ostatnim
dziesigcioleciu ulegly istotnemu przyspieszeniu w zwiazku z opracowaniem technologii
wytwarzania bialek przy wykorzystaniu réznych organizméw transgenicznych. Okazuje
si¢ jednak, ze synteza pajgczej fibroiny nie jest najtrudniejszym etapem na drodze do

uzyskania biomateriatu przysztodci.
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PRAKTYCZNE ZASTOSOWANIE BIOTESTOW —

— OCENA TOKSYCZNOSCI PODLOZA Z TOROW KOLEJOWYCH

Olga Bemowska-Katabun”, Matgorzata Wierzbicka

Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii, Pracownia Ekotoksykologii,
ul. Ilji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
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Biotesty jako jedna z metod bioindykacyjnych, sa stosowane do oceny stanu
srodowiska. Ich celem jest wykazanie obecnosci substancji toksycznych w $rodowisku
oraz poznanie wptywu tych substancji na organizmy zywe. Biotesty spetniaja szereg norm
(np. ISO, OECD), dzigki czemu stanowia doskonate narzg¢dzie badawcze. Potaczenie
biotestéw z badaniami chemicznymi pozwala uzyska¢ petng oceng stanu Srodowiska.

Przyktadem badan wykorzystujacych biotesty i metody chemiczne sa badania
Wierzbickiej i in. (2015) dotyczace oceny stopnia toksycznosci i zanieczyszczenia gleb
z wybranych obszaréw kolejowych (pétnocno-wschodnia Polska). Oceng toksycznosci
przeprowadzono za pomoca biotestow: roslinnego (Phytotoxkit), zwierzgcych
(Ostracodtoxkit, Daphtoxkit) i bakteryjnego (Microtox). Wybrane probki podioza
przebadano pod katem obecnos$ci: WWA, PCB, wegglowodoréw ropopochodnych, metali
cigzkich oraz herbicydéw. Wykazano synergistyczne dziatanie niskich dawek (w zakresie
norm) kilku zanieczyszczen razem, co w efekcie spowodowato dziatanie toksyczne na
organizmy. Laczny wplyw zanieczyszczen na organizmy testowe wywolat silniejszy efekt
toksyczny, niz oddzialywania poszczegdlnych zanieczyszczen. Na podstawie uzyskanych
danych stwierdzono, ze transport kolejowy stanowi zagrozenie dla S$rodowiska
w wigkszym stopniu niz sig tego spodziewano.

Przyktad ten dobrze pokazuje, ze przeprowadzenie jedynie badan chemicznych jest

niewystarczajace i nie oddaje w petni mozliwych zagrozen dla srodowiska.

Projekt sfinansowany ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki, przyznanych na podstawie decyzji DEC —
2011/03/B/NZB/03044.

Wierzbicka M., Bemowska-Katabun O., Gworek B. 2015. Multidimensional evaluation of soil pollution from
railway tracks. Ecotoxicology 24: 805-822.
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INFEKCJA WIRUSOWA SINIC Z RODZAJU MICROCYSTIS

W ZBIORNIKU JEZIORSKO

Aleksandra Jaskulska'?", Liliana Serwecinska’, llona qualaz,

J a.kubPawelczyk3, Joanna Mankiewicz-Boczek'?
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Cyjanofagi to wirusy specyficzne wzgledem sinic. Sugeruje sig, ze sa one istotnym
czynnikiem wptywajacym na $miertelno$¢, réznorodnos¢, ekologig oraz ewolucjg swoich
gospodarzy w $rodowisku stodko- i stonowodnym.

Nalezy podkresli¢, ze od lat 80 XX w. badania skupialy sig¢ gléwnie na
cyjanofagach bytujacych w $rodowisku stonowodnym. Dopiero w ostatniej dekadzie
zaczgto rozwija¢ badania nt. fagéw stodkowodnych. Jednakze ekologiczny zwiazek
migdzy wirusami specyficznymi dla sinic oraz ich gospodarzami nadal nie jest w peni
zrozumialy.

W zwiazku z powyzszym, celem badan bylo sprawdzenie obecnosci cyjanfagéw
z rodziny Myoviridae specyficznych dla sinic z rodzaju Microcystis w sezonie wiosenno-
jesiennym 2012 — 2013 w jednym z najwigkszych zbiornikéw zaporowych Regionu
Lodzkiego tj. Zbiorniku Jeziorsko. Woda w/w zbiornika zdominowana jest przez masowe
zakwity m.in. sinic z rodzaju Microcystis o potencjale do produkcji hepatotoksyn
sinicowych — mikrocystyn. Wyznaczono dynamikg wspéiwystgpowania cyjanofagéw na
podstawie genu g9/ oraz sinic z rodzaju Microcystis na podstawie genu 16S rRNA, w tym
genotypow toksynogennych na podstawie genu mcyA przy uzyciu qPCR (ang. quantitative
polymerase chain reaction).

Wyniki badafn wykazaly obecno$¢ w/w cyjanofagéw w eutroficznej wodzie
zbiornika. Wirusy pojawialy si¢ wraz z pojawieniem si¢ zakwitu wody z udzialem
Microcystis 1 wspotwystgpowaly w catym analizowanym okresie, wykazujac istotna

zalezno$¢ wobec swoich gospodarzy i ich genotypow toksynogennych.

Badania finansowane w ramach projektu NCN - UMO 2013/11/N/NZ8/00607 ,,Dynamika wystepowania
cyjanofagow i ich gospodarzy w dwoch polskich zbiornikach zaporowych” oraz z dofinansowania dla
doktorantow w ramach projektu wspotfinansowanego przez Unig¢ Europejskq ze Srodkéw Europejskiego
Funduszu Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki, Poddziatanie 8.2.1.
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ZROZNICOWANIE GENETYCZNE WSROD PLYTKOWODNYCH OTWORNIC

BENTOSOWYCH POPRZEZ CIESNINE DRAKE’A
Aneta Majdal*, Wojciech Majewskil, Michat Grabowski’, Tomasz Mamos?, Jan Pawlowski®

1) Instytut Paleobiologii Polskiej Akademii Nauk, Warszawa, Polska
2) Uniwersytet Lodzki, Katedra Zoologii Bezkregowcow i Hydrobiologii, Polska

3) Uniwersytet w Genewie, Zaktad Genetyki i Ewolucji, Szwajcaria
email autora do korespondencji*: amajda @twarda.pan.pl

Otwornice bentosowe sa jedna z powszechnie badanych grup meiobentosu. Sa one
szeroko rozpowszechnione w wodach Antarktyki i Patagonii. Obecno$¢ podobnych
morfologicznie gatunkéw otwornic z Szetlandéw Potudniowych i Patagonii byta badana
przez niektérych specjalistéw zajmujacych si¢ tymi organizmami. Dlatego celem naszych
badan byto sprawdzenie tych powiazan na podstawie danych molekularnych. Poréwnano
genetycznie osiem morfogatunkéw otwornic bentosowych z réznych obszaréw Antarktyki
Zachodniej (Szetlandy Potudniowe, Morze Rossa i Rothera) oraz z potudniowej Patagonii.
Nasze badania molekularne pozwalaja zaproponowaé scenariusze dyspersji, ktore
powiazane sg z biogeograficznym rozmieszczeniem analizowanych taksonéw.

Uzyskano 99 sekwencji matej podjednostki (SSU) rDNA o$miu rodzajéw otwornic
bentosowych z Antarktyki Zachodniej i potudniowej Patagonii, ktére zostaly zestawione
z 216. sekwencjami z Antarktyki. Analiza sekwencji SSU wraz z utworzonymi sieciami
haplotypéw pokazata rézne wzorce biogeograficzne dla réznych otwornic bentosowych.
Wysoka réznorodno$¢ molekularna u szesciu taksonéw przedstawiona zostata poprzez
obecnos¢  wielokrotnych molekularnych operacyjnych jednostek taksonomicznych
(MOTUs) wewnatrz badanych morfogatunkéw. Rozmieszczenie réznych MOTUs
ograniczone bylto po obu stronach Cie$niny Drake’a, wskazujac na ograniczony przeptyw
genéw pomigdzy Antarktyka i Patagonia. Moze to sugerowac, ze powyzsze MOTUs
mozna uzna¢ za odrgbne gatunki. Pozostale dwa morfogatunki charakteryzowato niskie
zréznicowanie genetyczne i byly one reprezentowane przez pojedyncze MOTUs,
co sugeruje ostatni przeptyw genéw migdzy Antarktyka Zachodnia i Patagonia.
Aby potwierdzi¢ scenariusz ekspansji dla MOTUs, u ktérych na podstawie sieci
haplotypéw zaobserwowano topologi¢ gwiazdzista, uzyto rozktadu liczby niedopasowan
nukleotydowych oraz testow neutralnosci Tajima’D i Fu’s. Ograniczony przeptyw genéw
u niektérych plytkowodnych otwornic bentosowych moze by¢ powiazany z ich

rozmieszczeniem batymetrycznym.
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CHIRONOMIDAE JAKO WSKAZNIK ZMIAN SRODOWISKA W CZASIE

OSTATNIEGO ZLODOWACENIA SZKOCJI

Agnieszka Mroczkowska"

Uniwersytet £édzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Katedra Zoologii Bezkregowcow i Hydrobiologii, ul. Banacha 12/16, 90-237 Eédz
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Analiza paleologiczna osadéw jest powszechnie uzywanym obecnie narzgdziem
badawczym do wyznaczania zmian temperatury oraz §rodowiska w przesztosci. Sktada sig
ona z analizy mikro- i makro- szczatkéw. Analiza mikroszczatkéw organizméw obejmuje
analizg sktadu gatunkowego Chironomidae. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozemy
odtworzy¢ temperaturg, poziom wody, trofi¢ zbiornika, pH, ro$linno$¢ wodna oraz wptyw
cztowieka. Puszki gtowowe, ktére zachowuja si¢ w osadzie pozwalaja nam odtworzyé
histori¢ zbiornika.

Proby do badan zostaly pobrane z Quoyloo. Jest to miejscowo$¢ potozona na
archipelagu Orkney umiejscowionego na pétnoc od Szkocji. Wyspy buduja paleozoiczne
piaskowce. Spotka¢ mozna takze wiele form polodowcowych. Na wyspach wystepuja
licznie jeziora, torfowiska i wrzosowiska.

Trzon krystaliczny archipelagu powstat w orogenezie kaledonskiej, okoto 600-400
milionéw lat temu. Sa one efektem zderzenia si¢ ptyt Laurazji i Gondwany. Najstarsze
odstonigte skaty sa z okresu prekambru i moga mie¢ wiek 3-1,5 Ga. Na wyspie znajduje
si¢ $wietnie zachowana neolityczna osad- Skara Brae z kamiennym PierScieniem
Brodgara.

Obecne uksztattowanie tereny Orkady uzyskaly podczas zlodowacenia
plejstocenskiego. Wyspg objatl ladoléd skandynawski oraz czgsciowo czapa lodowa. Celem
moich badan byto sprawdzenie czy czapa lodowa réwniez wystgpowata w Quoyloo, czyli
w zachodniej czg$ci archipelagu oraz odtworzenie warunkéw panujacych w czasie

ostatniego zlodowacenia.
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BADANIE BIOROZNORODNOSCI GRZYBOW MIKORYZY ARBUSKULARNE]J
W GLEBIE SKAZONEJ WEGLOWODORAMI JAKO WSTEP DO OCENY ICH

POTENCJALU WE WSPOMAGANIU FITOREMEDIACJI

Monika Rajtor*, Zofia Piotrowska-Seget

Uniwersytet Slqski, WydZziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Mikrobiologii,
ul. Jagiellonska 28, 40-032 Katowice
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Fitoremediacja stanowi jedna z najbardziej perspektywicznych metod oczyszczania
gleb skazonych weglowodorami. Wykorzystuje ona ro$liny oraz zwigzane z nimi
mikroorganizmy do pobierania i degradacji zanieczyszczen organicznych. Ich usuwanie
zachodzi gléwnie w wyniku aktywnosci mikroorganizméw ryzosferowych, w tym
grzyboéw mikoryzy arbuskularnej (GMA). GMA kolonizuja korzenie 80-90% gatunkéw
ro$lin, zapewniajac im lepszy wzrost w warunkach stresowych. Ich grzybnia dziata jak
biofiltr zanieczyszczen, stymuluje aktywno$¢ enzymatyczng ryzosfery i rozszerza jej
zasigg.

Celem pracy byla ocena bior6znorodnosci populacji GMA w glebie skazonej
weglowodorami aromatycznymi (WA). Préby korzeni i gleby ryzosferowej pobrano
z terenu Stawu Kalina w Swiqtochlowicach, silnie skazonego WA oraz z terenu
kontrolnego. IloSciowa oceng populacji GMA oparto na ocenie stopnia kolonizacji
mikoryzowej korzeni, dlugodci strzgpki, liczebnosci spor oraz ilo$ci markerowego dla
GMA kwasu ttuszczowego 16:1®5 w glebie. Bior6znorodnos¢ genetyczna GMA okreslono
metoda PCR-DGGE (ang. Denaturating Gradient Gel Electrophoresis) amplifikujac
fragment genu 18S rDNA.

Stwierdzono, ze zanieczyszczenie WA wplywa negatywnie na stopief kolonizacji
korzeni przez GMA, natomiast nie ogranicza rozwoju grzybni zewnatrzkorzeniowe;j.
Liczba spor w glebie skazonej byla znacznie wyzsza niz w glebie kontrolnej, jednak jak
wykazata analiza profili DGGE genu 18S rDNA, wiazato si¢ to z dominacja kilku
gatunkéw GMA. Wykazata ona takze, ze ilo$¢ gatunkéw GMA kolonizujacych korzenie
nie rézni si¢ znaczaco w Srodowisku skazonym i kontrolnym, jest natomiast znacznie
wyzsza w glebie nieskazonej. Wnioskujac, obecno$¢ WA hamuje rozwéj mikoryzy
i prowadzi do selekcji szczepéw GMA wykazujacych tolerancjg¢ na obecne w $rodowisku
zanieczyszczenia. Szczepy te moga stanowi¢ potencjalne narzg¢dzie wspomagania

fitoremediacji gleb skazonych weglowodorami.
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CZY WIEKSZE ZNACZY LEPSZE? RZECZ O CZYNNIKACH WPLYWAJACYCH
NA POZIOM LIMITACJI PYLKIEM U WIELOSILU BLEKITNEGO

(POLEMONIUM CAERULEUM)
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Wielosit bigkitny (Polemonium cereluleum) jest gatunkiem o kurczacym sig
zasiggu, umieszczonym na Polskiej Czerwonej Liscie Ros$lin, w kategorii ,,narazona na
wyginigcie” (VU). Liczne badania wskazuja, ze spadek liczebnosci populacji moze
pociaga¢ za soba powazne skutki genetyczne, ewolucyjne i ekologiczne. Aby poprawnie
oceni¢ status zagrozonego gatunku rosliny i wybra¢ najlepsze sposoby jego ochrony,
nalezy zrozumie¢ czynniki wplywajace na wielko$¢ tworzonych przez niego populacji.
W przypadku roélin okrytonasiennych do takich czynnikéw bez watpienia nalezy przebieg
proces6w rozmnazania, w tym interakcje z zapylaczami. Wraz ze zmniejszaniem si¢
populacji moze nastapi¢ ograniczenie jej potencjatu reprodukcyjnego w zwiazku
z nasilajacym si¢ zjawiskiem limitacji pytkiem (sytuacja, w ktorej niedostateczna liczba
ziaren pylku trafia na znamiona). Zjawisko to moze by¢ nastgpstwem spadku atrakcyjnosci
populacji dla zapylaczy. Wstepne wyniki badan przeprowadzonych na 12 populacjach
wielositu wykazaty, ze w niektorych przypadkach moze by¢ to gatunek limitowany
pytkiem. Celem przeprowadzonych badan bylo takze okreslenie czynnikéw mogacych
mie¢ wptyw na wystapienie tego zjawiska oraz ich ewentualnego znaczenia dla zmiany

systemu kojarzenia (przejscie od obcopylno$ci do samopylnosci).
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ROLA SUCHE]J I MOKRE]J PLAZY
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Ekosystem jest uktadem otwartym sktadajacym si¢ z biocenozy oraz biotopu,
w ktérym nastgpuje przeptyw energii oraz krazenie materii. Nosnikiem energii
w ekosystemie jest materia organiczna znajdujaca si¢ w rozpuszczonych zwigzkach
organicznych, biomasie organizméw, obumarlej materii organiczne;j.

Zanieczyszczenia przedostajace si¢ ze zlewni do rzeki sg utylizowane w procesie
samooczyszczania. Proces oczyszczania wody przebiega zarowno w kolumnie wody, jak
i w piaszczystych osadach dennych, ale przede wszystkim w plazach, tachach i otmiatach.
Jego intensywnos¢ mozna zmierzy¢ poprzez okreslenie ilosci tlenu zuzywanego przez
organizmy zamieszkujace te subsystemy rzeczne. W przypadku osadéw piaszczystych sa
to organizmy psammonowe zasiedlajace plaze, wyspy i tachy piaszczyste. Okreélenie tej
ilosci tlenu wymaga zmierzenia catkowitego, biotycznego, abiotycznego zuzycia tlenu
przez subsystem rzeczny, np. plazg. Zuzyta w procesach energetycznych materia
organiczna odpowiada ilosci zanieczyszczen usunigtych z wody przez psammon, jest wigc
miarg samooczyszczania rzeki lub moze stanowi¢ ,,miarg débr i ustug ekosystemu”.

Celem pracy jest ocena roli suchej oraz mokrej plazy wislanej w procesie
samooczyszczania wody w Wisle, co stanowi wazny glos w debacie o przysztosci Wisty.
Nalezy wybra¢ pomigdzy przeksztatceniem rzeki w kanat zeglugowy a pozostawieniem jej

jako ,,ostatniej dzikiej rzeki w Europie”.
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WPLYW WYBRANYCH PARAMETROW NA OSAD CZYNNY
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Branza mleczarska stanowi wazna gataz gospodarki rolnej Polski, ktéra zajmuje
szoste miejsce w produkcji mleka wsréd krajéw Unii Europejskiej. Rynek mleka
i przetworéw mlecznych jest sektorem dynamicznie si¢ rozwijajacym. Jego rozwdj
generuje takze odpady, ktérych wlasciwe zagospodarowanie jest bardzo istotne z punktu
widzenia ochrony $rodowiska przyrodniczego kraju. Scieki mleczarskie cechuja sie
znacznie wyzszymi warto$ciami wskaznikéw zanieczyszczefn oraz zmienno$cia tadunku
zanieczyszczen, co stanowi utrudnienie w eksploatacji obiektéw zajmujacych si¢ ich
oczyszczaniem.

Celem niniejszej pracy byta analiza wptywu takich parametréw pracy oczyszczalni
jak warto$¢ chemicznego zapotrzebowania na tlen, st¢zenie tlenu oraz warto$¢ suchej masy
na kfaczki osadu czynnego, w szczegélnosci ich wybrane parametry morfologiczne
(Srednica, kolisto$¢ i wypuklos$c¢). Parametry morfologiczne wyznaczono z zastosowaniem
technik cyfrowej analizy obrazu. Materiatem badawczym byl osad czynny pochodzacy
z oczyszczani $ciekow mleczarskich funkcjonujacej z wykorzystaniem sekwencyjnych
bioreaktoréw porcjowych (SBR). Warto$¢ suchej masy wahata si¢ od 0,5 do 2,2 g/l
Stezenie tlenu wynosito od 0,5 do 2,2 mg/l za$ pH badanych préb zawierato si¢ w zakresie
od 6,9 do 7,12. Pomimo obserwowanych wahafh w warto$ci chemicznego zapotrzebowania
na tlen nie stwierdzono ich znaczacego wplywu na wielkos¢ ktaczkéw osadu czynnego
wyrazong poprzez ich S$rednicg. Kazdorazowo byly to klaczki osadu czynnego
charakteryzowane w literaturze jako male- o $rednicach nieprzekraczajacych
100 mikrometréw. Réwniez wptyw na ksztalt ktaczkow osadu czynnego w analizowanym
zakresie ChZT nie byl znaczacy. Kolisto$¢ utrzymywata si¢ na niemal statym poziomie

wynosita od 0,17 do 0,20, za§ wypuklo$¢ zmieniata w szerszym zakresie, od 0,58 do 0,61.
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WSTEPNE WYNIKI BADAN SUBFOSYLNYCH SZCZATKOW OCHOTEK
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Sredniowieczne grodzisko w Rozprzy (woj. 16dzkie), potozone w dolinie Luciazy,
byto obiektem prac archeologicznych juz w latach 60. W kwietniu 2015 roku rozpoczgto
na tym stanowisku nowe, interdyscyplinarne badania, obejmujace migdzy innymi analizy
paleoekologiczne. Jedna z grup organizméw, ktére wykorzystano do rekonstrukcji
warunkéw hydrologicznych w zbiornikach antropogenicznych zwiazanych z grodziskiem
sa ochotkowate (Chironomidae).

Dotychczas przeanalizowane materiaty pozyskane zostaty z rdzeni pobranych z fos
otaczajacych grodzisko. Uzyskane dotychczas wyniki badan archeologicznych wskazuja
na intensywne uzytkowanie grodu w II potowie XIV w. Za§ wstepne wyniki badan
paleosrodowiskowych potwierdzaja dane o klimacie srodkowej Europy u schytku matego
optimum klimatycznego i w malej epoce lodowej. Na ich podstawie mozna takze
wnioskowa¢ o zmianach hydrologicznych w dolinie Lucigzy oraz ekologii sztucznych
zbiornikéw wodnych, powszechnie uzytkowanych do czaséw nowozytnych. Badaniami
objete zostang rowniez osady pochodzace z pobliskiego paleokoryta Luciazy
wypelnianego osadami organicznymi oraz moczydta zatlozonego w odcigtym fragmencie
koryta rzecznego.

Dodatkowo identyfikacja szczatkéw chrzaszczy (Coleoptera) pozwoli na
doktadniejsze poznanie warunkéw srodowiskowych grodziska oraz oceng kierunkow
i skali presji cztowieka na ekosystem doliny Luciazy.

Projekt zostat sfinansowany ze srodkow Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji
numer DEC-2013/11/B/HS3/03785.
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Mimo, iz do Zycia organizméw ro$linnych i zwierzgcych niezbgdne sa substancje
biogenne, to ich wystgpowanie w nadmiarze moze mie¢ niszczacy wplyw na srodowisko,
do ktérego zostang wprowadzone. Ich znaczne ilosci znajduja si¢ w Sciekach, ktérych
gléwnym odbiornikiem po oczyszczeniu sa wody powierzchniowe. Wazne jest wige jak
najefektywniejsze usuwanie zwigzkow biogennych, na etapie oczyszczania, by nie
dopusci¢ do ich kumulacji skutkujacej pogorszeniem stanu $rodowiska wodnego. Czgsto
jednak zalozenia te nie moga zosta¢ spelnione, gdyz integralng czgScia procesu
oczyszczania $ciekow jest neutralizacja osadéw S$ciekowych, skutkujaca powstaniem
wysoko obciazonych woéd osadowych. Ich bezposrednie doprowadzanie do $ciekow
surowych moze powodowa¢ spadek efektywnos$ci procesu oczyszczania, dlatego tez
proponuje si¢ stosowanie podczyszczania wéd osadowych.

W niniejszej pracy podjgto si¢ zbadania osadu czynnego znajdujacego sig
w sekwencyjnym reaktorze porcjowym (SBR - ang. Sequencing Batch Reactor) petniacym
funkcj¢ podczyszczania wod osadowych. Badano zmiany bioréznorodnosci biocenozy
wszystkich bakterii osadu czynnego oraz bakterii Anammox i nitryfikatorow I fazy,
ze wzgledu na zastosowanie w ukladzie potaczenia skréconej nitryfikacji i procesu
Anammox. Do celéw badawczych wykorzystano metody biologii molekularnej: reakcjg
fancuchowa polimerazy (PCR - ang. Polymerase Chain Reaction) oraz elektroforezg
w gradiencie denaturacji (DGGE - ang. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
pozwalajaca na rozdzielenie produktéw PCR. Uzyskane parametry poréwnano
i obserwowano zalezno$¢ pomigdzy bioréznorodnoscia biocenozy a zmianami parametrow
fizykochemicznych. Analiza wynikéw pozwolita na zaobserwowanie spadku
bioréznorodnoéci bakterii Anammox w trakcie trwania eksperymentu, oraz znacznie
mniejsze wahania warto$ci tego wskaznika w przypadku nitryfikatoréw I fazy i ogdlne;j
biocenozy.

Badania finansowane przez NCBiR w ramach polsko-norweskiego mechanizmu finansowania z projektu
BARITECH Polnor/197025/37/2013. (2009-2014).
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Jednym z gtéwnych surowcéw wykorzystywanych przez dzisiejsza cywilizacjg jest
ropa naftowa. Niestety awarie podczas wydobycia, rafinacji, transportu i przesylu tego
surowca czgsto prowadza do zanieczyszczenia S$rodowiska naturalnego zwiazkami
ropopochodnymi. Najczgsciej stosowana, a zarazem najbezpieczniejsza i wydajna
technologia usuwania ze S$rodowiska zwiazkéw ropopochodnych jest bioremediacja.
Niestety wcigz istotng wada jest jej dlugotrwato$é. Dlatego tez istotnym jest wybor
mikroorganizmu prowadzacego rozkiad zanieczyszczenia dajacy mozliwo$¢ usunigcia
skazenia z wysoka efektywnoscia w jak najkrétszym czasie.

W ostatnich latach $§wiat nauki zwrécit uwage na mozliwo$¢ zastosowania
w biotechnologii $srodowiska mikroorganizméw wyizolowanych z ro$lin — endofitéw.
Dotychczasowe rozwazania na temat endofitow dotyczyly gtéwnie usprawnienia
fitoremediacji, niemniej jednak ich unikatowe zdolno$ci umozliwiaja ich aplikacje do
degradacji kontaminantéw oraz syntezy ulatwiajacych biodegradacje zwiazkow,
np. biosurfaktantow.

Z traw pochodzacych z terenéw zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi,
wyizolowano siedemnascie szczepow endofitdw, a nastgpnie przeprowadzono skrining
tych drobnoustrojow w kierunku oceny ich aktywnosci degradacyjnej oraz emulgacyjne;j.
Na tej podstawie wybrano dwa szczepy bakterii — EN18, EN2A, wykazujacych najwyzsza
aktywnos$¢ emulgacyjna (1,91) i degradacyjna (ubytek weglowodoréw 93%).

Drobnoustrdj produkujacy biosurfaktanty (EN18) zostal poddany testom
biochemicznym w celu jego wstgpnej identyfikacji. Wyniki testow sugeruja, ze endofit ten

nalezy do gatunku Aeromonas sp.
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BADANIE EFEKTYWNOSCI FOTOLIZY, PROCESU PROMIENIOWANIE

SEONECZNE/H,0, ORAZ FOTOKATALIZY DO ROZKEADU 5-FLUOROURACYLU
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5-fluorouracyl (5-FU) jest jednym =z najczgéciej stosowanych lekéw
przeciwnowotworowych. Jego obecno$¢ w srodowisku wodnym niekorzystnie wptywa na
zywe organizmy. Charakteryzuje si¢ on kancerogennoscig, genotoksycznoscia,
mutagennoscia oraz teratogennoscia. Stgzenie 5-FU w oczyszczonych $ciekach szpitalnych
i komunalnych wynosi od 4,7 ng /L do 92 ng /L ™. Konwencjonalne technologie
oczyszczania $ciekOw nie sa wystarczajaco skuteczne, aby osiagna¢ wysoka wydajnosc¢
usuwania tego typu zanieczyszczenia 2. Z tego powodu konieczne jest poszukiwanie
alternatywnych metod usuwania tych lekéw z wdd. Ponadto istotne sg badania procesow
samooczyszczania wod powierzchniowych, do ktérych zaliczamy fotolizg.

Niniejsza praca miala na celu zbadanie rozkladu 5-FU w procesach
wykorzystujacych sztuczne promieniowanie stoneczne. Okreslono kinetyke degradacji
5-FU podczas procesu fotolizy w réznych wartosciach pH (wg wytycznych OECD 316),
w obecnosci nadtlenku wodoru (H,0,) oraz fotokatalizy w obecnosci ditlenku tytanu
modyfikowanego borem i bizmutem (3Bi-B-TiO;). Modyfikacja ta miata na celu
wykorzystanie §wiatla w zakresie widzialnym do aktywacji tego katalizatora. Badania
wykazaty, ze 5-FU jest stabilny fotolitycznie, natomiast w warunkach utleniajacych ulega

efektywnemu rozktadowi.

W, Kosjek, S. Perko, D. Zigona, E. Heatha, Fluorouracil in the environment: Analysis, occurrence,
degradation and transformation, J. Chromatogr. A, 1290 (2013) 62— 72.

21 J. Zhang, V.W.C. Chang, A. Giannis, J.-Y. Wang, Removal of cytostatic drugs from aquatic environment:
A review, Sci. Total Environ. 445-446 (2013) 281-298.
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Przydomowe oczyszczalnie to zesp6t urzadzen stuzacych do oczyszczania $ciekow
z gospodarstw domowych w procesach mechanicznych, biologicznych i chemicznych.
Oczyszczone $cieki sa odprowadzane do srodowiska wodno-gruntowego. Takie miejsca
stanowia duzy rezerwuar mikroorganizméw, wykazujacych zdolno$¢ do tworzenia
biofilmu (btony biologicznej). Architektura blon biologicznych oraz znaczne
zréznicowanie metaboliczne i genetyczne mikroorganizméw budujacych biofilm zwigksza
oporno$¢ mikroorganizméw na czynniki antybakteryjne oraz odpowiada za zwigkszone
zdolnosci biodegradacyjne i sorpcyjne bakterii.

Celem badan byta ocena zdolnosci tworzenia biofilmu przez 30 szczepéw bakterii
wyizolowanych z przydomowych oczyszczalni $ciekow. Szczepy izolowano z surowych
i oczyszczonych Sciekow z 3 systeméw przydomowych oczyszczalni §ciekéw: technologia
A — zbiorniki ze zlozem fluidalnym, technologia B - system biofiltréw zrobionych
z wtdkna welnianego jako absorbent mikroorganizméw, oraz technologia C - system
reaktoréw z napowietrzaniem. Do oceny intensywnosci tworzenia biofilmu wykorzystano
metod¢ barwienia fioletem krystalicznym. Dodatkowo, przeprowadzono testy
autoagregacji.

Badania wykazaly, ze wigkszo$¢ badanych szczepéw posiada zdolno$¢ tworzenia
biofilmu. 15 spodréd analizowanych szczepéw zaklasyfikowano do tzw. ,silnych
producentéw” biofilmu (ang. strong biofilm producer), 4 - do ,$rednich producentéw”
(ang. moderate biofilm producer), natomiast 11 - nie wykazywato zdolnosci tworzenia

btony biologiczne;.
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W ostatnich latach zmienno$¢ otaczajacego nas Srodowiska jest kreowana przez
postgpujace  ocieplenie klimatu oraz intensyfikacj¢ oddzialywania czlowieka.
Wyznacznikiem dobrego stanu ekologicznego oraz elementem najszybciej poddajacym sig
zmianom jest srodowisko wodne. Wsrdd podstawowych zrédet zanieczyszczen wyréznia
si¢ zrédta punktowe oraz obszarowe. Duzy nacisk potozony na rozwdj technologii
oczyszczania $ciekéw oraz regulacje dotyczace odprowadzania zanieczyszczen
przemystowych przyniosty rezultat w postaci ograniczenia tadunkéw pochodzenia
punktowego. Jednakze, m.in. wedtug danych HELCOM zanieczyszczenia obszarowe moga
stanowi¢ ponad 50% tadunku zanieczyszczen przedostajacych si¢ do morza Baltyckiego,
dlatego efektywne redukowanie zanieczyszczen punktowych jest niewystarczajace.
Szczeg6lnie istotnym zZrédlem zanieczyszczen obszarowych w postaci zwiazkéw
biogennych oraz chemicznych $rodkéw ochrony roélin jest produkcja zywnosci. Dlatego
niezwykle istotna staje si¢ implementacja rozwigzan naukowych wraz z odpowiednim
mechanizmem zarzadzania zlewnia.

Wysoka efektywnos$¢ w redukcji zanieczyszczen obszarowych stwierdzono m.in.
dla stref ekotonowych. Jednakze w wielu przypadkach wykorzystanie jedynie pasma
roslinno$ci nie przynosi oczekiwanych efektow. W celu podniesienia wydajnosci stref
buforowych, przy zachowaniu niskiego stosunku poniesionych kosztéw do skutecznej
redukcji  zanieczyszczen, nalezy stosowaé rozwiazania bazujace na podejsciu
ewolucyjnym. Biotechnologie ekosystemowe pozwalaja na podniesienie wydajnosci
ekosystemow przejsciowych, zaréwno w skali molekularnej jak i populacyjnej.

Poster ma na celu prezentacjg¢ wybranych zagadnien zwiazanych z podnoszeniem
efektywnosci  stref ekotonowych takich jak $ciany denitryfikacyjne, bariery

biogeochemiczne oraz dobdr gatunkowy roslin i odpowiednie zarzadzanie zlewnia.
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Grzyby mikroskopijne wystgpujace w srodowisku wodnym maja czgsto charakter
kosmopolityczny, dotyczy to m.in. saprotroféw, ktérych wzrost i rozwdj stymulowany jest
w najwigkszym stopniu przez duza zawarto$¢ zwiazkoéw organicznych. Tego typu
zanieczyszczenie obniza jako§¢ oraz status ekologiczny wdd, stajac si¢ tym samym
cennym i fatwo dostgpnym zrédlem pokarmu dla obecnej w nich mykobioty.
Do najczgéciej wymienianych przyczyn intensywnego rozprzestrzeniania — sig
mikrogrzybéw w ekosystemach wodnych zalicza si¢ zwierzgta zwiazane z woda, np. ptaki,
a takze prady powietrzne oraz zaburzenia antropogeniczne. Grzyby te utoZsamia sig ze
Srodowiskiem ladowym, a ich wystgpowanie réwniez w $rodowisku wodnym, w ktérym
stanowia liczng i zréznicowana ekologicznie oraz taksonomicznie grupg organizmow,
potwierdza ich szerokie spektrum ekologiczne.

Badania hydromykologiczne prowadzone byly w okresie od pazdziernika 2015
roku do lutego 2016 roku, na dwéch wybranych stanowiskach: zbiornik retencyjny
Cieszanowice (woj. 16dzkie) oraz rezerwat Niebieskie Zrédia. Préby pobierane byty
ze stref brzegowych, raz w miesiacu. Jednoczesnie z poborem préb mykologicznych
wykonywane byly pomiary parametrow fizyko-chemicznych: pH, przewodnictwo
wladciwe wody, temperatura powietrza oraz wody. Proby przewozone byty w atmosferze
ochronnej do laboratorium w Katedrze Algologii i Mykologii, UL. Do zatozenia hodowli
mikrogrzybéw wykorzystano filtracj¢ mikrobiologiczng metoda filtréw membranowych
Millipore®, a nastgpnie podtoze state Sabourauda.

Wynikiem hodowli byla obserwacja i identyfikacja dwoéch dominujacych
w prébach oraz w ekosystemach gatunkéw grzybow, Aspergillus niger Tiegh. oraz
Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Houbraken, Hywel-Jones & Samson,
potencjalnych patogenéw dla cziowieka. Na podstawie hodowli, oszacowano réwniez
liczbg obecnych gatunkéw grzybéw, ktérych doktadna identyfikacja wymaga dalszych

badan, zgodnych z procedurami diagnostyki mykologiczne;j.
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FOTOKATALIZATORY NA BAZIE KTAO3; MODYFIKOWANE MONO-
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Potprzewodnik KTaOs ze wzgledu na szeroka przerwe energetyczna (3,42 eV)
wykazuje aktywnos$¢ fotokatalityczna gléwnie pod wptywem promieniowania z zakresu
ultrafioletowego (UV) w Nanoczastki metali szlachetnych (NM NPs — ang. Nanoparticles
of Noble Metal) na powierzchni KTaO3; maja zdolno$¢ absorpcji promieniowania z zakresu
widzialnego (Vis) w wyniku dziatania efektu powierzchniowego rezonansu plazmonowego
(LSPR - ang. Localized Surface Plasmon Resonance). Modyfikacja powierzchni
fotokatalizatoréw KTaO3 za pomoca NM NPs zwigksza ich wlasciwosci fotokatalityczne,
a tym samym zastosowanie w procesach degradacji zanieczyszczen wodnych i gazowych,
inaktywacji bakterii, fotokonwersji CO, i generowaniu wodoru 2,

Zaprezentowane wyniki badan obejmuja preparatyk¢ i charakterystyke
fizykochemiczna fotokatalizatoréw na bazie KTaOs; modyfikowanych nanoczastakmi Au,
Pt i Au/Pt. Pétprzewodnik KTaO3 otrzymano metoda hydrotermalna, a nastgpnie na jego
powierzchni naniesiono nanoczastki Au, Pt oraz Au/Pt za pomoca fotodepozycji. Analiza
SEM i TEM wskazuje, Ze otrzymane mikrokompozyty posiadaja ksztatt kostki o rozmiarze
boku od 0,2 do 1,8 um, na ktérych powierzchni osadzono nanoczastki Au o s$rednicy
18 nm i Pt o $rednicy 4 nm. Wielko$¢ powierzchni wiasciwej BET wynosi od 2,2 do
14,2 m%g. Na widmach rozproszonego odbicia UV-Vis (DRS UV-Vis) prébek Au-KTaOs
i Au/Pt-KTaOj; zaobserwowano piki przy dtugosci fali 550 nm, co wskazuje na absorpcje
Swiatta widzialnego (efekt LSPR). Poziom dekompozycji fenolu pod wptywem
promieniowania Vis i UV w obecnosci fotokatalizatorow NPs-KTaOs jest okoto 2 razy
wyzszy w poréwnaniu do probki referencyjnej KTaOs.

W J.W. Liu, G. Chen, Z.H. Li, Z.G. Zhang, Int. J. Hydrogen Energy, 32 (2007) 2269-2272.
21D, Xu, K. Liu, W. Shi, M. Chen, B. Luo, L. Xiao, W. Gu, Int. Ceramics, 41,(2015) 4444-4451.
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Obecnie surfaktanty wykorzystywane sa niemal w kazdej dziedzinie zycia
i dzialalnosci cztowieka ze wzgledu na ich cenne wlasciwosci uzytkowe (myjace,
zwilzajace, pianotwodrcze, solubilizujace, dyspergujace). W praktyce ze wzgledow
ekonomicznych najcze$ciej stosuje sig stabo biodegradowalne surfaktanty syntetyczne lub
ich mieszaniny. Ogromne ilosci tych zwiazkéw trafiaja rokrocznie do S$rodowiska
stanowiac jedno z gtéwnych zrédet jego zanieczyszczen. Ich ekologicznymi zamiennikami
moga by¢ surfaktanty wytwarzane przez organizmy zywe - biosurfaktanty. Czynnikiem
ograniczajacym produkcj¢ naturalnych zwiazkéw powierzchniowo czynnych na szeroka
skalg sa koszty zwigzane z ich biosynteza i oczyszczaniem. Korzystnym rozwiazaniem
wydaje sig stosowanie mieszanych uktadéw surfaktant syntetyczny/biosurfaktant gdyz juz
niewielki dodatek naturalnego surfaktantu umozliwia uzyskanie korzystnych wiasciwosci
technologicznych mieszaniny przy znacznym ograniczeniu ilosci zwiazku o niskiej
biodegradowalnosci.

W swoich badaniach opisujg wplyw ramnolipidu, biosurfaktantu stanowiacego
wtérny produkt metabolizmu bakterii Pseudomonas aeruginosa, na wlasciwosci
powierzchniowe i objgtosciowe klasycznego niejonowego Tritonu X-100 - surfaktantu
powszechnie stosowanego w przemysle, biologii molekularnej oraz biochemii.
W kontekscie uzyskanych wynikéw wyjasniam zasadno$¢ stosowania biosurfaktantow
w roli dodatkéw jako nowe rozwiazanie problemu zanieczyszczenia Srodowiska przez

klasyczne surfaktanty.
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Bobry sa najwigkszymi przedstawicielami gryzoni zamieszkujacych Eurazjg.
Zawsze wzbudzaly zainteresowanie ze wzglgdu na ich nocny tryb zycia i niezwykle
umiejetnosci konstruktorsko-budowlane. Zyja one w rodzinach zwykle liczacych od 4 do
10 osobnikéw i sktadajacych sig¢ z dwéch dorostych bobréw oraz ich potomstwa z dwéch
ostatnich lat, ktére w trzecim roku si¢ usamodzielnia. Sg to zwierz¢ta monogamiczne
wykazujace silny terytorializm. W dolinie rzeki Krasnej znalazty dogodne warunki
siedliskowe, dlatego ich liczebno$¢ z roku na rok ro$nie. Prowadzac badania wykorzystano
wskazniki populacyjne i siedliskowe stosowane w monitoringu bobra, a takze
uwzgledniono metodyke zaproponowana przez GDOS w ramach projektu krajowej
strategii ochrony bobra. Zlokalizowane zostaty przy pomocy urzadzenia GPS wszystkie
stanowiska bobra znajdujace si¢ na rzece Krasna od jej zrédet do miejscowosci Krasna
oraz na doptywach tej rzeki. Wykonana zostata dokumentacja fotograficzna zeremi, tam,
terendw zalanych w wyniku Zerowania bobréw oraz $ladow ich bytowania.
Przeprowadzono réwniez wywiad spoteczny dotyczacy wystgpowania bobra na terenach

uzytkowanych rolniczo.

44



Ekologia i ochrona §rodowiska Poster P. 12

STABILNOSC TEMPERATUROWA EMULSJI KOSMETYCZNYCH

Z DODATKIEM BIOSURFAKTANTOW

Diana Rymuszka*, Konrad Terpitowski, Diana Manko

Uniwersytet Marii Curie=Sktodowskiej, Zaktad Zjawisk Miedzyfazowych,
Pl. M. Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin

email autora do korespondencji’: diana.rymuszka @poczta.umcs.lublin.pl

Emulsje to uktady koloidalne, ztozone z co najmniej dwdéch faz ciektych, z ktérych
jedna jest zdyspergowana w drugiej w postaci kropel. Ich stabilno$¢ to jeden
z podstawowych parametréw majacych niebagatelny wptyw na wtasciwosci aplikacyjne
produktu kosmetycznego. Emulsje kosmetyczne zwykle stabilizowane sa poprzez dodatek
emulgatora, ktérego rolg¢ w wigkszosci przypadkéw petnig surfaktanty, czyli substancije,
ktore juz przy niewielkim stgzeniu obnizaja napigcie powierzchniowe oraz posiadaja
zdolno$¢ tworzenia miceli.

Produkty kosmetyczne, jak rowniez kompozycje detergentowe, w przypadku
ktérych gléwnym skladnikiem aktywnym sa surfaktanty syntetyczne, stanowia ogromne
zagrozenie dla Srodowiska naturalnego. Jest to zwiazane ze zdolno$cia gromadzenia
surfaktantow w obszarze migdzyfazowym, utatwiajac tym samym przedostawanie do
srodowiska wodnego wielu substancji toksycznych oraz tendencja do ich kumulacji
zarowno w glebie jak izbiornikach wodnych, co niekorzystnie wpltywa na rozwdj
organizmow zywych.

Ciekawym rozwigzaniem tego problemu wydaje si¢ by¢ zastapienie surfaktantéw
syntetycznych, tak zwanymi biosurfaktantami, czyli zwiazkami powierzchniowo czynnymi
pochodzenia naturalnego, produkowanymi przez szereg mikroorganizméw. Zgodnie
z doniesieniami literaturowymi zwiazki powierzchniowo czynne pochodzenia naturalnego
charakteryzuja si¢ nieznacznym obciazeniem dla $rodowiska, dobra biodegradowalno$cia
oraz stosunkowo wysoka efektywnoscia juz przy niskich wartosciach krytycznego stgZenia
micelizacji.

Celem badan bylo okreslenie stabilno$ci temperaturowej wzorcowej emulsji
kosmetycznej z dodatkiem biosurfaktantow stanowiacych alternatywg dla powszechnie
wykorzystywanych surfaktantéw syntetycznych. Pomiary przeprowadzono przy
zastosowaniu  aparatu  Turbiscan,  umozliwiajacego  okre$lenie  wlasciwosci

fizykochemicznych uktadéw koloidalnych w szerokim zakresie temperaturowym.
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Rezerwat ,,Torfowisko Rabiefn” chroni nieliczne mokradta w granicach aglomeracji
16dzkiej. Badania prowadzono w latach 2011-2012: na stanowisku przy ul. Rézanej 30B od
wiosny 2011 do wiosny 2012 oraz przy ul. Torfowej od wiosny do jesieni 2012.
Stwierdzono wystgpowanie 173 gatunkéw, nalezacych do 11 rodzin. Analizy ordynacyjne
wskazuja, ze do gléwnych preferowanych przez Macroheterocera rezerwatu siedlisk
naleza: ggi i olsy, taki, luzne lasy lisciaste oraz ogrody. Wydzielono trzy grupy troficzne:
1, 2 1 3. Gatunki grupy 1 sa zwiazane z drzewami lisciastymi i ich siedliska znajduja sig¢
we wschodniej oraz centralnej czgsci rezerwatu, gdzie dominuja podmokte grady i bory
mieszane. Motyle z grupy 2 sa zwiazane troficznie z ro$linami zielnymi zbiorowisk
takowych i synantropijnych. Znajduja si¢ one na obrzezach rezerwatu, zwlaszcza od strony
wschodniej i péinocnej a takze na obszarze silnie zdegradowanymi w potudniowo-
wschodniej czg$ci rezerwatu. Gatunki grupy 3 (outgroup) sa zwiazane z roslinami obcymi
dla siedlisk rezerwatu a takze drzewami iglastymi, porostami i glonami. Znajdowaty one
swoje rosliny zywicielskie gléwnie w potudniowej czgsci rezerwatu, gdzie wystgpowaty
bory mieszane. Najwazniejsze rosliny zywicielskie wybierane przez poszczegdlne grupy
troficzne to: dla gatunkéw z gr. 1 - brzoza oraz dab, gr. 2 - szczaw i babka zwyczajna, a dla
gr. 3 - sosna zwyczajna.

Rezerwat znajduje si¢ pod silna presja czltowieka, gléwnie ze wzglgdu na
rozwijajaca si¢ zabudowg w bezposrednim jego otoczeniu. Glownie jest to zabudowa
jednorodzinna, dlatego z punktu widzenia ochrony motyli wazne jest pozostawienie lasu
graniczacego z rezerwatem jako naturalnej otuliny. Istotna jest réwniez odpowiednia

kultywacja ogrodéw oraz ograniczenie zanieczyszczenia §wiatlem.
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Zwiazki powierzchniowo czynne, inaczej surfaktanty to grupa zwiazkow
o szerokim zastosowaniu. Dzigki swoim niezwyktym witasciwosciom surfaktanty znajduja
szerokie zastosowanie w réznych dziedzinach. Sa skiadnikami preparatéw czyszczacych
i pioracych, kosmetykow, srodkéw ochrony roslin, lekéw a nawet produktéw spozywczych
(np. napojoéw). Znajduja takze zastosowanie w przetwarzaniu makulatury, obrébce tkanin,
farb i wyrobow ceramicznych. Ponadto wykorzystywane sa w przemysle motoryzacyjnym,
budownictwie i gérnictwie.

Syntetyczne zwigzki powierzchniowo czynne sa toksyczne, dlatego tez juz mate ich
stgzenia powoduja nieodwracalne zmiany, zaréwno w organizmach zywych, jak
i w otaczajacym je srodowisku. Dlatego tez istnieje potrzeba monitorowania zawartosci
surfaktantow w poszczeg6lnych sktadnikach $rodowiska takich jak gleba, wody
powierzchniowe czy opady.

Oznaczanie surfaktantéw w probkach $rodowiskowych wigze si¢ z wieloma
problemami, ktére wynikaja min. ze zlozonosci sktadu matrycy prébek srodowiskowych,
niskich stgzen surfaktantéow w prébkach oraz zawartosci interferentéw, z réznej budowy
chemicznej stosowanych zwiazkéw, czy z amifilowego charakteru surfaktantow.
Dodatkowo procedura poboru prébki ze srodowiska, jak réwniez jej przechowywanie ma
bardzo duzy wptyw na pdzniejsze oznaczenia.

Celem przeprowadzonych badaf byta analiza wybranych zagadnien zwiazanych
z obecno$cia i obiegiem surfaktantéw w przyrodzie, ich toksycznym wplywem na

srodowisko, metodami ich oznaczania, usuwania oraz biodegradacji.
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Depresja inbredowa jest zjawiskiem obnizenia ZywotnoSci i mozliwosci
adaptacyjnych  osobnikéw pochodzacych z kojarzenia krewniaczego. Jednym
z mechanizméw thumaczacych to zjawisko jest czg$ciowa dominacja, ktéra prowadzi do
ujawniania si¢ szkodliwych, recesywnych i czg§ciowo recesywnych mutacji
w homozygotach. Przyjmuje si¢ rowniez, ze organizmy poliploidalne, ze wzgledu na
zwielokrotnienie zawarto$ci genomu, powinny w mniejszym stopniu podlega¢ ww.
zjawiskom. Stad tez przestanka, Zze male, izolowane populacje poliploidéw powinny by¢
mniej narazone na depresj¢ inbredowa niz populacje organizméw diploidalnych. Badania
doswiadczalne z ostatnich lat zdaja si¢ potwierdzac te zatozenia u roslin okrytonasiennych.

Eksperymenty na gatunkach z rodzaju Clarkia wykazaty, ze poliploidalno$¢ byta
dodatnio skorelowana z wigksza liczba kwiatow oraz jedna z dwéch miar kumulatywnego
dostosowania "', Wykazano réwniez, ze wazniejszym czynnikiem byl tu jednak system
kojarzenia.

W przypadku Epilobium angustifolium™ system kojarzenia nie odgrywat tak duzej
roli, w przeciwienstwie do poziomu ploidalnosci. Poliploidy wyrézniaty si¢ mniejszym
poziomem depresji inbredowej na kazdym etapie rozwoju. Réznice byly istotne dla liczby
nasion i kumulatywnego dostosowania; nie zaobserwowano z kolei istotnych statystycznie
réznic dla poziomu kietkowania nasion, przezywalnosci i suchej masy roslin. Wyniki
innych badan na temat zwiagzku depresji inbredowej i ploidalnosci dowodza, ze:

e wsrdd okrytonasiennych poliploidéw czgstsze jest samozapylenie (w poréwnaniu
do diploidalnych bliskich krewnych);

® podloze genetyczne depresji inbredowej moze rézni¢ si¢ u danego osobnika
podczas poszczegélnych faz rozwoju;

¢ miode poliploidy wykazuja wigksza odporno$¢ na depresjg inbredowa niz diploidy,
natomiast u starych poliploidéw sytuacja moze by¢ odwrotna.

" Barringer B.C., Geber M.A., 2008. Mating system and ploidy influence levels of inbreeding depression in
Clarkia (Onagraceae). Evolution 62(5): 1040-51.

21" Husband B.C., Schemske D.W., 1997. The Effect of Inbreeding in Diploid and Tetraploid Populations of
Epilobium angustifolium (Onagraceae): Implications for the Genetic Basis of Inbreeding Depression.
Evolution 51 (3): 737-746.
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Wstepne badania, prowadzone w okresie od listopada 2015 do lutego 2016 roku
nad grzybami nadrzewnymi na terenie Parku Krajobrazowego Wzniesien bLédzkich,
podjgto w celu poznania reakcji grzybow na warunki wilgotno$ciowe i termiczne okresu
zimowego. Park ten (pow. 11580 ha) lezy w wojewddztwie 16dzkim, na pétnocny-wschod
od Lodzi. Badania terenowe prowadzone byty na terenie przylegajacym do wsi Kopanki
(gmina Nowosolna). Obserwacje nakierowane na gatunki nalezace do typu Basidiomycota
prowadzone byly metoda marszrutowa. Owocniki wstgpnie charakteryzowano w terenie,
nastgpnie w laboratorium oznaczano do gatunku. Zidentyfikowano 10 tworzacych §wieze
owocniki gatunkéw nadrzewnych z pigciu rzedow: Auriculariales, Dacrymycetes,
Polyporales, Russulales, Tremellales.

W roku 2015 jesien byta wyjatkowo sucha. Ten hipotetycznie najlepszy okres
rozwoju owocnikéw i wysypu zarodnikéw podstawkowych grzybéw nadrzewnych, okazat
si¢ niekorzystny dla ich rozwoju. Wstrzymywaly go cieple i suche dni. Zima
to standardowo okres niskich temperatur, w ktérym grzyby nadrzewne wstrzymuja
produkcje mejospor. Zima 2015/2016 wyjatkowo warunki pogodowe szybko zmieniaty sig.
Ze wzgledu na wysokie temperatury powietrza, czgsto siggajace kilku stopni Celsjusza
oraz do$¢ obfite i czgste opady, grzyby miaty odpowiednie warunki do rozwoju
i tworzenia struktur generatywnych. Jednoczesnie, pojawiajace si¢ sporadycznie niskie
temperatury i krétkotrwate opady $niegu zmuszaly grzyby do szybkiego wzrostu
owocnikéw. Wskazywaly na to ich nietypowe formy (np. u Daedaleopsis confragosa),
czgsto ograniczone do niemal samego hymenoforu. Obserwacje mikroskopowe wykazaty,
ze zarodniki podstawkowe produkowane byty w tych zimowych owocnikach w bardzo
matej liczbie, co wskazuje na duze wahania czynnikéw Srodowiskowych, ale i na strategig
zyciowa tych gatunkéw. Grzyby nadrzewne, u ktérych dominuje rozmnazanie
generatywne, sa genialnymi generalistami przystosowujacymi si¢ do zmiennych warunkéw

Srodowiska zimy, wykorzystujacymi kazda, ‘okazjg’ do rozprzestrzeniania sig.
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Pniaki pozostate w lesie po $cigciu drzew sg cennym substratem pokarmowym dla
wielu saprotroficznych mikroorganizméw zaangazowanych w dekompozycj¢ materii
organicznej. Rozktad drewna jest wynikiem dziatania wielu czynnikéw m.in. temperatury,
wilgotnosdci, aktywno$ci mikroorganizméw, jednak najistotniejszy wpltyw na tempo
rozktadu drewna ma kolonizacja drewna przez grzyby. Drewno zawiera 45-50% celulozy.
Celuloza w warunkach tlenowych rozktadana jest przez wiele gatunkéw grzybéw oraz
bakterie celulolityczne z wytworzeniem wody i dwutlenku wggla. Drewno poza celuloza
zawiera inne substancje polisacharydowe, do ktérych naleza hemicelulozy. Stanowia one
okoto 20% masy drewna. Lignina jest do§¢ odporna na atak mikroorganizméw, lecz
ostatecznie réwniez ulega rozkladowi. Enzymy lignolityczne sa syntetyzowane
w metabolizmie wtérnym. Podczas poczatkowej fazy wzrostu grzyba rozktad lignin nie
zachodzi. Dopiero po wyczerpaniu si¢ tatwo dostgpnych zrédet pojawiaja si¢ jednocze$nie:
wytwarzanie peroksydaz i alkoholu weratrylowego oraz aktywno$¢ lignolityczna. Ligniny
sq fenolowymi polimerami $ciany komoérkowej i tworza druga najbardziej powszechna
grupg, po celulozie, stanowiac prawie 30% wegla organicznego w biomasie roslinne;j.

W niniejszej pracy do analizy pobrano materiat z pniakéw w wieku 5, 10, 15, 20,
25 lat, znajdujacych si¢ w drzewostanach na siedlisku boru $wiezego i lasu §wiezego.
Prébe kontrolng stanowit materiat pobrany ze $wiezych pniakow. Metodami chemicznymi
okreslono zawarto$¢: celulozy, ligniny, holocelulozy i hemiceluloz. Zawarto$¢ celulozy,
holocelulozy oraz hemiceluloz malata wraz z wiekiem pniaka, natomiast zawarto$¢ ligniny
relatywnie rosta. Degradacja celulozy i holocelulozy nastgpowata szybciej na zyZniejszym

siedlisku. Zyzno$é siedliska nie miata wptywu na tempo dekompozycji hemiceluloz.

50



BioOpen

STRESZCZENIA

Sesja
Biologia molekularna

51



Biologia molekularna Go$¢ specjalny

MOLEKULARNE PODSTAWY LEKOOPORNOSCI PRATKOW GRUZLICY —

DLACZEGO POTRZEBUJEMY NOWYCH LEKOW

Prof. dr hab. Jarostaw Dziadek i wsp.
Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk

WHO szacuje, ze okoto 650 ty$. z 12 mln. (5.4%) zarejestrowanych przypadkéw
gruzlicy w 2010 roku na $wiecie wywotanych bylo przez szczepy wielolekooporne
(MDR). Wspétczesnie stosowane, standardowe leczenie gruzlicy, sktada si¢ z dwéch faz:
fazy intensywnego leczenia przeciwpratkowego, trwajacej 2 miesiace, w ktdrej stosowane
sa jednoczes$nie cztery leki i fazy leczenia podtrzymujacego, trwajacej 4 miesiace
z zastosowaniem dwodch lekow. Leczenie gruzlicy wywotanej przez szczepy MDR opiera
si¢ na zastosowaniu lekéw drugiej linii, czgsto mniej skutecznych, gorzej tolerowanych
i wielokrotnie drozszych od tych stosowanych w leczeniu standardowym, a wyniki
leczenia sa kilkadziesiat razy gorsze z wysokim wspétczynnikiem $miertelnosci (50-80%)
w ciagu 4 miesigcy od diagnozy i z dwukrotnie wigkszym ryzykiem nawrotu choroby po
zakonczonej kuracji w poréwnaniu z leczeniem gruzlicy lekowrazliwej. Jeszcze wigkszy
problem stanowi gruzlica wywotana przez szczepy charakteryzujace si¢ rozszerzona
oporno$ciag na leki (XDR). Szczepy te sa oporne na izoniazyd i rifampicyng oraz
fluorochinolony i co najmniej jeden z trzech lekéw drugiej linii (kapreomycyna,
kanamycyna lub amikacyna). WHO szacuje, ze stanowia one okoto 7% szczepéw MDR,
a gruzlica przez nie wywotywana jest praktycznie nieuleczalna.

Mykobakterie sa naturalnie oporne na wiele antybiotykéw, co spowodowane jest
wysoka hydrofobowoscia s$ciany komoérkowej, dziatajacej jako skuteczna bariera
przepuszczalnodci. Pratki moga nabywaé oporno$¢ poprzez mutacje pojawiajace sig
w genach chromosomalnych na skutek nieodpowiedniej terapii, niewlasciwego
przyjmowania lekéw, zaniedban, ztego dawkowania czy stabego wchianiania lekéw.
Punktowe mutacje i/lub delecje zwiazane 2z lekoopornoscia pratkéw zostaty
zidentyfikowane dla wszystkich lekéw pierwszej linii. Oporno$¢ pratkéw na leki
generowana jest przez akumulacje mutacji w genach kodujacych miejsca docelowe dla
stosowanych lekow oraz mutacji w genach kodujacych enzymy aktywujace leki. Opornosé
wielolekowa to suma mutacji odpowiedzialnych za oporno$¢ na poszczegélne
tuberkulostatyki. W organizmie gospodarza pratki utrzymuja si¢ przez lata w stanie latencji
co objawia sig¢ migdzy innymi fenotypowa opornos$cia na niektore tuberkulostatyki.

Podczas wyktadu dyskutowane begdzie molekularne podtoze wielolekooporno$ci
pratkéw gruzlicy znajdujacych si¢ w fazie aktywnego wzrostu oraz w formie utajonej oraz
poszukiwania nowych tuberkulostatykow i nowych miejsc docelowych dla lekéw

przeciwgruzliczych.

52



Biologia molekularna Prezentacja ustna

(P)PPNPP — NIETYPOWE NUKLEOTYDY I ICH HYDROLIZA

Matgorzata Bohdanowicz', Katarzyna Potrykus

Uniwersytet Gdanski, Katedra Biologii Molekularnej, ul. Wita Stwosza 59, 80-308 Gdarisk

email autora do korespondencji': malgorzata.bohdanowicz@phdstud.ug.edu.pl

Podstawowymi elementami budujacymi kwasy nukleinowe (DNA i RNA) kazdego
organizmu s nukleotydy. Oprécz podstawowych trifosforanéw nukleozydéw obecnych
w komorce znane sa réwniez tetra- i pentafosforany nukleozydéw, takie jak: 5°-difosforan-
3’-difosforan guanozyny (ppGpp) i 5’-trifosforan-3’-difosforan guanozyny (pppGpp),
wspolnie nazywane (p)ppGpp. Oba te nietypowe nukleotydy sa uwazane za alarmony
bakteryjnej odpowiedzi $cistej.

Obecne w komorce bakteryjnej enzymy: RelA i SpoT lub RSH przeprowadzaja
specyficzng fosforylacj¢ GDP lub GTP z udziatem ATP i syntetyzuja odpowiednio ppGpp
i pppGpp. Enzymy SpoT oraz RSH poprzez degradacje (p)ppGpp reguluja jego poziom
w komorce. Hydroliza alarmonéw ma ogromne znaczenie dla komoérki bakterii, gdyz
pozwala na efektywne przestawienie ich metabolizmu, tak by jak najlepiej wykorzystac
nowe zasoby $rodowiska.

W  ostatnich latach wielkim przetomem bylo odkrycie w organizmach
wielokomérkowych takich jak czlowiek, enzymu degradujacego (p)ppGpp — Mesh-1.
Biatko to jest ortologiem bakteryjnego biatka SpoT i posiada jedynie aktywno$¢ hydrolazy
(p)ppGpp.

Niektére bakterie, takie jak Methylobacterium extorquens AM1 i Methylobacterium
extorquens DM4 zawieraja homologi biatka Mesh-1. Poréwnano aktywnos¢ hydrolityczna
tych biatek wzgledem (p)ppApp i (p)ppGpp z aktywnoscia homologéw wystgpujacych
w organizmach wielokomérkowych. Badania sugeruja, ze enzymy typu Mesh-1
pochodzenia bakteryjnego sa specyficzne wzglgdem jednego rodzaju nietypowego

nukleotydu i r6znia si¢ kinetyka ich dziatania.
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WYKORZYSTANIE METODY FLOTACJI W BADANIU ODDZIALYWAN KWASU

FOSFATYDOWEGO Z BIALKAMI NA PRZYKLADZIE SYNDAPINY

Magda Chmielewska”, Jolanta Zegarlinska, Aleksander F. Sikorski, Aleksander Czogalla
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Kwas fosfatydowy (PA) jest najprostszym di-acylo glicerofosfolipidem. Ilosciowo,
w btonie komoérkowej, nie przekracza kilku procent molowych, co czyni go jednym
z najmniej rozpowszechnionych fosfolipidéw. Jednakze, kwas fosfatydowy posiada
niepodwazalny wplyw na wiele proceséw komorkowych, poniewaz jest centralnym
punktem w wielu szlakach sygnatowych. Jest partnerem molekularnym wielu biatek,
do ktérych migdzy innymi nalezy syndapina - przedmiot badan. Mechanizm interakcji
pomigdzy kwasem fosfatydowym, a jego partnerami nie jest jeszcze catkowicie poznany.
Ponadto, istnieja przestanki §wiadczace o wptywie cholesterolu w bliskim sasiedztwie, na
indukcjg¢ oddziatywania biatko-PA.

W proponowanym referacie zostanie zaprezentowana metoda oceny wplywu
obecno$ci cholesterolu na oddzialywanie syndapiny z kwasem fosfatydowym.
Wykorzystana technika flotacji opiera si¢ na wirowaniu w gradiencie ggstosci mieszaniny
biatka z liposomami, spetniajacych rol¢ modelu dwuwarstwy lipidowej. Eksperyment
zostal przeprowadzony na réznych mieszankach liposomowych, zawierajacych lipidy,
ktére wykazywaty lub nie wykazywaty wlasciwosci wiazace z badanym biatkiem oraz na
mieszankach z cholesterolem. Dodatkowo, zostanie zaprezentowana optymalizacja

przedstawionej metody.

Praca naukowa finansowana w ramach programu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego pod nazwq
o Iuventus Plus” w latach 2015 — 2016 nr projektu IP2014 007373.

54



Biologia molekularna Prezentacja ustna

WPLYW HIPERGLIKEMII NA EKSPRESJE P53 1 ZMIANY MORFOLOGICZNE
W PROCESIE ROZNICOWANIA I DOJRZEWANIA

LUDZKICH ADIPOCYTOW WISCERALNYCH
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Uwaza sig, ze wisceralna tkanka tluszczowa odgrywa duza rolg¢ w powstawaniu
otylosci brzusznej i rozwoju chor6b metabolicznych, w tym cukrzycy typu 2 (T2DM).
Najnowsze badania wykazaty, Ze czynnik transkrypcyjny p53 odgrywa istotna rolg
w rozwoju otylosci i cukrzycy poprzez regulacj¢ ekspresji genéw zaangazowanych
w metabolizm, proces zapalny, kontrolg cyklu komérkowego i apoptozg.

Celem pracy byto okreslenie wptywu hiperglikemii na ekspresj¢ pS53 i zmiany
morfologiczne w ludzkich adipocytach wisceralnych (HPA-v) hodowanych w warunkach
hiper- i normoglikemii.

Hodowla komoérek w hiper- i normoglikemii prowadzona byta w trzech etapach:
(I) preadipocyty — 5 dni, (II) réZnicowanie — 12 dni, (III) dojrzate adipocyty — 6 dni. Do
oceny zmian morfologicznych wykorzystano mikroskopi¢ fluorescencyjna (BODIPY
505/515). Poziom ekspresji p53 oceniano metoda Real-time PCR.

Poziom ekspresji p53 zwigkszyl si¢ w adipocytach hodowanych w warunkach
hiperglikemii wzglgdem normoglikemii. W warunkach hiperglikemii zaobserwowano
réwniez nasilenie i przyspieszenie réznicowania 1 dojrzewania preadipocytéw
wisceralnych (wzrost liczby i zwigkszenie rozmiaru kropel ttuszczu).

Uzyskane wyniki sugeruja asocjacjg¢ przewleklej hiperglikemii (T2DM) z otyloscia

iz poziomem p53.
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WPLYW EKSPRESJI KONEKSYNY 43 W LUDZKICH KOMORKACH MIOGENNYCH

NA POZIOM ZJAWISK ARYTMOGENNYCH MODELU SZCZURA POZAWALOWEGO

Anna Rugowskali Bartosz Wiernicki', Tomasz Kolanowski', Agnieszka Zimna, Natalia
Rozwadowska', Michat chzewskiz, Urszula Mackiewicz?, Wojciech Laqu?, Tomasz Trzeciak’,
Jacek Kaczmarczyk®, Maciej Kurpisz'

1) Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 32,60-479 Poznan
2) Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, ul. Marymoncka 99/103, 01-813 Warszawa

3) Klinika Ortopedii i Traumatologii, Ortopedyczno — Rehabilitacyjny Szpital Kliniczny im. W. Degi UM
w Poznaniu, ul. 28 Czerwca 1956r. nr 135/14, 61-545 Poznan

. L
email autora do korespondencji : rugowska@man.pzonan.pl

Zawal mig$nia sercowego (ang. myocardial infarction) jest jedna z postaci choroby
uktadu sercowo-naczyniowego i stanowi najczgstsza przyczyng $mierci w krajach wysoko
rozwinigtych. Niedokrwienie powstale na skutek niedroznosci tgtnicy wiefcowej
doprowadzajacej krew do jego obszaréw jest przyczyna zawatu serca. Po zawale obumarte
kardiomiocyty zastgpowane sa przez komoérki tkanki tacznej oraz tkankg widknista,
co powoduje usztywnienie $ciany lewej komory serca i pogorszenie jego funkcji.

Nadzieje na efektywne leczenie uszkodzonego miokardium oferuja nowe terapie na
bazie komdrek macierzystych. W medycynie regeneracyjnej wykorzystywane sa m.in.
mioblasty, bgdace prekursorami komorek pochodzenia miogennego. Posiadaja one wiele
zalet, jednak giéwnym problemem zwigzanym z ich zastosowaniem w regeneracji
nieodwracalnie  uszkodzonego miokardium jest ich niepelna  synchronizacja
elektrofizjologiczna jak i strukturalna z kardiomiocytami biorczymi.

Celem projektu byla ocena wplywu przeprowadzonej modyfikacji genetycznej
mioblastéw genem GJAI odpowiedzialnym za powstanie potaczen typu szczelinowego na
arytmogenno$¢ mioblastéw w kontek$cie ich roli regeneracyjnej wobec pozawatowego
mig$nia sercowego w modelu szczura Wistar.

W celu weryfikacji eliminacji pro-arytmogennych wtasciwosci ludzkich mioblastéw
wykazujacych nadekspresje koneksyny 43. u szczura zostat wywotany zawal migsnia
sercowego. Po zabiegu zwierzgta wyosobniono w trzech grupach: (i) grupg kontrolna
z podanymi natywnymi mioblastami, (ii) grupg kontrolng z podanym 0,9% roztworem
NaCl, (iii) grupg po interwencji mioblastami z badanym genem. Wszczepiono podskérnie
szczurom nadajniki telemetryczne, ktére pozwolily na stala obserwacjq¢ pracy serca
poprzez badanie EKG i tym samym na identyfikacj¢ dodatkowych pobudzen wtérnych
typu komorowego w mig$niu sercowym.

Analiza wynikéw wykazata, ze zastosowana modyfikacja genetyczna mioblastow
- z nadekspresja biatka koneksyny 43, pomniejszyta zjawisko wystgpowania dodatkowych

pobudzen serca w poréwnaniu ze szczurami z grupy kontrolnej (po zawale).
Finansowanie GRANT PRELUDIUM nr: 2012/07/N/NZ4/02117.
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OCENA EKSPRESJI GENU KODUJACEGO OSTEOKALCYNE W ADSC

ROZNICOWANYCH W KIERUNKU KOMOREK TKANKI KOSTNEJ
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Komorki macierzyste (SC, ang. stem cells) sa to komodrki posiadajace zdolnosé
nieograniczonych podziatéw. Komorki macierzyste pochodzace z tkanki tluszczowej
(ADSC ang. Adipose derived stem cells) dzigki swoim wiasciwosciom, tj. zdolnosci
réznicowania w kierunku komoérek mezodermy (adipocyty, chondrocyty i osteocyty),
wiaza si¢ z wielkimi nadziejami w medycynie regeneracyjnej. Komoérki macierzyste
r6znicowane W osteocyty moga zosta¢ wykorzystane w regeneracji uszkodzen kosci
powstajacych w wyniku urazéw mechanicznych, przerzutéw oraz trudno gojacych sig
ztaman u oséb z obnizonym potencjalem regeneracyjnym ze wzgledu na wiek, migdzy
innymi u kobiet w okresie menopauzalnym lub 0séb z chorobami metabolicznymi.

Genem aktywowanym na wczesnym etapie rdéznicowania si¢ komorek
macierzystych w kierunku tkanki kostnej jest BGLAP kodujacy osteokalcyng.
Osteokalcyna (OC) jest jednym z gtéwnych markeréw obrotu kostnego. Produkowana
przez osteoblasty wystepuje tylko w tkance kostnej i zg¢binie. Synteza osteokalcyny zalezna
jest od witaminy K, ktéra niezbgdna jest do karboksylacji reszt N-glutaminowych do
karboksyglutaminianéw. Uwazana jest za marker ko$ciotworzenia.

W doswiadczeniu wykorzystano ludzkie mezenchymalne komdrki macierzyste
pochodzace z tkanki tluszczowej (ADSC, ang. Adipose-Derived Stem Cells, PT-5000,
Lonza, Szwajcaria). Do réznicowania wykorzystano deksametazon, kwas askorbinow
i P-glicerolofosforan. Identyfikacja markeréw komoérek tkanki kostnej, moze by¢
przeprowadzana z wykorzystaniem techniki ilo$ciowej reakcji tancuchowej polimerazy
z odwrotna transkrypcja (Q RT-PCR, ang. Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase
Chain Reaction). Przy uzyciu techniki Q RT-PCR analizowany moze by¢ zaréwno poziom

ekspresji mRNA charakterystycznych markerow.
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ROLA METYLOTRANSFERAZY HISTONOW G9A W REGULACJI CYKLU

KOMORKOWEGO SRODBLONKA MIKROWASKULARNEGO HMEC-1
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Metylotransferaza histonéw G9a, bedaca katalizatorem metylacji lizyny 9 i 27
histonu 3 (H3K9mel/me2, H3K27mel/me2), jest znana przede wszystkim jako represor
transkrypcji wielu genéw. Dzigki temu odgrywa kluczowa rolg¢ w regulacji metabolizmu
i funkcjonowaniu organizmu, poczawszy od etapu embriogenezy. Analizy spektrum
substratowego G9a wskazuja, iz biatko to nie ogranicza sig jedynie do metylacji histonéw,
a swym dziataniem obejmuje takze p53, CDYLI czy reptyng [Kim i wsp., 2015; NAR
43(7):3509-23; Shankar i wsp., 2013; Epigenetics 8(1):16-22].

Jakkolwiek wptyw metylotransferazy G9a na proliferacj¢ i réznicowanie komoérek
zostal wykazany [Zhang i wsp., 2014; Oncotarget: 6(5): 1900-19], ciagle istnieje szereg
niewiadomych, bgdacych przedmiotem prezentowanych badan, w zakresie molekularnego
mechanizmu regulacji podzialu komérki, warunkowanego aktywnoscia G9a. Jako model
badawczy wykorzystano komérki srédbtonka mikrowaskularnego, HMEC-1 (ang. Human
Microvascular Endothelial Cells-1). Badania przeprowadzone z uzyciem inhibitoréw G9a:
BIX-01294 i chaetocyny, wykazaly iz zahamowanie aktywno$ci G9a prowadzi do
zablokowania cyklu komérkowego w fazie G,/G;, na poziomie mRNA objawiajace si¢
wzrostem ekspresji p21 i Rb. Wyniki tych badan potwierdzono na HMEC-1 z wyciszona,
dziataniem shRNA, ekspresja G9a. Immunocytochemiczna analiza aktywnosci kinazy
serynowo-treoninowej (Chk1) pokazata obecnos¢ aktywnej, ufosforylowanej formy (Chkl
p-S317) na terenie jadra komérkowego, wskazujac, iz zablokowanie cyklu komérkowego,
GY9a-zalezne, odbywa si¢ za posrednictwem ww. kinazy. Z biochemicznego punktu
widzenia, stwierdzono réwniez nie pozostajace bez znaczenia na intensywno$¢ proliferacji,
zmiany w parametrach homeostazy redoks, mi.in obnizenie produkcji RFT, wzrost
calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej komorki, jak i ekspresji katalazy, dysmutazy

ponadtlenkowe;j.

Prezentowane badania zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki i Szkolnictwa WyZiszego
w ramach projektu Juventus Plus IP2012 039072.
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MARKERY EPIGENETYCZNE W DIAGNOSTYCE ONKOLOGICZNEJ
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Choroby nowotworowe sa obecnie drugg przyczyna zgonéw na $wiecie tuz po
chorobach uktadu krazenia. Raporty Swiatowej Organizacji Zdrowia zwracaja uwage na
systematyczny wzrost nowych przypadkéw zachorowan i szacuja, ze w 2035 roku
u 25 milionéw os6b na $wiecie zostanie zdiagnozowany nowotwor. Te niepokojace dane
sktaniaja badaczy do poszukiwania nowych metod wczesnego wykrywania choréb
nowotworowych oraz udoskonalania metod juz istniejacych.

Modyfikacje epigenetyczne odpowiedzialne sa za modulacj¢ ekspresji genéw bez
ingerencji w sekwencj¢ nukleotydowa. Obserwowane zmiany aktywnosci transkrypcyjnej
gendéw w nowotworowo zmienionych tkankach w poréwnaniu do tkanki prawidtowe;j,
bardzo czgsto sa wynikiem metylacji DNA w obrgbie sekwencji promotorowych tych
genéw. Modyfikacja ta poprzez przylaczenie grup metylowych do cytozyn wysp CpG
skutkuje wyciszeniem aktywno$ci transkrypcyjnej genu, co w przypadku genéw
supresorowych objawia si¢ zaburzeniami cyklu komérkowego, nadmierna proliferacja
i destabilizacja proceséw naprawczych.

Ocena profilu metylacji genéw markerowych pozwala na rozréznienie typow
i podtypéw nowotworéw, a takze umozliwia ich wczesng diagnozg, gdyz zmiany we
wzorze metylacji mozliwe sa do wykrycia duzo wcze$niej niz pierwsze zmiany
patologiczne w obrgbie tkanek. Dalsze badania nad modyfikacjami epigenetycznymi
w nowotworach pozwola na wyselekcjonowanie nowych, specyficznych markeréw,
a takze umozliwia lepsze poznanie i zrozumienie mechanizméw indukcji i progresji
nowotworéw, co moze réwniez przyczyni¢ si¢ do rozwoju medycyny spersonalizowane;j.
Dzigki temu mozliwe bgdzie zastosowanie u pacjenta optymalnego leczenia na podstawie
indywidualnej charakterystyki molekularnej, a takze profilaktyki w przypadku, gdy
ujawnione zostang sktonno$ci do zapadania na niektdre choroby, jeszcze zanim pojawia sig

symptomy.
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Magdalena Antczak'*", Renata Plocifiska', Jarostaw Dziadek'

1) Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk, Laboratorium Genetyki i Fizjologii Mycobacterium,
ul. Lodowa 106, 93-232 Lodz

2) Uniwersytet Eédzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, ul. Banacha 12/16, 90-237 Eéd

email autora do korespondencji": mantczak@cbm.pan.pl

Mpycobacterium tuberculosis jest czynnikiem etiologicznym gruzlicy, niebezpiecznej
choroby zakaznej, ktéra kazdego roku na calym S$wiecie jest przyczyna okoto dwéch
milionéw zgonéw. Mala efektywno$¢ klasycznej terapii gruzlicy oraz narastajaca
lekooporno$¢ pratkow sktania zatem do opracowania nowych schematéw leczenia, badz
rozszerzenia tych stosowanych obecnie. Wiadomo, ze w przystosowaniu patogenu do
réznorodnych warunkéw $rodowiska biora udziat dwuskltadnikowe systemy transdukcji
sygnatu. Jednym z bialek uczestniczacych w takim przekazywaniu sygnatu jest produkt
genu rv0260c, ktéry moze stanowi¢ potencjalna ,.tarcz¢” dla nowych lekéw.

Aby zbada¢ czy obecno$¢ genu rv0260c ma wplyw na tempo wzrostu oraz
przezywalno$¢ pratkow gruzlicy, na podstawie protokotu Parish i Stoker (2000)
skonstruowany zostal mutant pozbawiony funkcjonalnej wersji genu. Analiza mutanta,
jak 1 szczepu dzikiego M. tuberculosis (H37Rv) byla prowadzona poprzez hodowle
badanych szczepéw w podtozu 7H9/OADC oraz w podtozu z dodatkiem DATA-NO
zapewniajacym obecno$¢ reaktywnych form azotu. Tempo wzrostu bakterii oceniono
poprzez pomiar ggstosci optycznej przy dtugosci fali 600 nm natomiast przezywalnosc
szczepow okreslono technika CFU (colony forming unit). Mutant Arv0260c wykazat nieco
stabsze tempo wzrostu oraz nizsza przezywalno$¢ w stosunku do szczepu H37Rv zaréwno

w podiozu 7H9/OADC jak réwniez w hodowli zawierajacej reaktywne formy azotu.
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Rzeski to zachowane w toku ewolucji organella petniace zar6wno funkcje
sensoryczne jak i ruchowe. Zasadniczo wyr6znia si¢ dwa typy rzgsek: nieruchome rzeski
pierwotne, funkcjonujace jako anteny odbierajace sygnaty ze $rodowiska i przekazujace je
do wngtrza komoérki oraz rzgski ruchome umozliwiajace poruszania si¢ pojedynczych
komorek lub przesuwanie si¢ drobin wzdtuz powierzchni orzgsionych komoérek nabtonka
wyscielajacego np. drogi oddechowe. Szkielet rzgsek zbudowany jest z 9 par mikrotubul
obwodowych oraz, w rzg¢skach ruchomych dodatkowo z pary mikrotubul centralnych oraz
makrokomplekséw rozmieszczonych periodycznie wzdhuz mikrotubul, takich jak ramiona
dyneinowe, szprychy promieniste lub pofaczenia neksynowe. Brak lub dysfunkcja rzgsek
ruchomych powoduje pierwotna dyskinezg rzgsek objawiajaca si¢ chronicznymi
chorobami gérnych drég oddechowych, bezptodnoscia mezczyzn i kobiet oraz
odwréceniem trzewi (situs inversus). W oparciu o analizy genomowe i proteomiczne
szacuje sig, ze rzgski zbudowane sa z okoto 600-800 biatek, przy czym funkcja wigkszosci
z nich nie jest znana lub w pelni poznana.

Nasze badania wykazaly, Ze biatko CCDC113p (ang. coiled-coil domain
containing) jest nowym Dbiatkiem rzgskowym, niezbednym do prawidtowego
funkcjonowania rzgsek. Biatko CCDC113p jest zachowane w toku ewolucji od
pierwotniakéw do czlowieka. W komérkach modelowego organizmu, orzgska
Tetrahymena thermophila, biatkko CCDC113 poddane ekspresji jako biatko fuzyjne
z dofaczona na koncu karboksylowym etykietka HA (CCDC113p-HA) lokalizuje sig
w rzgskach. W poréwnaniu z komérkami szczepu dzikiego, mutanty Tetrahymena
z usunigtym genem kodujacym biatko CCDC113p, ptywaja znacznie wolniej niz komérki
szczepu dzikiego, maja zmienione trajektorie ruchu oraz wzor bicia rzgsek. Badania
immunofluorescensyjne wykazaty, ze liczba i dtugo$¢ rzesek w komoérkach mutantéw
pozbawionych biatka CCDC113p i komérkach kontrolnych jest podobna. Réwniez tempo
regeneracji rzgsek jest zblizone. Podsumowujac, zebrane dane sugeruja, ze biatko

CCDC113 jest zaangazowane w regulacj¢ ruchu rzgsek u orzgska Tetrahymena.
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Geneza i ewolucja choréb negkajacych ludzko$¢ od poczatkéw jej historii zawsze
byly przedmiotem zainteresowania badaczy reprezentujacych zar6wno nauki biologiczne
(antropologia, medycyna, mikrobiologia) jak i humanistyczne (historia, archeologia).
Szczegblng uwage poswigca sig¢ obecnie chorobom zakaznym, ktére wraz z rozwojem
cywilizacji i wzrostem demograficznym dziesiatkowaly populacje ludzkie przyjmujac
formy epidemii i pandemii, bedac w przesztosci silnym czynnikiem selekcyjnym.
Tradycyjnie ocena stanu biologicznego dawnych populacji opiera si¢ na analizie
antropologicznej i paleopatologicznej szkieletéw ludzkich, dajacych obraz wystgpowania
schorzen (zmiany chorobowe szkieletu) oraz ich potencjalnego wpltywu na populacjg
(mierniki i struktura wymieralnoéci). Rozwdj technik biologii molekularnej w ostatnim
trzydziestoleciu, poczawszy od reakcji PCR, do sekwencjonowania nowej generacji (NGS)
pozwala nie tylko na walidacj¢ danych antropologicznych i historycznych, ale takze
otwiera nowe perspektywy detekcji choréb genetycznych nie dajacych zmian w uktadzie
kostnym, wyjasniania proceséw wymieralnoéci w dawnych populacjach ludzkich, a takze
odtwarzania procesu koewolucji patogen-gospodarz.

Niniejsza praca ma na celu przedstawienie problematyki pracy z materialem
kopalnym oraz podsumowanie najbardziej popularnych technik z zakresu biologii
molekularnej stosowanych do oceny kondycji biologicznej wybranych populacji
pradziejowych na przykladzie osobnika reprezentujacego jedna z neolitycznych kultur

grupy brzesko-kujawskiej.
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WPLYW KOMBINACJI WP 631 1 EPOTILONU B

NA CYKL KOMORKOWY KOMOREK RAKA PIERSI
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Nowotwdr piersi jest najczesciej wystepujaca wérod kobiet choroba nowotworowa. Z tego
wzgledu weiaz poszukuje si¢ nowych rozwiazan terapeutycznych, cechujacych sig¢ wigksza
efektywnoscia i mniejsza toksycznosécia ogélna niz te obecnie stosowane. Obiecujaca wydaje sig
kombinacja dwdch nowych zwiazkéw: WP 631 i epotilonu B (Epo B).

Metody: Przeanalizowano wpltyw powyzszych zwiazkéw na przebieg cyklu komérkowego.
Poréwnywano rozktad faz cyklu po dziataniu pojedynczych zwiazkéw i podanych tacznie. Liczbg
komorek w poszczegdlnych fazach cyklu szacowano na podstawie zawartosci DNA, przy
wykorzystaniu cytometru przeptywowego.

Wyniki: Zaobserwowano ze Epo B (10 nM) powodowat wzrost liczby komérek w fazie
G2/M. Kombinacja zwiazkéw (Epo B + WP 631; 5 nM + 5 nM) takze prowadzita do zatrzymania
cyklu komérkowego, niemniej jednak odsetek komérek znajdujacych sig w fazie G2/M byl nizszy
niz w przypadku dziatania Epo B. Po dziataniu kombinacji odnotowano takze wyrazny wzrost puli
komérek w fazie sub-Gl. WP 631 (10 nM) nie wywotywal zmian w przebiegu cyklu
komoérkowego. Dodatkowych danych dostarczyly eksperymenty z wykorzystaniem inhibitoréw
biatek zaangazowanych w regulacje¢ cyklu komérkowego. Zahamowanie aktywnosci EpCAM
i HMGBI1 odpowiednio przez DAPT imetforming nie wptywato na dziatanie Zadnego
z zastosowanych zwiazkéw. Natomiast preinkubacja z alsterpaullone, inhibitorem kompleksu
CDKl/cyklina B, a nastgpnie wlasciwa inkubacja z Epo B prowadzita do znaczacego spadku
odsetka komoérek w fazie G2/M. Obserwacji tej nie potwierdzono dla kombinacji zwiazkow.

Whioski: Epo B zatrzymuje cykl komérkowy w komérkach MCF-7. Zahamowanie
kompleksu CDKl1/cyklina B zmniejsza aktywnos¢ Epo B, co $wiadczy o tym, ze oddziatuje on
poprzez ten kompleks biatkowy. Pod wplywem dziatania kombinacji zwiazkéw komoérki
wychodza z bloku G2/M (tzw. mitotic slippage). Jest to cenna obserwacja, gdyz o ile zatrzymanie
cyklu komérkowego w fazie G2/M w komérkach traktowanych Epo B moze zosta¢ cofnigte po
naprawie uszkodzen DNA, to apoptoza wystgpujaca po wyjsciu komérek z bloku G2/M, co
odnotowano po podaniu kombinacji zwiazkéw, jest nieodwracalna. To moze wyjasnia¢ dlaczego
kombinacja WP 631 + Epo B wykazuje silniejsze dzialanie w komorkach raka piersi,

w poréwnaniu do zwigzkéw stosowanych osobno.
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O-GlcNAcylacja  jest  powszechna  modyfikacja  bialek  jadrowych
i cytoplazmatycznych, polegajaca na przylaczeniu pojedynczych reszt B-N-acetylo-
D-glukozaminy do reszt seryny lub treoniny polipeptydu wigzaniem O-glikozydowym
(O-GIcNAc). Enzymem odpowiedzialnym za katalityczne przytaczenie reszt O-GlcNAc
jest  B-N-acetyloglukozaminylotransferaza (O-GIcNAc transferaza, OGT). Proces
O-GlcNAcylacji zachodzacy w cytozolu jest istotny z punktu widzenia transmisji sygnatu
komoérkowego, natomiast przytaczanie reszt O-GlcNAc na terenie jadra komérkowego
wplywa na proces transkrypcji.

W nowotworzeniu piersi obserwuje si¢ czgsto zaburzenia w ekspresji receptorow
hormonéw steroidowych ERa (receptor estrogenowy) i AR (receptor androgenowy),
a takze innych receptoréw, tj. EGFR (receptor naskérkowego czynnika wzrostu) i HER2
(receptor naskérkowego czynnika wzrostu). Wyniki szeregu badan sugeruja, ze OGT przez
regulacj¢ ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych moze wptywaé na poziom ekspresji
r6znych biatek. Interesujace dla nas byto to, czy wyciszenie genu OGT moze mie¢ wptyw
na ekspresj¢ wyzej wymienionych receptorow. W zwiazku z tym celem naszych badan
byla ocena wplywu obnizonej ekspresji genu kodujacego O-GIcNAc transferazg
w komorkach raka piersi linii MCF-7 na ekspresj¢ genow ESRI (ERa), AR, EGFR oraz
HER?. Ekspresj¢ badanych genéw analizowano na poziomie mRNA technika Real Time
PCR z uzyciem sond fluorescencyjnych TagMan®. Przeprowadzone badania wykazaty
wzrost ekspresji gendw ESRI i AR po wyciszeniu ekspresji genu OG7T, natomiast
w przypadku gendw EGFR i HER2 stwierdzono spadek ich ekspresji. Uzyskane wyniki

sugeruja, ze OGT moze odgrywac wazna role¢ w transformacji nowotworowej piersi.
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Tetrabromobisfenol A (TBBPA) to zwiazek nalezacy do grupy uniepalniajacych
zwiazk6w na bazie bromu. W$rdd nich stosowany jest na najwigksza skalg w celu
zwigkszenia ognioodpornosci materiatéw polimerowych lub zmodyfikowania ich
zachowania w plomieniu.Oszacowano, ze roczna produkcja tego zwiazku w 2004 roku
osiagneta warto$¢ okoto 170 tysigcy ton. TBBPA znalazt zastosowanie giownie przy
produkcji zywic epoksydowych i tworzyw poliwgglanowych wykorzystywanych w wielu
galeziach przemystu takich jak elektrotechnika, elektronika, budownictwo,
telekomunikacja, transport i inne. Powszechne zastosowanie, zanieczyszczenie Srodowiska
i zywnosci oraz czgsty kontakt z materiatami wykonanymi z tworzyw poliwgglanowych
i zywic epoksydowych spowodowat narazenie populacji ludzkiej na TBBPA. Istnieja
przypuszczenia, ze zwiazek ten moze charakteryzowaé sig potencjalnie niekorzystnym
dziataniem w stosunku do zwierzat jak i ludzi jednak brak jednoznacznych danych
mogacych to potwierdzié.

Celem badan byta ocena wptywu TBBPA na stopien hemolizy oraz poziom
methemoglobiny w erytrocytach cztowieka. Erytrocyty inkubowano z badanym zwiazkiem
przez 24 godziny w zakresie stgzeft od 1 do 500 pg/ml oraz przez 48 godzin w stgzeniach
od 0,01do 250 pg/ml.

Zaobserwowano, ze TBBPA wykazuje silne wilasciwosci hemolityczne
i oksydacyjne.Zwiazek ten indukowal hemolizg¢ od st¢zenia 10 pg/ml po 24 i 48h
inkubacji. Stwierdzono, takze utlenienie hemoglobiny od stgzenia 25pg/ml po 24h
inkubacji i Spug/ml po 48h. Obserwuje si¢ wzrost uszkodzen oksydacyjnych wraz ze
wzrostem stgzenia i czasu inkubacji.

Podsumowujac TBBPA wykazuje silne wiasciwosci cytotoksyczne i utleniajace,
nalezy jednak podkresli¢, Ze te zmiany moga wystapi¢ jedynie w wyniku zatrucia ostrego,

a nie narazenia srodowiskowego lub zawodowego.
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5-tio-D-glukoza i 6-tio-$-D-fruktopiranoza sa cyto- i genotoksyczne w komdérkach
raka szyjki macicy (HeLa). Uzyskane dotychczas wyniki wskazuja, ze mechanizm
dziatania badanych tiocukréw zwiazany jest z indukcja stresu oksydacyjnego w komorce.
Poniewaz z indukcja stresu oksydacyjnego powigzane sa zmiany w ekspresji genow,
uznawanych za markery stresu oksydacyjnego, to w celu potwierdzenia oksydacyjnego
mechanizmu dziatania tiocukréw przeanalizowano profil ekspresji tych genéw.

Celem pracy byla ocena zmian w ekspresji genéw kodujacych biatka zwiazane ze
szlakami aktywowanymi w odpowiedzi komérki na stres oksydacyjny oraz
zaangazowanych w metabolizm ROS w komérkach Hel.a w odpowiedzi na tiocukry.
Poréwnano ekspresj¢ genéw SODI1, SOD2, HMOX, GCLM, TXN, NCOA7, FHL2, NQOI,
NOX 4 i NOX5 pomigdzy komoérkami po inkubacji z tiocukrami, a komérkami
kontrolnymi— nie inkubowanymi z badanymi zwiazkami. W tym celu zastosowano metodg
ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem sond Tagman.

Analiza profilu ekspresji genéw zwiazanych z reakcja komdrki na stres
oksydacyjny wykazata, ze w komérkach HelLa po inkubacji z tiocukrami dochodzi do
nadekspresji siedmiu z puli badanych genéw, z wyjatkiem TXN, NCOA7 i NQOI,
w poréwnaniu do ekspresji tych samych genéw w komérkach kontrolnych. Uzyskane
wyniki potwierdzaja hipotezg, ze mechanizm dziatania tiocukréw jest zwiazany z indukcja

stresu oksydacyjnego.
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Mycobacterium tuberculosis jest czynnikiem etiologicznym gruzlicy, choroby, na
ktora co roku umieraja miliony ludzi na calym $wiecie. W ostatnich latach obserwuje sig
intensywny wzrost liczby szczepéw wielolekoopornych, przeciwko ktérym wspéiczesna
medycyna bywa bezradna. Sukces M. tuberculosis jako patogenu zwiazany jest ze
zdolnoscia tych bakterii do adaptacji do r6Znorodnych warunkéw bytowania w organizmie
czlowieka na réznych etapach infekcji, dzigki szybkiej i adekwatnej odpowiedzi na
sygnaty docierajace z otoczenia. Aby szybko i efektywnie przystosowywaé si¢ do
zmieniajacych  si¢  warunkéw  otoczenia komorki mykobakterii  wykorzystuja
dwusktadnikowe systemy regulacyjne (TCSS).

Biatko PdtaS Mycobacterium tuberculosis wchodzi w sktad dwukomponentowego
systemu transdukcji sygnatu. Bialko to pelni rolg¢ sensorowej kinazy zdolnej do
autofosforylacji i przekazania reszty fosforanowej do regulatora odpowiedzi PdtaR. TCSS
PdtaS/PdtaR dziata na poziomie antyterminacji transkrypcji.

Celem prowadzonych badan byto zbadanie udziatu histydynowej kinazy PdtaS
Mycobacterium tuberculosis w regulacji wybranych proceséw metabolicznych
mykobakterii. Cel realizowano poprzez badania fenotypowych zmian zwigzanych ze
zmiang poziomu badanych bialek. W tym celu, z wykorzystaniem protokotu do
rekombinacji homologicznej przygotowano mutanta M. smegmatis defektywnego
w wytwarzaniu biatka PdtaS (ApdtaS), jak rowniez szczep zdolny do nadprodukcji tej
sensorowej kinazy pod kontrola indukowalnego promotora. Wymienione szczepy zostaty
poddane dziataniu réznych czynnikéw $rodowiskowych np: dziataniu reaktywnych form
tlenu (menadione) lub azotu — DETA/NO. Badane szczepy testowano réwniez pod

wzgledem zdolnosci do wytwarzania biofilmu oraz ruchu.
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Fluor (F, fac. Fluorum) jest bardzo aktywnym niemetalem wykorzystywanym
w przemysle (np: do produkcji insektycydow) oraz w profilaktyce i diagnostyce
medycznej. Zwiazki zawierajace fluor wystgpuja powszechnie w przyrodzie (w glebie,
wodzie i powietrzu) oraz w produktach spozywczych. Diugotrwala ekspozycja na ten
pierwiastek moze spowodowac jego nadmierne kumulowanie si¢ w tkankach i uszkodzenie
narzadow.

Celem przedstawionych badan byla analiza  aktywnosci  enzymoéw
antyoksydacyjnych oraz lipooksygenazy w korze, mézdzku i hipokampie szczuréw
poddanych pre- i postnatalnej ekspozycji na fluor. W pracy wykorzystano szczury obu ptci
rasy Wistar. Szczury z grupy badanej otrzymywaty 50 mg/L fluorku sodu (NaF) w wodzie
do pica ad libitum, natomiast szczury z grupy kontrolnej otrzymywaty wodg destylowana.
Po okreslonym okresie ekspozycji, od zabitych zwierzat pobrano korg, hipokamp
i moézdzek, ktére odpowiednio przygotowano do analizy. W badanym materiale oznaczono
aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych: katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej, glutationu,
peroksydazy glutationowej, reduktazy glutationowej oraz stezenie HETE, HODE,
lipoksyny i jej epimeru.

Przeprowadzone analizy wykazaly istotne statystycznie zmiany w aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych oraz lipooksygenazy. Zaobserwowane zmiany S$wiadcza
o niekorzystnym wptywie dlugotrwatej suplmentacji fluorem na procesy wolnorodnikowe
oraz syntezg czasteczek odpowiedzialnych za inicjacjg, progresj¢ i wygaszanie stanu

zapalnego w badanych strukturach mézgu szczura.
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NA KOMORKI RAKA JAJNIKA LINII ES-2
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Z uwagi na budowg chemiczna antracyklin i obecno$¢ w ich czasteczce wielu
potencjalnych miejsc do modyfikacji, zaréwno w aglikonie, jak i w czesci
daunozaminowej, mozliwe jest otrzymanie wielu ich analogéw rézniacych sig
wlasciwosciami zaréwno fizykochemicznymi, jak i biologicznymi.

Celem badan byta ocena cytotoksycznosci pigciu formamidynowych pochodnych
doksorubicyny, otrzymanych droga chemicznych modyfikacji oraz ich zdolnosci do
indukowania apoptozy w komérkach raka jajnika ES-2 (Human Clear Cell Cancer Line).
Rezultaty uzyskane dla analogéw poréwnywano z wynikami otrzymanymi dla
doksorubicyny.

Analiza krzywych przezywalnosci, jak réwniez obliczonych parametréow ICsg
wykazata znacznie wyzsza w poréwnaniu z doksorubicyna aktywno$¢ antyproliferacyjna
trzech sposrdd pigciu badanych analogéw (DOX-F PYR, DOX-F PIP, DOX-F MOR).
Najwyzsza cytotoksycznos$é uzyskano dla pochodnej DOX-F PIP, najnizsza natomiast dla
pochodnej DOX-F HEX. Analiza parametrow transportu analogéw do komérek badane;j
linii nie wykazala istotnych statystycznie réznic migdzy pochodnymi oraz zwiazkiem
macierzystym. Oceny zdolnosci badanych zwiazkéw do indukowania apoptozy dokonano
metoda podwdjnego barwienia Hoechst 33258/jodek propidyny. Wykazano, ze badane
pochodne prowadza do powstawania charakterystycznych dla programowanej $mierci
komorki zmian morfologicznych obejmujacych kondensacje chromatyny, obkurczenie
cytoplazmy, wystgpowanie ciatl apoptotycznych oraz poliploidig. Analiza ilosciowa
wynikéw wykazata, ze najwigkszy odsetek komdrek apoptotycznych obserwowano po
dziataniu DOX-F PIP.

Uzyskane rezultaty jasno wskazuja, iz analogi wykazuja zwigkszona aktywnos¢

wobec komorek raka jajnika ES-2 w poréwnaniu do efektu wywotanego przez DOX.
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Aktualne badania naukowe poszukujace skutecznych terapii
przeciwnowotworowych skupiaja si¢ na syntezie i projektowaniu nowych zwiazkow, ktére
moglyby wykazywaé wlasciwosci cytostatyczne. Opracowanie nowych srodkéw
chemioterapeutycznych umozliwitoby zmniejszenie skutkdw ubocznych obecnie
stosowanej chemioterapii oraz pokonanie opornosci wielolekowe;j.

Nanosfery hybrydowe PA66/POM nalezace do zwiazkéw z  grupy
polioksometalanéw dzialaja jak nieorganiczne inhibitory kinazy biatkowej (CK2).
W zwiazku z tym sugeruje si¢, ze moga wykazywa¢ pozadane wiasciwosci
przeciwnowotworowe. Analizowane nanoczastki zawieralty w swoim sktadzie polimer
PAG66 oraz tréjtlenek wolframu (WO3) w ré6znym stgzeniu — 3%, 10%, 30%.

Poziom reaktywnych form tlenu zmierzono metoda mikroptytkowa przy uzyciu
znacznika fluorescencyjnego — H,DCFDA. Komorki raka piersi MCF-7 inkubowano ze
zwiazkami przez okres 30 minut oraz 3 godzin. Nast¢pnie komoérki inkubowano z sonda
w stezeniu Sumol/l przez 30 minut w temp 37°C i analizowano w czytniku do plytek
Ascent Fluoroskan FL przy dtugosci fali 530 nm po wzbudzeniu przy 485 nm przez okres
3 godzin, co 15 minut. Oceng charakteru dziatania zwiazkéw przeprowadzono poprzez
preinkubacjg¢ z N-acetylocysteing (3mmol/l) oraz wit. C (Sumol/l).

Otrzymane wyniki sugeruja, ze produkcja reaktywnych form tlenu jest zalezna od
stgzenie WO3, ktéry jest czgscia sktadowa nanosfery hybrydowej PA66/POM. Zwiazki
pozbawione WO3 nie indukowaty stresu oksydacyjnego w komérkach nowotworowych.
Przeciwnie do struktur, ktére go zawieraty. Najwigkszy poziom reaktywnych form tlenu

odnotowano dla nanohybryd z 10% WO3.
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ALDEHYDU 3-FOSFOGLICERYNOWEGO
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Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) ze wzgledu na duza
zawarto$¢ w komorce oraz wyjatkowa wrazliwo$¢ na oksydacyjne modyfikacje uwazana
jest za jedno z gtéwnych biatek w najwigkszym stopniu uszkadzanych w wyniku dziatania
stresu oksydacyjnego. Oksydacyjne modyfikacje reaktywnej reszty cysteinowej (Cys-152)
wystepujacej w centrum aktywnym, wptywaja nie tylko na glikolityczne wtasciwosci, ale
takze stymuluja udziat GAPDH w licznych procesach komérkowych, migdzy innymi moga
prowadzi¢ do tworzenia cytotoksycznych agregatéw biatkowych charakterystycznych
w chorobach neurodegeneracyjnych. Stad niezwykle waznym jest znalezienie zwiazkow
mogacym zapobiega¢ nieodwracalnym oksydacyjnym modyfikacjom GAPDH.
Dotychczas przeprowadzone badania wykazaly, ze bardzo silne antyoksydacyjne
wladciwos$ci posiadaja pochodne stilbenowe, migdzy innymi resweratrol. Udowodniono
réwniez, ze zwiazek ten przeciwdziata tworzeniu toksycznych agregatéw biatkowych.

Celem badan bylo sprawdzenie wptywu piceatannolu, analogu resweratrolu,
na enzymatyczng aktywnos$¢ i wybrane parametry struktury dehydrogenazy aldehydu
3-fosfoglicerynowego.

Wykazano, Ze piceatannol wplywa na aktywno$¢ GAPDH. Wraz ze wzrostem
stgzenia polifenolu obserwowano zwigkszona inaktywacje¢ dehydrogenazy. Spadek
aktywnosci enzymu korelowat z ubytkiem zawartosci grup tiolowych oraz zmiana fadunku
powierzchniowego. Piceatannol nie wptywat znaczaco na zmiany struktury II-rzedowe;j.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przypuszczaé ze znaczna inaktywacja
GAPDH pod wptywem piceatannolu zwiazana jest z wigzaniem sig polifenolu z cysteina

152 wystgpujaca w centrum katalitycznym GAPDH.
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Monocyty i makrofagi, nalezace do leukocytdw, sa waznymi elementami
wrodzonego systemu odporno$ciowego. Posiadaja one niezmienne, nabyte w toku ewolucji
tzw. receptory rozpoznajace wzorce, ktore rozpoznaja charakterystyczne struktury
zwigzane z patogenami i przekazuja sygnal o infekcji, co prowadzi do aktywacji
wewnatrzkomoérkowych szlakéw sygnatowych, indukcji ekspresji odpowiednich genéw
oraz syntezy zwiazkéw odpowiedzialnych za wczesng reakcjg organizmu na zakazenie.
Jedna z gtéwnych reakcji monocytéw i makrofagéw jest tzw. ,wybuch tlenowy”,
polegajacy na uwolnieniu wysoce reaktywnych form tlenu, toksycznych dla patogenéw,
ale réwniez dla samych komdrek uktadu odpornosciowego. W zwiazku z tym musza one
posiada¢ mechanizmy pozwalajace na utrzymanie wewnatrzkomoérkowej homeostazy
redoks. Aktywowane monocyty i makrofagi wydzielaja réwniez cytokiny i chemokiny,
wywotujace migracje leukocytow do miejsca zapalenia. Komoérki te, w celu eliminacji
patogenu, takze moga produkowaé RFT, przed ktérymi monocyty i makrofagi musza sig
chroni¢.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wptywu procesu réznicowania
monocytow do makrofagéw oraz aktywacji receptora TLR2 w obu typach komoérek na
zmiany ekspresji wybranych genéw oraz stgzenia glutationu i aktywnosci enzymoéw
antyoksydacyjnych, przektadajace si¢ potencjalnie na przezywalno$¢ komoérek ludzkich
linii monocytarnych THP-1 i Mono Mac 6 w warunkach stresu oksydacyjnego.
Dowiedziono, ze zaréwno stymulacja komérek ligandem TLR2, jak i proces réznicowania
maja znaczacy wplyw na molekularne parametry homeostazy redoks i przezywalnosc¢
w warunkach stresu. Najwigksze znaczenie w ochronie komérek nalezy przypisa¢
podwyzZszonemu stgzeniu glutationu i tioredoksyny oraz zwigkszonej aktywnosci
enzymow z nimi zwigzanym, a takze innych enzyméw antyoksydacyjnym, jak dysmutaza

ponadtlenkowa, katalaza czy sestryny.
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Przewlekty stan zapalny to jeden z gtéwnych czynnikéw ryzyka rozwoju procesu
kancerogenezy, a czynnik martwicy nowotworu o (TNF-a) odkrywa w nim kluczowa rolg.
Warto zauwazy¢, ze TNF-o w procesie kancerogenezy wykazuje ambiwalentne dziatanie.
Z jednej strony hamuje proliferacjg nowotworowych komérek oraz nasila proces apoptozy,
z drugiej ulatwia proces przerzutowania. Synteza w mikrosrodowisku guza matych ilosci
TNF-o0 powoduje jego wzrost, jak réwniez nasila apoptozg komorek otaczajacych. Z kolei
wigksza ilo$¢ daje stymuluje odpowiedz przeciwnowotworowa.

Udziat tej cytokiny w kancerogenezie znajduje potwierdzenie w badaniach.
Wykazaty one wzrost stgzenia tego czynnika w surowicy pobranej od chorych na rézne
typy nowotworéw. Ponadto wzrost ekspresji genu kodujacego ta cytoking zauwazano juz
w stanach przednowotworowych, dlatego TNF-a moze by¢ wskaznikiem §wiadczacym
0 rozwoju guza.

Cytokina ma réwniez duze znaczenie w chorobach uktadu sercowo- naczyniowego.
Sadzi sig, iz TNF-a i inne cytokiny wytwarzane w nadmiarze to gtéwne czynniki
odpowiedzialne za postgp i rozwdj niewydolnosci serca. Zaleznie od stgzenia TNF-a
wywiera protekcyjny lub szkodliwy wptyw na funkcjg serca i komérek myocardium.
Stymuluje on wytwarzanie innych cytokin prozapalnych tj. IL-1, IL-6, wzmagajac
zaburzenia zwigzane z metabolizmem mig$nia sercowego. Z tego wzglgdu TNF-o moze
sta¢ si¢ rowniez markerem uszkodzenia mig$nia sercowego i nasilenia nadcis$nienia
tgtniczego.

Rola i znaczenie tej cytokiny nie jest w dalszym ciagu w pelni zrozumiane, dlatego

tez wskazane jest poszerzanie zakresu badan nad TNF-o.
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Przeszczep tkanek i narzadow jest obecnie skutecznym, czgsto jedynym sposobem
ratowania zycia pacjentom ze schytkowa niewydolno$cia organéw czy ofiarom wypadkéw.
Dostgpno$¢ narzadéw przeznaczonych do transplantacji jest ograniczona, a z roku na rok
liczba 0s6b oczekujacych na wykonanie zabiegu wzrasta. Poglgbiajacy si¢ z kazdym
rokiem niedobdr organéw zmusza do poszukiwania nowych drég ich pozyskiwania.
Szczegblne nadzieje poktada si¢ w wykorzystaniu do przeszczepéw u ludzi, narzadéw
pochodzacych od innych ssakéw, czyli tzw. ksenotransplantacje.

Optymalnym dawca organéw do tego typu przeszczepdéw jest $winia domowa
(Sus scrofa). Znaczny dystans filogenetyczny pomigdzy tym potencjalnym dawca
a czlowiekiem, jest jednak przyczyna ogromnych probleméw immunologicznych po
przeszczepie. Dzigki osiagnigciom inzynierii genetycznej, mozliwym stalo sig
modyfikowanie genomu potencjalnego dawcy w celu uzyskania zwierzat transgenicznych,
ktérych organy nie byly rozpoznawane przez uktad immunologiczny czlowieka,
a procesy prowadzace do odrzucenia ksenoprzeszczepu ulegaly zahamowaniu. Rozwaza
si¢ rozne strategie modyfikacji genetycznych §win, majacych na celu zapobiegnigcie
nadostrej reakcji immunologicznej, zahamowanie proceséw komoérkowego odrzucenia
z udzialem makrofagéw i komoérek NK, a takze zahamowanie odrzucania, ktérego

przyczyna jest niekompatybilno$¢ biatek bioracych udziat w regulacji uktadu krzepnigcia.

Prezentowana praca uzyskata wsparcie finansowe z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju (umowa nr
INNOMED/I/17/NCBR/2014) ze Srodkéw Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka w ramach
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego.
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EKLF (ang. Erythroid Kruppel-like factor) jest czynnikiem transkrypcyjnym
regulujacym proces erytropoezy na niemal wszystkich jej etapach. Nalezy do grupy
czynnikéw posiadajacych w domenie wiazacej DNA trzy palce cynkowe typu C2H2, ktére
rozpoznaja motyw 5’- NGG GT/CG T/GGG -3’ sekwencjiregulatorowych genéw
docelowych. Na N- koncu biatka znajduje si¢ domena transaktywacyjna. Badania
prowadzone na myszach wykazaty, ze heterozygoty EKLF +/- zachowuja fenotyp podobny
do homozygot +/+. Natomiasthomozygoty -/- sa letalne w okresie Zycia zarodkowego,
z powodu poglebiajacej sig niedokrwisto$ci.Mutacje czynnikéw transkrypcyjnych, réwniez
EKLF,prowadzado powaznych zaburzenkontrolowanych przez nie proceséw.

W omawianym projekcie skupiono si¢ na mutacji Nan-EKLF (ang. Neonatal
anemia). Wywoluje ona hemolityczna, neonatalna anemig, wynikajaca z powaznych
zaburzen w budowie i funkcjonowaniu erytrocytéw. Nieprawidlowy fenotyp uwidacznia
si¢ juz u heterozygot +/Nan, homozygoty Nan/Nan sa letalne.Dominujacy charakter
mutacji Nanpowoduje drastycznie niski poziom ekspresji pewnej puli genéw docelowych,
migdzy innym dematyny, biatka btonowego erytrocytéw, czy BKLF kontrolujacego
r6znicowanie si¢ czerwonych krwinek. Mutacja Nanto pojedynczasubstytucja kwasu
glutaminowego w pozycji 339 drugiego palca cynkowego na kwas asparaginowy. Pozycja
ta jest zaangazowana w rozpoznawanie i wigzanie sekwencji regulatorowych genéw
docelowych.

Celem projektu jest wyjasnienie molekularnych mechanizméw dziatania Nan-EKLF.
Jednym z zastosowanych podejs¢ bytlo wygenerowanie mutacji kompensujacej efekty
wywotane obecnoscig mutacji Nan. Regionem, w ktérym poszukiwano kompensacji byta
domena transaktywacyjna. Przy zastosowaniu Dual Reporter LuciferaseAssay zmierzono
aktywno$¢ transkrypcyjna mutantéw wzgledem genu reporterowego BKLF-Lucyferaza.
Otrzymane wyniki sugeruja zdolno$¢ mutacji kompensacyjnych do podwyzszania ekspresji

BKLF.
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Zespét jelita drazliwego (IBS, ang. irritable bowel syndrome) jest przewlekla
choroba uktadu pokarmowego, manifestujaca si¢ nawracajacymi bdlami brzucha oraz
zaburzeniami czynno$ciowymi jelit. Istnieje wiele hipotez na temat etiologii zespotu jelita
drazliwego, wsréd ktorych istnieje poglad, ze estrogeny odgrywaja kluczowa rolg
w patofizjologii IBS. Hormony te wywieraja wptyw na komoérki poprzez receptory
estrogenéw, wsrdd ktérych mozemy wyr6zni¢ kanoniczne receptory estrogendow (ERs,
ang. estrogen receptors) o i p oraz receptor estrogenéw oddziatujacy z biatkami G (GPER,
ang. G protein-coupled estrogen receptor).

Celem prowadzonych badan byto okreslenie udziatu receptora estrogenéw GPER
w zespole jelita drazliwego z przewaga zapar¢ (IBS-C, ang. IBS-constipation) oraz
biegunki (IBS-D, ang. IBS-diarrhea). Ocenie poddano poziom ekspresji receptora
estrogendw GPER, a poszukujac mechanizméw regulujacych ekspresj¢ receptora GPER
analizowano profil metylacji wysp CpG w regionie promotorowym genu GPER.

Wzrost ekspresji receptora estrogenéw GPER zar6wno na poziomie mRNA,
jak i biatka obserwowano w biopsjach pobranych od pacjentéw z IBS-C i IBS-D.
Przeprowadzona analiza profilu metylacji ujawnita spadek metylacji wysp CpG regionu
promotorowego genu GPER w biopsjach pobranych od pacjentéw z IBS-C i IBS-D
w poréwnaniu do komdrek prawidlowych nablonka jelita. Wykazano réwniez wzrost
poziomu metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu GPER w krwi pacjentow
ze zdiagnozowanym IBS.

Uzyskane wyniki sugeruja udzial receptora estrogenéw oddziatujacego z biatkami
G w zespole jelita drazliwego. Przeprowadzona analiza metylacji wysp CpG regionu
promotorowego genu GPER pozwala na stwierdzenie, Ze receptor estrogenéw GPER moze

by¢ lokalnie zaangazowany w procesy patofizjologiczne w zespole jelita drazliwego.
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ROLA SCIEZKI SYGNALIZACYJNEJ FGF4/MAPK
W REGULACJI ROZWOJU CHIMEROWEGO ZARODKA MYSZY
Anna Kasperczuk*, Aneta Suwinska
Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii, Zaktad Embriologii, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
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Przedimplantacyjny zarodek myszy (ssaka) jest niezwykle plastyczny. Oznacza to,
ze niezaleznie od wprowadzanych w nim eksperymentalnie zmian, takich jak manipulacja
liczba i pozycja jego komoérek, potrafi on kontynuowa¢ normalny rozwdj, ktéry moze
zakonczy¢ si¢ narodzinami prawidtowo rozwinigtego osobnika.

Mechanizmy molekularne biorace udziat w regulacji rozwoju zarodkowego myszy
nie s3 dokladnie poznane. Wyniki naszych niepublikowanych badan wskazuja na to, ze
w zarodkach chimerowych powstatych w wyniku mikrochirurgicznego wprowadzenia
komorek ES do 8-komdrkowego zarodka oddziatywania pomigdzy blastomerami zarodka
gospodarza oraz komoérkami ES sa odpowiedzialne za kontrolg typu podziatu
bruzdkowania, ktéremu podlega chimerowy zarodek (symetryczny lub asymetryczny wzor
cytokinezy). Linie pozazarodkowe blastycysty rozwijajacej si¢ z takiego zarodka (PE i TE)
sa tworzone preferencyjnie przez komorki zarodka-gospodarza, a EPI buduja albo
wylacznie komérki potomne ES albo komorki ES wraz z komérkami wiasnymi zarodka.
Te wyniki wskazuja na to, ze musi istnie¢ jaki§ mechanizm regulujacy, opierajacy si¢ na
komunikacji migdzy komérkami zarodka, decydujacy o ich dalszym losie rozwojowym.

Kandydatem potencjalnie zaangazowanym w te migdzykomdrkowe interakcje jest
czynnik wzrostu fibroblastow (Fgf4, ang. fibroblast growth factor), ktéry wiazac sig
z receptorem FgfR2 aktywuje $ciezke kinazy MAP (MAPK, mitogen-activated protein
kinase) i indukuje rézne odpowiedzi biologiczne. Celem naszego projektu jest zatem
okreslenie roli $ciezki FGF4/MAPK w rozwoju zarodka chimerowego.

Wyniki przeprowadzonych badan beda cenne dla analizy pluripotencji komoérek ES,
jak réwniez komérek powstajacego w czasie embriogenezy zarodka. Ponadto, dzigki nim,
bedzie mozna w przysztosci okresli¢ pochodzenie poszczegélnych typéw komérek zarodka
powstajacych podczas jego rozwoju. Wyniki badan beda réwniez mogty przyczyni¢ si¢ do

ulepszenia procedury uzyskiwania trangenicznych zwierzat.
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MUTACJE ERYTHROID KRUPPEL-LIKE FACTOR (EKLF) w pozYCJ1 E339
DRUGIEGO PALCA CYNKOWEGO ZMIENIAJA SPECYFICZNOSC CZYNNIKA
TRANSKRYPCYJNEGO POD WZGLEDEM ROZPOZNAWANYCH

I WIAZANYCH SEKWENCJI DNA
Klaudia Kulczyn ska”, Mirostawa Siatecka

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, ul. Umultowska 89, 61-614 Poznan
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Przebieg erytropoezy jest kontrolowany, na poziomie molekularnym przez szereg
czynnikéw transkrypcyjnych np.: GATAIL, TAL1 czy EKLF. EKLF (ErythroidKriippel-
likeFactor) odgrywa wazna rolg¢ w regulacji ekspresji genéw B-globiny, a takze genéw
zwigzanych z synteza hemu, cytoszkieletem erytrocytéw, kontrola cyklu komérkowego,
itp. EKLF jest zbudowany z domeny transaktywacyjnej i domeny wiazacej DNA (trzy
palce cynkowe). Mutacje w tych czynnikach czgsto powoduja zaburzenia hematologiczne.
Jednym z takich przyktadéw sa zmiany w pozycji 339, drugiego palca cynkowego,
bezposrednio zaangazowanej w rozpoznawanie i wigzanie si¢ EKLF do DNA. U myszy
mutacja E339D powoduje hemolityczna, neonatalna anemi¢ z elementami sferocytozy-
»Nan_EKLF”, za$§ mutacja E325K prowadzi do powstania wrodzonej niedokrwistosci
dyserytropoetycznej podtypu IV-,CDA-EKLF”. Obie te mutacje sa dominujace,
heterozygoty Nan/+, czy CDA/+ wykazuja patologiczny fenotyp. Jest to zwiazane
z rozpoznawaniem i wigzaniem innej sekwencji konsensusowej niz ta charakterystyczna
dla biatka dzikiego.

Nasze badania maja na celu okreslenie sekwencji konsensusowych dla biatka EKLF
z mutacjami w pozycji 339 zwigzanymi z zaburzeniami erytropoezy. Biatka Nan-EKLF
i CDA-EKLF byly badane pod wzglgdem zdolnosci tworzenia kompleksow
z sekwencjami promotorowymi genéw docelowych dla WT-EKLF. Wyniki pokazuja ze
mutanty maja zaburzona zdolno$¢ wiazania czéci tych sekwencji. PrzeprowadziliSmy
analizy pozwalajace okresli¢ sekwencj¢ konsensusowa wiazana przez biatko typu dzikiego
WT-EKLF oraz bialek Nan-EKLF i CDA-EKLF. Wyselekcjonowane sekwencje
poddalismy sekwencjonowaniu nowej generacji (IonTorrent) i analizie bioinformatyczne;j.
Testowaliémy wspoétzalezno$¢ pomigdzy wprowadzeniem innych aminokwaséw w pozycje
339, a specyficznoscia rozpoznawanej i wigzanej sekwencji DNA z pomoca EMSA
(Elektromobilityshiftassay). Przeprowadzane badania wykazaly, ze kazda substytucja
w pozycji 339 palcéw cynkowych biatka EKLF, wiaze si¢ ze zmiang rozpoznawanej
sekwencji konsensusowe;j.

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki, projekt: 2013/09/B/NZ1/01879.
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ZMIANY W EKSPRESJI BIALKA MMP-2 1 MMP-9 W MOZGACH SZCZUROW
EKSPONOWANYCH NA NISKIE STEZENIA FLUORU W OKRESIE

PRE- INEONATALNYM

Agnieszka Fukomska”, Karolina Dec, Karolina J akubczyk

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie, Zaktad Biochemii i Zywienia Cztowieka,
ul. Broniewskiego 24, 71-460 Szczecin
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Macierz zewnatrzkomoérkowa (ECM) centralnego uktadu nerwowego stanowi
podscielisko dla zanurzonych w niej komérek nerwowych oraz glejowych, petniac
jednoczesnie funkcj¢ swoistego modyfikatora tych komodrek. Zar6éwno procesom
fizjologicznym, takim jak uczenie si¢ czy zapamigtywanie, jak i patologicznym towarzysza
zmiany struktury i funkcji synaps powodowane dziataniem enzyméw ECM, wsrdéd ktérych
istotng rolg odgrywaja metaloproteinazy (MMPs). Szczeg6lnie interesujace wydaja sig by¢
metaloproteinaza 9 i 2 (MMP-9 i MMP-2). MMP-9 jest silnie eksprymowana w neuronach,
zwlaszcza w dendrytach i ciatkach komérek nerwowych, natomiast MMP-2 w astrocytach.

Fluor jest silng neurotoksyna, powoduje degeneracjg struktur takich jak hipokamp,
kora mézgu i mézdzek. Narazenie na dzialanie fluoru hamuje aktywno$¢ receptoréw
w moézgu oraz zmniejsza produkcje neurotransmiteréw. Istnieja pierwsze doniesienia
dotyczacewptywu wysokich stgzen fluorku sodu na hamowanie aktywno$ci MMP-9
iMMP-2 izolowanych z ludzkiej $liny. Brak jest jednak danych odnos$nie do wplywu
niskich st¢zen fluoru na ekspresjg biatka tych enzyméw w mézgu.

W niniejszych badaniach szczury, ktérych mézgi zostaly poddane analizie, byty
eksponowane na fluor juz w okresie prenatalnym az do osiagnigcia wieku trzech miesigcy.
Po tym czasie zostaly uSmiercone i pobrano od nich kore, hipokamp, prazkowie i mézdzek
do dalszych badan. We wszystkich wymienionych strukturach oznaczono ekspresj¢ biatka
MMP-9 i MMP-2 metoda ELISA.Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan,
mozna wnioskowaé, ze fluor juz w niskich stezeniach wptywa na ekspresj¢ biatka MMP-9
i MMP-2. W grupie badanej zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu MMP-
2w korze, prazkowiu i moézdzku oraz spadek poziomu MMP-9 w korze i mézdzku

w odniesieniu do kontroli.
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MAPOWANIE LOCI CECH ILOSCIOWYCH (QTL) ZWIAZANYCH Z GRUBIENIEM

KORZENIA SPICHRZOWEGO U MARCHWI UPRAWNE]

Gabriela Machaji Katarzyna Stelmach, Alicja Macko-Podgérni, Dariusz Grzebelus

Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Instytut Biologii Roslin i Biotechnologii,
Al 29 Listopada 54, 31 - 425 Krakéw
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Marchew uprawna (Daucus carota subsp. sativus) ze wzgledu na swoje wartosci
odzywcze jest jednym z najwazniejszych warzyw korzeniowych uprawianym na §wiecie.
W przeciwienstwie do swojego protoplasty - marchwi dzikiej (Daucus carota subsp.
carota), marchew uprawna wytwarza korzen spichrzowy, ktéry oprécz prowitaminy A
akumuluje znaczne iloSci weglowodanéw i witamin. Mimo, Ze udomowienie marchwi
miato miejsce ponad 1000 lat temu, mechanizmy genetyczne odpowiedzialne za rozwdj
korzenia spichrzowego u marchwi uprawnej nadal nie zostaty scharakteryzowane. Dopiero
ostatnie wyniki badan, sugeruja udziat genu z rodziny AHL (CULT), zlokalizowanego
w dystalnej czgsci diugiego ramienia chromosomu drugiego w przyroscie korzenia na
grubos¢. W celu weryfikacji tej hipotezy oraz identyfikacji innych loci zwigzanych
z rozwojem korzenia spichrzowego przeprowadzono mapowanie genomu marchwi
z wykorzystaniem polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (SNP). Populacja mapujaca
(F2) obejmowata 186 roslin powstatych przez krzyzowe zapylenia marchwi uprawnej
(linia 2874B) i marchwi dzikiej (Daucus carota L. subsp. commutatus). Zastosowanie
wysokoprzepustowej technologii GBS (genotyping-by-sequencing) pozwolilo na
identyfikacje kilku tysigcy polimorfizéw, z ktérych wyselekcjonowano 1375 najbardziej
informatywnych. Markery zostaty przyporzadkowane do dziewigciu grup sprzgzeniowych
o diugosciach: ok: 75 cM, 69 cM, 71 cM, 52 cM, 61 cM, 66 cM, 12 cM, 61 cM i 50 cM.
Powstata mapa genetyczna wraz w wynikami pomiaréw stosunku szeroko$ci ramienia do
szerokosci gtowy korzenia (stanowiacych miarg przyrostu korzenia na grubo$¢) postuzyty
do mapowania QTLi. Analiza QTL (Composite Interval Mapping) pozwolita na
identyfikacje 5 QTLi zlokalizowanych na chromosomach: drugim (59,5-69 cM), trzecim
(33,5-53,6 cM), czwartym (14,7-34,8 cM), piatym (28,5-48,7 cM) oraz Gsmym
(38,2-46,4 cM). Identyfikacja QTLa w lokalizacj genu CULT potwierdza udziat tego genu

w procesie formowania korzenia spichrzowego.
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UWRAZLIWIANIE KOMOREK LUDZKIEGO RAKA JAJNIKA NA CISPLATYNE
IETOPOZYD ZA POMOCA INHIBITOROW NAPRAWY

PODWOJNYCH PEKNIEC DNA
Anna Macieja*, Tomasz Poptawski

Uniwersytet Lodzki, Katedra Genetyki Molekularnej, ul. Pomorska 141/143, 90-236 Lodz
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Terapia taczona z wykorzystaniem cisplatyny i etopozydu jest jednym ze
schematow leczenia wykorzystywanych w terapii raka jajnika. Leki te w sposéb posredni
i bezposredni indukuja najpowazniejszy typ uszkodzefi DNA - podwdjne peknigcia nici.
Ich naprawa przebiega na drodze rekombinacji homologicznej (HDR — ang. homology-
dependent recombination) lub przez niechomologiczne taczenie koncéw (NHEJ — ang. non-
homologous end-joining). W przypadku lekéw przeciwnowotworowych szczegdlnie
pozadana jest ich zdolno$¢ do zaburzania proceséw przekaznictwa komérkowego oraz
proces6w naprawy DNA. Zaobserwowano, ze inhibitory biatek bioracych udziat
w szlakach naprawy poprawiajq efektywnos$¢ dziatania lekéw przeciwnowotworowych, dla
ktérych celem jest DNA.

Celem pracy byfa ocena wptywu inhibitoréw szlakéw naprawy HDR i NHEJ na
cytotoksyczne dziatanie etopozydu i cisplatyny na komorki raka jajnika wrazliwe (A2780)
i oporne (A2780cis) na cisplatyng. Wykorzystano dwa inhibitory: YU238259
odpowiedzialny za hamowanie szlaku naprawy HDR oraz A12B4C3 — inhibitor szlaku
NHEJ.

Zastosowanie inhibitor6w spowodowalo wzrost cytotoksycznego dzialania
cisplatyny i etopozydu na komorki raka jajnika. Efekt ten byt silniejszy po zastosowaniu
YU238259 — odnotowano trzykrotny wzrost cytotoksycznego dziatania etopozydu i prawie
dwukrotny wzrost w przypadku cisplatyny. Ponadto, YU238259 wzmaga synergizm
dziatania kombinacji cisplatyna/etopozyd. Zjawisko to bylo bardziej widoczne
w przypadku linii A2780cis, co $wiadczy o mozliwosci wykorzystania YU238259 do
przetamywania oporno$ci na cisplatyng. Badane inhibitory powodowaty wzrost liczby
peknig¢ dwuniciowych DNA indukowanych dzialaniem lekéw, a takze spadek
efektywnosci naprawy tych uszkodzen. Zaobserwowano réwniez wzrost akumulacji
komorek w punkcie kontrolnym cyklu G2/M oraz w fazie S.

Stwierdzono, iz pozytywny wptyw inhibitoréw na wzrost toksycznosci cisplatyny
i etopozydu wzgledem komorek raka jajnika jest zwigzany z indukcja peknigé
dwuniciowych DNA, zmniejszeniem efektywnosci ich naprawy oraz zatrzymaniem cyklu

komérkowego w fazie G2/S.

Badania zostaly sfinansowane ze Srodkéw Narodowego Centrum Nauki, na podstawie decyzji
nr DEC-2013/11/B/NZ7/013.
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WPLYW WYBRANYCH BISFENOLI NA POZIOM GLUTATIONU I REAKTYWNYCH

FORM TLENU W ERYTROCYTACH CZLWIEKA
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Bisfenole to grupa zwiazkéw chemicznych powszechnie stosowanych w produkcji
poliwgglanéw, zywic epoksydowych i papieru termicznego. Wéréd omawianych substancji
w najwigkszych ilosciach produkowany jest bisfenol A (BPA) i bisfenol F (BPF). Ponadto,
odnotowuje si¢ zwigkszong produkcj¢ bisfenolu S (BPS) stosowanego najczgsciej jako
substytut dla BPA, wykazujacego szkodliwe oddziatywanie na organizm cztowieka.

Celem badan byta ocena wptywu BPA, BPF i BPS na wybrane parametry stresu
oksydacyjnego, takie jak poziom reaktywnych form tlenu (RFT) (w tym rodnik
hydroksylowy) oraz poziomu zredukowanego glutationu (GSH) w erytrocytach cztowieka.
Analizowane zwiazki stosowano w zakresie stgzen od 0,5 do 250 pg/ml. Erytrocyty
inkubowano z bisfenolami przez 4 (dla RFT i rodnika "OH) lub 24 godziny (dla GSH).

Zaobserwowano spadek poziomu GSH pod wplywem BPA w zakresie stgzen
5-250 pg/ml oraz BPF w stezeniach 50-250 pg/ml. Natomiast BPS nie spowodowat
statystycznie istotnych réznic w badanym parametrze.

Wykazano, ze BPA (25-250 pg/ml) podwyzszal poziom RFT w erytrocytach
cztowieka, z kolei BPF i BPS spowodowaty zmiany jednak byly one statystycznie
nieistotne. Badane zwiazki nie spowodowaly statystycznie istotnych zmian w poziomie
rodnika hydroksylowego.

Zmiany w analizowanych parametrach odnotowano pod wptywem stosunkowo
wysokich stgzen badanych bisfenoli, ktére moga oddziatywac¢ na organizm cztowieka na
skutek narazenia zawodowego (spadek poziomu GSH pod wptywem BPA) lub zatrucia

podostrego tymi substancjami.

Praca wykonana w ramach grantu NCN pt. ,,Analiza mechanizmu oddziatywania wybranych bisfenoli na
erytrocyty i jednojqdrzaste komorki krwi obwodowej cztowieka” (kierownik dr hab. Jaromir Michatowicz,
prof. nadzw. UL).
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POLIMORFIZM W GENIE RECEPTORA SEROTONINY U KOBIET I MEZCZYZN

ZE ZDIAGNOZOWANYM AUTYZMEM
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Serotonina jest hormonem tkankowym wydzielanym w podwzgdérzu. Jest ona
waznym neuroprzekaznikiem w CUN (Centralny Uktad Nerwowy). Efektem niedoboru
serotoniny, braku jej transporteréw lub receptorow jest wiele chordb, np. depresja, liczne
wahania nastojow, niestabilno$¢ emocjonalna, schizofrenia i inne zaburzenia
neurologiczne. Zaburzenia funkcjonowania uktadu serotoninowego moga by¢ przyczyna
zachowania charakterystycznego dla oséb ze zdiagnozowanym autyzmem, ktory
charakteryzuje si¢ uposledzeniem interakcji spotecznych i zaburzeniami mowy, ogdlnej
komunikacji oraz powtarzalnymi, stereotypowymi wzorcami zachowan. W genie receptora
serotoninowego scharakteryzowano kilka mutacji punktowych, z czego najczgsciej taczony
z zaburzeniami psychicznymi jest polimorfizm wystgpujacy w promotorze receptora
serotoninowego (- 1438G).

Celem pracy bylo ustalenie zwiazku migdzy polimorfizmem w genie receptora
serotoniny 5-HT (- 1438G), a wystgpowaniem autyzmu w populacji kobiet i mgzczyzn ze
zdiagnozowanym autyzmem(kobiety=17, megzczyzni=84) oraz w grupie kontrolnej
(kobiety=54, mgzczyzni=63). Materiat genetyczny pochodzit z krwi obwodowej, natomiast
polimorfizm genu okre$lono za pomoca metody PCR-RFLP.Do analizy zgodnosci
uzyskanych rozktadéw genotypéw z réwnowaga Hardy-Weinberg’a zostat uzyty Test chi’.
Iloraz szans (OR) i 95% przedzial ufnosci (CI) obliczono za pomoca analizy regresji
logistycznej. Analizy statystyczne przeprowadzono za pomocg oprogramowania
GraphPadPrism.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze allel A w genie receptora serotoniny 5-HT (- 1438G)
wystgpuje czgsciej u oséb z autyzmem (OR=1,76; 95%Cl=1,06-2,90; P=0,03). Ponadto
u mezczyzn allel A wystepuje czgSciej niz u kobiet, co potwierdza dane na temat

czgstszego wystgpowania autyzmu u plei meskie;j.
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WPLYW BIALKA PARP 1 NA POWSTAWANIE IMMUNOTOLERANCJI LUDZKICH

MONOCYTOW WYWOLANE] DZIALANIEM ENDOTOKSYNY BAKTERYJNE]
Ewa Pikus *, Ewelina Wisnik, Agnieszka Robaszkiewicz
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Polimeraza poli(ADP)rybozy (PARP1) kodowana jest przez gen PARPI,
zlokalizowany na dtugich ramionach chromosomu 1. Enzym ten bierze udziat w wielu
procesach komérkowych takich jak podziat komoérki, replikacja, transkrypcja, utrzymanie
stabilno$ci genomu, naprawa DNA, nekroza. Ponadto powoduje potranslacyjna
modyfikacj¢ histonéw - ADP-rybozylacjg. PARP1 poprzez fizyczne oddziatywanie z nicia
DNA oraz ADP-rybozylacj¢ nukleosoméw moze wptywac na stopien metylacji i acetylacji
histonéw, ktére warunkuja dostgpnos¢ DNA dla czynnikéw transkrypcyjnych w obrgbie
sekwencji regulatorowych wielu genéw, do ktérych naleza m.in. geny kodujace cytokiny
prozapalne ulegajace ekspresji w odpowiedzi na wniknigcie do organizmu patogendw.

Celem omawianej pracy bylo sprawdzenie wptywu biatka PARPI oraz jego
inhibicji na dynamike struktury chromatyny w obrgbie sekwencji promotorowych genéw
kodujacych wybrane cytokiny prozapalne w indukowanej endotoksyng bakteryjng (LPS)
immunotolerancji ludzkich monocytéw.

Badania prowadzono na modelu unie$miertelnionych monocytéw ludzkich — linia
THP1 oraz ludzkich monocytach z krwi obwodowej — poddanych dziataniu LPSu
i olaparibu begdacego klinicznie stosowanym inhibitorem biatka PARP1. W celu
indukowania immunotolerancji monocyty poddawano 24-godzinnej inkubacji z bakteryjna
endotoskyna, po czym komorki stymulowane byty ponownie przez godzing.

W dotychczasowych badaniach zaobserwowano, ze poziom biatka PARP1 nie
ulega zmianie w trakcie nabywania tolerancji, a jego brak nie wplywa na powstawanie
zjawiska immunotolerancji. Pod wptywem LPSu biatko PARP1 ulega czgSciowo
oddysocjowaniu od chromatyny, natomiast olaparib utrzymuje enzym w formie zwiazane;j
z chromatyna i zapobiega powstawaniu zjawiska immunotolerancji podtrzymujac zdolnos$¢

ludzkich monocytéw do transkrypcji cytokin prozapalnych.

Praca zostata sfinansowana z grantu Narodowego Centrum Nauki (UMO-2013/11/D/NZ2/00033 —
Agnieszka Robaszkiewicz, kierownik projektu).
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ANALIZA ZMIAN EKSPRESJI GENOW KODUJACYCH BIALKA BIORACE UDZIAL
W ODPOWIEDZI NA STRES OKSYDACYJNY W KOMORKACH

NOWOTWOROWYCH INKUBOWANYCH Z TIODISACHARYDAMI
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Weglowodany oraz ich pochodne sa stosowane do syntezy lekow wykorzystywanych
w terapii choréb infekcyjnych, uktadowych i nowotworowych cztowieka. W tym celu
modyfikuje si¢ je poprzez dotaczenie do podstawy weglowodanowej grup funkcyjnych
o réznym charakterze chemicznym, co zwigksza ich potencjal farmakologiczny.
Tiodisacharydy wykorzystywane w pracy zbudowane sa z glukozy i galaktozy,
a modyfikacja w budowie polega na obecnosci atomu siarki zast¢pujacego atom tlenu
taczacy dwa monocukry.

Celem pracy byla analiza poziomu ekspresji genéw aktywowanych w odpowiedzi na
stres oksydacyjny indukowany badanymi tiodisacharydami w komoérkach linii
nowotworowej HelLa. Poziom ekspresji genéw w komdrkach kontrolnych i po inkubacji
z tiodisacharydami badano za pomoca metody Real-Time PCR przy uzyciu sond
molekularnych TagMan.

Uzyskane wyniki wskazuja na wzrost ekspresji genow SOD1, SOD2, HMOX,
GCLM, NQOI1, FHL2 oraz nizsza ekspresj¢ gendw NOX4, NOX5, NCOA7 i TXN
w stosunku do kontroli. Analiza i poréwnanie zmian ekspresji genéw zaangazowanych
w metabolizm ROS stanowia uzupelnienie poprzednio prowadzonych badan nad ocena

aktywnosci przeciwnowotworowej FCP, ktéra wiaze sig z indukcja stresu oksydacyjnego.

Praca finansowana z grantéw Narodowego Centrum Nauki nr DEC-2011/01/B/NZ4/03391 oraz DEC-
2014/15/N/NZ7/02948.
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OPTYMALIZACJA NADEKSPRESJI LUDZKIEGO BIALKA HINT3

W SYSTEMIE BAKTERYJNYM E. cOLI
Aleksandra Sgda*, Rafat Dolot, Matgorzata Sierant, Barbara Nawrot
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Biatko HINT3 nalezy do rodziny biatek triady histydynowej wiazacych nukleotydy
(ang. histidine triad nucleotide binding protein;, HINT). Wystgpuje wylacznie
w organizmach eukariotycznych i sktada si¢ ze 182 aminokwaséw o lacznej masie
20,4 kDa. Biatko to mozna znalez¢ zaréwno w jadrze komoérkowym, jak i, w formie
agregatow, w cytoplazmie. Biatko HINT3 tworzy zlozone struktury, od dimeru do
oktameru oraz wigksze formy oligomeryczne. Jego struktura III-rzgdowa nadal nie zostata
okreslona.

Nadekspresj¢ biatka HINT3 uzyskano w systemie bakteryjnym E. coli w szczepach
BL21(DE3) oraz BL21 Star (DE3), do ktérych wprowadzono plazmid pHAT2,
zawierajacy wstawke kodujaca ludzkie biatko HINT3. Ze wzgledu na uzyskane
poczatkowo niewielkie ilosci rozpuszczalnego biatka HINT3 (wigksza czgs¢ biatka
akumulowata si¢ we frakcji biatek nierozpuszczalnych, w tzw. ciatach inkluzyjnych), do
bakterii BL21 Star (DE3) wprowadzono dodatkowy plazmid pRARE kodujacy czasteczki
tRNA, specyficzne dla tzw. rzadkich kodonéw (AGA, AGG dla Arg, GGA dla Gly, AUA
dla Ile, CUA dla Leu czy CCC dla Pro). Kodony te wystepuja czgsto w transkryptach
kodujacych biatka eukariotyczne, natomiast nie sa charakterystyczne dla transkryptow
bakteryjnych. Hodowlg bakterii ekspresyjnych prowadzono na podiozu LB i 2YT
z antybiotykami (ampicyling i chloramfenikolem) w temp. 37°C az do uzyskania ggstosci
optycznej OD=0,6 (bakterie w ekspotencjalnej fazie wzrostu). Nadekspresje genu Hint3
indukowano za pomoca IPTG (1-5 mM). Dalszg hodowle prowadzono w temperaturze
20°C, 30°C lub w 37°C. Po zakoficzeniu hodowli i zebraniu komdérek bakteryjnych poprzez
wirowanie przeprowadzono rozbicie §ciany komorkowej bakterii metoda dezintegracji
ultradzwigkowej. Frakcje bialek rozpuszczalnych (supernatant) i nierozpuszczalnych
(osad) rozdzielono metoda wirowania. Obecno$¢ biatka HINT3 w obu frakcjach
analizowano metoda elektroforezy w Zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).

Celem przeprowadzonych badan byta optymalizacja procesu nadekspresji ludzkiego
homologu biatka HINT3, ktére w dalszym etapie zostanie oczyszczone i postuzy

do krystalizacji, bgdacej podstawa do rozwiazania jego struktury przestrzenne;j.
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WPLYW RABKA ROGOWKI SWINI NA EKSPRESJE CK12 W KOMORKACH
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Bartosz Sikora'”, Aleksandra Skubis', Matgorzata Kimsa?, Marek Kostrzewski®,

Jerzy Stojko’, Urszula Mazurek'

1) Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej, Katedra i Zaktad Biologii Molekularnej, ul. Jednosci 8, 41-200 Sosnowiec

2) Slgski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, Wydziat Lekarski, Katedra i Zaktad Biochemii,
ul. Medykow 18, 40-752 Katowice

3) Slgski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, Wy’dzial Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej, Zaktad Higieny, Bioanalizy i Badania Srodowiska, ul. Kasztanowa 3A, 41-200 Sosnowiec

4) Slgska Poliklinika Weterynaryjna, ul. Stefana Batorego 11, 41-500 Chorzéw
email autora do korespondencji': bartoszsikora90@gmail.com, bartosz.sikora@med.sum.edu.pl

Uszkodzenia rogéwek oka ludzkiego i ich dysfunkcje prowadza do upoS$ledzenia
wzroku lub catkowitej $lepoty i stanowia duze wyzwanie dla medycyny regeneracyjne;j.
Obecnie znane metody leczenia rogéwki, sa obarczone wysokim ryzykiem niepowodzenia.
Gléwnym problemem jest przede wszystkim zbyt mata ilo$¢ przeprowadzanych
transplantacji rogéwki, to natomiast wiaze si¢ z bardzo dlugim okresem oczekiwania na
zabieg.

Nadzieje na alternatywne zrédto tkanek do przeszczepu niosa ze soba
ksenotransplantacje. Wykazano, ze antygen Gal, ktérego obecno$¢ indukuje odrzucenie
ksenograftu, jest prawie nieobecny w $winskiej rogéwce, co potencjalnie stwarza
mozliwo$¢ transplantacji tkanek lub komérek pochodzacych z organizmu §wini domowe;j.

Komérki macierzyste pochodzace z tkanki thuszczowej (ang. ADSC — adipose
derived stem cells) wykazuja zdolno$¢ do regeneracji réznych tkanek. Utatwiaja gojenie
si¢ ran przez proliferacj¢ i réznicowanie. Jedna z hipotez zaklada, ze wykazuja one
zdolno$¢ do réznicowania w epitelialne komorki rogéwki. Prawdopodobnie ich
wykorzystanie moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowej metody leczenia
nieodwracalnych uszkodzen rogéwki.

Komorki epitelialne rogéwki wykazuja ekspresje cytokeratyny 12 (CK12).
Specyficzno$¢ ekspresji CK12 dla tych komoérek sprawia, ze jest to powszechnie
wykorzystywany marker molekularny w ich identyfikacji.

Celem pracy bylo zaindukowanie procesu réznicowania komérek ADSC pod
wplywem dziatania rabka rogéwki pobranego od §win, hodowanych w uktadzie kokultury

oraz ocena ekspresji CK12 w komérkach ADSC.
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WYKORZYSTANIE POLIMORFIZMU INSERCJI TRANSPOZONOW DCSTO

DO OPRACOWANIA MARKEROW ILP UMARCHWI
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Ruchome elementy genetyczne stanowia wazna sktadowa genomu kazdego
organizmu. Wsréd nich wyrézniono dwie klasy: I — retrotranspozony oraz II — transpozony
DNA. Transpozony MITE (ang. Miniature Inverted-repeat Transposable Elements) naleza
do krétkich nieautonomicznych elementéw klasy II. W$réd nich wyréznia si¢ dwie
rodziny: Stowaway 1 Tourist, wystgpujace w genomach roslin w wielu tysiagcach kopii.
Ta cecha pozwolita na opracowanie kilku technik markerowych z wykorzystaniem
transpozonéw MITE, migdzy innymi IMP (ang. Inter-MITE Polymorphism) i MITE-TD
(MITE Transposon Display). Elementy Stowaway charakteryzuja sig czgstymi insercjami
w obregbie sekwencji kodujacych. Insercje w obrgbie intronéw moga prowadzi¢ do
znacznego polimorfizmu ich ditugosci, ktéry moze by¢ wykorzystany do opracowania
kodominacyjnych markeréw ILP (ang. Intron Length Polymorphism). Autorzy
zidentyfikowali ponad 4 000 insercji transpozondéw DcSto (Daucus carota Stowaway)
w genomie marchwi. Sposrdéd nich wytypowano 209 miejsc insercji w obrgbie krétkich
(< 4 kpz) introndw pozbawionych sekwencji repetytywnych i zaprojektowano startery
zakotwiczone w sasiadujacych egzonach. Kandydujace markery DcS-ILP zwalidowano
przy zastosowaniu techniki EPIC-PCR. Otrzymano 100 markeréw DcS-ILP réwnomiernie
rozmieszczonych na 9 chromosomach. Zamplifikowano tacznie 223 allele. Srednia warto$é
PIC dla opracowanych markeréw wyniosta 0.417, obserwowana i oczekiwana
heterozygotycznos¢ 0.26. Analiza struktury populacji skladajacej si¢ z 23 odmian
uprawnych o czterech typach korzenia spichrzowego oraz 4 dzikich ro$lin marchwi
z wykorzystaniem opracowanych marker6w pozwolita na wyodrgbnienie 2 grup
odpowiadajacych marchwi uprawnej (G1) i dzikiej (G2). W obrgbie grupy G1 wyrézniono
trzy podgrupy: SG1 obejmujaca 5 ro$lin o typie korzenia Chantenay; SG2 obejmujaca
5 rodlin o typie korzenia Early Short Horn oraz SG3 obejmujaca 12 ro$lin o typie korzenia
Imperator i Danvers oraz jedna Chantenay. Opracowany system markeréw DcS-ILP
pozwoli na obnizenie koszto- i czasochtonnosci genotypowania marchwi poprzez

zastosowanie prostej i wydajnej techniki EPIC-PCR.
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WPLYW DLUGOTERMINOWEJ HODOWLI NA STABILNOSC GENETYCZNA

SEKWENCJI CRISPR U ESCHERICHIA COLI
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Wsréd wielu organizméw prokariotycznych zidentyfikowano system obronny
CRISPR-Cas (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats coupled
with  CRISPR-associated proteins), chroniacy przed zewngtrznymi elementami
genetycznymi tj. plazmidami i bakteriofagami. Te wysoce konserwatywne, powtarzajace
sig, oddzielone obcymi fragmentami DNA sekwencje, wymagaja do funkcjonowania
biatek kodowanych niezaleznie przez geny cas. Szlak dziatania systemu CRISPR-Cas
odnajduje analogi¢ w funkcjonowaniu nabytej odpowiedzi immunologicznej u czlowieka.

Wiele najnowszych doniesien wskazuje na wystgpowanie niestabilnosci genetycznej
powtarzajacych si¢ sekwencjach DNA wywotanej przez rézne czynniki zewngtrzne.
Odnoszac si¢ do dostgpnych danych postanowiono zbada¢ stabilno$¢ genetyczna
sekwencji CRISPR na przyktadzie r6znych szczepéw E. coli podczas ich diugotrwatej
hodowli. Zwazywszy na znaczacy wplyw systeméw naprawy DNA na stabilno$¢
powtarzajacych si¢ sekwencji DNA do badan wykorzystano szczepy E. coli zawierajace
mutacje w roznych szlakach naprawy DNA.

Eksperyment wykonywano na podstawie wczesniej opisanego protokotu, pasazujac
w przeciagu czterech dni uzyskane calonocne hodowle. Otrzymane prébki rozcienczano
w sterylnej wodzie, ogrzewano w temperaturze 100°C, a nastgpnie wykorzystywano jako
matryce do reakcji PCR dla sekwencji CRISPR1 i CRISPR2 u E. coli. Kolejno pdzniej
uzyskane produkty reakcji PCR analizowano przy pomocy elektroforezy w 1 % zelu
agarozowym.

Przeprowadzone badania nie wykazaty zmian w stabilnosci genetycznej sekwencji
CRISPR podczas dlugoczasowej hodowli szczepdéw E. coli zawierajacych mutacje

w réznych szlakach naprawy DNA.

89



Biologia molekularna Poster P. 48
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TRANSKRYPCJE W PROZAPALNYCH MAKROFAGACH O FENOTYPIE M1
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W odpowiedzi na wniknigcie obcych dla organizmu patogenéw, komérki o fenotypie
M1 charakteryzuja si¢ wysoka ekspresja cytokin prozapalnych, takich IL1P i TNFa,
ktorych  podstawowa  funkcja jest mobilizowanie innych komoérek uktadu
immunologicznego do gromadzenia si¢ w miejscu objetym stanem zapalnym. Ekspresja
wigkszosci mediatoréw prozapalnych kontrolowana jest przez kanoniczny szlak NF-«B.
Ekspresja pewnej puli genéw moze by¢ regulowana przez polimerazg¢ poli(ADP-rybozy)1
(PARP1) katalizujaca  reakcj¢  poli(ADP-rybozylacji) bialek  zaangazowanych
w warunkowanie struktury chromatyny.

Celem pracy byto okreslenie roli procesu ADP-rybozylacji w wiazaniu czynnika
transkrypcyjnego NF- kB (p50/p65) w obrebie proksymalnych i dystalnych (wzmacniaczy)
regionéw cis-regulatorowych genéw ILIf i TNFo.

Jako model réznicowania makrofagéw postuzyty monocyty wyizolowane z krwi
obwodowej, réznicowane w makrofagi za pomoca GM-CSF. Eksperymenty wymagajace
ingerencji w ekspresj¢ genéw zostaly przeprowadzane na ludzkich unie$miertelnionych
monocytach — linia THP1, réznicowanych w makrofagi za pomoca PMA. Za pomoca
mieszaniny IFN-y/LPS komoérki zostaty spolaryzowane w makrofagi M1. Stopnief
asocjacji dimeru p50/p65 zaréwno w prozapalnych makrofagach M1 (stymulowanych
endotoksyna — LPS) z inhibowanym (olaparib), jak i obnizonym poziomem biatka PARP1
(shRNA), zostal oznaczony metoda ChIP-qPCR.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze inhibicja i wyciszenie pozostatej w makrofagach M1
puli PARP1 powoduja dalszy wzrost poziomu mRNA badanych cytokin przez nasilenie
wiazania si¢ dimeru p50/p65 (NF-kB) w obrgbie badanych regionéw cis-regulatorowych

genéw IL1f i TNFa w odpowiedzi na dziatanie bakteryjnej endotoksyny.

Praca zostata sfinansowana z grantu Narodowego Centrum Nauki (UMO-2013/11/D/NZ2/00033 —
Agnieszka Robaszkiewicz, kierownik projektu).
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Biatka ABC (ATP-Binding Cassette Proteins) transportuja rézne substancje przez
btong komoérkowa wbrew gradientowi stgzen. W tym celu wykorzystuja energig
pochodzaca z hydrolizy ATP. Ponad 20 bialek ABC, reprezentujacych wszystkie
podgrupy, zostato powiazanych z ludzkimi chorobami, np. ABCAl i ABCA7 z choroba
Alzheimera, ABCC8 i ABCC9 z cukrzyca. ABCB1/P-gp, ABCC1/MRP1 i ABCG2/BCRP
odgrywaja istotna rolg w opornosci wielolekowej w komérkach nowotworowych.

Jednakze, biatka te najprawdopodobniej wyewoluowaly jako ztoZony system
obronny, a ich nadrzedng fizjologiczna funkcja jest ochrona komoérek przed
ksenobiotykami. Wymienione powyzej biatka (ABCB1 i ABCG2) ulegaja ekspresji takze
w komoérkach nabtonkowych jelita, gdzie ograniczaja wchtanianie lekow i toksyn
pobranych droga doustna. Wykazano, iz zahamowanie dziatania P-gp w jelicie cienkim
poprzez ekstrakty soku grejpfrutowego i pomaranczowego zwigkszato biodostgpno$é
réznych lekow.

Terpenoidy sa duza i strukturalnie r6znorodna grupa zwiazkow naturalnych. Wiele
z nich jest sktadnikiem lekéw ziotowych, ze wzgledu na posiadane przez nie wtasciwosci
biologiczne, takie jak: antyoksydacyjne, antymikrobiologiczne, przeciwgrzybiczne czy
przeciwnowotworowe. Terpenoidy, takie jak paklitaksel, cytronellal, kwas abietynowy czy
kwas glicyretowy moga by¢ substratami lub inhibitorami P-gp. Ponadto, kwas abietynowy
i glicyretowy silnie hamuja dziatanie MRP2 i BCRP. Jako ze biodostgpnos¢ lekéw jest
niezwykle waznym czynnikiem, réwniez inne terpenoidy, ktére mogltyby hamowaé
dziatanie biatek ABC, powinny by¢ zbadane.

W niniejszej pracy oceniono wplyw dziewigciu terpenoidéw na transport zalezny
od P-gp i BCRP w komoérkach SW620 i selektantach oraz MDCKII i transfektantach.
Sprawdzono réwniez wpltyw tych zwiazkéw na ciagtos¢ i ptynnos¢ blony oraz

przezywalno$¢ badanych komorek.
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Arabidopsis thaliana jako gatunek roslin o szerokim zakresie geograficznym
charakteryzuje si¢ ogromnym zréznicowaniem form oraz niebywatymi zdolnosciami
przystosowawczymi, wynikajacymi prawdopodobnie ze zmian w  strukturze
i funkcjonalnosci chloroplastéw - pierwszych markeréw dziatania stresu u roslin '
Przeprowadzone wcze$niej badania nad naturalng zmienno$cia genetyczng w procesie
fotosyntezy, dotyczace charakterystyki wybranych ekotypow A. thaliana wykazaty
znaczne réznice w funkcjonalnosci aparatu fotosyntetycznego migdzy roslinami [BioOpen
2015].

Celem pracy jest proba poréwnania wydajnosci oraz wilasciwosci spektralnych

aparatu fotosyntetycznego w wybranych ekotypach i mutantach Arabidopsis thaliana.
Do badan wykorzystane zostana wyselekcjonowane ekotypy Arabidopsis thaliana oraz
odpowiadajace im mutanty Ro$liny uprawiane byty w 8-godzinnym fotoperiodzie
(24/18°C) przez okres 8-10 tygodni. Analiz¢ réznic w wydajnosci fotosyntetycznej
okreslono stosujac analizg pomiaru fluorescencji chlorofilu a z lidcia in vivo
z zastosowaniem fluorometru DualPAM firmy Heinz-Walz. Pomiar niskotemperaturowe;j
(77K) fluorescencji izolowanych tylakoidéw umozliwil zbadanie i scharakteryzowanie
specyfiki uktadéw fotosyntetycznych. Natomiast do glgbszego poznania oddziatywan
pomigdzy biatkami a lipidami w tylakoidach rolin zastosowano spektroskopig
absorpcyjna w zakresie podczerwieni (FTIR).

W wytworzonym w ten sposéb ,ukladzie poréwnawczym” wykazano réznice
w wydajnosci i pomiarach spektralnych aparatu fotosyntetycznego pomigdzy ro$linami, co
przyblizyto poznanie specyfiki uktadéw fotosyntetycznych u poszczegdlnych roslin

Arabidopsis thaliana.

Przedstawione wyniki finansowane byty z projektu DSM 2015/2016 110 147 (JW).

M yin L. et al (2012) Photosystem II Function and Dynamics in Three Widely Used Arabidopsis thaliana
Accessions. PLoS ONE 7
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WPLYW INTERFERENCJI RNA EZH2 NA EKSPRESJE ENZYMOW

ZWIAZANYCH Z O-GLCNACYLACJA BIALEK
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Uniwersytet Eédzki, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Cytobiochemii,
ul. Pomorska 141/143, 90-236 Lodz
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Biatka Polycomb sa represorami genéw i wchodza w skiad kompleksow
represyjnych  PRC1 i PRC2  (Polycomb  repressive  complex). Kompleksy
te odpowiedzialne sa za modyfikacjg ogonéw histonéw zlokalizowanych w poblizu miejsc
promotorowych okreslonych genéw docelowych, co wiaze si¢ ze zmiang struktury
chromatyny prowadzaca do zahamowania transkrypcji. Jednym z sktadnikéw kompleksu
PRC2 jest metylotransferaza EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) odpowiadajaca za
metylacje lizyny 27 histonu H3. Wyniki wielu badafn wskazuja na zwiazek migdzy
enzymami odpowiedzialnymi za O-GlcNAcylacj¢ biatek takimi jak O-GIcNAc transferaza
(OGT), enzym odpowiedzialny za przylaczanie reszt N-acetyloglukozaminy
i B-N-acetyloglukozaminidaza (OGA), katalizujaca reakcj¢ odlaczania reszt GIcNAc,
aEZH2.

W zwiazku z tym celem badan bylo okreslenie wptywu obnizonej ekspresji EZH2
na ekspresj¢ enzymoéw zwiazanych z O-GlcNAcylacja biatek na poziomie mRNA technika
Real Time PCR i biatka metoda Western blotting w komorkach raka piersi linii MCF-7,
MDA-MB-231, HS578T oraz w komérkach nienowotworowych gruczotu sutkowego linii
MCEF-10A. Ekspresj¢ EZH2 obnizano poprzez interferencje RNA z zastosowaniem
duplekséw siRNA specyficznych dla EZH2 oraz odczynnika Lipofectamine RNAIMAX.
Kontrolg stanowity dupleksy siRNA o sekwencji nie wykazujacej homologii do genéw
czlowieka. Efektywno$¢ wyciszenia EZH2 na poziomie mRNA okres§lono technika RT-
PCR oraz poprzez analizg ekspresji biatka metoda Western blotting.

W badaniach wykazano zalezno$¢ migdzy wyciszeniem EZH2, a ekspresja OGT na
poziomie mRNA jedynie w linii komérkowej MCF-7. Nie stwierdzono jednak istotnych
zmian poziomu biatka OGT po wyciszeniu ekspresji EZH2. Natomiast znaczacy wzrost
ekspresji OGA zar6wno na poziomie mRNA jak i na poziomie biatka stwierdzono
w komorkach linii MDA-MB-231. Zaobserwowano réwniez wzrost poziomu biatka OGA
w komoérkach linii MCF-7.

Otrzymane wyniki badan wskazuja, Ze obnizona ekspresja EZH2, moze mie¢

istotny wptyw na ekspresj¢ OGA w niektorych komoérkach raka piersi.
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NOWE METODY PRZYPISANIA SYGNALOW W WIDMACH NMR BIALEK

NIEZWINIETYCH NA PRZYKEADZIE BIALKA TAU3X
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Eliezer Masliah®, Robert Konrat®, Wiktor Kozmifiski'

1) Uniwersytet Warszawski, Wydziat Chemii, Centrum Badan Biologiczno-Chemicznych,
Zwirki i Wigury 101, 02-089 Warszawa, Polska

2) Department of Computational and Structural Biology, Max F. Perutz Laboratories, University of Vienna,
Campus Vienna Biocenter 5, 1030 Vienna, Austria

3) UC San Diego School of Medicine, 9500 Gilman Drive, CA 92093-0662, La Jolla, USA
email autora do korespondencji': szerko@ chem.uw.edu.pl

Patogeneza wielu choréb, w szczegdlnosci neurodegeneracyjnych, jest powigzana
z funkcjami i zachowaniem biatek niezwinigtych (ang. intrinsically disordered proteins).
Badania strukturalne z rozdzielczoscia atomowsa takich bialek, ze wzgledu na ich
nieuporzadkowany charakter powodujaca niemozliwo$¢ uzyskania krysztalow, sa
przeprowadzane giéwnie z uzyciem spektroskopii NMR. Pierwszym etapem prac jest
przypisanie sygnatéw w widmach NMR odpowiadajacym im poszczegdlnym atomom
biatka. Przedstawicielem bialek niezwinigtych jest migdzy innymi biatko Tau3x, jedno
z bialek tau (ang. microtubule associated protein tau), ktérego zachowanie laczy sig
migdzy innymi z rozwojem choroby Alzheimera.

Zastosowanie standardowej strategii przypisania sygnaléw wykorzystujacej zestaw
widm pigciowymiarowych przyniosto pozytywne rezultaty, jednakze petne przypisanie
sygnaléw tancucha gtéwnego nie zostato osiagnigte. Brakujace przypisania skupione byty
w bogatych w proliny fragmentach sekwencji biatka. Celem przeprowadzonych badan byto
rozwinigcie nowej, efektywniejszej strategii przypisania sygnatow.

Zaprojektowano i zastosowano dwa nowe, komplementarne wzglgdem siebie,
czterowymiarowe eksperymenty spektroskopii NMR: (HACA)CO(NCO)CONH oraz
(HACACO)N(CO)CONH. Ich gtéwna cecha charakterystyczna jest wykorzystanie
przeniesienia  magnetyzacji  bezpo$rednio pomigdzy weglami  karbonylowymi
z wykorzystaniem  homojadrowego  transferu =~ Hartmanna-Hahna.  Zastosowanie
wymienionych eksperymentéw pozwolilo na praktycznie pelne przypisanie sygnaléow

fancucha gtéwnego.
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DROBNOUSTROJE...NASZYMI SPRZYMIERZENCAMI?

Prof. dr hab. Fucja Faniewska-Trokenheim

Uniwersytet Warmirisko-Mazurski, Wydziat Nauki o Zywnosci,

Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci

Otaczajacy nas ,,$wiat” drobnoustrojow jest réznorodny, bogaty, nie przemierzony
i wciaz budzacy nasze zainteresowanie. Poznajac ,,mozliwosci” drobnych - niewidzialnych
i widzialnych gotym okiem — istot staramy si¢ zastosowa¢ /wkomponowaé, naszych
sprzymierzencéw do zrealizowania marzen naukowych. Poszukujemy wciaz nowych
wydajnych szczepdw o znaczeniu przemystowym. Komponujemy nowe, sktadajace sig
z najaktywniejszych drobnoustrojéow, kultury starterowe, dzigki ktérym wzbogacamy
asortyment zywnos$ci zaréwno pochodzenia roslinnego jak i zwierzgcego. Przy czym
glownym celem jest bezpieczefstwo 1 zdrowie konsumenta. Stosujemy nowe
uszlachetnione szczepy do biosyntezy kwaséw organicznych, bakteriocyn i innych
przeciwdrobnoustrojowych metabolitow. Umiejgtna wspétpraca z drobnoustrojami — ich
komoérkami lub metabolitami — stawia nowe wyzwania, a ich realizacja, dzigki szerokiemu
warsztatowi badawczemu wydaje nam si¢ catkowicie realna. Czy zawsze potrafimy,
dysponujac wiedza i umiejgtno$ciami zastosowa¢ drobnoustroje w naszych dzialaniach
majac na uwadze bezpieczenstwo. Stosowane technologie pozyskiwania surowcow
pochodzenia roslinnego i zwierzgcego, jak réwniez nowoczesne technologie nie
gwarantuja w  100% inaktywacji drobnoustrojéw niepozadanych w produktach
spozywczych. Stad tez moze dochodzi¢ do wad spowodowanych przez komoérki lub
enzymy drobnoustrojow. Czy potrafimy — bez ujemnych skutkéw — stosowac

drobnoustroje? Czy drobnoustroje sq naszymi sprzymierzencami?
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WPLYW PODSTAWNIKOW W POZY CJI N’ GUANINY ANALOGOW KAPU
NA POWINOWACTWO I MECHANIZM WIAZANIA DO IZOFORM LUDZKIEGO

CZYNNIKA INICJACJI TRANSLACJI EIF4E
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Biatko eIF4E, wiazac kap znajdujacy sig¢ na koncu 5> mRNA, pelni kluczowa rolg
w procesie inicjacji translacji zaleznej od kapu. Nadekspresj¢ eIF4E zaobserwowano
w wielu komérkach nowotworowych, dlatego tez biatko to stanowi potencjalny cel
w terapii przeciwnowotworowej. Ostatnio jako potencjalne terapeutyki antynowotworowe
w komérkach nowotworowych o podwyzszonej ekspresji eIFAE z powodzeniem testowane
sa modyfikowane analogi kapu z grupa benzylowa w pozycji N’ guaniny. Zaobserwowano,
ze wprowadzenie grupy benzylowej powoduje istotne zmiany we wngce Wwiazacej
kanonicznej izoformy eIF4Ela. W mojej pracy zbadalem powinowactwo
mononukleotydowych analogéw kapu n'GTP oraz dinukleotydowych analogéw kapu
n'GpppG, z grupa metylowa, etylowa, benzylowa, 1-naftylowa i 2-naftylowa w pozycji
N’ do izoform ludzkiego biatka eIF4E: elF4Ela, elF4Elb, eIF4E2 (4EHP) oraz elF4E3.
Stosujac metod¢ miareczkowania fluorescencyjnego synchronizowanego w czasie
wyznaczylem stale asocjacji dla komplekséw z analogami kapu wszystkich czterech
izoform. Uzyskane wyniki pokazaly podobne powinowactwo metylowych, etylowych
i benzylowych analogéw kapu do kanonicznego czynnika inicjacji translacji 4E (eIF4Ela)
oraz jego izoform elF4E2 i eIF4E3, za$ izoforma eI[F4E1b wykazuje zaskakujaco wysokie
powinowactwo do benzylowych oraz naftylowych analogéw kapu. Dodatkowo wykonatem
pomiary widm CD w zakresie bliskiego nadfioletu 2z  wykorzystaniem
mononukleotydowych analogéw kapu, ktére wskazuja, ze w wyniku tworzenia kompleksu
biatko-cap w izoformach elFAE zachodza rézne zmiany konformacyjne tryptofanéw jak

i ich otoczenia, zalezne od grupy wprowadzonej w pozycji N’ guaniny analogu kapu.
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HAPLOIDENTYCZNY PRZESZCZEP KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH
PO DEPLECJI LIMFOCYTOW o/ff TCR JAKO POTENCJALNA OPCJA

TERAPEUTYCZNA W PRZYPADKU BRAKU DAWCY ZGODNEGO W HLA
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W Swiatowym Banku Dawcéw Szpiku (BMDW) znajduje sig¢ obecnie ponad
27 milionéw potencjalnych niespokrewnionych dawcéw komoérek hematopoetycznych, ale
nie zawsze udaje sig¢ znalez¢ dawcg idealnie dopasowanego pod wzgledem antygendw
HLA. Jedyna opcja terapeutyczna w takim przypadku moze by¢ przeszczep od dawcy
czgSciowo zgodnego (tzw. przeszczep haploidentyczny). Metoda ta wiaze sig
z podwyzszonym ryzykiem wystapienia choroby ,,przeszczep przeciwko gospodarzowi”
(GvHD, ang. Graft versus Host Disease), czemu mozna zapobiec stosujac zaawansowane
metody preparatyki komérkowej, m.in. poprzez usunigcie ex vivo wszystkich limfocytow T
Iub tylko tych wykazujacych ekspresj¢ receptora o/f TCR. Manipulacja materialem
przeszczepowym wptywa na kinetyke odnowy limfocytarnej po przeszczepieniu, a przez to
oddziatuje na przyjgcie sig przeszczepu, ryzyko wznowy choroby, zakazenia, czy GVHD.

W Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dziecigcej, w latach
2013-15 wykonano 11 przeszczepien komérek hematopoetycznych od dawcow czgsciowo
zgodnych, po przeprowadzeniu deplecji limfocytéw o/f TCR. W okresie do roku od
przeszczepienia, monitorowano odnowg limfocytéw T, B i NK. Liczbg odnawiajacych sig
limfocytéw T, B i NK u pacjentéw po deplecji o/ TCR poréwnano z wynikami grupy
kontrolnej (n=14), ktéra stanowili pacjenci po przeszczepie od zgodnych dawcéw
niespokrewnionych. Brak statystycznie istotnych réznic w liczbie limfocytéw
poszczegdlnych linii, w zestawieniu z obrazem klinicznym pacjentéw, a takze rodzajem
kondycjonowania przed i immunosupresji po przeszczepie HSCT, pozwala potwierdzic¢
zasadno$¢ stosowania deplecji limfocytéw o/ TCR w przypadku przeszczepiania komoérek

hematopoetycznych od dawcéw haploidentycznych.
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PALECZKI NIEFERMENTUJACE WYIZOLOWANE ZE SRODOWISKA PRZEMYSEU
KOSMETYCZNEGO — BIOFILM BAKTERYJNY I WRAZLIWOSC

NA SRODKI DEZYNFEKCYJNE
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Rosnace wymagania konsumentéw co do bezpieczenstwa kosmetykéw, wymusily na
przedsigbiorstwach wprowadzenie ujednoliconych systeméw gwarantujacych, ze dany
produkt begdzie wolny od zanieczyszczen chemicznych, a przede wszystkim
mikrobiologicznych. Stosowane konserwanty nie gwarantuja calkowitej ochrony
kosmetyku, dlatego niezwykle istotna jest kontrola $rodowiska przemystowego
a takze stosowanie skutecznych metod dezynfekcji.

Okreslenie skuteczno$ci i spektrum dziatania Srodkéw dezynfekcyjnych uzywanych
na co dzien w zakladach przemystlu kosmetycznego wobec szczepéw paleczek
niefermentujacych wyizolowanych ze $rodowiska, jest istotnym aspektem kontroli
mikrobiologicznej. Przebadane $rodki réznily si¢ migdzy soba substancjami czynnymi:
dwutlenek chloru, czwartorzgdowe zwiazki aminiowe, kwacnadoctowy, nadtlenek wodoru,
aldehyd glutarowy oraz anionowe i niejonowe zwiazki powierzchniowo czynne.
Wyizolowane szczepy nalezaty do rodzajow: Pseudomonas, Comamonas, Delftia oraz
Acinetobacter. Mimo, ze wszystkie badane $rodki wykazuja skuteczno$¢ wobec
wyizolowanych szczepéw pateczek niefermentujacych, najskuteczniejszym okazal sig
srodek na bazie kwasu nadoctowego.

W pracy okreslono lekowrazliwo$¢ szczepéw wobec antybiotykow zalecanych przez
EUCAST. Dodatkowo dowiedziono, iz wszystkie wyizolowane bakterie $rodowiskowe
tworza biofilm, cho¢ nie z taka sama intensywnoScia — najintensywniej dwa szczepy
Pseudomonasaeruginosa i szczep Acinetobacterbaumannii. Badane $rodki dezynfekcyjne
wykazaly skuteczno$¢ wobec biofilmujacych szczepéw, choé w réznym stopniu
i spektrum. Wykonane mikrofotografie przy uzyciu SEM, ukazaly specyficzna strukturg

tworzacego si¢ na czujnikach kwarcowych biofilmu szczepéw Pseudomonas aeruginosa.
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WPLYW KOMOREK MSC IZOLOWANYCH Z TKANKI TLUSZCZOWEJ
NA POWSTAWANIE NACZYN KRWIONOSNYCH W MODELU NIEDOTLENIONE]J
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Mezenchymalne komoérki zregbu (MSC) to multipotencjalne  komoérki
niehematopoetyczne, ktorych zrédtem sg tkanki pochodzenia mezodermalnego takie jak
szpik  kostny czy tkanka tluszczowa. Komodrki te posiadaja  wiasciwosci
immunomodulujace, wytwarzaja szereg czynnikéw wzrostu i cytokin, a takze wykazuja
tropizm do rejondw objgtych reakcja zapalna. Tkanka tluszczowa jest dobrym i tatwo
dostepnym Zrédlem MSC. Zawarto$¢ tych komoérek w tkance ttuszczowej wynosi ok. 1%.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie na modelu niedotlenionej konczyny u myszy
wptywu komérek MSC izolowanych z ludzkiej tkanki ttuszczowej — hADSC (ang. human
Adipose Derived Stromal Cells) na proces powstawania nowych naczyn krwiono$nych.

W celu uzyskania pozadanej populacji komérek wykorzystano metodg trawienia
tkanki thuszczowej (pozyskiwanej S$rédoperacyjnie z okolic brzucha) roztworem
kolagenazy. Fenotyp wyizolowanych komoérek sprawdzano za pomoca cytometrii
przeptywowej. Model niedotlenionej konczyny u myszy uzyskano podwiazujac tetnicg
udowa. Komoérki ADSC wraz z préba kontrolna, ktéra stanowit PBS™ podawano godzing
po zabiegu. Sprawno$¢ konczyn oceniano co 2-3 dni. Po 14 dniach od zabiegu
chirurgicznego pobierano migsien tydki myszy i poddawano go dalszym analizom. Ilo§¢
naczyn badano przy uzyciu immunohistochemicznej reakcji identyfikujacej antygen CD31.

Wyizolowane komérki posiadaty fenotyp: CD105*/CD90*/CD73*/CD44*/CD29*/
CD146" i CD45/CD34 /HLA-DR/KDR/CD31". Gléwna cytoking wytwarzana przez
komorki hADSC byla interleukina 6 (IL-6). Po zliczeniu wybarwionych
immunohistochemicznie (CD31) naczyh w skrawkach tkanek pochodzacych
z niedotlenionej konczyny u myszy zauwazono wzrost liczby naczyn w stosunku do grupy
kontrolnej. Zaobserwowano takze poprawg sprawnosci konczyny, w ktérej podwiazano

tetnicg udowa po podaniu komérek hADSC.
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Promieniowanie fal elektromagnetycznych, korpuskularne czy mieszane jest
nieustannie obecne w zyciu czlowieka. Jonizacja towarzyszaca promieniowaniu jest
niebezpieczna dla zdrowia czlowieka, indukuje stres oksydacyjny, ktéry moze uszkadzac¢
biatka, lipidy btonowe, DNA oraz RNA. Jednak promieniowanie jonizujace stosowane
w sposob kontrolowany znalazto zastosowanie w medycynie, zaréwno w celach
diagnostycznych (badania rentgenowskie), jak i leczniczych (radioterapia). Precyzyjnie
dobrana dawka promieniowania oraz ochrona otaczajacych komérek nienowotworowych
zapewnia bezpieczenstwo podczas leczenia pacjentéw onkologicznych. Istotna rolg
w zapewnieniu ochrony, petnia substancje o wtasciwosciach radioochronnych, podane
pacjentowi podczas radioterapii. Sposréd wielu badanych zwiazkéw chemicznych dobrymi
kandydatami na radioprotektory sa naturalne zwiazki uzyskiwane z roslin oraz zidt.
Zwiazki roslinne w poréwnaniu z syntetycznymi (m. in. tiolowymi), sa bezpieczniejsze,
mniej toksyczne, tansze w pozyskiwaniu. Wigkszo§¢ zwiazkéw ro$linnych charakteryzuje
tez dlugi okres péitrwania oraz brak oddzialywania z szeroka gama innych lekow
podawanych w trakcie terapii. Radioochronne dziatanie zwiazkéw roslinnych oparte jest
na silnym dziataniu antyoksydacyjnym, tj. hamowanie generowania RFT, usuwanie
powstatych rodnikéw, czy chelatowanie jonéw metali. Zastosowanie zwiazkéw roslinnych,
jako radioprotektory mogtoby ogranicza¢ uszkodzenia popromienne, a takze zmniejsza¢
ryzyko wystgpowania nowotworéw wtérnych u pacjentéw po radioterapii.

Celem badan bylo  okreslenie  wplywu  koniugatéw  polifenolowo-
polisacharydowych izolowanych z wybranych roslin leczniczych tj. krwisciag lekarski,
przymiotno kanadyjskie, poziomka pospolita oraz jezyna faldowana (1-25ug/ml) na
indukowane promieniowaniem gamma (10 i 15 Gy) uszkodzenia DNA w komdrkach
jednojadrzastych krwi obwodowej cziowieka (PMBCs). Uszkodzenia DNA oceniano na
podstawie testu kometowego.

Wyniki wskazuja, ze badane koniugaty polifenolowo-polisacharydowe wykazuja
wilasciwosci radioochronne, chronia DNA PMBCs przed genotoksycznym dziataniem

promieniowania gamma.
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WPLYW KANNABIDIOLU ORAZ EKSTRAKTOW Z ROSLIN CANNABIS SATIVA
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Kannabidiol (CBD) oraz A9-tetrahydrokannabinol (THC) stanowia gléwne
kannabinoidy zidentyfikowane w ro$linach z rodzaju Cannabis. THC jest agonista dwéch
receptorow z grupy receptoréw siedmiotransbtonowych: CB1 i CB2, bedacych elementami
systemu endokannabinoidowego, ktdéry jest zaangazowany m.in. w regulacj¢ procesow
proliferacji, réznicowania oraz apoptozy komorek. Kannabidiol, w przeciwienstwie do
THC wykazuje bardzo niskie powinowactwo do receptoréw CB1 obecnych gléwnie
w obrebie centralnego uktadu nerwowego, co powoduje, Ze jest pozbawiony wiasciwosci
psychoaktywnych. Z tego powodu substancja ta skupia na sobie coraz wigksza uwage
badaczy, jednak jej wplyw na szlaki metaboliczne nadal nie jest do konca wyjasniony.

Kannabinoidy jak dotad znalazly zastosowanie w medycynie paliatywnej, istnieje
jednak nowe podejscie, polegajace na wykorzystywaniu ich w celu hamowania proliferacji
i rozwoju komoérek nowotworowych. Wpltyw kannabinoidéw na nowotwory jest
zréznicowany. Eksperymenty in vitro oraz in vivo dowiodly dziatania zaréwno
hamujacego, jak i indukujacego proliferacj¢ komérek nowotworowych w zaleznosci od
zastosowanego kannabinoidu, jego st¢Zenia oraz typu nowotworu.

Cele badawcze: analiza zmian zachodzacych w komorkach nowotworowych
w wyniku ekspozycji na kannabidiol oraz ekstrakty z roslin Cannabis sativa o réznych
stezeniach: okreslenie zmian poziomu proliferacji, aktywnosci apoptotycznej, autofagii
oraz zmian w morfologii komoérek, a takze analiza posredniczenia reaktywnych form tlenu
(ROS) w aktywnosci kannabinoidéw. Badaniom zostang poddane linie komérkowe raka

piersi (MDA-MB-231) oraz raka prostaty (PC-3).
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ERADYKACJA BIOFILMU BAKTERII OPORTUNISTYCZNYCH

W OBECNOSCI NATURALNYCH DEZYNFEKTANTOW
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Ze wzgledu na rosnaca oporno$¢ na antybiotyki oraz powszechnie stosowane
dezynfektanty, zagrozenie stanowia bakterie zdolne do kolonizowania zaréwno
powierzchni biotycznych, jak i abiotycznych, gléwnie w formie biofilmu. Szacuje sig, Ze
ok. 70% sposréd infekcji jest wigzana z biofilmami bakteryjnymi, ktére stanowia
powszechne zagrozenie w §rodowisku szpitalnym, kolonizujac sprzgt medyczny t. jak
katetery, stenty, rurki intubacyjne czy implanty. Poszukuje si¢ skutecznej alternatywy
dezynfektantéw chemicznych wsrdd substancji pochodzenia roslinnego, m. in. olejkéw
eterycznych, ktérych wlasciwosci bakterio- i grzybobdjcze sa znane od wiekow.

Celem przeprowadzonych badan ocena eradykacji biofilmu utworzonego przez
gram-ujemne pateczki na powierzchni polistyrenowej z wykorzystaniem olejkéw
eterycznych: cynamonowego, gozdzikowego, drzewa herbacianego, manuka i kanuka. Do
badan uzyto olejkéw komercyjnych (Pollena Aroma S.A., Warszawa) oraz 9 szczepow
Srodowiskowych (6-Pseudomonas aeruginosa, 2-Serratia liquefaciens, 1-Burkholderia
cepacia), wyizolowanych z kosmetykéw i potencjalnych konserwantéw kosmetycznych
oraz szczepu referencyjnego Pseudomonas aeruginosa ATCC15442. 24-godzinny biofilm,
wyhodowany w pozywce TSB (Merck) w temp. 30°C w 96-dotkowych ptytkach
polistyrenowych, zalewano olejkiem zmieszanym z pozywka TSB w odpowiednim
stgzeniu (Y2MIC, MIC i 2MIC, gdzie wartosci MIC zostaty uprzednio wyznaczone dla
form planktonowych bakterii). Po 24 godzinach biofilm powstalty na powierzchni
polistyrenu wybarwiano 0,5% roztworem fioletu krystalicznego i mierzono absorbancjg
przy dtugosci fali 570 nm. Prébe kontrolng stanowity hodowle nie zawierajace olejku
eterycznego.

Wyniki uzyskane w badaniach wskazuja na wysoka efektywno$¢ olejkéw
w eradykacji dojrzatego biofilmu, nawet juz w stezeniu réwnym ¥2MIC (w zaleznosci od

uzytego olejku, jego stezenia oraz badanego szczepu).
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U dorostych, szczegdlnie powyzej 45 roku zycia,czgstym czynnikiem etiologicznym
zakazen dolnych drég oddechowych sa pratki gruzlicy — Mycobacterium tuberculosis.
Nalezy zwr6ci¢ uwagg, ze mimo bardzo szybkiego rozprzestrzeniania sig tego
drobnoustroju, nie u wszystkich zakazonych oséb rozwija si¢ petlnoobjawowa gruzlica.
OdpowiedZz obronna organizmu na infekcje M. tuberculosis jest réznokierunkowa.
Z pewno$cig, istotnymi elementami mechanizméw obronnych sa peptydy
przeciwdrobnoustrojowe, w szczegdlnosci katelicydyny, oraz cytokiny w tym m.in.
czynnik martwicy nowotworu (TNF).Dostepne dane wskazuja, ze poziom wytwarzania
TNF i katelicydyny LL-37 moze istotnie oddzialywa¢ na inicjacj¢ procesu zapalnego,
przebieg infekcji, a takze jej intensywnos¢ oraz czas trwania. Dlatego celem tej pracy byta
ocena stgzenia katelicydyny LL-37 i TNF w surowicy krwi 0séb z czynna gruzlica ptuc.

Badania przeprowadzono na grupie 47 dorostych pacjentéw z czynna gruzlica ptuc,
ktorapotwierdzonometodami klasycznej bakteriologii i dodatnim rozmazem plwociny.
U wszystkich oséb wykonano badania laboratoryjne, w tym morfologi¢ petna, wskazniki
watrobowe, wskazniki nerkowe, poziom CRP oraz elektrolity. Grupg kontrolng stanowito
41 os6b zdrowych. Stezenie Kkatelicydyny LL-37 i TNF w surowicy oceniano
metodagimmunoenzymatyczng ELISA.

Poziom katelicydyny LL-37 u pacjentéw z czynna gruzlica pluc wynosit
13,29 ng/ml.Sredni poziom Katelicydyny LL-37 w surowicy oséb zdrowych byt
znamiennie nizszy i wynosit 5,76 ng/ml. Stgzenie TNF w surowicy 0séb chorych wynosito
8,51 pg/ml, a w grupie poréwnawczej oséb zdrowych 2,91 pg/ml.

Uzyskane wyniki pozwalaja na sformutowanie wniosku, iz w trakcie infekcji
M. tuberculosis dochodzi do zwigkszenia poziomu katelicydyny LL-37 oraz TNF

W surowicy.

Praca finansowana z grantu: 502-03/6-164-01/502-64-083.
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Potranslacyjna modyfikacja bialek zwana sumoilacja jest procesem odgrywajacym
wazng rolg w zachowaniu homeostazy komoérki. Polega ona na przylaczeniu do
okreslonego biatka niewielkiego polipeptydu, podobnego do ubikwityny, zwanego
biatkiem SUMO (ang. small ubiqutin-like modifier). Czynnikiem kluczowym w sumoilacji
jest biatko UBC9 (ang. ubiquitin conjugating enzyme EZ2I), ktére rozpoznaje substrat
i katalizuje utworzenie wiazania izopeptydowego migdzy grupa karboksylowa na C-koncu
biatka SUMO i grupa €-aminowa lizyny w biatku docelowym. Modyfikowane biatko
uzyskuje nowe funkcje, zmienia si¢ jego aktywnos$¢ oraz mozliwosci migracyjne. Liczne
badania wykazaty, ze gen UBC9 ulega nadekspresji w wielu nowotworach zto$liwych —
w raku jajnika, piersi, ptuca, glowy i szyi oraz w czerniaku.

Celem badaf bylo okreslenie zmienno$ci genetycznej UBC9 u zdrowych kobiet
w populacji polskiej. Przeprowadzona analiza stanowi punkt odniesienia do dalszych
badan majacych na celu okreslenie wptywu wybranych wariantéw polimorficznych genu
UBC9 na ryzyko raka piersi.

Badania przeprowadzono wykorzystujac material genetyczny wyizolowany ze §liny
95 zdrowych kobiet. Analiz¢ zmiennosci genu UBC9 wykonano za pomocg techniki HRM
(ang. High Resolution Melting). Skanowaniu poddano 6 z 7 eksonéw genu UBCY, wraz
z co najmniej 20 nukleotydowymi, intronowymi sekwencjami flankujacymi. Nastgpnie do
weryfikacji topnienia za pomoca metody sekwencjonowania bezpo$redniego, wytypowano
na podstawie profili krzywych topnienia reprezentatywne probki dla kazdego profilu.
Dzigki temu, zweryfikowano zgodno$¢ topnienia w metodzie HRM i ustalono genotyp
w skanowanych obszarach dla kazdej probki.

W trakcie prowadzonych badan nie wykazano obecno$ci nowych wariantéw
polimorficznych w skanowanych obszarach genu UBC9. Na podstawie sekwencjonowania
stwierdzono obecno$¢ znanych polimorfizméw wystgpujacych w poblizu eksonéw
5 (333+19T>C; 1s909916 i 333425C>G; 1s909917) oraz 7 (*24A>G; 1s8063),
w pozostatych skanowanych obszarach wykazano zgodno$¢ z sekwencja referencyjna
(NM_194260.2).
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Surowce roslinne poddawane sa statej kontroli i monitorowaniu zaréwno pod
wzgledem ich jakosci jak i bezpieczenstwa mikrobiologicznego. Sa to réwniez
podstawowe cele, ktére musza by¢ spetnione, by méc w petni zachowa¢ wtasciwa ochrong
konsumentéw. Priorytetem dla kazdego, kto jest zwiazany z zywnoS$cia jest zapewnienie
jej ochrony przed zanieczyszczeniami, z jednoczesnym utrzymaniem wtasciwosci i cech
odzywczych.

Roéznorodne metody dekontaminacji (oczyszczania) surowcoéw  roslinnych
zapobiegaja, badz redukuja poziom ich zanieczyszczen. Jednak wigkszo$¢ stosowanych
Srodkéw dekontaminujacych poprzez bezposredni kontakt z powierzchnia oczyszczanego
surowca moze negatywnie oddziatywac na jego wtasciwosci, jak réwniez sktad.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie aktywnosci mikrobiologicznej
olejkow eterycznych izolowanych z szyszkojagdd jatowca pospolitego po procesie
ozonowania w ztozu dynamicznym. Material badawczy stanowity szyszkojagody jatowca
pospolitego (Juniperus communis L.), (Kawon-Hurt, Gostyn, Polska). Proces ozonowania
przeprowadzono stosujac zréznicowane dawki ozonu i czas trwania procesu. Aktywnosc
mikrobiologiczng otrzymanych olejkéw eterycznych zbadano zaréwno pod wzglgdem

bakterii gramdodatnich, jak i gramujemnych.
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NARYNGENINOWA ZASADA SCHIFFA I JEJ ODDZIALYWANIA Z DNA
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Ze wzgledu na aktywnos$¢ biologiczng flawonoidy sq zazwyczaj okre$lane mianem
bioflawonoidéw. Zwiazki flawonoidowe réznig si¢ w swojej budowie, stad tez mozna je
podzieli¢ na kilka klas: flawanole, flawanony, izoflawony, flawonole, flawony
i antocyjany. Niezwykle interesujaca klasa zwiazkéw jest grupa flawanonéw. Jednym z jej
przedstawicieli jest obecna w grejpfrutach naryngenina, ktéra nie byla dotad szeroko
badana pod wzgledem swoich potencjalnych wiasciwosci (przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybicze, przeciwnowotworowe).

Coraz czgséciej, zwiazki flawonoidowe sa wykorzystywane jako substraty
w reakcjach syntezy flawonoidowych pochodnych w celu uzyskania produktéw —
zwiazkéw o zwigkszonej aktywnosci biologicznej. Jednym z najczgsciej stosowanych
schematow jest schemat reakcji otrzymywania zasad Schiffa.

Celem niniejszych badafh bylo zbadanie otrzymanej flawonoidowej pochodnej —
naryngeninowej zasady Schiffa pod wzgledem oddziatywan z DNA. Uzyskane widma
UV-Vis dla naryngeniny poréwnano z jej pochodng. Ponadto zbadano tez oddziatywania

kompleksow zwiazkéw z DNA.
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ROZNICE POTENCJALU ANTYOKSYDACYJNEGO KOMOREK DROZDZY
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KLASYCZNYCH TERAPEUTYKOW Z GRUPY LEKOW AZOLOWYCH
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Drozdze Candida sa oportunistycznymi patogenami zasiedlajacymi przewod
pokarmowy wigkszosci zdrowych ludzi. W niekorzystnych dla gospodarza warunkach
moga one wyprze¢ mikroflor¢ bakteryjna i wywotaé infekcje grzybicza. Infekcje
wywotlane grzybami Candida moga by¢ miejscowe lub, w cigzszych przypadkach,
ogollnoustrojowe, jesli drozdze przedostana si¢ do krwioobiegu pacjenta. Drozdze
z rodzaju Candida bardzo szybko nabywaja lekoopornos¢ w kontakcie z lekami
przeciwgrzybiczymi, dlatego niezwykle wazna kwestia w leczeniu kandydoz jest wstgpne
okreslenie profilu opornosci szczepu wywolujacego zakazenie. W praktyce jednak czgsto
nie jest to mozliwe. Powszechna praktyka jest stosowanie lekéw azolowych bez
wezesniejszego sprawdzenia chocby rodzaju drozdzy Candida powodujacych zakazenie,
mimo ze dwa najpowszechniej wystgpujace rodzaje: Candida albicans i Candida glabrata,
zasadniczo réznia si¢ pierwotng opornoscia na najczesciej stosowane leki azolowe.

Jednym z najwazniejszych mechanizméw wptywajacych na przezycie i wirulencjg
szczepéw Candida jest odpowiedZz na stres oksydacyjny. Wptywa ona na zdolno$¢
komorki do adaptacji w warunkach innego rodzaju stresu oraz ochrong przed odpowiedzia
ze strony uktadu immunologicznego gospodarza. W pracy zbadano réznice w odpowiedzi
komorek drozdzy C. albicans i C. glabrata na subtoksyczne dawki lekéw azolowych
najczgSciej stosowanych klinicznie: flukonazolu, itrakonazolu i ketokonazolu poprzez

analiz¢ produkcji wolnych rodnikéw i opornosci na badane leki.
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Mikroorganizmy zasiedlajace srodowisko wykazuja tendencje do kumulowania si¢
na granicy faz ciecz-cialo stale, ciesz-gaz, ciecz-ciecz i tworzenia struktury zwanej
biofilmem (inaczej: btona biologiczna). Biofilm to zlozona wielokomérkowa struktura
mikroorganizméw (bakterii, grzybéw, glonéw) nalezacych do réznych rodzajow
i gatunkow, otoczona warstwa $luzu. Powstawanie biofilmu jest procesem wieloetapowym,
uzaleznionym od powierzchni, na ktérej powstaje, jak i od wtasciwosci tworzacych go
mikroorganizméw, a w szczeg6lno$ci wlasciwosci adhezyjnym. Aktualnie podejmowane
sa badania majace na celu poznanie mechanizméw powstawania i funkcjonowania
biofilmu, jak i skutecznej walki z nim. Wykazano, ze zwiazki powierzchniowo-czynne,
w tym syntetyzowane przez mikroorganizmy (biosurfaktanty) maja wihasciwosci
przeciwbakteryjne i przeciwadhezyjne ograniczajac w ten sposdb, m.in. powstawanie
biofilmu.

Celem badah byla ocena wplywu biosurfaktanéw zawartych w ptynach
pohodowlanych dwéch szczepéw Bacillus subtilis oznaczonych jako KP7 i I'la na
powstawanie biofilmu tworzonego przez bakterie srodowiskowe, wyizolowane ze Sciekow.
Weczesniejsze badania wykazaty, ze ptyny pohodowlane szczepow KP7 i I'la zawieraja
w duzej iloéci biosurfaktanty, w przypadku KP 7- jest to surfaktyna, natomiast

I’-1a - iturina.
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Jedna z przyczyn powstawania zmian niedokrwiennych jest stres oksydacyjny. Jest
on takze gtéwna przyczyna po-reperfuzyjnych uszkodzen mézgu bedacych nastgpstwem
udaru niedokrwiennego mézgu. Poprawa stanu funkcjonalnego pacjentéw poudarowych
mozliwa jest ze wzgledu na duza plastyczno$¢ mézgu, jednak proces rehabilitacyjny musi
by¢ rozpoczety mozliwie jak najszybciej i prowadzony przez dtuzszy czas.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zaleznodci pomigdzy zahamowaniem
uszkodzen oksydacyjnych (karboksylacji bialek) pod wpltywem rehabilitacji polem
elektromagnetycznym, a stanem funkcjonalnym pacjentéw. Material badawczy stanowito
osocze wyizolowane z krwi petnej, pobranej 3-krotnie: przed, po 10 i po 20 zabiegach, od
pacjentéw (n=23) po przebytym udarze niedokrwiennym mdzgu, poddawanych
magnetoterapii oraz ¢wiczeniom aerobowym. Grupg kontrolng (n=34) (homologiczna pod
wzgledem wieku i plci) stanowili pacjenci bez magnetoterapii. Do okreSlenia stanu
funkcjonalnego wykorzastano skale: ADL (oceniajaca podstawowe czynno$ci dnia
codziennego) i MMSE (stuzaca do okreslenia stopnia otgpienia).

Wykazano, ze wraz z rosnaca liczba zabiegdw magnetoterapii hamowany jest
proces karbonylacji bialek osocza (p<0,001) oraz obserwuje si¢ poprawg stanu
funkcjonalnego pacjentéw poudarowych. Co wigcej odnotowano ujemna korelacje migdzy
stgzeniem grup karbonylowych w biatkach osocza, a warto$ciami skal ADL (p<0,01) oraz
MMSE (p<0,01).

Istnieja tylko nieliczne i niespdjne dane na temat antyoksydacyjnego dziatania pola
elektromagnetycznego, a stosowanie magnetoterapii w rehabilitacji poudarowej uwaza sig
za niestandardowa formg poprawy stanu funkcjonalnego pacjentéw. Uzyskane wyniki
potwierdzaja  celowo$¢  wykorzystywania terapii polem elektromagnetycznym
w rehabilitacji chorych po udarze oraz wskazuja na jego przeciwutleniajace dziatanie,

ktore skorelowane jest z poprawa funkcjonowania pacjentéw poudarowych.
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P0OZ10M CYTOKININ W MEDIUM HODOWLANYM KOMOREK UKEADU
IMMUNOLOGICZNEGO W ODPOWIEDZI NA EGZOSOMY
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Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk,
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W ostatnich latach postuluje si¢ mozliwos¢  wykorzystania metod
immunoterapeutycznych w walce z nowotworami, ktére bazuja na zwigkszeniu
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Strategie te obejmuja uzycie cytokin
aktywujacych komorki biorace udzial w odpowiedzi odpornosciowej jak np. interleukina
12 (IL-12). IL- 12 dogrywa wazna rolg w regulacji zaréwno wrodzonej jak i nabytej
odpowiedzi immunologicznej (wysoka zdolno$¢ do aktywowania limfocytéw T i komérek
NK - natural killer). Wiele dowodéw wskazuje na udziat uktadu immunologicznego
w odpornosci przeciwnowotworowej. Wczesniejsze badania wykazaly istnienie
mechanizmu komunikacji migdzykomérkowej za pomoca egzosoméw. Egzosomy
zawieraja czasteczki miRNA, ktére moga wptywaé na funkcje komoérek docelowych,
czego efektem moze by¢ obnizenie poziomu lub catkowity zanik danego biatka. Taki
proces prawdopodobnie zachodzi w przypadku IL-12 i polega na asocjacji miRNA do
mRNA IL-12, co w konsekwencji prowadzi do zahamowania translacji tego biatka.
Dlatego tez egzosomy wydzielane z komérek nowotworowych moga uczestniczy¢
w rozwoju immunosupresji jako forma obrony przed reakcja uktadu immunologicznego
organizmu. Mechanizmy lezace u podloza tych proceséw sa stabo poznane. Celem badan
byto okreslenie poziomu IL-12 w medium hodowlanym komérek uktadu
immunologicznego z wykorzystaniem metody Cytometric bead array (CBA). Gléwnym
zrédtem IL-12 u czltowieka sa aktywowane dojrzate i niedojrzate komoérki dendrytyczne
oraz makrofagi. Komérki, po stymulacji do produkeji IL-12, byty traktowane egzosomami
wyizolowanymi z hodowli linii nowotworowej A375 (czerniak), po uprzednim
inkubowaniu w 37°C przez 72h. Pomiar i analiz¢ przeprowadzono z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego. Wyniki pokazaty, ze inkubacja aktywowanych komdrek
z egzosomami wpltywa na zmiang poziomu IL-12 w stosunku do kontroli. Moze to
sugerowa¢ udzial procesu dojrzewania pre-microRNA dla docelowego transkryptu dla
biatka IL-12 podczas inkubacji egzosoméw. Mozliwe, ze obnizanie poziomu IL-12 jest
mechanizmem, dzigki ktéremu komoérki nowotworowe przejmuja kontrolg nad uktadem

immunologicznym.
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AKTYWNOSC BIOLOGICZNA WATROBOWCOW SPRZYMIERZENCEM

W WALCE Z PATOGENAMI
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Watrobowce stanowia jedna z trzech gromad mszakéw liczaca obecnie okoto 6000
gatunkéw, przy czym liczba ta wciaz ro$nie w zwiazku z odkrywaniem i opisywaniem
nowych gatunkéw. Rosliny te posiadaja niezwykle cenng ewolucyjnie cechg. Wystepujace
u nich w komérkach ciata oleiste stanowia magazyn dla licznych zwiazkéw chemicznych
wykazujacych aktywno$¢ biologiczna. Watrobowce jako rosliny rosnace na podiozu
w bezposrednim kontakcie z potencjalnymi mikroorganizmami chorobotwérczymi, ale nie
posiadajace w przeciwienstwie do roslin wyzszych dodatkowych barier obronnych (np.
skorka czy korek) wykorzystaty zawarto§¢ wspomnianych substancji jako jedna z drég
obrony i walki z patogennymi bakteriami, grzybami czy wirusami, co z cala pewnoscia
odegrato niemata rolg w ich sukcesie ewolucyjnym. Obecnos¢ terpenoidéw i zwigzkow
fenolowych stanowi takze o przydatnosci watrobowcéw jako roslin stosowanych od
wiekow w medycynie. Zastosowanie ekstraktow pochodzenia roslinnego do zwalczania
patogenéw atakujacych ludzi i zwierzgta jest niezwykle obiecujace, gtéwnie ze wzgledu na
nabywanie przez chorobotwércze szczepy opornosci na powszechnie stosowane
komercyjnie produkowane leki przeciwdrobnoustrojowe. Ekstrakty, zaréwno organiczne
jak i nieorganiczne, otrzymane z watrobowcow posiadaja szerokie spektrum aktywnosci
biologicznej, moga mie¢ nie tylko dziatanie bakteriobdjcze czy przeciwgrzybowe ale
réwniez przeciwwirusowe czy nawet cytotoksyczne.

Biatka obronne to kolejna grupa zwiazkéw zapewniajacych watrobowcom
mozliwo$¢ walki z patogenami. Mechanizm dziatania tych zwiazkéw zostat zdecydowanie
stabiej poznany w poréwnaniu ze zwigzkami terpenowymi. Do ro$linnych biatek
odpornosciowych zaliczamy m.in. lektyny, biatka LTP (Lipid Transfer Proteins) oraz
biatka z rodziny GRP (Glycine-Rich Proteins). Zaprezentowane wyniki badan
potwierdzaja dzialanie przeciwbakteryjne organicznych i nieorganicznych ekstraktéw
otrzymanych z wybranych gatunkéw watrobowcoéw, a takze obecnos$¢ bialek z rodziny

LTP oraz lektyn.
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WPLYW SUPERNATANTOW Z KONCENTRATOW KRWINEK CZERWONYCH

NA AGREGACJE PLYTEK KRWI

Kamila Czubak”, Halina Matgorzata Zbikowska

Uniwersytet Eédzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Biochemii Ogélnej,
ul. Pomorska 141/143, 90-236 LodZz

email autora do korespondencji': kamilaczubak@biol.uni.lodz.pl

Przetoczenie §wiezo mrozonego osocza, koncentratu krwinek ptytkowych (KKP)
czy krwinek czerwonych (KKCz) moze powodowaé zaburzenia hemostazy u biorcow.
Gléwna przyczyna koagulopatii poprzetoczeniowej u pacjentdw jest rozcienczenie
czynnikéw krzepnigcia i ptytek krwi przez antykoagulant oraz ptyn konserwujacy obecny
w przetoczonym skladniku krwi. Jak dotad, nie wyjasniono czy $rodowisko w jakim
w os$rodkach krwiodawstwa i krwiolecznictwa przechowywane sa krwinki czerwone
bezposrednio nie oddzialuje na funkcje ptytek krwi. Podczas przechowywania
(max. 42 dni) w supernatantach KKCz dochodzi do akumulacji zZelaza, cytokin
prozapalnych, lipidéw  bioaktywnych oraz innych substancji o dziataniu
immunomodulujacym. Zalezno§¢ pomigdzy iloScia przetoczonych jednostek KKCz oraz
czasem ich przechowywania, a czgstoScia wystgpowania reakcji poprzetoczeniowych,
m.in. ostrego poprzetoczeniowego uszkodzenia ptuc czy niewydolnosci wielonarzadowe;j
zostata dowiedziona.

Celem przeprowadzonych badan byla ocena wpltywu supernatantéw otrzymanych
z komercyjnych KKCz na agregacje ptytek krwi. Materiatl badawczy stanowito §wieze,
bogatoptytkowe osocze ludzkie inkubowane z badanymi supernatantami uzyskanymi
ze $wiezych i przeterminowanych KKCz. Procent zagregowanych ptytek krwi po dodaniu
agonisty (kolagen ChronoLog; koncowe stgzenie 2ug/ml) okreslono za pomoca
agregometru ChronoLog 490.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wykazaly, ze supernatanty z przeterminowanych
KKCz hamuja agregacje ptytek krwi. Upo$ledzona agregacja ptytek krwi w warunkach
in vitro prawdopodobnie zwiazana jest z obnizona ekspresja kompleksu GPIIb/IIIa

na powierzchni ptytek krwi odpowiedzialnego za ich agregacje.
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WEASCIWOSCI ANTYOKSYDACYJNE OLEJKU ETERYCZNEGO Z NASION
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Nasiona, ktére utracity zdolno$¢ kietkowania traktowane sa jako materiat
odpadowy i najczgsciej sa wykorzystywane jako pasza dla zwierzat, pomimo, ze stanowia
zrédto wielu cennych substancji biologicznie czynnych.

Material do badan stanowily nasiona odpadowe selera zwyczajnego (Apium
graveolens), ktére utracity zdolno$¢ kietkowania. Olejek eteryczny wydzielony zostat
metoda destylacji z para wodng w zmodyfikowanym aparacie do hydrodestylacji. Analiza
sktadu jakosciowego wskazuje, Ze jest on bogatym zrédtem limonenu, o-selinenu,
B-selinenu, sedanenolidu oraz butyloftalidu.

Analizg aktywno$ci przeciwutleniajacej wykonano metoda redukcji rodnika DPPH
oraz rodnika ABTS. Zawarto$¢ polifenoli ogétem oznaczono metoda kolorymetryczna
z wykorzystaniem odczynnika Folina—Ciocalteu. Wyniki przeprowadzonych analiz
Swiadcza o wysokiej aktywnosci antyoksydacyjnej olejku eterycznego z nasion selera

zwyczajnego (Apium graveolens).
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DENDRYMERY JAKO NOSNIKI DLA FOTOUCZULACZY:
WPLYW KOMPLEKSOWANIA NA STOPIEN GENEROWANIA TLENU

SINGLETOWEGO W EFEKCIE FOTODYNAMICZNYM
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W terapii fotodynamicznej wykorzystuje si¢ fotouczulacze, ktére dopiero
po naswietleniu $wiattem widzialnym o odpowiedniej dlugosci fali, staja si¢ toksyczne
dla komérek nowotworowych. Ten rodzaj terapii jest dobra alternatywa dla innych
dostgpnych form leczenia, takich jak chemioterapia czy leczenie operacyjne. Obecnie,
leczenie za pomoca terapii fotodynamicznej napotyka problemy zwigzane migdzy innymi
ze zbyt niska selektywnoscia fotouczulaczy, niska rozpuszczalnoscia, czy wywotaniem
nadmiernej reakcji na $wiatlo u pacjentéw po naswietlaniu. Efektywno$¢ fotouczulaczy
moze by¢ poprawiona przez zastosowanie dla nich no$nikéw, np. dendrymeréw.

Dendrymery to kuliste, rozgatgzione polimery o regularnej budowie. Polimery te
sktadaja si¢ z rdzenia, dendronéw odchodzacych od rdzenia oraz grup funkcjonalnych
na powierzchni czasteczki. Struktura dendrymeréw pozwala na przytaczanie do nich
innych czasteczek, np. lekéw czy fotouczulaczy, zaréwno przez polaczenia kowalencyjne,
jak i niekowalencyjne. Utworzenie komplekséw dendrymer-fotouczulacz moze jednak
wplywa¢ na wiasciwosci czasteczek fotouczulacza i jego zdolnos¢ do generowania tlenu
singletowego i reaktywnych form tlenu w efekcie fotodynamicznym.

W prowadzonych badaniach wykorzystano réz bengalski, btgkit metylenowy oraz
dwa dendrymery fosforowe posiadajace przeciwne natadowane grupy funkcyjne. Celem
przedstawionych badan bylo okreSlenie, czy utworzenie komplekséw dendrymeréw
z fotouczulaczami wptywa na stopien generowania tlenu singletowego ('O, ) w $rodowisku
wodnym oraz poréwnanie poziomu '0, generowanego przez kompleksy i wolne

fotouczulacze.

Badania prowadzone sq w ramach projektu HARMONIA nr UMO-2013/08/M/NZ1/00761 finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki.
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Propolis, kit pszczeli, juz w starozytnosci znalazt zastosowanie w medycynie
naturalnej i jest uzywany do dzi$ jako suplement diety. Dotychczasowe badania wykazaty,
ze propolis dziata przeciwbakteryjnie, przeciwzapalnie oraz przeciwgrzybyczo. Jego
aktywnym komponentem jest ester fenyloetylowy kwasu kawowego (CAPE - ang. caffeic
acid phenethyl ester), ktéremu m. in. propolis zawdzigcza swoje szczegdlne dziatanie
farmakologiczne. Badania dowodza, ze ester fenyloetylowy kwasu kawowego, dzigki
swoim  wyjatkowym  wlasciwosciom moze znalezé zastosowanie w  terapii
przeciwnowotworowej. Co  wigcej, stwierdzono preferencyjne dziatanie estru
fenyloetylowego kwasu kawowego, tylko stosunku do komdrek nowotworowych.
Dotychczas, wykazano szerokie spektrum dziatania przeciwnowotworowego CAPE
w stosunku do wielu modeli raka m. in. piersi, prostaty czy ptuc. Celem badania byta
ocena zdolnosci do indukcji uszkodzeh DNA pod wptywem CAPE w stosunku do
komorek raka jelita grubego.

Badania prowadzone byta na komérkach linii nowotworowych: HCT116, HT-29,
AGS oraz prawidtowych limfocytach krwi obwodowej cztowieka in vitro. Do oceny
genotoksycznosci CAPE zastosowano test kometowy w wersji alkaliczne;j.

Analiza wynikow wykazata dawko-zalezny wzrost % zawartosci DNA w ogonach
komet pod wptywem CAPE, zaréwno dla limfocytow krwi obwodowej cztowieka, jak
ibadanych linii nowotworowych. Jednak efekt genotoksyczny zaobserwowany dla
komorek prawidtowych byt nizszy niz w przypadku komérek nowotworowych.

Uzyskane wyniki daja nadzieje na pozytywne wyniki w dalszych badaniach
ukierunkowanych na wykorzystanie CAPE w terapii przeciwnowotworowej raka jelita

grubego.
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Przeciwdrobnoustrojowa  terapia  fotodynamiczna  (ang.  Photodynamic
Antimicrobial Chemotherapy, PACT) nalezy do nurtu poszukiwania nowych metod terapii
choréb o etiologii bakteryjnej, wirusowej i grzybiczej. PACT polega na reakcji migdzy
nietoksycznym fotouczulaczem, a tlenem czasteczkowym po ekspozycji fotouczulacza na
promieniowanie o odpowiedniej dtugosci fali. W wyniku interakcji fotouczulacz — tlen
czasteczkowy — $wiatlo, powstaja reaktywne formy tlenu, z ktérych tlen singletowy jest
gléwnym czynnikiem odpowiedzialnym za skuteczno$¢ terapii. Tlen singletowy, jako
wysoce reaktywna forma tlenu, reaguje z biomolekutami drobnoustrojéw powodujac ich
inaktywacj¢. Do fotouczulaczy stosowanych w PACT nalezy m.in. grupa zwigzkow
makrocyklicznych okre$lana mianem porfirynoidéw, do ktérych zalicza si¢ porfiryny,
ftalocyjaniny i porfirazyny. Wérdd nich poszukuje si¢ nowych pochodnych o obiecujacych
wladciwosciach fizyko-chemicznych.

W niniejszej pracy, analizowano wlasciwosci fizyko-chemiczne pochodnych
porfirazyn siarkowych z podstawnikami morfolinoetoksylowymi, posiadajacymi
inkorporowany do centrum koordynacyjnego jon magnezu lub cynku. Badania
obejmowaty (i) wyznaczenie wspétczynnika podzialu o/w i zdolnodci interakcji
z lipidowymi strukturami, (ii) oceng wtlasciwosci spektralnych oraz (iii) zdolnosci
generowania tlenu singletowego metoda poréwnawcza z wykorzystaniem ftalocyjaniny
cynkowej jako zwiazku poréwnawczego oraz 1,3—difenyloizobenzofuranu jako

chemicznego wygaszacza tlenu singletowego.

Badania zostaty wykonane w ramach srodkéw przyznanych na finansowanie dziatalnosci polegajqcej na
prowadzeniu badan naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwiqzanych, stuzqcych rozwojowi
mtodych naukowcow: nr 502-14-03307415-50590.
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Lakazy to wielomiedziowe oksydoreduktazy, ktdre znalazlty szerokie zastosowanie
w przemysle spozywczym, chemicznym, odziezowym oraz biotechnologii. Ze wzgledu
na ogromny potencjal aplikacyjny tych enzymow konieczne jest poszukiwanie nowych
lakaz charakteryzujacych si¢ wysoka aktywnos$cia oraz stabilnoScia w niekorzystnych
warunkach $rodowiska. Celem niniejszej pracy byta izolacja i wstgpna charakterystyka
lakazy grzyba strzgpkowego Myrothecium roridum IM 6482.

Hodowlg grzybni prowadzono w modyfikowanym podtozu ptynnym Czapek-Dox
zawierajacym 1mM CuSO4x5H,0. Po 48 godz. hodowli lakazg wytracano siarczanem
amonu, a nastgpnie czg§ciowo oczyszczano stosujac ultrafiltracjg. Dla tak przygotowanego
enzymu wyznaczono specyficzno$¢ substratowa wobec ABTS, 2,6-DMP, gwajakolu oraz
DMPPDA. Badania wykazaty, ze lakaza M. roridum zdolna jest do utleniania wszystkich
badanych substratow. Najwyzsza aktywnos¢ (18861 U/l) odnotowano w przypadku
zastosowania ABTS, a najnizsza (6,25 U/l) w prébach zawierajacych gwajakol. Stosujac
ABTS jako substrat okre$lono aktywno$¢ i stabilno$¢ enzymu w réznych wariantach
temperatury i pH. Stwierdzono, ze lakaza M. roridum charakteryzuje si¢ wysoka
aktywnoS$cia w szerokim zakresie wartosci pH (3-8). Najwyzsza stabilno$¢ enzymu (100%)
odnotowano w buforze o pH 6. Enzym charakteryzowat si¢ réwniez wysoka opornoscia na
temperatur¢ otoczenia (po 3 godzinach inkubacji w temp. 37°C zachowywat 64%
aktywnosci) oraz na dziatanie wybranych inhibitoréw chemicznych (SDS, EDTA i azydku
sodu).

Wysoka aktywnos$¢ i stabilno$¢ enzymu w szerokim zakresie pH oraz temperatury,
w polaczeniu ze stosunkowo wysoka opornoscia na dziatanie zwiazkéw powszechnie
uwazanych za inhibitory enzyméw, to cechy bardzo pozadane u enzymoéw
wykorzystywanych do eliminacji ksenobiotykéw (np. toksycznych barwnikéw

tekstylnych).

Projekt finansowany ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki w Krakowie przyznanych na podstawie decyzji
nr UMO 2013/11/D/NZ9/02776.
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BIOENERGETYKI MITOCHONDRIALNEJ KOMOREK RAKA SUTKA
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Metabolizm energetyczny komoérek nowotworowych stat si¢ jednym z giéwnych
celow badan oraz poszukiwan nowych strategii terapii przeciwnowotworowych.
Udowodniono, ze niektére typy komorek nowotworowych czerpia energi¢ nie tylko
z proces6w glikolizy, ale takze pozyskuja ja z fosforylacji oksydacyjnej zachodzacej
w mitochondriach. Dlatego organelle te uznano za dobry cel terapii przeciwnowotworowe;.
Majac na uwadze te informacje, celem naszych badan stalo si¢ zastosowanie nowej
pochodnej nitroksylowej NPN2 jako inhibitora wydajno$ci oddechowej mitochondriéw
komorek raka sutka. W pracy testowano hipotez¢ badawcza zakladajaca, ze hamowanie
bioenergetyki mitochondrialnej przez NPN2 moze przyczynia¢ si¢ do S$mierci tych
komorek.

Badania zostaty wykonane na linii komdrkowej estrogenozaleznego raka sutka
MCF-7. Podstawowe parametry odzwierciedlajace funkcjonowanie bioenergetyki
mitochondrialnej oceniono metodq oskygraficzna (oksygraf-2k, Oroboros, Austria),
po inkubacji komérek z wybranymi st¢zeniami NPN2 w czasie 2h i 24h. Ocenie poddano
takze efektywno$¢ przeciwnowotworowa NPN2 i zdolno$¢ mitochondriéw do obrony
przed szkodliwym dziataniem NPN2.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze NPN2 jest w stanie wydajnie
ograniczy¢ oddychanie tlenowe w komoérkach MCF-7, ale aby taki efekt zostal osiagnigty
nalezy zastosowa¢ NPN2 w stgZeniu zblizonym do wartosci jej stgzenia IC50 (500 pM)
i komérki inkubowac przynajmniej przez 24h.

Whioski z pracy sktaniaja do stwierdzenia, ze poszukujac zwiazkéw o potencjalnym
zastosowaniu przeciwnowotworowym nalezy rozpatrywa¢ chorobg nowotworowa takze
w kategoriach choroby metabolicznej, w ktdrej za efektywny cel dziatania potencjalnych
lek6w uwaza si¢ mitochondria i procesy zwigzane z metabolizmem komorki. Pierwsze
obiecujace badania nad NPN2 w kontekscie jej aktywnosci ‘anty-mitochondrialnej’

zachgcaja do dalszych badan w kierunku nakreslonym w niniejszej pracy.
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PRZEZ MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
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Mpycobacterium tuberculosis jest wewnatrzkomérkowym patogenem bakteryjnym
bedacym czynnikiem etiologicznym gruzlicy. Wedtug danych Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO) zakazenia pratkami gruzlicy stanowia drugg, sposréd choréb zakaznych,
przyczyng $miertelnodci ludzi na $wiecie, powodujac okoto 3 milionéw zgonéw rocznie.
Chorobotwoérczo$¢  tych drobnoustrojow  warunkowana jest szerokim spektrum
mechanizméw wirulencji umozliwiajacych pratkom gruzlicy manipulowanie elementami
zaréwno wrodzonej jak i adaptacyjnej odpowiedzi odporno$ciowej gospodarza. Jednym
z kluczowych elementéw nieswoistej odpowiedzi immunologicznej jest reakcja ostrej fazy,
charakteryzujaca si¢ nasileniem badz hamowaniem syntezy szerokiej grupy czynnikéw
humoralanych nazywanych biatkami ostrej fazy. Surowiczy amyloid A (izoformy
SAA1/SAA2) to biatko surowicy krwi zaliczane do pozytywnych bialek ostrej fazy,
odznaczajace si¢ immunomodulacyjnym charakterem. Wysoki poziom SAA obserwowany
jest m.in. w przebiegu wielu choréb uktadu oddechowego, w tym takze gruzlicy ptuc.

Zdolnos¢  pratkéw gruzlicy do oddziatywania =z biatkami gospodarza,
manipulowanie sktadowymi odpowiedzi odporno$ciowej, a takze podwyzszony poziom
SAA w tkankach pluc os6b chorujacych na gruzlicg przyczynity si¢ do podjgcia badan
zmierzajacych do oceny interakcji pomigdzy zywymi komoérkami M. tuberculosis
a ludzkim SAA. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, iz zywe pratki gruzlicy wiaza
rekombinowany ludzki SAA (thSAA), a obserwowane wigzanie bylo wprost
proporcjonalne do stgzenia badanego biatka ostrej fazy. Ponadto zastosowanie testu
kompetycji z uzyciem znakowanego biotyna rhSAA oraz nieznakowanego
homologicznego biatka wykazato, iz obserwowane wiazanie ludzkiego SAA jest
specyficzne. Nastgpnie przy uzyciu techniki chromatografii powinowactwa wyizolowano
biatka M. tuberculosis, o masie czasteczkowej 70kDa, 60kDa oraz 20kDa, wiazace thSAA,
ktére zostaly poddane dalszej analizie w celu okreslenia ich sekwencji aminokwasowych
oraz precyzyjnej identyfikacji na drodze analizy poréwnawczej w oparciu o dostgpne bazy

danych.
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Cytotoksyczno$¢ in vitro moze by¢ okreslana m.in. metoda bezpo$rednia. Polega
ona na zliczaniu odpowiednio zabarwionych komdérek zywych, apoptotycznych oraz
nekrotycznych. W tym celu stosuje si¢ pary barwnikéw — jeden z nich barwi komoérki zywe
badz apoptotyczne, drugi moze wnika¢ tylko do komodrek nekrotycznych. W analizach
wykorzystywano 2 grupy barwnikéw: jodek propidyny i aneksyng V oraz Hoechst 33342
ianeksyng V.

Do zliczania komérek na uzyskanych zdjeciach wykorzystano oprogramowanie
Image] — darmowy pakiet do analizy obrazéw, ktdry jest rozbudowywany juz od prawie
20 lat. Nie dostarcza on jednak gotowego rozwiazania, a jedynie zestaw modutéw —
narzedzi, ktére dopiero odpowiednio razem potaczone, pozwalaja wykona¢ okreslone
zadanie. Program posiada jgzyk skryptowy umozliwiajacy automatyzacj¢ wykonywanych
czynnosci (takze dla wielu obrazéw).

Stworzono rozwigzanie pozwalajace na zliczanie komérek zywych i martwych,
z powodzeniem wykorzystywane przy wilasnych testach (do kilkuset komdrek na
pojedynczym zdjgciu). Dodatkowo uzyskiwana jest informacja o wielko$ci komorek.

Po korekcji kontrastu obrazu stosowane jest progowanie dla odpowiednich
kanaléw, anastgpnie szereg pomocniczych funkcji, jak wypelnianie zamknigtych
obszaréw czy segmentacja wododziatlowa. Wtasciwe wyodrgbnianie pojedynczych
komorek opiera si¢ na potaczeniu dziatania modutu programu Image] rozpoznajacego
,,czastki” o okreslonej wielkosci oraz wyszukiwania maksiméw lokalnych.

Przygotowane rozwiazanie idealnie sprawdza si¢ przy zadaniu, do ktérego zostato

przewidziane — zliczaniu komoérek w testach in vitro.
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Drozdze z rodzaju Rhodotorula maja zdolno$¢ do syntezy wielu cennych zwiazkéw
o szerokim zastosowaniu przemystowym. W zaleznosci od warunkéw hodowli, biomasa
tych drozdzy moze stanowi¢ zrédio thuszczu mikrobiologicznego, karotenoidéw czy
enzymow takich jak liaza fenyloalaninowa. Celem niniejszej pracy bylo okreslenie
zdolnosci biosyntezy karotenoidéw i lipidow przez drozdze Rhodotorula gracilis
w podtozach przygotowanych wytacznie z dwéch produktéw odpadowych: glicerolu
(zr6dto wegla) oraz odbialczonej ziemniaczanej wody sokowej (zrédio azotu oraz
sktadnikéw mineralnych).

Podtoza doswiadczalne stanowita odbialczona ziemniaczana woda sokowa z 3, 5
i 10% dodatkiem glicerolu. Hodowle prowadzono przez 96 h, na wytrzasarce (200 rpm)
w temperaturze 28°C. Oznaczano warto$¢ plonu biomasy komérkowej (metoda wagowa),
zawarto$¢ wewnatrzkomérkowego tluszczu (metoda Bligh and Dyer) oraz zawarto$¢
karotenoidéw w przeliczenia na 3-karoten (metoda spektrofotometryczna).

Przeprowadzone badania wykazaty, Zze drozdze R. gracilis posiadaja zdolno$¢ do
wzrostu oraz syntezy karotenoidéw i lipidéw w zastosowanych podtozach
doswiadczalnych. Najwyzszy plon po 96 godzinach hodowli stwierdzono w podtozach
z 3 1 5% dodatkiem glicerolu (ok. 30 gs/L). Zawartos¢ karotenoidéw w biomasie drozdzy
podczas hodowli byla stata i po 96 h wynosita $rednio 45 pg/gs,. Wraz z wydtuzaniem
czasu hodowli zwigkszata si¢ natomiast zawarto$¢ tluszczu w biomasie komoérkowe;j
drozdzy i po 96 godzinach wynosita odpowiednio 13,52 (W3%), 14,28 (W5%) oraz
15,08% (W10%). Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze drozdze
Rhodotorula gracilis moga sta¢ si¢ w przysztosci naturalnym Zzrédiem karotenoidéw
i lipidow w diecie ludzi i zwierzat, a dalsze badania bgda koncentrowaly si¢ na
zwigkszeniu wydajno$ci biosyntezy tych sktadnikéw komoérkowych podczas hodowli

w podtozach zawierajacych ziemniaczana wodg sokowa i glicerol.
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Wstep: Depresja jest jednym z najczgsciej wystgpujacych zaburzen psychicznych
oraz czwartym najpowazniejszym problemem zdrowotnym na $wiecie. Wskazuje sig, ze
wskazniki depresji rosna wraz z wiekiem (15% populacji powyzej 65 r.z. cierpi na
depresjg). Istnieja dane, ze u chorych z depresja moze dochodzi¢ do obniZenia
reaktywnosci uktadu odpornosciowego, co w konsekwencji moze skutkowa¢ zwigkszona
zapadalno$cia na choroby infekcyjne. Katelicydyna LL-37 jest waznym elementem
przeciwzakaznej odpornosci wrodzonej i peini wazng funkcje¢ w regulacji proceséw
zapalnych. Wspdtuczestniczy rowniez w przebiegu odpornosci nabytej i ma dziatanie
immunomodulujace.

Cel pracy: Okreslenie poziomu Kkatelicydyny LL-37 w surowicy pacjentéw
z depresja w poréwnaniu z grupa oséb zdrowych.

Materiat i metody: Grupg badanag stanowilo 41 pacjentéw powyzej 60 r.z. ze
zdiagnozowana depresja. Grupg poréwnawcza stanowito 41 zdrowych ochotnikéw
powyzej 60 r.z z wykluczonymi zaburzeniami psychicznymi. U wszystkich badanych
wykluczono wystgpowanie choréb ogdlnoustrojowych, w tym o etiologii infekcyjnej.
Poziom katelicydyny LL-37 w surowicy krwi oceniano metoda immunoenzymatyczng
ELISA.

Wyniki: Wykazano istotne statystycznie (p=0.005099) réznice w stgzeniu
katelicydyny LL-37 w surowicy os6b z depresja i 0s6b zdrowych. Srednie stezenie LL-37
u pacjentéw z depresja wyniosto 3,49 ng/ml, a u oséb zdrowych 1,66 ng/ml.

Whioski: U oséb ze zdiagnozowana depresja stezenie katelicydyny LL-37 jest

wyzsze niz u oséb zdrowych.
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W ostatnich kilkudziesigciu latach obserwuje si¢ wzrost produkcji i spozycia migsa
i produktéw migsnych. Produkty te cechujq si¢ wysoka wartoscia odzywcza. Zawieraja
w swoim skladzie petnowarto$ciowe bialko, zwiazki mineralne (zelazo, cynk, miedz,
mangan, selen), czy tez witaminy (A, Bl, B2, 12, kwas foliowy, niacyna). Poza
podstawowymi sktadnikami, migso bogate jest w wiele zwiazkow bioaktywnych, wsrod
ktérych wymienia si¢ przede wszystkim: L-karnityng, L-karnozyng, kwas liponowy,
skoniugowany kwas linolowy (CLA), tauryng, choling, kreatyng, koenzym Q10, glutation,
a takze aktywne biologicznie peptydy. Zwiazki te pelnia wiele waznych funkcji
biologicznych w organizmach Zywych. Sa waznymi skladnikami uczestniczacymi
w metabolizmie weglowodanéw i tluszczow. Posrednicza w transporcie elektronéw
w mitochondriach, przyczyniajac si¢ do wytwarzania energii. Wiele przeprowadzonych
badafh potwierdza wiladciwosci prozdrowotne tych zwiazkow. Wskazuje si¢ przede
wszystkim na ich dzialanie obnizajace poziom lipidéw we krwi, dzialanie hipotensyjne
i antybakteryjne.  Ponadto, skladniki te maja dzialanie przeciwzapalne
i immunostymulujace gdyz biora udziat w hamowaniu produkcji cytokin prozapalnych.
Chronig réwniez ustrdj przed szkodliwym dzialaniem wolnych rodnikéw, zapobiegajac
powstawaniu stresu oksydacyjnego. Niektére z tych zwiazkéw znajduja zastosowanie
w produkcji suplementéw diety, ktére moga by¢ wykorzystywane we wspomaganiu
leczenia okreslonych choréb czy zwigkszaniu wydolnosci organizmu. Zawarto$¢
zwiazkéw bioaktywnych w migsie zalezy gtownie od gatunku zwierzgcia oraz czgsci,
z jakiej zostal pozyskany surowiec. Pomimo tego, ze niektére sktadniki bioaktywne obecne
sq w produktach migsnych w niewielkich ilo$ciach, to niezaprzeczalnie podnosza ich

warto$¢ zywieniowa.
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Potencjat biotechnologiczny drozdzy od wielu lat budzi zainteresowanie
naukowcow, migdzy innymi ze wzglgdu na mozliwos¢ wykorzystania tych drobnoustrojow
jako producentéw prozdrowotnego biatka i ttuszczu. Szczegdlne znaczenie odgrywa
zapewnienie odpowiedniego profilu kwasow tluszczowych (nienasycone) i aminokwasow
(egzogenne np. lizyna), ktéry zalezy od rodzaju wykorzystywanego szczepu i sktadu
podioza hodowlanego.

Celem pracy bylo zbadanie zdolnosci drozdzy Candida utilis ATCC 9950 do
produkcji biatka i ttuszczu oraz okreslenie profilu aminokwasow i kwasow ttuszczowych
podczas hodowli w podtozach z odbiatczong ziemniaczana woda sokowa i glicerolem

Hodowle badanych drozdzy prowadzono w kolbach zawierajacych 100 cm®
odpowiedniego podtoza: YPD (2% glukozy, 2% peptonu, 1% ekstraktu drozdzowego),
odbialczona ziemniaczana woda sokowa (1,4% cukréw redukujacych, 2,2% biatka
ogbtem) oraz woda sokowa suplementowana 5% dodatkiem glicerolu (pH 5,0, 72 h, temp.
28 °C, 200 rpm). Podczas hodowli oznaczano plon biomasy (metoda wagowa), zawarto§¢
biatka ogétem (m. Kjeldahla) i ttuszczu (m. Bligh and Dyer) w biomasie drozdzy oraz
profil aminokwaséw (HPLC) i kwaséw ttuszczowych (GC-FID).

W  wyniku przeprowadzonej hodowli stwierdzono, ze dodatek glicerolu do
ziemniaczanej wody sokowej umozliwit uzyskanie wyzszego plonu biomasy drozdzy
C. utilis (38,7 g~dm’3) niz w podtozach z sama woda sokowa i YPD (13,21 14,8 g~dm’3).
Zawarto$¢ tluszczu utrzymywala si¢ na staltym poziomie (ok. 6%), z kolei stwierdzono
nizsza zawarto$¢ biatka w biomasie w hodowli z dodatkiem glicerolu (25% w poréwnaniu
do 41-44% w pozostatych hodowlach), co mogto wynikaé z biosyntezy innych sktadnikéw
komérkowych (np. cukréw). W biatku drozdzowym uzyskanym z tego podioza
stwierdzono jednak wyzsza zawarto$¢ niektorych aminokwaséw egzogennych, takich jak
leucyna (8,62 g/100g biatka) i fenyloalanina (4,21 g/100g biatka). Analiza kwaséw
ttuszczowych wykazata najwyzsza zawarto$¢ kwasu oleinowego (50-60%) i linolowego

(9-13%).
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Bisfenol F (BPF) jest zwiazkiem powszechnie stosowanym w przemySle przy
produkcji polimeréw syntetycznych wykorzystywanych w produktach codziennego uzytku
w tym opakowaniach na zywno$¢ i wodg pitna. Narazenie ogdlnopopulacyjne na BPF
wynika z obecno$ci tej substancji w zywno$ci, wodzie pitnej, kurzu pomieszczefn
mieszkalnych oraz powietrzu atmosferycznym. Obszerna grupg stanowia réwniez osoby
zawodowo narazone na ten zwiazek.

W pracy analizowano zmiany w poziomie reaktywnych form tlenu oraz
uszkodzenia biatek limfocytéw krwi obwodowej cztowieka. Ponadto, ocenie poddano
wplyw BPF na zmiany apoptotyczne badanych komérek.

Komorki inkubowano przez 1 godzing celem analizy zmian w parametrach
oksydacyjnych oraz przez 4 godziny w celu okre§lenia zmian w parametrach
apoptotycznych. Uszkodzenia biatek analizowano spektrofotometrycznie na podstawie
zmian w poziomie grup karbonylowych. Zmiany w pozostatych parametrach okreslono
z wykorzystaniem cytometru przeplywowego przy uzyciu odpowiednich znacznikéw
fluoroscencyjnych.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze BPF w stezeniach od 0,4 do 50 pg/ml
wzmagat reakcje wolnorodnikowe, co mogto przyczynia¢ si¢ do obserwowanych w pracy
uszkodzen oksydacyjnych biatek (2 — 50 pg/ml). Wykazano ponadto, ze BPF w relatywnie
wysokim stgzeniu (100 pg/ml) wzmagat apoptozg limfocytéw cztowieka. Zaobserwowane
w badaniu obniZzenie wartosci transblonowego potencjalu  mitochondrialnego
(50 — 100 pg/ml) pod wptywem BPF moze wskazywa¢ na zaangazowanie szlaku
wewngtrznego w proces apoptotyczny indukowany przez ten zwiazek.

Zmiany oksydacyjne w limfocytach cztowieka pod wptywem BPF moga zachodzi¢
jedynie w warunkach narazenia zawodowego na tg¢ substancj¢. Zmiany apoptotyczne
stwierdzone pod wptywem BPF moga mie¢ miejsce wylacznie w przypadku zatrucia

podostrego lub ostrego tym zwiazkiem.
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Fulereny i fulerenole poprzez swoje wilasciwosci antyoksydacyjne, a takze
regulujace ekspresj¢ gendéw zaangazowanych w proces apoptozy, angiogenezy oraz
stymulowanie odpowiedzi immunologicznej moga przyczynia¢ si¢ do hamowania rozrostu
guza i ochrony komoérek prawidtowych. Przeglad dostepnej literatury wskazuje, ze
w  badaniach  biomedycznych  duza rola ~moga  odgrywa¢  fulerenole
wysokohydroksylowane, bardzo dobrze rozpuszczalne w roztworach wodnych i nie
toksyczne dla wigkszosci linii komérkowych. Jednak istnieja doniesienia wskazujace na
mozliwa cytotoksyczno$¢ fulerenoli wobec wybranych linii komérkowych.

Celem badan jest okreslenie wtasciwosci biologicznych oraz fizykochemicznych
wysokohydroksylowanego fulerenolu Cgo(OH)x, x>30. Mikroskopia fluorescencyjna oraz
cytometria przeptywowa zostaly wykorzystane do okreslenia cytotoksycznosci fulerenolu
za pomoca podwdjnego barwienia z kalceing-AM i jodkiem propidyny. Do okreslenia
zmian potencjalu  transbtonowego w  mitochondriach  zastosowano znaczniki
fluorescencyjne JC-1 oraz DiOCg(3).

Uzyskane wyniki wykazaty, ze fulerenol w zakresie stezen 50 - 150 mg/dm® jest
w niewielkim stopniu toksyczny wobec jednojadrzastych komérek krwi obwodowe;j
cztlowieka. Analiza wynikbw z cytometru przeptywowego dowodzi, ze 80%
(po 1h inkubacji) i 77% (po 24h inkubacji) komérek jest zywa po potraktowaniu ich
najwyzszym stgzeniem zwiazku. Takze zdjgcia wyznakowanych komdrek spod
mikroskopu fluorescencyjnego potwierdzaja powyzsze wyniki. Jezeli chodzi o zmiany
potencjatu btony mitochondrialnej, po inkubacji z fulerenolem nie zaobserwowano spadku
AY,, ktory jest jednym z pierwszych czynnikéw indukujacych proces apoptozy
w komérkach.

Podsumowujac, fulerenol Cgo(OH)y, x>30 w zakresie stosowanych stezen nie
wplywa na potencjal blony mitochondrialnej i nie wykazuje toksycznoéci wobec

jednojadrzastych komérek krwi obwodowej cztowieka.
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Docetaksel i paklitaksel sa substancjami nalezacymi do grupy lekow
przeciwnowotworowych zwanych taksanami. Dziatanie tych substancji jest zwiazane
z zaburzeniem podziatéw komorki poprzez ich wptyw na strukturg cytoszkieletu.
Mechanizm dziatania lekéw polega na zahamowaniu procesu mitozy, czego konsekwencja
jest $mier¢ komoérki na drodze apoptozy. Pomimo udokumentowanej skutecznosci leczenia
nowotwor6w z wykorzystaniem taksandw, terapia z zastosowaniem tych substancji
obarczona jest wysokim ryzykiem wystapienia dziatan niepozadanych.

Z tego powodu poszukuje si¢ innowacyjnych metod redukcji skutkéw ubocznych.
Interesujacym rozwiazaniem jest zastosowanie dendrymeréw PAMAM- polimeréw
charakteryzujacych si¢ tréjwymiarowa i rozgateziona strukturg. Monodyspersyjno$c
i fatwos¢ modyfikowania dendrymeré6w PAMAM sprawiaja, iz znajduja one zastosowanie
jako potencjalne nosniki lekow.

W zwiazku z tym zbadano dzialanie koniugatéw dendrymeréw i lekéw
przeciwnowotworowych na komorki raka piersi. W badaniach wykorzystano dendrymer
PAMAM 4 generacji, docetaksel, paklitaksel oraz koniugat PAMAM-DOCETAKSEL,
PAMAM-PAKLITAKSEL.
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WPLYW PODCHLORYNU NA STRUKTURE WEOKNIKA

Justyna Matczak*, Pawel Nowak

Uniwersytet Eédzki, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Biochemii Ogélnej,
ul. Pomorska 141/143, 90-236 L£.édz

email autora do korespondencji”: jmatczak @biol.uni.lodz.pl

Fibryna utworzona z fibrynogenu modyfikowanego przy uzyciu kwasu
podchlorawego (HOCI) charakteryzuje si¢ zmienionym tempem polimeryzacji. Podchloryn
w warunkach in vivo wytwarzany jest lokalnie w miejscach zranienia, zapalenia, czy
infekcji i stanowi element naturalnej odpowiedzi immunologicznej. HOCI wytwarzany jest
przez neutrofile i monocyty w wyniku reakcji nadtlenku wodoru z anionami chlorkowymi
pod wptywem mieloperoksydazy. Celem dziatania podchlorynu sg patogeny, ale wptywa
on takze na biatka w komodrkach gospodarza, co dodatkowo potgguje uszkodzenia
powstajace w wyniku procesu zapalnego. W zaleznosci od stosowanej dawki HOCI, jakim
traktowane sa probki fibrynogenu dochodzi do zahamowania fibrynolizy, co moze by¢
powiazane z zwigkszeniem ggstosci widkien, zmniejszeniem ich $rednicy oraz
zredukowana porowatoscia skrzepu fibryny.

Celem prowadzonych badan byla analiza obrazéw wtéknika uzyskanych
z skaningowego mikroskopu elektronowego, ktére postuzyty do oceny ggstosci, grubosci
widkien i ich przestrzennego uloZenia. Strukturg skrzepu fibrynowego analizowano
z zastosowaniem elektronowego mikroskopu skaningowego Phenom Pro. Zele fibryny
(stgzenie fibrynogenu 1 mg/ml i trombiny 0,2 U/ml) utrwalano glutaraldehydem
i odwodniono w szeregu rozcienczen etanolu. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze zmodyfikowany oksydacyjnie fibrynogen prowadzi do tworzenia widknika
o zmienionej, patologicznej strukturze. Zdjgcia wskazuja, ze widknik zbudowany jest
z silnie upakowanych, usieciowanych i cienkich wtékien fibryny, co sugeruje jego
mniejsza przenikalnos¢. Prawdopodobnie wptywa to na zwigkszona podatnos¢ skrzepu
fibryny na pgkanie, ze wzgledu na jego wigksza sztywno$¢, a to z kolei sprzyja rozwojowi

powiktan zakrzepowo-zatorowych.
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1 BIOFILMOWEJ ZA POMOCA SPEKTROSKOPII MASOWEJ MALDI-TOF
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Wstep i cel pracy: Proteus mirabilis to gatunek oportunistycznych bakterii, czgsto
odpowiedzialnych za infekcje ukladu moczowego, zwlaszcza zwigzanych
z cewnikowaniem (CAUTI). Bakterie te zasiedlajac powierzchni¢ cewnika tworza biofilm.
Celem pracy bylo zbadanie, czy lipid A lipopolisacharydéw P. mirabilis pochodzacy
z komorek rosnacych w biofilmie, wykazuje réznice pod wzgledem budowy chemicznej
w poréwnaniu do lipidu A form planktonicznych, tj. bakterii hodowanych w podtozu
pltynnym.

Materialy i metody: Biomasg planktoniczng bakterii uzyskano w hodowli
aerowanej (24 godz., 37°C) nabulionie wzbogaconym (3,75 g / 1, BTL). Biomasg
z biofilmu otrzymano na tym samym podtozu w szklanym, autoklawowalnym bioreaktorze
z ciagtym przeptywem podloza (1 ml / min.) z pionowo ustawionymi szklanymi ptytkami,
z ktoérych zbierano warstwg biofilmu. Hodowlg biofilmu prowadzono przez 72 godz.
w 37°C w warunkach mikroaerofilnych. LPSy wyekstrahowano z mas bakteryjnych
zmodyfikowana metoda wg Westphala. LPSy podano hydrolizie 2% kwasem octowym na
goraco. Analizg lipidéw A przeprowadzono przy zastosowaniu spektrometrii masowej
MALDI-TOF. Widma masowe rejestrowano w trybie ujemnym, uzywajac jako matrycy
9H-pirydo(3,4-b) indolu — 1% roztwér w acetonitrylu, potaczony z réwng objgtoscia wody.

Wyniki i wnioski: Analiza poréwnawcza nie wykazata réznic w preparatach
pochodzacych z hodowli ptynnej i z biofilmu obu szczepéw oraz migdzy badanymi
szczepami. Zaobserwowano dwa dominujace jony: 1824 oraz 2063 (m/z). Jon 1824 od
jonu 2063 rézni sig brakiem czasteczki kwasu palmitynowego. Charakterystyczny sktadnik
lipidu A P. mirabilis — 4-N-arabinozg, zbadana i opisang przez Sidorczyka (Sidorczyk Z.,
1983, Eur. J. Biochem. 137:15-22), zaobserwowano w jonach 1955, 1648, 1438,

wykazujacych stabg intensywnos¢.
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SYNTEZA I WEASCIWOSCI PORFIRAZYNY ORAZ FTALOCYJANINY CYNKOWEJ
INKORPOROWANYCH W MATERIAE. MEZOPOROWATY SBA-15

O POTENCJALNYM ZASTOSOWANIU W BADANIACH BIOMIMETYCZNYCH

Joanna Nowickalx, Michat Kryjewskjl, Tomasz GOéliﬁSka, Jadwiga Mielcarek'

1) Uniwersytet Medyczny w Poznaniu,Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej i Analitycznej,
ul. Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

2) Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, Katedra i Zaklad Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych,
ul. Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

email autora do korespondencji': joannanowi@gmail.com

Ftalocyjaniny i porfirazyny sa zwiazkami syntetycznymi, stanowiacymi strukturalne
analogi naturalnie wystgpujacych porfiryn. Zwiazki te posiadaja szereg interesujacych
wilasciwosci, takich jak intensywna barwa, zdolno$¢ do generowania tlenu singletowego
czy wlasciwosci pétprzewodnikowe. Ftalocyjaniny wykorzystywane sa m.in. jako
barwniki, katalizatory i fotouczulacze w terapii fotodynamicznej. Dzigki strukturalnej
analogii do porfiryn, a takze zdolno$ci do wytwarzania pod wptywem $wiatta reaktywnych
form tlenu zwiazki porfirynoidowe szczegdlnie nadaja si¢ do badan biomimetycznych,
w tym do analizy metabolizmu ksenobiotykéw oraz ich produktéw rozktadu.

Przeprowadzono syntezg pochodnych porfirazyn i ftalocyjanin, posiadajacych
w centrum koordynacyjnym jony cynku(Il). Otrzymane zwiazki zostaty inkorporowane
w materiale mezoporowatym SBA-15 z wykorzystaniem dwéch metod: (1) adsorpcji
z roztworu oraz (2) syntezy in situ. Dziatanie takie ma na celu zapobieganie agregacji
zwiazku, ktéra zmniejsza zdolno$¢ generowania tlenu singletowego. Ponadto, umozliwia
to ponowne uzycie Kkatalizatora i uproszczenie procesu oddzielenia katalizatora
od mieszaniny reakcyjnej.

Otrzymane kompleksy z SBA-15 scharakteryzowano z wykorzystaniem metod m.in.
r6znicowej skaningowej kalorymetrii, termograwimetrii. W celu sprawdzenia uzytecznosci
otrzymanych komplekséw jako systemu do prowadzenia reakcji oksydacji naswietlano
roztwory wiazka $wiatla i izolowano powstate produkty. Aby oceni¢, ktéry z komplekséw
wykazuje najwyzsza aktywno$¢ fotokatalityczng wykorzystano 1,3-difenyloizobenzofuran

jako chemiczny wygaszacz tlenu singletowego.

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki - 2012/05/N/NZ7/01803.

131



Biologia w medycynie i przemy$le Poster P. 81

EFEKT DZIALANIA IMMUNOSUPRESYJNEGO CYKLOFOSFAMIDU
PODAWANEGO DOOTRZEWNOWO MYSZOM C57BL/6 NA ICH WYBRANE

PARAMETRY ZYCIOWE

Elzbieta Ograczyk*, Karolina Grela, Magdalena Kowalewicz-Kulbat, Marek Fol

Uniwersytet Eédzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej,
ul. Banacha 12/16, 90-237 Lodz

email autora do korespondencji': ela.ograczyk@gmail.com

Cyklofosfamid (CTX) nalezy do lekéw cytostatycznych o dziataniu alkilujacym.
Znalazt szerokie zastosowanie w transplantologii oraz leczeniu chor6b nowotworowych
i autoimmunologicznych. Jego dziatanie opiera si¢ na hamowaniu aktywacji limfocytéw T
i produkcji przeciwciat przez limfocyty B.

Celem pracy bylo poréwnanie efektu dzialania CTX podanego dootrzewnowo
w dawce 20 i 50 pg/g masy ciata na wagg, aktywnos¢ proliferacyjna splenocytéw oraz
obraz morfologiczny rozmazéw krwi u myszy C57BL/6.

Zwierzgta do$wiadczalne podzielono na 4 grupy otrzymujagce CTX w dawce
20150 pg/g m.c. zaréwno codziennie, jak i co 2 dzien. Grupg kontrolng stanowity myszy
niepoddawane immunosupresji. Kazdorazowo podczas podania leku myszy wazono.
Aktywno$¢ proliferacyjna splenocytéw byla oceniana z uzyciem izotopu 3-H tymidyny
oraz mitogenu konkanawaliny A. Obraz morfologiczny krwi oceniano na podstawie
wyliczonego indeksu leukocytarnego.

Odnotowano spadek masy ciala myszy w przypadku codziennego podania CTX
w dawce 50pg/g m.c. w poréwnaniu do tej samej dawki podawanej co 2 dzief oraz dawki
20pg/g m.c. podawanej zaréwno codziennie, jak i co 2 dzien. Zaobserwowano réwniez
spadek aktywnosci proliferacyjnej splenocytow przy podaniu CTX w dawce 20 i 50ug/g
m.c. zarébwno przy podaniu codziennym, jak i co 2 dziehn. Nie odnotowano réznic
w obrazie morfologicznym krwi.

Whioskujac, codzienne podanie CTX w dawce 50 pg/g m.c. skutkowato
wywotaniem najwigkszego efektu immunosupresyjnego manifestujacego si¢ spadkiem
masy ciata i obnizong aktywnoscia proliferacyjna splenocytow.

Praca zostata sfinansowana w ramach projektu nr 2013/11/B/NZ6/01304
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Propionibacterium sp. naleza do drobnoustrojow o znacznych wymaganiach
hodowlanych. Oprécz podstawowych zwiazkéw wzrostowych (zrédla wegla i azotu),
bakterie te wymagaja dodatku substancji stymulujacych, w tym: soli mineralnych (jony
zelaza, magnezu, kobaltu, manganu, miedzi), witaminy Bs, aminokwaséw i biotyny -
niezbgdnej w biosyntezie kwasu propionowego.

Celem badania byto okreslenie wptywu dodatku réznych dawek biotyny na wzrost
i aktywno$¢ metaboliczng bakterii Propinibacterium freudenreichii T82

Podloza hodowlane suplementowano: biotyng (0 — 0,0005 g/L), peptonem
(10 g/L), ekstraktem drozdzowy (5 g/L), chlorowodorkiem L-cysteiny (0,4 g/L),
wodorofosforanem potasu (1,5 g/L) i wodorofosfroanem dipotasu (2,5 g/L). Zrédto wegla
w pozywkach stanowily glukoza (4,2 g/L), sacharoza (16,6 g/L) i fruktoza (4,2 g/L).
Kwasowos¢ czynna (pH) ustalono na poziomie 6,8-7. Podtoza zaszczepiono szczepem
P. freundenreichii T82. Podczas hodowli trwajacej 120 godzin (temp. 30°C) oznaczano
wzrost drobnoustrojéw — metoda turbidymetryczng (pomiar ggstosci optycznej hodowli
oznaczono przy dtugosci fali 550 nm), kwasowos$¢ lotna - metoda miareczkowania
alkacymetrycznego (destylacj¢ prowadzono z para wodng przez 10 minut w aparacie
BUCHI Labortechnik AG), i zawartos¢ weglowodanéw - metoda Millera (prébki
zhydrolizowano, dodano 1,5 mL odczynnika DNS i wstawiono na 5 minut do temperatury
100°C, absorbancj¢ wzgledem préby kontrolnej zmierzono przy dtugosci fali 550 nm).
Dodatek 0,0002 g/L i 0,0003 g/L biotyny wptywatl korzystnie na wzrost biosyntezy
kwaséw do 96 godziny hodowli. Najwigksza produkcje osiagnigto poprzez suplementacjg
podtoza 0,0003 g/L biotyny. W 120 godzinie najwyzszy poziom wytwarzania metabolitow
zaosberwowano w podtozu bez dodatku biotyny. W przypadku dawek witaminy powyzej
0,0003 g/l stwierdzono znaczne obnizeneie biosyntezy kwasow. Biotyna wptywa

korzystnie na wzrost produkcji kwaséw w procesie fermentacji propionowo-octowe;j.
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Podloze molekularne choroby Alzheimera zwiazane jest z aktywacja szlaku
Adaptacyjnej Odpowiedzi na Stres (UPR) w wyniku stresu Retikulum
Endoplazmatycznego (ER) wywotanego przez nagromadzenie w lumen ER biednie
sfaldowanych biatek. Aktywna wowczas RNA-like endoplasmic reticulum kinaza PERK
fosforyluje czynnik inicjacji translacji eIF2a, co prowadzi do inhibicji translacji wigkszosci
biatek w komérce oraz wydajniejszej translacji wybranych mRNA takich jak te kodujace
czynnik transkrypcyjny ATF4 oraz enzym sekretazg beta. Diugotrwata aktywacja PERK
prowadzi do nadmiernego gromadzenia biatka prekursorowego amyloidu (APP),
a nastgpnie plytek beta-amyloidowych, co w konsekwencji odgrywa kluczowa rolg
w progresji choroby Alzheimera.

Celem prezentowanego doswiadczenia byto okreslenie roli transmembranowej
kinazy PERK w rozwoju choroby Alzheimera oraz scharakteryzowanie jej specyficznych
niskoczasteczkowych inhibitoréw. Sposréd 80 000 zwiazkéw potencjalnie skierowanych
przeciwko kinazie PERK na podstawie wysokowydajnych badan przesiewowych TRF
opartych na zjawisku FRET wytoniono 209 zwiazkéw do dalszych analiz. Ich zdolno$¢ do
hamowania aktywnosci wytacznie kinazy PERK byta mierzona poprzez oceng fosforylacji
kinazy PERK oraz elF2a w stgzeniach od 250 nM do 5000 nM za pomoca
radiometrycznego testu kinazowego. Najwigksza aktywno$¢ inhibicyjna wykazal przy
stgzeniu 5000 nM i powyzej inhibitor oznaczony numerem 1.

Uzyskane wyniki potwierdzily, ze wylaczenie aktywnosci PERK za pomoca jej
niskoczasteczkowych inhibitoréw warunkuje spadek poziomu ufosforylowanego czynnika
elF2a uruchamiajacego szlak sygnalowy w komoérkach nerwowych zaangazowany

w inicjacj¢ procesow neurodegeneracyjnych w chorobie Alzheimera.

Praca zostata sfinansowana z grantu HARMONIA nr 2013/10/M/NZ1/00280 przyznanego przez Narodowe
Centrum Nauki oraz przez Uniwersytet Medyczny w Lodzi z zadania badawczego nr 502-03/5-108-05/502-
54-170.
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BOGATE W KLOWAMIDY EKSTRAKTY ROSLINNE JAKO INHIBITORY
AKTYWACJIPLYTEK KRWI - WSTEPNA OCENA WPLYWU

NA PROCES ADHEZJI IN VITRO
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Klowamid  (N-kawoilo-L-3,4-dihydroksyfenyloalanina, = N-kawoilodopamina,
N-kawoilo-L-DOPA) jest naturalnym, ro$linnym zwiazkiem fenolowym — pochodna
kwasu kawowego (3,4-dihydroksycynamonowego). Aktywno$¢ biologiczna klowamidu
i jego pochodnych jest poznana tylko w niewielkim zakresie, ale dostgpne dane wskazuja,
ze zwiazki te posiadaja m.in. wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe oraz prawdopodobnie przeciwzakrzepowe.

Celem pracy byta ocena wptywu ekstraktow roslinnych (uzyskanych z koniczyn:
Trifolium clypeatum, T. obscurum i T. squarrosum) bogatych w klowamidy oraz
komercyjnego klowamidu (1-50 pg/ml) na proces adhezji ptytek krwi do fibrynogenu
in vitro.

Adhezje ptytek (stymulowanych trombing (0,01 jNIH/ml) oraz spoczynkowych)
badano metoda statyczng, z zastosowaniem kwasu bis-cynchoninowego (BCA). Ocenie
poddano takze wptyw ekstraktéw oraz klowamidu na proces generowania dialdehydu
malonowego (MDA) w ptytkach krwi. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze badane ekstrakty
bogate w klowamidy hamuja adhezjg ptytek krwi do fibrynogenu. Ponadto,
zaobserwowano, ze zaréwno klowamid, jak i badane ekstrakty ograniczaja generowanie
MDA w ptytkach krwi aktywowanych trombing (0,4 jNIH/ml).

Wstegpne oznaczenia sugeruja, ze badane zwiazki moga hamowac¢ proces aktywacji
ptytek krwi. Spadek generowania MDA w plytkach poddanych dziataniu klowamidu oraz
badanych ekstraktéw wskazuje na dziatanie badanych substancji na szlak przemian kwasu

arachidonowego.

Praca finansowana ze Srodkéw statutowych Katedry Biochemii Ogdolnej UL (506/1136) i Instytutu Uprawy
Nawozenia i Gleboznawstwa w Putawach (Zakt. Biochemii i Jakosci Plonow).
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PODSTAWNIKI METYLOIMIDAZOLOWE JAKO MODYFIKATORY WEASCIWOSCI

FIZYKO-CHEMICZNYCH POCHODNYCH FTALOCYJANINY CYNKU(II)

Lidia Sierpowska], Piotr Gierlich', Marcin Smiechowski', Paulina Skupin—Mrugalska]*, Marcin

Wierzchowski?, J. adwiga Mielcarek'

1) Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej
i Analitycznej, ul. Grunwaldzka 6 , 60-780 Poznan
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Ftalocyjaniny naleza do fotouczulaczy drugiej generacji. Dzigki rozbudowanej
strukturze makrocyklicznej i obecno$ci uktadu sprzezonych wiazan podwdjnych, silnie
absorbuja promieniowanie o dlugosci fali powyzej 600 nm. Maksima ich absorpcji
obejmuja zakres tzw. ,,okna terapeutycznego”, co powoduje, ze ciesza si¢ duzym
zainteresowaniem jako potencjalne fotouczulacze w terapii fotodynamicznej. Natomiast
istotna wada ftalocyjanin jest hydrofobowy charakter, staba rozpuszczalno$¢, tworzenie
nieaktywnych fotodynamicznie agregatéw. Dlatego ftalocyjaniny sa poddawane
chemicznym modyfikacjom, m.in. syntetyzowane sg liczne pochodne oraz koniugaty
ftalocyjanin, ktére charakteryzuja si¢ zwigkszona hydrofilowoscia i biokompatybilno$cia.

Celem przedstawianych prac badawczych byla ocena wlasciwosci fizyko-
chemicznych trzech metaloftalocyjanin podstawionych grupami (1-metylo-1H-imidazo-2-
ilo) sulfanilowymi. Analizowane ftalocyjaniny zawieraly w centrum koordynacyjnym,
odpowiednio jon miedzi(II), cynku(Il) oraz manganu(IIl). Charakterystyka ftalocyjanin
obejmowata: (i) wyznaczenie molowych wspétczynnikéw absorpcji w  réznych
rozpuszczalnikach, w celu oceny czuto$ci chromoforéw w strukturach ftalocyjanin, (ii)
analizg fotostabilno$ci i wyznaczenie parametréw kinetycznych fotodegradacji po
ekspozycji na S$wiatto, (iii) okreSlenie wydajnosci kwantowej generowania tlenu
singletowego metoda posrednia z zastosowaniem chemicznego wygaszacza tlenu
singletowego. Uzyskane wyniki zostaly poréwnane wzglgdem modelowej ftalocyjaniny,
tj. ftalocyjaniny cynku(II).

Badania zostaty wykonane w ramach $rodkéw przyznanych na finansowanie dziatalnosci polegajqcej na

prowadzeniu badan naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwiqzanych, stuzqcych rozwojowi
miodych naukowcéw: nr 502-14-03307415-50590.
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DENDRYMERY KARBOKRZEMOWO-WIOLOGENOWO-FOSFOROWE

JAKO NOSNIKI SIRNA

Aleksandra Szwed”, Katarzyna Mitowska, Teresa Gabryelak

Uniwersytet Eédzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Biofizyki Ogélnej,
ul. Pomorska 141/143, 90-236 todz
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Interferencija RNA jest komérkowym mechanizmem wyciszania gendw,
polegajacym na specyficznej degradacji mRNA, indukowanym przez male interferujace
RNA (siRNA). Zidentyfikowanie czasteczek bioracych udzial w tym procesie przyczynito
si¢ do szybkiego rozwoju badan z wykorzystaniem tego zjawiska w terapii réznych
choréb, w tym nowotworéw. Jednakze, wyciszanie danego genu wymaga dostarczenia do
komorki siRNA, w nienaruszonej, czyli aktywnej formie. W tym celu, niezbgdny jest
efektywny, nietoksyczny dla komérek i selektywny nos$nik chroniacy czastki siRNA.
Nowe niewirusowe wektory siRNA, obejmuja m.in. liposomy, micele, kropki kwantowe
czy kationowe dendrymery.

Celem pracy bylo ustalenie, czy dendrymery karbokrzemowo-wiologenowo-
fosforowe moga by¢ nos$nikami antyapoptotycznych siRNA.

Dendrymery zostaty skompleksowane z siRNA (siBcl-xl, siBcl-2, siMcl-1), ktére
zostaly zaprojektowane do wyciszania antyapoptotycznych genéw w komorkach
nowotworowych. Ocena interakcji migdzy kompleksami dwoch generacji dendrymeréw
hybrydowych z siRNA (dendrypleksami), a linia ludzkich komérek nowotworowych

HL-60 zostata okre$lona na podstawie testu cytotoksycznosci - Alamar Blue i MTT.

Badania zostaty sfinansowane przez NANOGENE - FP7-PEOPLE-2012-IRSES 7" FP.
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ZASTOSOWANIE MICELARNYCH EKSTRAKTOW SUBSTANCJI

BIOLOGICZNIE AKTYWNEJ W MEDYCYNIE

Anna Taraba’, Magdalena Szaniawska, Katarzyna Szymczyk

Uniwersytet Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Fizycznej,
Zaktad Zjawisk Miedzyfazowych, Pl. M. Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin
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Zwiazki powierzchniowo czynne (surfaktanty) to substancje, ktére gromadzac sig
na granicy faz, powoduja zmiang¢ juz przy bardzo niskich stgzeniach wihasciwosci
powierzchniowych cieczy, w ktdérych sa rozpuszczone. Zwiazki te w ich roztworach, po
przekroczeniu st¢zenia granicznego zwanego krytycznym stgzeniem micelizacji (CMC)
asocjuja, w wyniku czego powstaja agregaty o wymiarach koloidalnych, tzw. micele.
Micelarne roztwory surfaktantéw maja zdolno$¢ solubilizacji, czyli przeprowadzania
substancji hydrofobowych, trudno rozpuszczalnych lub nierozpuszczalnych w wodzie,
do roztworu surfaktantu o st¢zeniu przekraczajacym CMC.

Jedna z najnowszych metod pozyskiwania aktywnych sktadnikéw pochodzenia
roslinnego o duzym stgzeniu, np. zwiazkéw fenolowych, kwercetyny, jest ekstrakcja
micelarna.

Kwercetyna jako wszechobecny zwigzek roslinny wystgpuje w produktach
spozywczych pochodzenia roslinnego, takich jak herbata, soki owocowe, wino czy midd.
Dzigki swojej budowie kwercetyna wykazuje wiele wiasciwosci, ktére wplywaja
pozytywnie na organizm czlowieka. Ze wzglgdu na slaba rozpuszczalno$¢ kwercetyny
w wodzie, a tym samym ograniczona wchtanialno$¢ jej w organizmie ludzkim poszukuje
si¢ metody, ktéra pozwoli na pozyskiwanie naturalnej kwercetyny z roslin. Naturalna
kwercetyna jest lepiej przyswajalna przez cztowieka.

Zbadano wodne roztwory kwercetyny z dodatkiem surfaktantu niejonowego

Tweenu 80.
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POLIMORFIZM GENU IL-18 (-607C/A) W AKTYWNYM 1 UTAJONYM

ZAKAZENIU PRATKAMI MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
Sebastian Wawrocki”, Marcin Wiodarczyk, Wiestawa Rudnicka, Magdalena Druszczynska

Uniwersytet Lodzki, Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Zaktad Immunologii Komérkowej,
ul. Banacha 12/16, 90-237 Lodz
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Wstep. Pomimo intensywnych badan, interakcje pomigdzy Mycobacterium
tuberculosis (M.th) 1 makroorganizmem zachodzace na poziomie molekularnym
i komérkowym pozostaja stabo zrozumiale. Polimorfizm zasad w obrgbie sekwencji
regulatorowych genu interleukiny 18 (IL-18), mogacy wptywa¢ na wigzanie biatkowych
czynnikéw transkrypcyjnych, moze skutkowac zaburzeniem ekspresji i aktywnosci IL-18.

Cel. Ocena polimorfizmu genu IL-18 w pozycji -607C/A w aktywnym i utajonym
zakazeniu pratkami M.zb.

Metodyka. Badaniami objgto 297 oséb dorostych zamieszkujacych £6dZ oraz region
16dzki, w tym 1) pacjentéw z czynng gruzlica ptuc, 2) ochotnikéw zakazonych latentnie
M.th, z wykluczona aktywna gruzlica 3) osoby z wykluczonym zakazeniem M.tb, nigdy
nie chorujace na gruzlicg. Polimorfizm genu kodujacego IL-18 oznaczono metoda PCR
z wykorzystaniem allelospecyficznych par starteréow. Produkty amplifikacji zostaly
poddane elektroforezie w 2% Zelu agarozowym i wizualizacji w systemie Gel Doc 2000.

Wyniki. Uzyskane wyniki nie wykazatly réznic w czgstosci wystgpowania
genotypow i alleli IL-18(-607C/A) wsrdéd pacjentéw z gruzlicg i os6b zdrowych. Badajac
dystrybucjg genotypow w zaleznosci od stopnia ekspozycji na pratki wykazano znamiennie
czgstsze wystgpowanie genotypu C/C wsréd oséb ze staba ekspozycja na pratki niz
u pozostatych grup. Wsréd oséb z tej grupy genotyp ten obserwowano czgsciej wsrdd oséb
z tej grupy u 0sob z utajonym zakazeniem M.tb niz u 0s6b nie zakazonych pratkami.

Whioski. Otrzymane wyniki, bedace wstgpem do szerzej zakrojonych badan, moga
sugerowa¢ potencjalnie istotnag rol¢ polimorfizmu IL-18(-607C/A) w osobniczej

podatnosci i utrwalaniu si¢ zakazenia M.1b.
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ENDOGENNE RETROWIRUSY SWINSKIE (PERY) -
PROBLEM ZAKAZEN W KSENOTRANSPLANTACJI
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Niewydolnos¢ lub catkowite uszkodzenie narzadéw wewngtrznych jest zjawiskiem,
z jakim medycyna boryka si¢ od dawna. Problem dlugiego czasu oczekiwania pacjentow
na transplantacje jest nadal aktualny i generuje potrzebg poszukiwania alternatywnych
zrédet pozyskiwania tkanek i narzadéw do przeszczepu. Ksenotransplantacje polegajace na
przeszczepach odzwierzecych gwarantuja praktycznie nieograniczony dostgp do zrddta
organéw. Wygenerowanie transgenicznych $win domowych, ktére pozwala aktualnie na
terapeutyczne wykorzystanie ksenotransplantatéow nie wydaje si¢ jednak do konca tak
bezpieczne, jak zaktadano. Przeszczep tego typu niesie ze soba ryzyko przeniesienia na
biorcg odzwierzgeej infekcji wirusowej, ktérej przyczyna sa endogenne retrowirusy
$winskie PERV (ang. Porcie Endogenous Retrowirus). Biorca- cztowiek z jednej strony
narazony jest na powiklania zwigzane z samym zabiegiem (immunosupresja, obnizenie
odpornosci), a z drugiej na negatywne skutki infekcji wirusami PERV (wyciszanie lub
aktywowanie genow komorek oraz indukowanie procesu transformacji nowotworowej
zainfekowanej komorki).

Endogenne retrowirusy $win stanowia nie tylko Zrédlo obcych antygenéw, ale sa
réwniez integralng czg$cia materialu genetycznego tych zwierzat. W genomie PERV
wyréznia si¢ 3 subtypy: PERV-A, PERV-B, PERV-C. Obecno$¢ PERV-A i PERV-B
stwierdzono we wszystkich badanych stadach, natomiast nie wszystkie osobniki §win
wykazuja obecno$¢ PERV-C. Subtyp ten generuje mozliwo§¢ powstania rekombinantu
PERV A/C, co moze by¢ potencjalnym zagrozeniem dla zdrowia biorcy. Z uwagi na to
zjawisko tkanka wykazujaca ekspresjg PERV C jest bezwzglednie odrzucana.

Nalezy skupi¢ dziatania na dobieraniu wilasciwej strategii, majacej na celu
zwalczanie i zapobieganie wiremii, a tym samym rozszerzania si¢ PERV. Ryzyko
powiktan mozna niwelowa¢ metodami pozwalajacymi na wyciszenie ekspresji PERV

(gtéwnie subtypu C) w konkretnej tkance przeznaczonej do ksenotransplantacji.
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Bioczasteczki wystgpujace w organizmach zywych naleza do czasteczek, ktore
oprécz swoich rél pelnionych w metabolizmie stanowia potencjalne ligandy, ktére
koordynuja do jonéw biometali. Do biomolekut tego typu zaliczamy migdzy innymi
nukleozydy i nukleotydy, aminokwasy, kwasy owocowe, sktadowe kwasu hialuronowego
czy tez poliaminy.

Kwas cytrynowy, ktéry nalezy do grupy kwaséw owocowych, petni kluczowa rolg
w metabolizmie makroczasteczek bgdac zwiazkiem posrednim w cyklu Krebsa. Bierze
udzial w fizjologicznym utlenianiu ttuszczéw, biatek i wgglowodanéw do dwutlenku
wegla i wody. Spermina, poliamina wystgpujaca w organizmach zywych, stabilizuje btony
komorkowe, aktywuje niektére enzymy oraz katalizuje biosyntezg biatek i kwaséw
nukleinowych. Zaobserwowano, ze najwyzsze stgzenie sperminy wystgpuje w komorkach
miodych oraz komérkach nowotworowych. W sktad komérek ludzkiego ciata wchodza
jony metali, ktére sa niezbgdne do prawidlowego funkcjonowania organizmu. Jony metali
nalezace zaré6wno do makro- i mikroelementéw wystgpuja w okoto jednej trzeciej
enzymOow i petnia w nich kluczowa rol¢ modyfikujac przeptyw elektronéw migdzy
substratem a produktem. Do organizmu wprowadzane sa takze jony metali w postaci
terapeutykéw (np. zwiazki kompleksowe srebra) lub w trakcie diagnostyki medycznej
(pierwiastki metali ziem rzadkich).

Przeprowadzone badania potencjometryczne w uktadach podwdjnych jon
metalu/bioczasteczka wykazaly tworzenie si¢ potaczen koordynacyjnych. Wykorzystujac
komputerowa analiz¢ danych pH-metrycznych (program HYPERQUAD) okreslono sktad

oraz ogodlne stale trwatodci otrzymanych kompleksow.
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BIODEGRADACJA KARWEDILOLU PRZEZ GRZYBY STRZEPKOWE
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Karbazol jest tréjpierscieniowym aromatycznym zwiazkiem N-heterocyklicznym
powszechnie uzywanym w syntezie antybiotykow, antagonistow réznych receptoréw oraz
lekéw przeciwnowotworowych. Zwiazek ten charakteryzuje si¢ wysoka toksycznos$cia
zarowno wobec krggowcow jaki i bezkrggowcow. Przyktadem leku zawierajacego
pierscien karbazolu w swojej strukturze jast karwedilol stosowany jako nieselektywny
bloker receptoréw f; i Pp-adenergicznych. Zablokowanie receptoréw [ zmniejsza
pojemno$¢ wyrzutowa i minutowa serca, zmniejsza zuzycie tlenu przez migsien sercowy,
zmniejsza aktywno§¢ reninowa osocza oraz hamuje uwalnianie noradrenaliny.
Jego dodatkowe dziatanie polega na blokowaniu receptora 0.

B-blokery stanowia bardzo wazna grupg substancji o potencjalnie toksycznym
i niebezpiecznym oddziatywaniu na organizmy wodne. W licznych badaniach wykazano
obecno$¢ receptorow  betaadrenergicznych u ryb. Badania ekotoksykologiczne
potwierdzily wysoka toksyczno$¢ B-blokeréw wobec Daphnia magna. Mimo, iz ich
pozostatosci obecne sg w ekosystemach w bardzo niskich stgzeniach to w wyniku ich
ciaglej emisji moga dlugotrwale oddziatywa¢ na organizmy zywe. Metabolizm lekéw
zawierajacych pierScien karbazolu w $rodowisku naturalnym jest bardzo stabo poznany,
dlatego zasadne jest podjgcie badan dotyczacych ich degradacji przez bakterie i grzyby
strzgpkowe.

Celem badan byta ocena eliminacji karwedilolu przez grzyby strzgpkowe z rodzaju
Cunninghamella. Degradacj¢ karwedilolu oceniono z wykorzystaniem technik
chromatografii cieczowej (LC-MS/MS) sprzezonej ze spektrometria mas. Uzyskane
wyniki potwierdzity, ze szczepy C. elegans IM 1785/21Gp oraz C. echinulata IM 2611
wydajnie eliminuja karwedilol ze S$rodowiska swojego wzrostu. W przypadku obu

szczepow stwierdzono obecnos¢ hydroksylowanych pochodnych karwedilolu.
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ZWIAZKI BIOLOGICZNIE AKTYWNE W ROSLINACH

Dr hab. inz. Joanna Leszczynska

Politechnika Eédzka, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Instytut Podstaw Chemii Zywnosci,

Rosliny stanowia podstawg prawidlowej, dobrze zbilansowanej diety
wspodlczesnego cztowieka. W ostatnich latach wiele uwagi po$wigca si¢ odpowiedniej
jakosci zywnoS$ci oraz prawidlowemu zywieniu, szczegélnie pod katem zapobiegania
chorobom dietozaleznym, bgdacych epidemia XXI wieku. Wysoka jako$¢ zywnosci to
przede wszystkim odpowiednia zawarto$¢ sktadnikéw zywieniowych: ttuszczéw, biatek
i wegglowodanéw, ale réwniez zawarto$¢ réznych zwiazkéw biologicznie aktywnych i ich
wzajemne proporcje.

Substancje bioaktywne to podstawowe skladniki odzywcze, a takze zwiazki
nieodzywcze, naturalnie wystgpujace w surowcu lub w produkcie poddanym procesowi
technologicznemu (np. produkty reakcji Maillarda), ktére wptywaja na funkcje
fizjologiczne i metaboliczne organizmu (wzmacniaja, oslabiaja lub modyfikuja).
W zwiazku z powyzszym zwiazki biologicznie czynne mozna podzieli¢ na korzystne
i niekorzystne. Zwiazki korzystne, z ktdrych wiele wystgpuje naturalnie w produktach
zywnosciowych, sa to: niektore oligosacharydy, probiotyki, prebiotyki, synbiotyki, poliole
— alkohole wielowodorotlenowe, aminokwasy, peptydy, biatka, wielonienasycone kwasy
ttuszczowe, witaminy i sktadniki mineralne, cholina i lecytyna, substancje fitochemiczne.

Wyktad dotyczy giéwnie antyoksydantéw, ich zrédet wystgpowania oraz wplywu
na zdrowie czlowieka. Antyoksydanty to zwiazki, najczgsciej metabolity wtérne, ktére
moga by¢ produkowane w odpowiedzi na stres sSrodowiskowy. W warunkach stresu rosliny
produkuja rowniez biatka obronne, z ktérych czg$¢ ma wtasciwosci alergenne. Kolejna
czg$¢ wykladu posSwigcona jest alergenom roslinnym. Alergenami sa najczeSciej
glikoproteidy o masie czasteczkowej 10-70 kDa, odporne na skrajne pH, enzymy
trawienne i temperaturg. CzgS¢ z nich wystgpuje powszechnie w wielu organizmach
i wykazuje duza homologig, przyczyniajac si¢ do wystgpowania reakcji krzyzowych.
Omoéwione beda alergeny wybranych owocéw, zbéz i rodlin przyprawowych, ich budowa
i mechanizm dziatania.

W zywnosci pochodzenia ro$linnego moga si¢ znalez¢ réwniez naturalne zwiazki
o dziataniu niepozadanym, wywotujace reakcje nadwrazliwosci pokarmowej. Do takich
zwiazkéw naleza np. aminy biogenne, w tym przede wszystkim histamina, kwas

benzoesowy, salicylany i nikiel.
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Ostatnia czg$¢ wyktadu bedzie poswigcona zwiazkom o wybitnie silnym dziataniu
toksycznym tzn. toksynom naturalnym.

Wiele ze skladnikéw bioaktywnych posiada wilasciwosci antynowotworowe,
przeciwzapalne czy antyoksydacyjne, a regularne ich spozycie chroni nas przed chorobami
cywilizacyjnymi. Niektére jednak moga wywotaé szkodliwe reakcje, czasem o bardzo

duzym nasileniu.
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FI1ZJOLOGICZNE ASPEKTY STOSOWANIA NANOSREBRA W KULTURACH
IN VITRO RZEPAKU (BRASSICA NAPUS L.): WPLYW NANOCZASTEK

NA CYKL KOMORKOWY

Karol Bocian*, Elwira Sliwiﬁska, Magdalena Tomaszewska-Sowa
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich w Bydgoszczy, Wydziat Rolnictwa
i Biotechnologii, Al. prof. S. Kaliskiego 7, 85-796 Bydgoszcz
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Nanotechnologia jest jedna z najszybciej rozwijajacych si¢ dziedzin nauki,
a nanomaterialy znalazly szerokie zastosowanie zaréwno w zyciu codziennym cztowieka,
jak i w wielu gateziach przemystu. Przejscie do skali ,,nano” powoduje spotggowanie juz
istniejacych, jak réwniez uzyskanie zupelnie nowych wlasciwosci fizycznych,
chemicznych oraz biologicznych nanomaterialow.

Nanoczastki srebra, posiadaja bardzo silne wiasciwosci bakterio- i grzybobdjcze
dzigki czemu z powodzeniem mozna wykorzysta¢ je jako czynnik eliminujacy
kontaminacje tkankowych kulturach tkankowych i komoérkowych roslin. Obecnosc
nanoczastek srebra w pozywce moze jednakze wptywaé na podzialy komérkowe oraz
moze determinowaé bezwzglgdna zawartos¢ DNA w roslinach.

W przeprowadzonym eksperymencie wykorzystano sferyczne nanoczastki srebra
(18-20 nm) w stegzeniach 10, 15, 25 oraz 35 ppm, jako dodatek do pozywki, na ktdrej
inokulowano nasiona rzepaku. Analiza cytometryczna siewek rosnacych na pozywkach
wzbogaconych o nanoczastki srebra wykazala wyrazna tendencje¢ wplywu stgzenia
nanoczastek srebra na $rednig ploidalno$¢ jader korzeni oraz na bezwzglgdna zawarto$¢

DNA w lisciach rzepaku w stosunku do kontroli.

Aslani F., Bagheri S., Julkapli N.M., Juraimi A.S., Hashemi F.S.G., Baghdadi A.: 2014. Effects of
Engineered Nanomaterials on Plants Growth: An Overview. The Scientific World Journal, 28.

Sliwinska E.: 2008, Zastosowanie cytometrii przeptywowej do oznaczania zawartoéci DNA u roslin. Postepy
Biologii Komérki, 35 (24), 165-176.
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WPLYW BIOWEGLA NA WZROST I PLONOWANIE ROSLIN SADOWNICZYCH

Mateusz Frgc*, Lidia Sas-Paszt, Pawet Trzcinski, Edyta Derkowska
Instytut Ogrodnictwa, ul. Kostytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice

email autora do korespondencji " mateusz.frac@inhort.pl

Biowggiel to uwegglona w temperaturze od 250°C do 1200°C biomasa, otrzymana
najczgsciej z odpadéw drzewnych lub biomasy roslin. Biowggiel cieszy sig¢ coraz
wigkszym zainteresowaniem w réznych gateziach gospodarczych. Potwierdzony zostat
jego pozytywny wptyw jako polepszacza glebowego, zwigkszajacego zawarto$¢ substancji
organicznej (SO) i pulg organicznego wegla (OC) w glebie. Biowggiel poprawia warunki
powietrzno-glebowe, niweluje efekt zmegczenia gleby, wptywa na zwigkszenie aktywnosci
mikroorganizméw i mezofauny glebowej. Od maja 2014 r. w Instytucie Ogrodnictwa
w Skierniewicach kontynuowane sa do§wiadczenia z zastosowaniem bioweggla w uprawie
ro$lin sadowniczych, t.j. jabtoni, brzoskwini i nektaryny. Wyniki uzyskane w 2015 roku
wskazuja na pozytywny wplyw aplikacji biowggla na wzrost i plonowanie roSlin
sadowniczych, w poréwnaniu do drzew nie traktowanych biowgglem. Doglebowa
aplikacja biowggla wiosng 2014 r. (w dawce 1,6 kg/drzewo) wplyngta na istotne
zwigkszenie wzrostu wegetatywnego i plonowania drzew jabtoni i brzoskwini w sezonie
2015. Zastosowanie biowggla poprawilo stan odzywienia ro$lin w sktadniki mineralne,
zwigkszylo masg i pole powierzchni liSci oraz zawarto$¢ materii organicznej i wegla
organicznego w glebie. System korzeniowy pod wptywem aplikacji bioweggla byt lepiej
rozwinigty z duza liczba korzeni drobnych, w poréwnaniu do stabiej uformowanych
korzeni drzew kontrolnych (nie traktowanych biowgglem). W poréwnaniu do drzew
kontrolnych, aplikacja bioweggla wplyngta na istotne zwigkszenie S$rednicy wiazek
przewodzacych ksylemu oraz na podwyzszona syntez¢ i akumulacj¢ ziaren skrobi
w komoérkach kory korzeni drzew jabtoni, brzoskwini i nektaryny. Zaaplikowany
biowegiel wptynat takze na poprawe statusu wodnego gleby i roslin, co w duzym stopniu
ograniczalo negatywne dla roslin skutki suszy w 2015 roku. Aplikacja biowggla jest
skuteczna metoda ograniczania wplywu stresu suszy u ro$lin, a takze znajduje
zastosowanie w bioremediacji gleb uprawnych i zdegradowanych. Badania w tym zakresie
beda kontynuowane w kolejnych latach, w celu potwierdzenia wptywu biowggla na wzrost

i plonowanie roslin sadowniczych oraz poprawg zyznosci gleby.

147



Fizjologia i biotechnologia roslin Prezentacja ustna

IDENTYFIKACJA GENOW POTENCJALNIE ZAANGAZOWANYCH
W AKUMULACJE CYNKU W ,,KOMORKACH MAGAZYNUJACYCH”

MEZOFILU LISCI TYTONIU

Katarzyna Kozak”, Anna Papierniak, Danuta Maria Antosiewicz

Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii, Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin,
ul. Ilji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
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Jednym z czynnikéw warunkujacych tolerancje roslin na cynk jest zdolnosé¢
gromadzenia wysokich stgzen tego metalu w lisciach bez objawéw toksycznosci.
Najnowsze badania wskazuja, iz zdolno$¢ gromadzenia Zn w blaszce liciowej
tylko w ,komoérkach magazynujacych” chroni sasiadujace komoérki nieakumulujace
przed toksycznym dziataniem nadmiaru tego metalu. Zréznicowanie komérek w obrgbie
pozornie jednorodnej tkanki mezofilu pod wzgledem ich zdolnosci do akumulacji cynku
umozliwia gromadzenie duzych ilosci cynku w blaszce bez szkody dla catego organu.

Celem badan jest identyfikacja molekularnych mechanizméw réznicujacych komérki
mezofilu w lisciach tytoniu pod wzgledem ich zdolnosci do akumulacji cynku,
odpowiedzialnych za jego gromadzenie w ,komoérkach magazynujacych”. Pierwszym
etapem badan majacych prowadzi¢ do zrealizowania zatozen projektu bylo wytypowanie
sekwencji gendéw kodujacych transportery metali poprzez przeprowadzenie analizy
bioinformatycznej genomu tytoniu Nicotiana tabacum (dostgpny od kwietnia 2014 roku).
W tym celu wykorzystano narzedzia i programy takie, jak: blastn', Fgenesh?, MultAlin®.
Nastepnie poréwnano ekspresjg zidentyfikowanych genéw w mezofilu liSci ro$lin
rosnagcych w warunkach kontrolnych oraz w obecnosci wysokiego st¢zenia cynku
w pozywce. Wykazanie réznic w ich ekspresji (znaczace réznice w odniesieniu do
warunkéw kontrolnych) pozwolito wskaza¢ kandydatéw na geny kodujace transportery
cynku, potencjalnie zaangazowane w zréznicowany zatadunek nadmiaru Zn do ,.komérek
magazynujacych” w mezofilu.

Badania sq realizowane ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu HARMONIA
(NZ3/00527).

" https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
2 http://www.softberry.com/berry.phtml2topic=fgenesh&group=programs&subgroup=gfind
3 . . .

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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WPLYW ZANIECZYSZCZENIA GLEBY METALAMI CIEZKIMI

NA WYBRANE GATUNKI ROSLIN JADALNYCH

Kamila Kulbat”, Agnieszka Szczodrowska, Dorota Mafhkowska, Joanna Leszczynska
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Zanieczyszczenie srodowiska metalami cigzkimi jest jednym z najpowazniejszych
probleméw ekologicznych w skali §wiatowej. Szczegdlnie niebezpieczne jest skazenie gleb
przeznaczonych pod uprawy, potozonych w poblizu duzych zaktadéw przemystowych oraz
arterii komunikacyjnych. Z uwagi na mozliwo$¢ migracji w powietrzu, glebie i wodzie,
a takze kumulacji w kolejnych ogniwach tancucha pokarmowego, obecno$¢ metali
cigzkich w $rodowisku stanowi powazny problem zaréwno dla ekosysteméw naturalnych,
jak réwniez dla zdrowia i zycia ludzkiego.

Celem prezentowanej pracy jest okreslenie wpltywu stresu abiotycznego,
wywotanego obecnoscia jonéw metali cigzkich w podtozu (niklu, miedzi i cynku) na
wybrane gatunki roélin z rodziny jasnotowatych (Lamiaceae) - bazylii pospolitej (Ocimum
basilicum) 1 lebiodki pospolitej (Origanum vulgare) oraz rodziny kapustowatych
(Brassicaceae) - pieprzycy siewnej (Lepidium sativum). Gleba pod uprawg zostata skazona
wymienionymi metalami w st¢zeniach dopuszczalnych przez Rozporzadzenie Ministra
Srodowiska z 2002 r.

Analizie zostaly poddane parametry biochemiczne odzwierciedlajace stres na
poziomie komérkowym. Zbadano stopien kumulacji poszczegdlnych — metali
w nadziemnych czg$ciach ro$lin, jak réwniez zmiany w zawarto$ci barwnikow
chloroplastowych. Ocenie poddano stezenia reaktywnych form tlenu i azotu w komérkach
roslinnych, jak réwniez zawarto$¢ antyoksydantéw zaangazowanych w ich metabolizm.
Analiza stgzen wymienionych metabolitéw, wraz z oznaczeniem dialdehydu malonowego,
bedacego markerem uszkodzen bton biologicznych, jak réwniez analiza zawartosci biatek
i proliny, pozwala na catoSciowa oceng wplywu zanieczyszczenia gleby na zmiany

biochemiczne zachodzace w komérkach wybranych roslin.
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GENY ZIP W ROSLINACH TYTONIU (NICOTIANA TABACUM)

Matgorzata Palusiiska”, Anna Barabasz, Anna Papierniak, Danuta Maria Antosiewicz
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Regulacja homeostazy cynku w organizmach ro§linnych jest $cisle powiazana
z homeostaza innych metali, w tym kadmu. Do tej pory nie udato si¢ jednoznacznie ustali¢
ktoére biatka uczestnicza w translokacji cynku (Zn) i kadmu (Cd) z korzeni do pgdéw
w zaleznosci od ich wzajemnego st¢zenia. Bez watpienia proces ten jest regulowany przez
wiele genéw.

Biatka transporterowe zaliczane do rodziny ZIP (ZRT- and IRT-like Protein)
zaangazowane sa w przenoszenie przez blony biologiczne cynku i kadmu. U Nicotiana
tabacum transporter z rodziny ZIP w dalszym ciagu nie sa poznane. Wiadomo, ze
u innych rodlin np. w korzeniach Arabidopsis thaliana podczas deficytu cynku
obserwowano wzrost ekspresji ZIP1-ZIP5, ZIP7-ZIP12, IRT3 a u Thlaspi caerulescens
ZIP4,7ZIP10i IRT3.

Celem doswiadczenia jest zrozumienie mechanizméw regulujacych translokacje
cynku i kadmu uzaleznionej od st¢zenia metali a takze poznanie funkcji poszczegdlnych
transporteréw ZIP zaangazowanych w ten proces. Prezentowane badania sa czg$cig grantu
majacego na celu okreslenie udziatu transporteréw ZIP w translokacji Zn i Cd z korzeni do
pedow tytoniu.

Na podstawie homologii najlepiej poznanych u roslin biatek ZIP z Arabidopsis
thaliana do sekwencji nukleotydowych tytoniu (Nicotiana tabacum) w istniejacych bazach
danych, wybrano scaffoldy AWOKO00000000 ktére zawieraja sekwencje genéw kodujace
potencjalne transportery ZIP u tytoniu. Przy pomocy narzedzi bioinformatycznych
przeanalizowano te scaffoldy i zaprojektowano specyficzne startery dla analizy ekspresji
gendw kodujacych w tytoniu potencjalne biatka ZIP.

Wykorzystujac ~ metod¢  RealTime-qPCR ~ zbadano  poziom  ekspresji
zidentyfikowanych genéw w korzeniach roslin tytoniu (Nicotiana tabacum) traktowanych
réznymi (niskimi i wysokimi) st¢zeniami Zn i Cd. Na podstawie uzyskanych wynikéw

wybrano geny ZIP, ktére potencjalnie uczestnicza w transporcie transbtonowym Zn i Cd.
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GENOTYPOWANIE PRZEZ SEKWENCJONOWANIE I MAPOWANIE GENETYCZNE
MARKEROW CECH UZYTKOWYCH W GENOMIE LUBINU WASKOLISTNEGO

(LUPINUS ANGUSTIFOILUS L.)
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Lubin waskolistny jest gatunkiem, ktdrego uprawa niesie szereg korzysci. Dzigki
symbiozie z bakteriami z rodzaju Bradyrhizobium, nie wymaga nawozenia azotowego,
palowy system korzeniowy pozyskuje skiadniki mineralne z glebokich warstw gleby,
a pozostajace na polach resztki pozniwne, wzbogacaja gleb¢ w materi¢ organiczna.
Nasiona tubinu waskolistnego sa bogate w biatko (34% suchej masy) i btonnik, stanowiac
alternatywg w zywieniu zwierzat dla importowanej $ruty sojowe;.

W ramach projektu SEGENMAS (2015-2018) finansowanego z Programu Badan
Stosowanych NCBiR, podjgto si¢ wygenerowania puli markeréw cech uzytkowych,
istotnych w selekcji nowych odmian tubinu. W tym celu, zostalo przeprowadzone
doswiadczenie szklarniowe na 220 liniach tubinu waskolistnego. Material roslinny
obejmowal zaréwno odmiany hodowlane, jak i dzikie populacje, pochodzace z kilku
kontynentéw. Izolat RNA pozyskany z liSci, postuzy do kluczowego etapu badan,
tj. genotypowania przez sekwencjonowanie koncéw cDNA metoda MACE (ang. Massive
Analysis of ¢cDNA Ends). Dzigki tej metodzie zostanie wygenerowanych kilkanascie
tysigcy markeréw, zakotwiczonych w sekwencjach genéw. Kolejnym etapem bgdzie
lokalizacja otrzymanych markerow na referencyjnej mapie genetycznej tubinu
waskolistnego odmiany Tanjil 1. Analiza bioinformatyczna wynikéw MACE, obejmie
m.in. adnotacje sekwencji z uzyciem transkryptoméw referencyjnych innych gatunkéw
tubinu (L. albus i L. luteus) oraz analizg sekwencji w dostgpnych bazach danych. Wyniki
przeprowadzonych prac, pozwola na selekcj¢ najbardziej wydajnych w uprawie linii tubinu
i wprowadzenie do sprzedazy nowych, bardziej uzytecznych i odpornych na choroby
odmian tubinu waskolistnego.

Yang H, Tao Y, Zheng Z, Zhang Q, Zhou G, Sweetingham MW, et al. Draft genome sequence,

and a sequence-defined genetic linkage map of the legume crop species Lupinus angustifolius L. PLoS ONE.
2013;8:64799.
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ENDOGENNE STEZENIE GLUTATIONU MARKEREM W IDENTYFIKACJI

GENOTYPOW ZYTA (SECALE CEREALE L.) PODATNYCH NA ANDROGENEZE
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Glutation, tréjpeptyd y-glutamylocysteinyloglicyna, scharakteryzowano jako
nieenzymatyczny antyoksydant bioracy udziat w utrzymaniu réwnowagi redoks
w komoérkach organizméw zywych. Dane literaturowe i doswiadczenia prowadzone w IFR
PAN w Krakowie sugeruja, ze zredukowana forma glutationu (GSH) moze by¢
wykorzystywana do lagodzenia réznego typu stresow biotycznych i abiotycznych,
skutkujacych akumulacja reaktywnych form tlenu. Efekt ten obserwowano m.in.
w przypadku stresu wywotywanego przez traktowanie roslin niska temperatura, indukujaca
proces androgenezy, ktdry zmienia rozwéj mikrospor, z gametofitowego na sporofitowy.
Niestety, zbyt duzy poziom stresu, powoduje uszkodzenie mikrospor, a nawet ich $mier¢
(Zur i wsp. 2014). W tej sytuacji, mozliwo$¢ regulowania poziomu GSH w mikrosporach
moze stanowi¢ niezmiernie wazny czynnik wspomagajacy efektywna indukcjg
androgenezy, nawet u gatunkéw scharakteryzowanych jako ‘oporne’.

Celem niniejszej pracy bylo znalezienie korelacji pomigdzy endogennym st¢zeniem
GSH, a podatnoscia na indukcje¢ androgenezy u wybranych genotypéw zyta ozimego
(Secale cereale L. ssp. cereale).

Do badan wybrano 15 mieszancéw pokolenia F1 udostgpnionych przez polskie spétki
hodowli roslin. Do indukcji androgenezy zastosowano technikg kultur pylnikowych wg
Immonen i Tenhola-Roininen (2003). Do pomiaru glutationu wykorzystano metodg
spektrofotometryczng Ellman i wsp. (1961).

Badane linie zyta réznily si¢ podatnoscia na indukcj¢ androgenezy oraz st¢zeniem
zredukowanego GSH w pylnikach, ktéry to parametr moze by¢ wskaznikiem
wykorzystywanym do oceny genotypéw zyta pod wzgledem podatnosci na haploidyzacje
w kulturze pylnikéw. Wykazano, ze traktowanie egzogennym GSH, moze stymulowaé
efektywnos¢ tego procesu u ‘opornych’ genotypow.

Eksperymenty sfinansowano w ramach badan statutowych IFR PAN TI1Zb1/2015, T1Zb1/2016 oraz
w ramach Postepu Biologicznego w Produkcji Roslinnej MRiRWS82 (HOR hn-801-PB-14/15).

Ellman GL i wsp. 1961. Biochem Pharmacol 7:88-90; Immonen S, Tenhola-Roininen  T. 2003.
W: Maluszynski M i wsp. (red) A Manual. Kluwer, Dordrecht, Boston, London, 141-150; Zur I i wsp. 2014. Plant
Cell Tiss Org 119(1):79-94.
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WPLYW ZYWIENIA AMONOWEGO NA METABOLIZM REAKTYWNYCH FORM
TLENU U MUTANTOW ARABIDOPSIS THALIANA Z DYSFUNKCJA OKSYDAZY
NADPH

Maria Burian*, Anna Podgérska, Bozena Szal

Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii, Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin,
ul. 1. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
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Hodowla wigkszosci rodlin uprawnych na podiozu zawierajacym jony amonowe
(NH;") jako jedyne zrédio azotu powoduje zahamowanie wzrostu. Zaburzenia rozwoju
spowodowane dlugotrwatym dziataniem jonéw amonowych okresla si¢ mianem
.syndromu amonowego”. Zmiany w réwnowadze oksydoredukcyjnej zachodzace podczas
Zywienia amonowego moga prowadzi¢ do zwigkszonego wytwarzania reaktywnych form
tlenu (ROS). Na skutek zwigkszonej produkcji ROS moze dochodzi¢ do uszkodzenia
struktur komérkowych. Wzrost roslin jest w duzej mierze uwarunkowany przez procesy
zachodzace w S$cianie komorkowej. Za regulacj¢ wzrostu elongacyjnego komorek
odpowiedzialne sa m.in. ROS, ktére przyczyniaja si¢ do usztywniania lub rozluzniania
Sciany komoérkowej. Oksydaza NADPH (RBOH) jest gléwnym enzymem
odpowiedzialnym za produkcje ROS do przestrzeni pozakomérkowej (apoplastu). Celem
pracy bylo okreslenie zmian w metabolizmie ROS u ro$lin transgenicznych z wyciszonym
genem rbohD lub rbohF podczas zywienia amonowego.

Dhugotrwata hodowla roslin (8 tygodni) na NH;* powodowata zahamowanie
wzrostu ro$lin dzikich oraz mutantéw RBOH D i F. WykazaliSmy, ze metabolizm ROS
u badanych mutatéw nie réznil si¢ znaczaco od metabolizmu ROS roélin kontrolnych.
Wydaje si¢ zatem, ze dysfunkcja izoform RBOH nie wplywa na mechanizm

odpowiedzialny za zahamowanie wzrostu ro$lin na podtozu z NH,".

Praca finansowana z projektu nr 2014/13/B/NZ3/00847, kierownik: BoZena Szal.
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MOLEKULARNE PODSTAWY ZMIAN TRANSLOKACJI ZN

DO PEDU W OBECNOSCI CD
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ul. 1lji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
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Kontrola translokacji metali z korzenia do pgdu to wazny proces dla
przystosowania ros§liny do zmiennych warunkéw sktadu mineralnego podtoza.
Zaangazowane sa W to procesy transportu transbtonowego uczestniczace w pobieraniu
metali, ich gromadzeniu i redystrybucji z wewnatrzkomérkowych kompartmentéw, a takze
w usuwanie do apoplastu. W pobieraniu metali i utrzymywaniu wewngtrznej homeostazy
zaangazowane sa transportery transbtonowe metali oraz zwiazki kompleksujace. Zaleznos¢
proceséw zaangazowanych w regulacjg metabolizmu kazdego metalu od obecnosci innych
zwana jest homestaza krzyzowa (ang. Cross-homeostasis).

Konsekwencja tych zaleznosci jest wzajemne kompetycyjne oddziatywanie metali
na procesy pobierania, transportu krétko- i dtugodystansowego w roslinie, oraz zdolnos¢
do ich gromadzenia w tkankach i organach. Niekorzystnym nastgpstwem jest z kolei
zjawisko hamowania translokacji do pgdéw Zn (mikroelementu niezbgdnego do
prawidlowego wzrostu i rozwoju rosliny) w obecnosci Cd (metalu balastowego) w podtozu
co prowadzi do niedoboru cynku. Ostatnie nasze badania sugeruja, ze u tytoniu
w obecnosci niskiego jak i wysokiego stgzenia Cd w pozywce dochodzi do stymulacji
translokacji Zn a nie jego hamowania. Zauwazono, ze takiemu zjawisku towarzyszy
zréznicowany poziom ekspresji dwoch genéw zlokalizowanych w korzeniu z rodziny ZIP
(ZRT-IRT-like Protein): NtZIP1 i NtZIP4. W niniejszej pracy przedstawiono zalezno$é
pomigdzy poziomem Zn w pozywce, a zdolnoscig rosliny do akumulacji Cd w korzeniach
i pedach tytoniu. Do pomiaréw stgzenia metali zastosowano technikg¢ atomowej
spektrometrii absorpcyjnej (ASA). Rolg genéw NtZIP1 i NtZIP4 w korzeniu w regulacji tej

zalezno$ci analizowano metoda Real-Time qPCR.
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ZMIANY WEASCIWOSCI ANTYOKSYDACYJNYCH ROSZPONKI WARZYWNE]

DOSWIETLANE]J SWIATLEM LED O ROZNEJ CHARAKTERYSTYCE SPEKTRALNE]

Olga Dlugosz-Grochowska”, Renata Wojciechowska, Anna Habela

Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa, Instytut Biologii RoSlin
i Biotechnologii, Zaktad Botaniki i Fizjologii Roslin, Al.29 Listopada 54, 31-425 Krakow

email autora do korespondencji’: odlugosz @ogr.ur.krakow.pl

Niedostateczna ilo$¢ $wiatla moze przyczyni¢ si¢ do obnizenia wielkosci i jakosci
plonu warzyw uprawianych w szklarniach w okresie jesienno-zimowym. Aktualne badania
wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania lamp LED do doswietlania uzupelniajacego
w uprawach pod ostonami, jednak wiedza na temat wptywu $wiatta diodowego na cechy
biochemiczne poszczegdlnych gatunkéw roslin weiaz wymaga uzupetnien.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu dos$wietlania $wiattem LED na
wybrane wlasciwosci antyoksydacyjne dwdch odmian roszponki warzywnej (Valerianella
locusta L.) ‘Noordhollandse’ oraz ‘Hollandischer’, uprawianej w szklarni zima. Testowane
byty cztery typy lamp LED rézniace si¢ udzialem $wiatta czerwonego (R, A=660 nm)
i niebieskiego (B, A=440 nm) w emitowanym spektrum: (1) 100% R, (2) 90% R + 10% B,
(3) 80% R + 20% B, (4) 70% R + 30% B. Rosliny kontrolne doswietlano wysokoprezna
lampa sodowa (HPS). Roszponkg doswietlano przez 45 dni w cyklu 16h dzien/ 8h noc.
NatgZenie napromieniowania na poziomie rolin wynosito ok. 200 umol m? s
W otrzymanym materiale roslinnym analizowano potencjat antyoksydacyjny (FRAP),
zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH, a takze zawarto$¢ kwasu askorbinowego i polifenoli.

Badania wykazaly rézna reakcj¢ testowanych odmian roszponki warzywnej na
zastosowane do$wietlanie. Odmiana ‘Noordhollandse’ akumulowata najwigcej kwasu
askorbinowego i zwigzkéw fenolowych, a takze odznaczata sig¢ najwyzsza aktywnoscia
antyoksydacyjna i antyrodnikowa w efekcie do$wietlania kombinacja 80% R + 20% B.
Natomiast u odmiany ‘Hollandischer’ najwyzsza aktywnoscia antyoksydacyjna
i antyrodnikowa oraz wysoka koncentracja zwiazkow fenolowych charakteryzowaty sig

ro$liny do$wietlane §wiattem 90% R + 10% B.

Badania zostaly sfinansowane z dotacji przyznanej przez MNiSW na dziatalnosé statutowq (DS3500).
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DOBOWA DYNAMIKA ZAWARTOSCI WEGLOWODANOW

W IGEACH SOSNY ZWYCZAJNEJ (PINUS SYLVESTRIS L.)

Artur Jankowski®, Tomasz Wyka
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email autora do korespondencji*: artjan @amu.edu.pl

Zawartos¢ weglowodanéw w lisciach podlega fluktuacjom w skali dobowej. Na
podstawie licznych badan prowadzonych przede wszystkim na zielnych roslinach
uprawnych stwierdzono akumulacjg skrobi lub weglowodanéw rozpuszczalnych w ciagu
dnia oraz degradacjg skrobi i eksport weglowodanéw z lisci w ciaggu nocy. Taki model
dobowych fluktuacji weglowodanéw zostal powszechnie zaakceptowany, mimo ze liczne
grupy funkcjonalne ro$lin, zwlaszcza drzewiastych, sa jeszcze stabo pod tym wzgledem
przebadane. Celem niniejszych badan bylo poznanie zmian w st¢zeniu skrobi i cukréow
rozpuszczalnych zachodzacych w ciagu doby w iglach sosny zwyczajnej Pinus sylvestris,
gatunku o lisciach zimozielonych.

Igty wszystkich (2-3) rocznikéw obecnych na drzewie pobierano, co 2 godziny
przez okres pelnej doby w dwoéch terminach: na poczatku sezonu wegetacyjnego, gdy
charakteryzuja si¢ one wysoka zawartoscia skrobi oraz pod koniec sezonu wegetacyjnego
tj. w okresie tzw. ,,bezskrobiowym”. Zawarto$¢ cukréw rozpuszczalnych oznaczana byla
przy wykorzystaniu metody antronowej, za$ zawarto$¢ skrobi przy wykorzystaniu
hydrolizy enzymatycznej i reakcji z o-anizydyna.

Na poczatku sezonu wegetacyjnego poziom zaréwno cukréw rozpuszczalnych jak
i skrobi byt istotnie wyzszy niz pod koniec sezonu wegetacyjnego. Podczas gdy poziom
skrobi nie przejawial wyraznych fluktuacji dobowych, to cukry rozpuszczalne
akumulowaly si¢ w ciagu dnia a ich poziom obnizatl si¢ noca. Zmiany te byty szczegélnie
silne wiosna.

Wyniki te wskazuja, ze dobowa dynamika zawarto$ci weglowodanéw w igtach

sosny odbiega od modelu powszechnie przyjetego dla roslin zielnych.
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SYGNALY KOMUNIKACJI KORZENIE-LISCIE U SIEWEK SORGA

W WARUNKACH STRESU CHLODU

" . .
Katarzyna Kaczanowska , Franciszek Janowiak
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W zwiazku ze znaczacym wplywem globalnych zmian klimatycznych na warunki
rozwoju roslin, sorgo ze wzgledu na specyficzne cechy, wydaje si¢ by¢ najlepszym
kandydatem dla zréwnowazone]j produkcji bioenergii w Europie. Gtéwnym czynnikiem
ograniczajacym uprawg sorga jest jego niska tolerancja na chtéd. W wyzszych
szeroko$ciach geograficznych Europy, zbyt niskie temperatury w kwietniu/maju moga
powodowac¢ powazne uszkodzenia siewek sorga albo nawet ich $mier¢.

Do$wiadczenia przeprowadzono na siewkach dwéch linii sorga (M71, SS79)
rosnacych w komorach wzrostowych w 25/20°C (dzief/noc). W fazie 3-5 lisci siewki
poddano chtodzeniu przez okres 5 dni w 14/12°C (dzief/noc). Bezposrednio przed
i w trakcie chtodzenia zmierzono st¢Zenie kwasu abscysynowego [ABA], okreslono pH
w soku ksylemu czg$ci nadziemnych siewek tuz nad korzeniem oraz stan szparek trzech
pierwszych lisci.

[ABA] soku ksylemu siewek sorga obu linii bylo podobne w warunkach
kontrolnych. Jednak po 4 h chtodzenia [ABA] wzrosto istotnie, chociaz wzrost ten byt
duzo wigkszy u linii odporniejszej na chtéd (M71) w poréwnaniu z linia wzglednie
wrazliwsza na ten stres (SS79). Temu gwaltownemu wzrostowi [ABA] soku ksylemu
towarzyszyla jego alkalizacja. Warto$§¢ pH soku ksylemu dla obu linii wzrosta juz po
4 h chiodzenia. W drugim dniu chtodzenia aparaty szparkowe, ktére poczatkowo otwarty
si¢ pod wptywem chtodu, zostaty z powrotem zamknigte.

Wyrazny wzrost pH soku ksylemu w warunkach chtodu u sorga jest waznym
jonowym sygnatem komunikacji korzenie-liScie. Dziata jako putapka anionowa dla ABA,
skutecznie zwigkszajac sekwestrowanie ABA do soku ksylemu i jego transport do lisci.
Zwigkszony transport ABA do lisci dziata jako adaptacyjny sygnat hormonalny, inicjujacy
ekspresje wielu genéw oraz przymknigcie si¢ szparek i zmniejszenie strat wody wskutek
transpiracji.

Badania sfinansowane ze Srodkow statutowych IFR PAN w ramach T3ZB10/2015.
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MELATONINA JAKO BIOSTYMULATOR ZIARNIAKOW

KUKURYDZY CUKROWE] (ZEA MAYS L.)
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Melatonina  (N-acetyl-5-metoksytryptamina; MEL), jest naturalna wysoce
konserwatywna, biologicznie czynna czasteczka §wiata zwierzat i roslin. Jest ona istotna
w czasie rozwoju wegetatywnego jak i kwitnienia, owocowania a takZe starzenia roslin.
Okazuje sig, ze bierze udzial w ich obronie przed stresami. Stgzenie MEL w réznych
gatunkach roslin i tkankach waha si¢ od pg do ng na gram tkanki. Najwyzszy poziom MEL
odnotowano w organach generatywnych, zwlaszcza w nasionach. Poniewaz tkanka
zarodka jest wysoce wrazliwa na uszkodzenia oksydacyjne, MEL moze stanowic istotny
element nieenzymatycznego systemu antyoksydacyjnego w stosunkowo suchym
Srodowisku tkanek nasion. Roéliny poza zdolnoscia biosyntezy endogennej MEL, moga
absorbowa¢ egzogenna MEL i kumulowac¢ ja w tkankach. Ta ostatnia cecha pozwolita na
efektywna aplikacjc MEL do ziarniakéw kukurydzy cukrowej (poréwnywane warianty:
C, H, HMel50, HMel500).

Praca stanowi podsumowanie dotychczasowych badan prowadzonych w ramach
doktoratu. Opisane zostaty efekty hydrokondycjonowania nasion kukurydzy, kietkujacych
w warunkach optymalnych (24h, 25°C) oraz stresu chlodu (14d, 5°C). Do$wiadczenia
prowadzone byly na poziomie fizjologicznym, jak i molekularnym — proteomicznym.
Pierwszy obejmowal poréwnanie zdolnosci i tempa kietkowania nasion, wigoru siewek
oraz plonowania ro$lin. W drugim badano zmiany zachodzace w syntezie i ekspresji biatek
podczas kietkowania badanych wariantéw nasion. Pozytywny skutek aplikacji MEL zostat
udokumentowany u roslin traktowanych odpowiednio dobranym, optymalnym st¢zeniem
MEL na obu tych poziomach, a otrzymane wyniki $wiadcza o fitobiostymulujacych

wiasciwosciach tej indolaminy.
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AKUMULACJA NIEENZYMATYCZNYCH ZWIAZKOW ANTYOKSYDACYJNYCH
W WARUNKACH STRESU WODNEGO U CZTERECH GATUNKOW

Z RODZAJU SILENE (CARYOPHYLLACEAE JUSS.)
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Do mechanizméw wspétodpowiedzialnych za tolerancjg roslin na réznego rodzaju
stresy srodowiskowe zalicza si¢ aktywacjg systemu antyoksydacyjnego, zaréwno systemu
enzymatycznego (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza, reduktaza
glutationowa), jak i nieenzymatycznego (witaminy C i E, karotenoidy, flawonoidy
i zwiazki fenolowe itp.). Zbadano wplyw stresu wodnego na parametry wzrostowe oraz
akumulacje karotenoidéw, flawonoidéw i zwiazkéw fenolowych u gatunkéw nalezacych
do rodzaju Silene: S. vulgaris, S. sclerocarpa, S. latifolia i S. gallica. Stres wodny byt
indukowany poprzez catkowity brak nawadniania roslin przez okres 4 tygodni. Rosliny
kontrolne podlewano 2 razy w tygodniu. Dtugo$¢ pedéw w warunkach stresowych byla
podobna u wszystkich badanych gatunkéw. Procentowa zawarto$¢ wody byta najmniejsza
w biomasie S. vulgaris. Stres wodny doprowadzit do wzrostu zawartosci sumy zwiazkéw
fenolowych u S. vulgaris S. sclerocarpa i S. latifolia i do spadku u S. gallica. Zawartos¢
flawonoidéw ulegta zmniejszeniu w dwoch testowanych gatunkach, zwigkszyla sig
u jednego z gatunkéw i pozostata taka sama u roslin kontrolnych i nienawadnianych
w przypadku S. vulgaris. Poziom karotenoidéw zostat zredukowany u wszystkich
gatunkéw w warunkach stresu wodnego. W przeciwienstwie do tego, co podaje literatura
na temat odpowiedzi roslin na stres wodny, przedstawiony eksperyment pokazuje,
ze mechanizm tolerancji roslin z rodzaju Silene niekoniecznie musi by¢ wynikiem
podwyzszonej aktywno$ci systemu antyoksydacyjnego w komoérkach lisci. Mozna
spekulowa¢, ze mechanizmy odpowiedzialne za tolerancj¢ gatunkéw z rodzaju Silene na
brak nawadniania opieraja si¢ na regulacji homeostazy jonowej i osmotycznej komdrek

czy tez na syntezie tak zwanych kompatybilnych substancji rozpuszczonych - osmolitéw.
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WYSOKOSC PLONU I ZAWARTOSC BARWNIKOW ASYMILACYJNYCH
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Swiatto jest niezbednym czynnikiem decydujacym o prawidtowym wzro$cie
i rozwoju roslin. W uprawach szklarniowych najczgsciej stosowanym zrédiem $wiatta sa
wysokoprezne lampy sodowe (HPS). W ostatnich latach ros$nie zainteresowanie
wprowadzaniem do szklarniowych systeméw produkcyjnych rozwiazan opartych na
technologii SSL-LED (ang. Solid State Lighting Light-Emitting Diodes).

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu doswietlania uzupetniajacego
swiattem LED na wysoko$¢ plonu i wybrane parametry biochemiczne istotne dla
utrzymania wysokiej jakosci biologicznej otrzymanego produktu. Dwie odmiany roszponki
warzywnej (Valerianella locusta L. cv. Noordhollandse oraz Hollandischer) do$wietlane
byly przez 45 dni lampa HPS (kontrola) oraz czterema kombinacjami $wiatta LED
o nastgpujacym sktadzie: (1) 100% czerwone, (2) 90% czerwone + 10% niebieskie,
(3) 80% czerwone + 20% niebieskie, (4) 70% czerwone + 30% niebieskie (fotoperiod 16h
dzien/8h noc, natgZenie napromieniowania 200 pmol m? s™). Zawarto$¢ barwnikéw
fotosyntetycznych (chlorofili a i b, luteiny, f-karotenu, a takze sumy karotenoidéw i sumy
ksantofili) oznaczono przy pomocy techniki HPLC. Poziom cukréw rozpuszczalnych
zmierzono metoda spektrofotometrycznag.

W przypadku obydwu testowanych odmian najlepsze efekty uzyskano pod lampami
LED emitujacymi $wiatto 80% czerwone + 20% niebieskie. Rosnace pod nimi rosliny
charakteryzowaly sig¢ zaréwno wyzszym plonem, jak i wigksza zawarto$cia karotenoidow

i cukréw rozpuszczalnych w poréwnaniu do ro$lin kontrolnych.

Badania zostaly sfinansowane z dotacji przyznanej przez MNiSW na dziatalnosé statutowq (DS3500).
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Biatko HP49 jest czasteczka zaprojektowana sztucznie jako tak zwana ,,makieta
biatkowa” majaca zdolno$¢ wiazania kofaktoréw porfirynowych. Pojedynczy tancuch
biatkowy sktada si¢ z 4 amfipatycznych helis, tworzacych wiazke (four-helix bundle) M.
Wykorzystywane przez nas kofaktory opieraja swoja réznia si¢ atomem centralnym
(zelazo, miedz, cynk lub brak atomu centralnego). Wiazanie kofaktoréw jest mozliwe
dzigki obecnosci czterech reszt histydynowych, tworzacych dwa dihistydynowe miejsca na
obu krancach czasteczki HP49. Tym samym HP49 ma mozliwo$¢ wigzania maksymalnie
dwoch czasteczek kofaktora, w tym uktadu mieszanego. Porfiryny umozliwiaja transfer
elektronéw, a przez to mozliwe jest scharakteryzowanie takiego uktadu przy pomocy
metod  elektrochemicznych. W  przedstawionych  badaniach  wykorzystali$my
chronoamperometria, voltamperometria cykliczna (CV) oraz pulsowo-réznicowa (DPV).
Pomiary byty przeprowadzone przy uzyciu uktadu tréjelektrodowego: elektrody pracujace;j
(WE), elektrody pomocniczej (CE) oraz elektrody referencyjnej (RE). Elektrodg pracujaca
stanowito zloto ale réwniez materialy wgglowe. Powierzchnie elektrod pracujacych zostaty
odpowiednio zmodyfikowane dla uzyskania wiazania bialek. Wykorzystano prosta
elektrodepozycjg, oraz wiazanie kowalnecyjne i wiazanie za pomoca NTA (No,Na-
Bis(carboxymethyl)-L-lysine hydrate) . Pomiary pozwolily wyznaczyé potencjat redoks
oraz réznice pomigdzy badanymi porfirynami. Wyniki pokazuja, ze badany system moze

by¢ wykorzystany do produkcji bioczujnikéw.

Projekt zostat sfinansowany z grantu DEC-2013/09/B/NZ1/01111 Narodowe Centrum Nauki.

' Koder R.L., Valentine K.G., Cerda J., Noy D., Smith K.M., Wand A.J., Dutton P.L. 2006. Nativelike
structure in designed four alpha-helix bundles driven by buried polar interactions. J Am Chem Soc. Nov
15;128(45):14450-1.

Pl Trammell S.A., Wang L., Zullo J.M., Shashidhar R., Lebedev N. 2004. Orientated binding of
photosynthetic reaction centers on gold using Ni-NTA self-assembled monolayers. Biosensors and
Bioelectronics 19, 1649-1655.
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Elektrofuzja jest jedna z technik pozwalajacych na transfer pozadanych cech
pomigdzy niespokrewnionymi gatunkami. Technika ta pozwala na uzyskanie wysokiej
frekwencji zdarzen fuzji protoplastow, stosunkowo duza przezywalno$¢ i funkcjonalnosé
komorek. Odréznienie homokariocytéw, heterokariocytéw oraz komorek, ktére nie ulegty
fuzji pozostajacych mieszaninie pofuzyjnej jest trudne w przypadku faczenia komdrek
o podobnej morfologii. Dlatego, wprowadzenie do komérek markeréw fluorescencyjnych
tj. izotiocyjanianu rodaminy B i dioctanu fluoresceiny pozwala na skuteczne réznicowanie
komoreki ich selekcjg.

Celem badan bylo opracowanie techniki réznicowego barwienia protoplastow
D. c. subsp. sativus i D. c. subsp. gadacei oraz okre$lenie wydajnosci elektrofuzji, a takze
efektu dzialania parametrow pradu stalego na jako$¢ protoplastéw w mieszaninie
pofuzyjne;j.

Protoplasty izolowano z kultur pedowych D. c. subsp. sativus i D. c. subsp.
gadacei, nastgpnie barwiono izotiocyjanianem rodaminy B lub dioctanem fluoresceiny
o réznych stgzeniach i zawieszano w roztworze mannitolu (0,4 M). Frekwencje fuzji
protoplastéw po zastosowaniu pradu statego w zakresie 2,5 - 3,5 kV/cm oceniano w mikro-
komorze pod kontrola mikroskopu fluorescencyjnego. Niewybarwione protoplasty
poddano elektrofuzji w makro-komorze stosujac w/w parametry, a nastgpnie prowadzono
kulturg protoplastow po elektrofuzji. W kulturze protoplastow oceniono zywotnosc,
zdolno$¢ do re-syntezy $ciany komoérek oraz aktywno$¢ podzialowa w 10 - dniowej
hodowli.

Réznicujace wybarwienie protoplastow D. c. subsp. sativus i D. c. subsp. gadacei
uzyskano po zastosowaniu izotiocjanianu rodaminy w stgzeniu 2,5 pg/ml oraz dioctanu
fluoresceiny w stezeniu 75 pg/ml. Najwigcej zdarzen fuzji protoplastéw D. carota subsp.
sativus oraz D. carota subsp. gadacei obserwowano po zastosowaniu 3 impulséw pradu
statego o czasie trwania 40 ps i napigciu 3,0 kV/ecm. Wzrost warto$ci napigcia pradu
stalego w czasie fuzji powodowat obniZenie zywotnosci protoplastéw oraz ich zdolnosci

do re-syntezy $ciany komérkowej, a takze ich aktywnosci podziatowe;.

Wyniki badan zrealizowane w ramach tematu ,, Otrzymywanie mieszancéw somatycznych z rodzaju Daucus”
zostaly sfinansowane z dotacji celowej na nauke przyznanej przez MNiSW (BM 4579).
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Jeczmien ozimy (Hordeum vulgare L.) jest gatunkiem zboza o wysokim potencjale
plonotwérczym, dajacym plon ziarna o duzej warto$ci paszowej oraz uzytkowej. Wysoka
wydajnosc¢ tego zboza jest jednak istotnie obnizana przez niska zimotrwatos¢ tego gatunku,
wynikajaca w gtéwnej mierze z niskiej odpornosci na temperatury mrozowe. Identyfikacja
czynnikéw determinujacych tolerancj¢ na mrdéz, potaczona z selekcja odpowiednich
materiatéw hodowlanych pozwoli na ograniczenie strat i rozszerzenie arealu uprawy tego
gatunku. Odporno$¢ rodlin na niskie temperatury ma charakter zaréwno adaptacyjny,
jak i aklimatyzacyjny, a jej nabywanie jest procesem kilkuetapowym wymagajacym okresu
tzw. hartowania. Jedna z wazniejszych reakcji zachodzacych w trakcie hartowania jest
zmiana profilu ekspresji genéw oraz ich produktéw biatkowych. Pod wptywem stresu
tempo biosyntezy wigkszodci bialek spada, uruchamiana jest natomiast produkcja
tzw. biatek stresowych, zapobiegajacych powstawaniu nieodwracalnych uszkodzen. Celem
przeprowadzonych badan byla identyfikacja biatek réznicujacych linie DH jgczmienia
ozimego (Hordeum vulgare L.), o zr6znicowanym poziomie odpornosci na mréz. Analizy
proteomiczne przeprowadzono metoda elektroforezy dwuwymiarowej (2D-PAGE)
na ro$linach kontrolnych (siewki w fazie 3-liSci) oraz po hartowaniu (3 tygodnie
w 4/2°C (dzief/noc)).

Przeprowadzone analizy wykazaty liczne zmiany ilosciowe biatek indukowanych
w reakcji na proces hartowania. Linia o najwyzszym poziomie odpornosci na mréz
charakteryzowala si¢ najwigksza ilo$cia bialek o podwyzszonym poziomie ekspresji.
Poréwnanie linii o zréznicowanym poziomie odpornosci na mréz wykazalo duze
zréznicowanie biatek zaréwno pod wzgledem jako$ciowym, jak i iloSciowym.

Prezentowane wyniki uzyskano w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej (temat nr 26 wg Zatqcznika nr 8 Rozporzqdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca
2015r. (Dz.U. poz. 1170).
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Rozwijajacy sig rynek kwiaciarski stawia coraz wigksze wymagania co do jakosci
i bogactwa kwiatéw cigtych. Nic wigc dziwnego, ze opracowywane sg coraz to nowsze
srodki  kondycjonujace. Laboratoria badawcze firm produkujacych odzywki
kondycjonujace przescigaja si¢ w ulepszeniu juz istniejacych preparatéw, chcac wydtuzy¢
zycie kwiatéw cigtych, poprawi¢ wyglad, zapach oraz wptyna¢ spowalniajaco na szybkos¢
procesu wigdnigcia. Sktad odzywek pozostaje $cista tajemnica producentéw. Sa to gtéwnie
substancje majace dzialanie bakterio- i grzybobdjcze, poprawiajace barwg pakow
i intensywno$¢ zapachu, wptywajace na ekspozycje i peten rozwéj kwiatu, a takze

zwigkszajace przyrost todygi.

woda dejonizowana woda dejonizowana woda dejonizowana woda dejonizowana
ipreparat i preparat
kondycjonujacy kondycjonujacy

Obserwacja zmian stanu kwiatow (nr 1 — Swieze kwiaty, nr 2 — po okresie 7 dni)

Podjgto probe identyfikacji substancji w nich zawartych. Przeprowadzone badania
dotyczyly dwéch aspektéw, identyfikacji gléwnych sktadnikéw odzywek i potwierdzenia
skutecznosci ich dziatania. Identyfikacj¢ oparto na pomiarach dyfraktometrycznych,
a jakosciowa oceng skutecznodci dziatania na obserwacji wptywu wybranego preparatu
kondycjonujacego na szybko$¢ wigdnigcia 16z. Metoda dyfraktometrii proszkowej

analizowano dostgpne na rynku polskim preparaty kondycjonujace.
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ROLA ZWIAZKOW FENOLOWYCH, LIGNIN I KALOZY W OCHRONIE ROSLIN
OGORKA (CUCUMIS SATIVUS L.) PRZED MACZNIAKIEM RZEKOMYM
DYNIOWATYCH (PSEUDOPERONOSPORA CUBENSIS) INDUKOWANE]

PRZEZ TRICHODERMA ATROVITIDE 25
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Grzyby Trichoderma znane sa jako mikroorganizmy wspomagajace wzrost
i zdrowotno$¢ roélin. Zdolno§¢ Trichoderma do indukowania naturalnych mechanizméw
obronnych i odpornosci roslin na choroby wywotywane przez fitopatogeny stanowi obiekt
wielu badan. Biochemiczne podtoze odpornosci indukowanej w ro$linach przez te grzyby
jest zagadnieniem ciagle budzacym wiele kontrowersji.

Celem prezentowanych badafi byla analiza biochemicznych podstaw odporno$ci
indukowanej przez nowy polski szczep grzybow z rodzaju Trichoderma, T. atroviride 25
(T25) w roslinach ogérka (Cucumis sativus L.) na chorobg maczniaka rzekomego
dyniowatych (MRD) wywotywana przez patogen Pseudoperonospora cubensis.

Obecno$¢ T. atroviride 25 w podtozu do uprawy ogérka w warunkach polowych
korzystnie wptywata na wzrost, rozwdj i plonowanie roslin ograniczajac jednocze$nie
objawy MRD na pgdach ogérka. W roslinach, u ktérych rozwdj symptoméw chorobowych
byt zahamowany, obserwowano systemiczne zmiany biochemicznych markeréw reakcji
obronnych i odpornosci. Analizy mikroskopowe i biochemiczne wykazaly, ze ochrona
przed MRD mogta by¢ zwiazana ze wzmocnieniem barier mechanicznych poprzez
odktadanie kalozy i lignin chronigcych system waskularny oraz zewngtrzng powierzchnig
pedéw i korzeni roslin ogérka. Jednocze$nie analiza zwigzkéw fenolowych
z wykorzystaniem HPLC wykazata kluczowa rolg¢ T25 w indukcji syntezy aktywnych
zwiazkéw z grupy salicylanéw, kwaséw cynamonowych oraz flawonoidéw o wysokim
potencjale do bezpo$redniej i po$redniej ochrony roslin ogérka przed P. cubensis.
Obserwowane zmiany moga sugerowa¢ wielopoziomowy system odporno$ci indukowany

w ro$linach ogdrka przez badany szczep Trichoderma skutecznie chroniacy je przed MRD.
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OTRZYMYWANIE PODWOJONYCH HAPLOIDOW OWSA (AVENA SATIVA L.)

METODA KRZYZOWANIA ODDALONEGO
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Glownym celem hodowli roélin jest dostarczenie nowych odmian dostosowanych
do potrzeb rynku przy jednoczesnym skrdéceniu czasu potrzebnego na ich wytworzenie.
Jedna z metod pozwalajacych skrdci¢ czas wytworzenia nowej odmiany nawet o 5 lat
uzywanych jest krzyzowanie oddalone. Uzyskane w ten sposéb rosliny charakteryzujq si¢
wysokim stopniem homozygotycznosci. Metoda ta jest najbardziej efektywna
w otrzymywaniu linii DH owsa.

Materiat rodlinny w przeprowadzonych badaniach stanowito 21 genotypéw owsa
(pokolenie F;), otrzymanych z Hodowli Ro$lin Strzelce Sp. z o. o.. Po przeprowadzeniu
krzyzowania oddalonego owsa z kukurydza uzyskano haploidalne zarodki, kietkowano na
pozywkach regeneracyjnych. Otrzymane zarodki podzielono na 4 klasy wielko$ci: zarodki
<0,5 mm, 0,5 - 1,0 mm, 1,0 — 1,5 mm oraz >1,5 mm. Oceniono ich zdolno$¢ kietkowania
oraz efektywnos¢ otrzymywania linii DH.

Wykastrowano 17 904 kwiatki, z ktérych uzyskano 700 haploidalnych zarodkéw.
Okoto 46% z nich miata wielko$¢ od 1,0 — 1,5 mm, natomiast najmniejsza grupg stanowity
zarodki <0,5 mm. Najmniejsze zarodki miaty ksztatt kulisty, natomiast wigksze podtuzny,
z dobrze wyksztatcona osig zarodka oraz wyraznie zarysowanym stozkiem wzrostu pedu
i korzenia. Z wszystkich wyizolowanych zarodkéw 133 wykietkowato. Zarodki <0,5 mm
nie kietkowaty, a zarodki > 1,5 mm kietkowaly najlepiej. Przeprowadzona analiza
wariancji wykazata, ze zdolno$¢ do kietkowania zarodkéw zalezata od genotypu i ich
wielko$ci. Z zarodkéw tych otrzymano 59 haploidalnych roélin, z ktérych po podwojeniu

liczby chromosoméw uzyskano 50 linii DH.

Badania finansowane przez NCBiR, PBS3/B8/17/2015.
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WPLYW SUSZY NA AKUMULACJE METABOLITOW PIERWOTNYCH U DWOCH
FORM INTROGRESYWNYCH LOLIUM MULTIFLORUM/FESTUCA ARUNDINACEA
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Produktywno$¢ ro$lin zalezy w duzej mierze od efektywnosci procesu fotosyntezy,
ktéry jest jednym z najbardziej wrazliwych na dzialanie warunkéw suszy proceséw
fizjologicznych. Ponadto, wszelkie zmiany w metabolizmie wegla w reakcji rosliny na
susz¢ sa rowniez silnie zwiazane z aktywacja syntezy pewnych waznych osmotycznie
czynnych metabolitow, funkcjonujacych jako zmiatacze wolnych rodnikéw czy
stabilizatory struktur blonowych i bialek. Nasze ostatnie badania prowadzone na dwdch
formach introgresywnych Lolium multiflorum/Festuca arundinacea, o odmiennym
poziomie tolerancji deficytu wodnego pokazaty, ze genotyp 7/6, cechujacy si¢ nizszym
poziomem tolerancji 14-tygodniowej suszy polowej, charakteryzowat si¢ jednoczes$nie
intensywniejsza fotosynteza w warunkach 11-dniowej suszy laboratoryjnej w doniczkach,
ktéra nie byla limitowana stopniem otwarcia aparatow szparkowych oraz wyzsza
akumulacja i aktywno$cia chloroplastowej aldolazy. Natomiast genotyp 4/10 o wyzszym
stopniu tolerancji suszy, charakteryzowatl si¢ lepsza zdolnoscia do regeneracji bton po
nawodnieniu. Zaktadamy, ze genotyp 7/6 begdzie wykazywac réwniez podwyzszona
akumulacj¢ metabolitow pierwotnych, natomiast genotyp 4/10 o wydajniejszej regeneracji
bton bedzie si¢ charakteryzowat akumulacja zwigzkéw kluczowych dla tego procesu.
Wyniki analizy akumulacji 66 wybranych metabolitéw pierwotnych u dwéch badanych
form introgresywnych pokazaly, zgodnie z nasza hipoteza, wyzszy poziom akumulacji
wigkszosci analizowanych metabolitow pierwotnych u genotypu 7/6, zaréwno
w warunkach kontrolnych, jak i w suszy, co moze mie¢ zwiazek z wyzsza wydajnoscia
fotosyntezy u tego genotypu. U genotypu 4/10 z kolei zidentyfikowano podwyzszona
akumulacjg kilku kluczowych zwiazkéw, takich jak prolina, czy mio-inozytol, bioracych
udziat w mechanizmie osmoprotekcyjnym i mogacych mie¢ zwiazek z szybsza regeneracja
oraz istotnie wyzszym poziomem akumulacji metabolitéw po ustapieniu warunkow stresu

u tego genotypu.
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WPLYW ZMIANY POTENCJALU REDOKS NA FLUORESCENCJE BARWNIKOW
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Izolowane kompleksy antenowe fotosystemu II (Light Harvesting Complex -LHC
II) sa zdolne do przenoszenia wzbudzenia fotochemicznego w czasie o$wietlania
i przekazania energii wzbudzenia do pétprzewodnika'! jakim jest elektroda weglowa.
Immobilizowane po przez proces adsorpcji i sieciowane w matrycy z glutaraldehydem
wykazuja wlasciwosci stabilnej fotoczutej warstwy zdolnej do konwersji energii
$wietlnej 1?1,

Charakterystyke pradowo-napigciowa bioelektrody zbadano wykorzystujac techniki
elektrochemiczne w warunkach $wiatta i ciemnosci. Stwierdzono zwiazek intensywnosci
fotopradu w zalezno$ci od przylozonego potencjalu redoks stosujac technikg
chronoamperometrii (CA). Okreslono takze w jaki sposob przylozony do warstwy
komplekséw antenowych potencjal redoks wplywa na organizacjg¢ warstwy
w bezposrednim sasiedztwie powierzchni elektrody. Zmiany te zbadano stosujac
niskotemperaturowa fluorescencj¢ chlorofilu (77K) oraz fluorescencjg w warunkach
temperatury pokojowej zmierzona przy zastosowaniu fluorescencyjnego mikroskopu
konfokalnego (CLSM).

Konstrukcja tego uktadu umozliwia badanie oddzialywan elektrochemicznych
w zlozonych uktadach hybrydowych.

Projekt zostat sfinansowany ze Srodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji
numer DEC-2013/09/B/NZ1/01111.

U Morio Nagata, Yutaka Amao, Hideki Hashimoto and Mamoru Nango; Immobilization and Photocurrent
Activity of a Light-Harvesting, Antenna Complex II, LHCII, Isolated from a Plant on Electrodes; ACS
Macro Letters (2012) 1, 296-299

2 Pinalysa Cosma, Francesco Longobardi, Angela Agostiano; Electrochemical characterization of species
involved in photosynthesis: from proteins to model systems Journal of Electroanalytical Chemistry 564
(2004) 35-43.
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Cytokininy stanowia grupg hormondéw zaangazowanych w regulacje wzrostu
i rozwoju roSlin, w tym m.in. rozwoju liSci, otwierania aparatéw szparkowych czy
biogenezy chloroplastéw. Z ekonomicznego punktu widzenia, kluczowa wydaje si¢ by¢
jednak rola cytokinin w inhibicji i potencjalnej zdolnosci do odwrdcenia procesu starzenia
organéw roslinnych. W przypadku zb6z szczegdlne znaczenie ma szybkos$¢ starzenia liscia
flagowego, pozostajaca w korelacji z wielkoScia uzyskiwanego plonu. Przedwczesna
inicjacja starzenia skutkuje jego obnizeniem i moZe by¢ nastgpstwem stresu
fizjologicznego, np. niedoboru wody, badz zmian w dostgpnosci $wiatla. To ostatnie
zjawisko znalazto zastosowanie w metodzie DIS (ang. dark-induced senescence),
pozwalajacej w kontrolowany sposéb indukowac starzenie liSci przez ich zaciemnianie.

W badaniu analizowano dwie odmiany jgczmienia: Carina i Lomerit, rézniace sig
tempem starzenia liScia flagowego i uzyskiwanym plonem. Ze wzgledu na zréznicowanie
w budowie chemicznej i specyfikg¢ dziatania, zdecydowano si¢ wykorzysta¢ trzy
cytokininy: kinetyng, benzyloadening i trans-zeatyna (fZ) w stgzeniach 0,5-50 pM.
Fragmenty liSci jgczmienia inkubowano (72 h) w dwéch grupach: DIS i kontroli
z normalnym rezimem S$wiatta (16/8 h dzien/noc), po czym traktowano je wiasciwym
stgzeniem fitohormonu. W celu okreslenia roli endogennych cytokinin w hamowaniu
starzenia liSci wykorzystano potencjalny inhibitor ich szlaku sygnalnego zwiazanego
z fosfolipaza D (PLD): butan-1-ol (0,2% i 1% v/v). Po 48 h oceniano postgp starzenia
mierzac utratg chlorofilu oraz zmiany w funkcjonowaniu fotouktadu PSII i PSI (metoda
Dual-Pam). Pozwolito to na wytypowanie cytokininy zdolnej do najefektywniejszej
supresji i odwrdcenia nastgpstw procesu starzenia oraz okreslenia potencjalnej roli

inhibitora PLD w szlaku sygnalnym endogennych cytokinin.

Badania wykonane i sfinansowane w ramach realizacji projektu NCN: UMO-2014/15/N/NZ9/01378.
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CHARAKTERYSTYKA ROZNIC W STRUKTURZE CHLOROPLASTOW —
POROWNANIE WYBRANYCH MUTANTOW I ODPOWIEDNICH EKOTYPOW

ARABIDOPSIS THALIANA
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Tematem naszych badan jest znalezienie r6znic strukturalnych pomigdzy
chloroplastami mutantéw Arabidopsis thaliana z zaburzonymi szlakami biosyntezy
lipidéw, ktdre sa istotne dla formowania i utrzymywania struktur blonowych plastydéw,
w poréwnaniu ze strukturg chloroplastéw odpowiadajacych im ekotypow.

Celem pracy jest wskazanie miejsc zaburzen bton tylakoidowych, ktére pokaza rolg
wybranych glikoglicerolipidéw w powstawaniu bton tylakoidéw. Wiadomo z literatury, ze
glikoglicerolipidy sa kluczowym lipidowym skladnikiem bton wewngtrznych plastydéow
zaréwno w ciemnosci, jak i na §wietle: monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG) stanowi
ok. 50% wszystkich lipidéw bton, a digalaktozylodiacyloglicerol (DGDG) — ok. 30%"2.
Istotne jest wigc wyjasnienie ich roli w przeksztatceniach strukturalnych bton
chloroplastowych. Wiadomo, ze mutant mgd/ akumuluje o 40% mniej MGDG niz
wt i moze maksymalnie wykorzysta¢ $wiatlo do wzmozenia syntezy chlorofilu i wydajnej

transformacji etioplastu w chloroplast ™

. Znacznie mniej wiadomo o mutancie dgdl,
wiadomo jednak, ze mutant dgd/ ma znaczny stopien zaklécenia syntezy DGDG.
Przestrzenna rekonstrukcja (3D) na poziomie komérkowym, ktéra zostata odtworzonaw
mikroskopie konfokalnym, umozliwita wizualizacj¢ zaburzen w dystrybucji, liczebnosci
i ogblnej strukturze chloroplastow spowodowanych badanymi mutacjami. Réznice
strukturalne ~ zostaly =~ powiazane z  poziomem  bialek  fotosyntetycznych
i komplekséw chlorofilowo-biatkowych oraz kluczowych bialek antenowych
i rdzeniowych fotosysteméw w dojrzatych chloroplastach mutantéw i ekotypéow Col
i Col2, bedacych ich konstruktami. Rekonstrukcja przestrzennych modeli chloroplastéw
w pelni rozwinigtych lisciach obu mutantéw i typu dzikiego bedzie kluczowa dla
odnalezienia miejsc zaburzen.

Badania sfinansowane z grantu OPUS 2014/13/B/NZ3/00413 i DSM 140000/501/86/110138.

1 Aronsson H., Plant Signal. Behav, 12 (2008) 1093-1095.
12l Kobayashi K. et al. Plant J., 73 (2013) 250-261.
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UDZIAL LIGNINY W ODPOWIEDZI LISCI DEBU SZYPULKOWEGO

NA INFEKCJE MICROSPHAERA ALPHITOIDES
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Dab szyputkowy (Quercus robur L.) jest dominujacym gatunkiem drzewa
w regionie europejskim. Najcze$ciej obserwowana choroba dgbow jest maczniak
prawdziwy, wywolany przez gatunek grzyba Microsphaera alphitoides, nalezacy do
obligatoryjnych grzybéw biotroficznych.

Poinfekcyjna akumulacje ligniny w wyniku porazania patogenem grzybowym
stwierdzono u wielu roslin, co potwierdza duza uniwersalno$¢ mechanizmu obronnego
opartego na lignifikacji $cian komérkowych. Proces lignifikacji stanowi zatem pierwsza
lini¢ obrony lisci dgbu zainfekowanych maczniakiem. Z kolei peroksydazy ro$linne
odgrywaja wazna rolg w tworzeniu lignin.

Do eksperymentu wykorzystano jednoroczne sadzonki dgbu szyputkowego,
pozyskane ze szkotki kontenerowej Nadlesnictwa Gidle. Celem pracy bylo okreslenie
zawartosci lignin w liSciach dgbu, a takze oznaczenie aktywno$ci peroksydazy.

Wyniki wykazaty wzrost stgzenia ligniny w zainfekowanych liSciach dgbu,
co zostalo potwierdzone za pomoca techniki mikroskopii konfokalnej. Zaobserwowano
takze wzrost aktywnosci peroksydazy (GPOD) w zainfekowanych li§ciach dgbu. Uzyskane
wyniki wskazuja zmiany zawartoéci ligniny oraz aktywnosci GPOD, ktére moga by¢

zwigzane z reakcjami obronnymi lisci dgbu na infekcj¢ Microsphaera alphitoides.
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ANTYOKSYDANTY ENZYMATYCZNE I ANTYOKSYDANTY NIEENZYMATYCZNE
W EKSTRAKTACH PIEPRZYCY SIEWNEJ LEPIDIUM SATIVUM L. PODDANE]

STRESOWI ABIOTYCZNEMU
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Wiadomym faktem jest, ze stres biotyczny i abiotyczny powoduje stres
oksydacyjny w réznym stopniu. Zdolno$¢ roslin do kontrolowania poziomu oksydantéw
jest wysoko skorelowana z przystosowaniem do warunkow stresu.

Zaréwno czynniki biotyczne, jak i abiotyczne powoduja stres oksydacyjny, ktéry
negatywnie wptywa na cala rosling, a takze produkcj¢ metabolitow wtérnych. Roslina
narazona na czynniki zewngtrzne moze produkowa¢ nawet nowe metabolity, ktére
dotychczas nie zostaty zidentyfikowane. Rowniez moga by¢ produkowane substancje,
ktore sa niekorzystne dla zdrowia cztowieka.

W literaturze takze mozna znalez¢ informacje, iz produkcja reaktywnych form
tlenu oraz stres oksydacyjny sa zwyczajne w roslinach narazonych na czynniki stresujace
w $rodowisku.

W pracy zostaly okre§lone zmiany w systemie antyoksydacyjnym rosliny Lepidium
sativum L. pod wptywem stresu abiotycznego wywolanego jonami metali (cynk, nikiel,
kobalt, miedz, mangan), szczegdlnie skupiono si¢ na oznaczeniu aktywnosci
antyoksydantéw enzymatycznych oraz antyoksydantéw nieenzymatycznych.

W miarg wzrostu stezenia jonow metali zauwazono wzrost wszystkich oznaczanych
zwiazkéw biologicznie czynnych (polifenole, flawonoidy, witamina C, glutation). Ponadto
aktywno$¢ poszczegélnych enzymow réznila sig: stwierdzono spadek aktywnosci katalazy

oraz wzrost aktywnosci peroksydazy gwajakolowej.

172



Fizjologia i biotechnologia roslin Poster P. 112

WPLYW ZYWIENIA AMONOWEGO NA METABOLIZM METYLOGLIOKSALU
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Jony amonowe dziatajgq toksycznie na rosliny jezeli wystgpuja jako jedyne Zrédlo
azotu w podtozu, jest to tzw. syndrom amonowy. Zaktadamy, ze przyczyna wystgpowania
syndromu amonowego moze by¢ wzrost produkcji metyloglioksalu (MG). MG jest
cytotoksycznym zwiazkiem powodujacym uszkodzenia réznych biomolekut (m.in. DNA
i biatek) zdolnym do inaktywacji enzymatycznych systeméw antyoksydacyjnych komoérek.
MG produkowany jest podczas metabolizmu fosfotrioz, gtéwnie w procesie glikolizy,
natomiast katabolizowany jest dzigki aktywnosci glioksalaz (GLXI i GLX II). Celem
projektu byta analiza metabolizmu MG u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana, ekotypu
Col-0) podczas zywienia amonowego. Wykazalismy, Zze zywienie amonowe powoduje
zmiany aktywno$ci enzymow glikolitycznych, co moze sprzyja¢ wytwarzaniu MG.
Ponadto aktywnosci glioksalaz oraz poziom transkryptu genu kodujacego jedng z izoform
GLXI jest wyzszy u roslin hodowanych na NH,*. Wyniki naszych badan potwierdzaja, ze
wzrost stgzenia cytotoksycznych zwiazkéw zwigzanych z metabolizmem MG moze
powodowa¢ zaburzenie rozwojowe u ro$lin hodowanych w warunkach Zywienia

amonowego.

Badania finansowane z projektu nr 2014/14/E/NZ3/00155.
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WPLYW ELICYTACJI NA AKTYWNOSC PEROKSYDAZY I DYSMUTAZY
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Choroby infekcyjne sa czynnikiem $rodowiskowym zaburzajacym procesy wzrostu
irozwoju roslin. Bakterie patogenne wykorzystuja mozliwo$¢ destabilizacji homeostazy
komoérek zywiciela poprzez produkcje toksyn i biatek interferujacych ze szlakami
sygnalizacji. Prowadzi to do nieadekwatnej odpowiedzi obronnej ze strony ro$liny. Jednym
ze sposobéw wzbudzenia odpornoéci adekwatnej wzgledem spodziewanej infekcji jest
elicytacja. Skutkiem fizjologicznym tego zabiegu jest m. in. zmiana aktywnoS$ci aparatu
antyoksydacyjnego, oraz zmiany jakosciowe w profilu ekspresji biatek, w tym enzymow.
Do tej pory w literaturze opisano wiele przypadkéw skutecznego wykorzystania elicytoréw
bedacych analogami kwasu salicylowego (SA). Celem niniejszych badan byto sprawdzenie
wplywu syntetycznego analogu SA, benzotiadiazolu (BTH), na dynamikg zmian
aktywnosci oraz profil izoform peroksydazy (POX) i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
w trakcie obwédkowej bakteriozy fasoli wywotywanej przez Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola. W eksperymencie wykorzystano dwie odmiany fasoli zwyczajnej: podatna
(Z1ota Saxa) i niepodatng (Korona). Pomiary aktywnosci enzymatycznej wykonano w 1, 3,
5, 7,9, 12 i 14 dniu od momentu traktowania ro$lin zadanym czynnikiem. Natywny
rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono siedem dni po inokulacji i/lub elicytacji.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze BTH ma wptyw na aktywno$¢ SOD w lisciach odmiany
niepodatnej, jednak nie bylo to zwiazane ze zmianami jakosciowymi izoform. Infekcja
powodowata istotny wzrost aktywnosci POX jedynie w przypadku odmiany niepodatne;.
U obu odmian rozwdj choroby skorelowany byt z pojawieniem si¢ dodatkowej izoformy
POX. Wyniki sugeruja, ze zwigkszenie aktywnosci peroksydazy jest jednym z kluczowych

czynnikéw odpowiedzialnych za brak podatnosci na obwédkowa bakteriozg fasoli.
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TLENEK AZOTU" JEST ZAANGAZOWANY W FORMOWANIE W LISCIACH
TYTONIU OBSZAROW NEKROTYCZNYCH ZALEZNYCH OD WYSOKIEGO

STEZENIA ZN W POZYWCE
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Ostatnie wyniki badan wskazuja, ze w roslinach tytoniu poddanych ekspozycji na
wysokie stgzenie Zn w pozywce, dochodzi do formowania si¢ obszaréw pre-
nekrotycznych/nekroz w obrebie komoérek mezofilu lisci. Obszary te charakteryzuje
wyzsza zawartosé cynku, w poréwnaniu z sasiadujacymi niezmienionymi komérkami ™,
Jak dotychczas niewiele wiadomo na temat mechanizméw ich formowania si¢. W oparciu
o wlasne badania i doniesienia Xu i wsp.?! postawiono hipoteze¢ o roli NO
w powstawaniu w liSciach tytoniu obszaréw pre-nekrotycznych/ nekroz zaleznych od
wysokiego stgzenia Zn w pozywce. Jej weryfikacja byl celem niniejszej pracy.

Rosliny rosty na pozywce ptynnej, do ktérej na ostatnich etapach wzrostu
dodawano 200 uM Zn. Rozwdj obszaréw pre-nekrotycznych/ nekroz monitorowano
w obecnoci lub przy braku inhibitora NO L-NAME (I-N®-nitroarginine methyl ester)
w pozywce. Na przekrojach poprzecznych przez liScie badano wzér lokalizacji Zn i NO za
pomoca barwnikéw fluorescencyjnych!'.

Obecno$¢ inhibitora NO w pozywce spowodowata op6znienie formowania sig
obszaréw pre-nekrotycznych/nekroz. Wzér lokalizacji Zn i NO na przekrojach
poprzecznych lidci byt podobny. Wyniki sugeruja, ze NO moze odgrywac rolg w procesach
formowania si¢ obszaréw pre-nekrotycznych/nekroz w liSciach tytoniu rosngcych

w obecnosci wysokiego stezenia Zn.

1 Siemianowski O, Barabasz A., Weremczuk A., Ruszczynska A., Bulska E., Williams L.E., Antosiewicz
D.M, Plant, Cell and Environmental, no. 36, pp. 1093-1104, 2013.

2IXu J., Yin H., Li Y., Liu X., Plant Physiology, no. 154, pp. 1319-1334, 2010.

B3I Besson-Bard A., Gravot A., Richaud P., Auroy P., Duc C., Gaymard F., Taconnat L., Renou J.-P., Pugin
A., Wendehenne D., Plant Physiology, vol. 149, no. 3, pp. 1302-1315, 2009.
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Rosliny drzewiaste cechuje wystgpowanie zjawiska heteroryzji. Polega ono na
wyksztatcaniu odmiennych typéw korzeni I rzgdu w obrgbie tego samego systemu
korzeniowego. W ramach tego zréznicowania wyrdznia si¢: drobne, krétkie i cienkie
korzenie chionne - zwigkszajace powierzchni¢ absorpcyjng oraz dtugie, grubsze i szybko
rosnace korzenie pionierskie — petniace gldwnie funkcje strukturalne. Korzenie chtonne,
podobnie jak liscie, zalicza si¢ do organdéw efemerycznych, ktére po spetnieniu swoich
funkcji starzeja sig i zamieraja.

Celem badan bylo sprawdzenie czy dlugo$¢ zycia drzew, sezonowe zrzucanie liSci
oraz wymagania glebowe wptywaja na zywotno$¢ korzeni chtonnych. Badania zostaty
przeprowadzone w oparciu o system woreczkéw ryzotrowych, co umozliwito analizy
systemow korzeniowych w warunkach naturalnych. Przeprowadzono réwniez obserwacje
mikroskopowe, w celu sprawdzenia jakie zmiany anatomiczne wystgpuja podczas procesu
starzenia w korzeniach chtonnych. Material badawczy stanowily cztery gatunki drzew,
przedstawiciele okrytozalazkowych, tj.: Betula pendula i Populus deltoides oraz
nagozalazkowych tj.: Picea abies czy Pinus sylvestris.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze starzenie korzeni chtonnych
jest zsynchronizowane czasowo jedynie u trzech spoéréd badanych gatunkéw (Picea abies,
Betula pendula, Pinus sylvestris). W przypadku Populus deltoides, gatunku cechujacego
si¢ najszybszym wzrostem i jednoczesnie najkrétszym czasem zycia, proces starzenia
rozpoczal si¢ wcze$niej i obejmowal znaczna czgs¢ calego systemu korzeniowego.
U wszystkich badanych gatunkéw obserwowano podobne zmiany w budowie
anatomicznej. Jedna z najczgSciej wystgpujacych byla stopniowa degradacja komérek
migkiszu kory pierwotne;j.

Poniewaz w lasach korzenie chtonne sa istotna sktadowa biomasy gleby, tempo ich
zycia warte jest rozwazenia w perspektywie obiegu pierwiastkéw. Ze wzglgdu jednak na
trudnosci w prowadzeniu tego rodzaju badan zagadnienie to w dalszym ciagu jest stabo
poznane. Budowa anatomiczno-chemiczna obumierajacych korzeni badanych gatunkéw
drzew w istotny sposéb réznicuje tempo ponownego wiaczania weggla do obiegu

pierwiastkow i wpltywa tym samym na zachowanie réwnowagi w przyrodzie.
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Z ekonomicznego punktu widzenia ogérek jest istotng rosling w rolnictwie. W celu
obrony ro$lin przed patogenami, uzywa si¢ réznego rodzaju pestycydéw. Zauwazono
jednak, ze maja one negatywny wptyw na $rodowisko, a patogeny szybko uodparniaja si¢
na ich dziatanie. Uniemozliwia to skuteczna ochrong roslin, co skutkuje pogorszeniem
jakos$ci plonéw. Nowoczesne metody ochrony roslin maja charakter prewencyjny, a ich
zastosowanie prowadzi do wzrostu odpornosci. Srodki uzywane do tego rodzaju ochrony
ro$lin nazywane sg elicytorami, a jednym z nich jest BTH. Dziatanie tego zwiazku uznaje
si¢ za proekologiczne, ze wzgledu na to, ze nie wykazuje on bezposredniego dziatania
toksycznego, a jednoczesnie rosliny nim traktowanie staja si¢ bardziej odporne na czynniki
infekcyjne.

Celem badania bylo okreslenie aktywnos$ci transferazy glutationowej,
dehydrogenazy mleczanowej oraz peroksydacji lipidéw w roslinach poddawanych
i niepoddawanych traktowaniu BTH.

W celu przeprowadzenia badan, 7-tygodniowe rosliny ogérka potraktowano
roztworem BTH o stgZeniu 0,04%. Materiat do badan stanowily tkanki lisci pochodzacych
z 3,517 pigtra liSciowego, zebrane 4 i 6 dnia po elicytacji.

Badanie wykazato, Ze aktywno$¢ oznaczanych enzyméw wzrosta po traktowaniu
ro$lin BTH. W przypadku GST najwyzsza aktywno$¢ stwierdzono w 3 liSciu, zaréwno
41 6 dnia. Istotny wzrost nadtlenkéw lipidowych stwierdzono 6 dnia w 3 lisciu. W 7 lisciu,
6 dnia, peroksydacja lipidéw byla o 20 % nizsza niz w tkankach kontrolnych i 4 dnia
w tych samych liSciach stgzenie to bylo o 17 % wyzsze w stosunku do warunkow
kontrolnych. Badanie wykazato, ze proces peroksydacji lipidéw ulegal obnizeniu wraz
z uptywem czasu. W przypadku LDH najnizsza jej aktywnos$¢ wykazano w 5 lisciu, 4 dnia,
a 6 dnia najwyzsza aktywnos$¢ zostata stwierdzona w 7 pigtrze liSciowym (30% powyzej

kontroli).
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