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¢) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z

omadwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Whprowadzenie

Mucyny zotadkowe sg glikoproteinami syntetyzowanymi przez komérki
nablonkowe. Sg one glownym skiadnikiem &luzu pokrywajacego nabtonek. W
sluzie mozna wyodrebni¢ dwie zasadnicze warstwy: wewnetrzna, przylegajacy
do komorek nablonka oraz zewnetrzna, luzno przylegajaca, stale usuwang i
odnawiang, grubszg czes¢ od strony $wiatta zotadka. pH warstwy sluzowej
zawiera sie miedzy kwasnym w $wietle zotadka i obojetnym na powierzchni
komdrek nabtonka. Zasadniczg funkcjg $luzu jest szeroko pojeta ochrona
komorek nabtonka przed dostepem réznych szkodliwych czynnikéw, w tym
chemicznych, enzymatycznych, mikrobiologicznych i mechanicznych. Te

ochronne wiasciwosci $luzu przypisuje sie gtéwnie mucynom.

Mucyny to wielkoczasteczkowe glikoproteiny o masach czgsteczkowych
wahajacych sie w szerokich granicach pomiedzy 250 a 2000 kDa. W ich
czasteczkach obecne sa liczne wigzania O-glikozydowe, utworzone przez
pofaczenie fafcuchow oligosacharydowych z seryng i treoning rdzenia
biatkowego. Weglowodany skupione sa gtéwnie w tzw. obszarach zmiennej
liczby powtorzen (VNTR) w obrebie tancucha biatkowego. Rozmiar i liczba tych
powtdrzen uzaleznione sg w duzym stopniu od typu mucyny. W przypadku
wielu gendw mucynowych wystepuje polimorfizm liczby powtorzen. Cukry
stanowig najczesciej ponad 50% masy czasteczki mucyny, czesto nawet 70 —

80%. Kazda mucyna moze zawiera¢ do 100 roznych  struktur



oligosacharydowych. Do typowych terminainych modyfikacji fancuchéw

cukrowych nalezg antygeny Lewis.

W zdrowym zotadku ludzkim produkowane sg przede wszystkim dwie
mucyny wydzielnicze MUCS5AC i MUC6 oraz mucyna zwigzana z btong
komoérkowg MUC1. Mucyna MUCS5AC jest wytwarzana przez komorki
nabtonkowe powierzchniowe, podczas gdy mucyna MUCE przez kombrki
nabtonkowe gruczotdw zotgdkowych. Mucyny wydzielnicze sa gtownymi
sktadnikami $luzu Zotadkowego. Wystepujg one w postaci oligomerycznych
podjednostek, potgczonych ze sobg za posrednictwem  mostkow
disiarczkowych, tworzac w ten sposdb wielkoczasteczkowe struktury. Mucyna
btonowa MUC1 obecna jest na powierzchni szczytowe] komoérek nabtonkowych.
Jgj struktura rozni sie od wspomnianych mucyn wydzielniczych. Mucyna MUC1
sktada sie z trzech domen: cytoplazmatyczne), transbionowej i
pozakomorkowej. Ostatnia z wymienionych domen wystepuje w postaci dtugiej,
sztywnej, nitkowatej struktury wystajacej 200 — 500 nm ponad powierzchnie
nabtonka. W czasie biosyntezy, domena ta jest ,rozcieta” na dwie podjednostki,
potaczone nastepnie ze soba wigzaniem niekowalencyjnym. Ze wzgledu na
mozliwos¢ proteclitycznego odiaczenia, domena ta jest sktadnikiem $luzu
zotadkowego, miesza sie z mucynami wydzielniczymi, ktére jak wspomniaiam
wyze] sg mucynami ilosciowo dominujgeymi w $luzie. Ponadto w sluzie
zotadkowym moze by¢ obecna takze mucyna Slinowa MUCSB, a takze,

szczegolnie w przypadku nowotwordw, mucyna jelitowa MUC2.

Mucyny s$luzu Zzoladkowego odgrywajg istotng role w ograniczeniu
zakazenia Helicobacter pylori. Ta Gram-ujemna, mikroaerofilna bakteria zostata

wyizolowana po raz pierwszy ze sluzu zotadkowego pacjentdw z przewlekiym
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stanem zapalnym przez Marshaila i Warren'a w 1983 roku. H. pylori
odpowiedzialna jest za stany zapalne, wrzody, a takze nowotwory zotadka. W
1994 roku, w oparciu o badania epidemiologiczne, Miedzynarodowa Agencja do
Badan nad Rakiem uznala H. pylori za czynnik rakotworczy | kiasy. Uwaza sie,
ze zainfekowana jest ponad potowa populacji ludzkiej, przy czym objawy
kliniczne wykazuje tylko niewielka cze$é, a nowotwoér rozwija sie zaledwie u 1%
zakazonych. Rozw¢j choroby zalezy przede wszystkim od bakteryjnych
czynnikdw wirulencji, indywidualnych cech gospodarza uczestniczacych w
bezposrednich oddziatywaniach z bakieria, a takze w pewnym stopniu od
innych czynnikow Srodowiskowych np. palenia papieroséw, diety. Przyleganie
komorek bakterii do nabtonka zotadkowego wydaje sie glownym etapem
podczas rozwoju zakazenia. Uwaza sie, ze w bezposrednich interakcjach z H.
pylori, chronigcych w rezultacie przed dotarciem patogenu do nabftonka,
uczestniczy przede wszystkim zotadkowa mucyna wydzielnicza MUCSAC.
Najlepie] poznanymi strukturami cukrowymi tej mucyny, oddziatywujacymi z
adhezynami bakteryjnymi sg antygeny cukrowe Lewis b. Jednakze nalezy wziaé
takze pod uwage udziat mucyny blonowej MUC1 w ograniczaniu rozwoju
zakazenia. Rola tej mucyny wydaje sie niezwykle istotna z kilku wzgledow. Z
uwagi na jej specyficzng strukture mucyna ta moze stanowi¢ fizyczng
przeszkodeg ograniczajaca penetracje bakterii w kierunku blony Sluzowej
zofadka. Ponadto, poniewaz jest to mucyna zwigzana z btong, moze ona braé
udziat w indukowaniu sygnalizacji wewnatrzkomérkowe] w odpowiedzi na

zakazenie.



Zalozenia i cel naukowy

Moje zainteresowania naukowe od poczatku kariery zawodowej dotyczyly
glikoprotein zotadkowych. W prezentowanym cyklu prac moja uwaga skupita sie
przede wszystkim na mucynie bfonowej MUC1. Jak wspomniano powyzej
mucyna ta skfada si¢ z domeny cytoplazmatycznej, transbfonowej i
pozakomorkowej. Ostatnia z tych domen moze by¢ proteolitycznie odtaczana i
jest obecha w soku zotadkowym. W zwigzku z nawiazaniem wspoétpracy z prof.
Zbigniewem Namiotem, bedacym owczeénie pracownikiem Oddziatu
Gastroenterologii Wojewodzkiego Szpitala Zespolonego, zaistniata moziiwosé
pracy z materiatem klinicznym jakim byt sok zotadkowy pobierany od pacjentow

tego oddziatu, zakazonych Helicobacter pylori.

W pierwszej z wymienionych prac [praca H1; komunikat zjazdowy 5]
podjetam probe opracowania metody izolacji mucyny MUC1 z soku
zotadkowego pobranego od pacjentdw z chorobg wrzodows. Po wstepnym
przygotowaniu sokdw (zageszczanie, odwirowanie, saczenie molekularne na
Sepharose 4B), materiat zawierajacy mucyne MUC1 (obecno$é tej mucyny w
eluacie z kolumny sprawdzatam stosujac technike dot blot; do detekcji MUC1
uzytam przeciwciato monoklonalne anty-MUC1) poddatam chromatografii
powinowactwa na kolumnie z Sepharose 4B, aktywowanej CNBr, sprzezonej z
przeciwciatern monoklonalnym HMFG-1 (anty-MUC1). Po elucji, zageszczony
materiat wykazujgcy aktywno$¢ z przeciwcialem anty-MUC1, poddany zostat
elektroforezie i Western blottingowi. W rezultacie otrzymatam jeden
rozdyfundowany prazek o Sredniej] masie czasteczkowej okoto 400 kDa,
zidentyfikowany za pomoca przeciwciata monoklonalnego anty-MUC1.

Wykazatam, ze zastosowana przeze mnie metoda chromatografii
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powinowactwa umozliwia wyizolowanie badane] mucyny 2z materialu
biologicznego. Potwierdzitam takze obecno$¢ mucyny btonowe] MUC1 w soku

zotadkowym.

Materitat kliniczny ktéorym dysponowatam pochodzit od dwéch grup
pacjentdw zakazonych Helicobacter pylori. Pierwszg z nich stanowili badani od
ktorych pobierano soki zotadkowe przed | po leczeniu omeprazolem, z kolei od
pacjentow z drugiej grupy soki pobierano przed i po leczeniu omeprazolem

wraz z zestawem eradykacyjnym (antybiotyki).

W zwigzku ze wspomniang wyzej we wstepie mozliwoscig udziatu mucyny
MUC1 w oddziatywaniach z H. pylori postanowitam sprawdzi¢ jaki jest wptyw
leczenia stanu zapalnego omeprazolem na poziom MUC1 w soku Zotadkowym
[prace H2, H5; komunikat 12]. Omeprazol jest lekiem z grupy inhibitorow pompy
protonowej. Dziatanie tego leku w leczeniu zakazenia polega przede wszystkim
na hamowaniu wydzielania kwasu solnego | obnizeniu kwasnoséci soku
zotadkowego. Uwaza sie, ze omeprazol moze do pewnego stopnia  tHumié”
patogenne dziatanie bakterii na przykiad poprzez wptyw na hamowanie ich
namnazania. Po wstepnym oczyszczeniu sokdw zolgdkowych przeprowadzitam
elektroforeze, a nastepnie Western blotting wielkoczasteczkowego materiatu
zawierajacego MUCH1, otrzymanego po saczeniu molekularnym na Sepharose
4B. W zdecydowane] wiekszosci badanych probek zaobserwowatam wzrost
poziomu mucyny MUC1 w materiale po leczeniu omeprazolem. Te same
tendencje zaobserwowatam takze w stosunku do poziomu cukrow obojetnych.
Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg, ze zmiana warunkdéw w obszarze blony
sluzowej zotadka, indukowana dziataniem omeprazolu ogranicza sugerowany

przez niektorych autoréw hamujacy wpiyw bakterii na ekspresje MUC1.
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Leczenie omeprazolem nie doprowadza do eradykaciji bakterii. H. pylori
jest wcigz obecna w badanym materiale. Mimo to, jak opisatam wyzej,
zaobserwowatam zmiany w poziomie antygenu MUC1 w sokach zotadkowych
przed i po leczeniu. Kolejnym krokiem moich badan bylo okreslenie wplywu
leczenia zakazenia H. pylori omeprazolem oraz zestawem eradykacyjnym
(amoxycylina i tynidazol) na poziom mucyny MUC1, a takze DNA w soku
zofadkowym pacjentéw przed i po leczeniu [praca H3]. Wyzszy poziom DNA
przed leczeniem w przypadku surowego soku jak i w materiale rozpuszczalnym
(supernatant po odwirowaniu) wskazuje na prawdopodobny destrukeyjny wplyw
infekcji na komérki nablonka zotadkowego (wiecej uwolnionego DNA), a takze
na wzrost apoptozy komorek zainfekowanego nablonka. Wielkoczasteczkowy
materiat zawierajacy MUC1, otrzymany po saczeniu molekularnym poddatam
elektroforezie | Western blottingowi. U 86% badanych pacjentow stwierdzitam
wzrost poziomu MUC1 po leczeniu eradykacyjnym. Otrzymane wyniki
potwierdzity sugerowany przez niektérych autorow hamujacy wptyw H. pylori na
ekspresje mucyny blonowej MUC1. Zmniejszony poziom tej mucyny moze
utatwia¢ dotarcie bakterii do powierzchni nabtonka i utatwiaé indukowanie zmian

zapalnych.

Jednym z najlepiej poznanych antygenow cukrowych funkcjonujacych jako
receptor dla adhezyn bakteryjnych jest struktura Lewis b (Fuc(a1-2)Gal(B1-
3)[Fuc(a1-4)JGIcNAc). Genom H. pylori zawiera ponad 30 gendw
determinujacych ekspresje zewnetrznych biatek blonowych, do ktérych naleza
miedzy innymi adhezyny odpowiedziaine za oddzialywania z antygenami
cukrowymi mucyn, a takze z innymi strukturami powierzchni nablonka

zotadkowego. Za wiagzanie antygenu Lewis b odpowiada adhezyna BabA —
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adhezyna wigzaca struktury cukrowe determinujace grupy krwi, kodowana
przez gen babA2. Uwaza sie, ze gtéwnym nosnikiem struktury Lewis b w $luzie
zoladkowym jest mucyna wydzielnicza MUCSAC. Rola mucyny blonowej MUC1
w oddziatywaniach z bakterig oraz rodzaj struktur cukrowych, uczestniczacych
w tych oddziatywaniach, nie sg wyczerpujaco wyjasnione. Celem kolejnych
moich doswiadczen bylo zbadanie wptywu eradykacji na poziom mucyny MUC1
I antygenow Lewis b oraz Lewis a (antygen pokrewny antygenowi Lewis b,
pozbawiony jednej reszty fukozy potaczonej wiazaniem at-2 z galaktoza) w
sokach zoladkowych oraz ocena ewentualnych korelacji ekspresiji
wymienionych struktur z poziomem MUC1 [prace H4, H5]. W wyniku rozdziatu
elektroforetycznego i Western blottingu materiatu wielkoczgsteczkowego,
zawierajacego MUC1 zaobserwowalam znamienny statystycznie wzrost
zawartosci wspomnianych weczesniej struktur po leczeniu eradykacyjnym. Nie
zaobserwowatam jednak dodatnie] korelacji miedzy poziomem struktur Lewis a
MUC1 [praca H4] Tak wiec na tym etapie moich badan nie uzyskatam
potwierdzenia, iz antygen Lewis b mégt byé obecny na MUC1. Potwierdzitam
jednak hamujacy wptyw infekcji na ekspresje MUC1 oraz wspomnianych
antygenow cukrowych, ktére sg prawdopodobnie obecne takze na innych (poza

MUC1) czasteczkach w soku zoigdkowym, w tym takze na MUC5AC.

Jak wspomniatam wcze$niej, dwie mucyny zotadkowe uczestniczg
prawdopodobnie w oddziatywaniach z H. pylori w przebiegu infekgji. Jest to
przede wszystkim mucyna wydzielnicza MUCS5AC, a takze, zgodnie z ostatnimi
doniesieniami mucyna blonowa MUC1, ktérej rozpuszczalna domena
pozakomérkowa obecna jest w soku zotgdkowym. Uwaza sie, ze druga

Zolgdkowa mucyna wydzielnicza, MUCS6, nie uczestniczy w bezposrednim
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wigzaniu z bakteria, moze jednak wykazywac dziatanie antybakteryjne przez
hamowanie biosyntezy waznego btonowego lipidu bakteryjnego, cholesterolo-a-
D-glukopiranozydu. W kolgjnych moich badaniach postanowitam oceni¢
wigzanie H. pylon z MUC1 i MUCS5AC obecnymi w sokach zotadkowych
otrzymanych od pacjentdw po eradykacji bakterii [praca H6]. W tym celu
zastosowatam test ELISA, do detekcji mucyn i bakterii stosujac przeciwciata
monoklonalne. W cate] badanej grupie pacjentdéw zaobserwowatam wigzanie
poszczegolinych mucyn z H. pylori oraz wysokie, dodatnie korelacie miedzy
poziomami obu mucyn w sokach i mucynami zwigzanymi z adhezynami
bakteryjnymi. Wyniki te potwierdzajg udziat mucyny MUCSAC oraz MUC1 w
oddziatywaniach z H. pylori. Jednak w dodwiadczeniu oceniajacym wigzanie
bakterii ze sktadnikami soku zotadkowego, bez zréznicowania na poszczegdine
mucyny, nie wykazatam dodatnich korelacji miedzy poziomem wspomnianych
mucyn a poziomem H. pylori zwigzanym ze sktadnikami soku. Wynik ten
wskazuje na oddziatywanie bakteri z receptorami obecnymi takze na innych,

poza mucynami, strukturach obecnych w soku.

W kolejnej mojej pracy postanowitam oceni¢ wptyw eradykacji bakterii na
poziom takze innych niz badanych wczesniej struktur cukrowych, mogacych
potencjalnie uczestniczy¢ w oddziatywaniach z H. pylori [praca H7;, komunikat
14]. Do struktur tych zalicza sig miedzy innymi, oprécz wspomnianej wczesniej
struktury Lewis b takze antygen H typ 1 rozpoznawany przez adhezyne BabA,
jak rowniez antygen sjalo Lewis x (adhezyna bakteryjna odpowiedzialna za
potencjalne wigzanie tego antygenu to SabA - adhezyna wigzaca kwas
sjalowy, kodowana przez gen sabA). Podwyzszone stezenie sjalo Lewis x jest

typowe dia standw zapalnych btony $luzowej zotgdka. W celu oceny glikozylacji
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glikoprotein sokow Zotgdkowych zastosowatam test ELISA z uzyciem
przeciwciat monoklonalnych anty-MUC1, anty-MUCSAC, anty-Lewis b, anty-
sjalo-Lewis x, anty-H typ 1 oraz biotynylowanych lektyn o wysokiej
specyficznoéci  do  okreslonych  struktur  cukrowych. W  wyniku
przeprowadzonych do$wiadczern wykazatam w materiale po eradykadii
zwigkszony poziom tych antygenéw cukrowych, ktére mogiyby potencjalnie
uczestniczy¢ w oddziatywaniach z H. pylori. Naleza do nich przede wszystkim
Lewis b, H typ 1, sjalo Lewis x oraz inne fukozylowane i sjalowane antygeny
cukrowe. Zaskakujacy okazat sie wyzszy poziom struktur sjalowanych po
eradykacji, jako ze sa one specyficzne szczegdlnie dla stanéw zapalnych.
Wydaje sig¢, ze bogato sjalowana mucyna $linowa MUCSB, ktéra moze byé
obecna w soku Zolgdkowym, moze by¢ nos$nikiem tych struktur. Ponadto
wykazatam dodatnie korelacje miedzy innymi pomiedzy poziomem MUC1 i
antygenem H typ1 oraz pomiedzy MUCSAC i strukturg Lewis b (w materiale
przed i po leczeniu eradykacyjnym). Moze to sugerowa¢ obecnosé tych
specyficznych antygenow cukrowych na wymienionych mucynach a takze

wskazywa¢ na ich udziat w oddziatywaniach z H. pyiori..

W cyklu zaprezentowanych prac zajmowatam sie badaniem udzialu
rozpuszczalne] formy mucyny btonowej MUC1 obecnej w soku zotadkowym w
oddziatywaniach z H. pylori. Pragne podkreslic, ze moje wszystkie
doswiadczenia prezentowanege tematu prowadzone bylty na materiale
klinicznym, podczas gdy zdecydowana wigkszos¢ prac dotyczacych podobnych
aspektow wykonywana jest na nowotworowych liniach komorkowych. Do
izolacji MUC1 z soku zotadkowego zaproponowalam stosunkowo prosta

metode chromatografii powinowactwa, ktéra moze by¢ stosowana takze do
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oczyszczania mucyny z innego materiatu biologicznego. Wykazatam
hamowanie ekspresji tej mucyny przez bakierie oraz wiazanie jej receptorow

cukrowych z adhezynami H. pylori.

Kontynuacia moich badah bedzie polegata na badaniu oddziatywan
zachodzacych miedzy strukturami cukrowymi mucyny MUC1 komorek raka
zotadka linit AGS a adhezynami H. pylori. Jak wspominatam wcze$niej, mucyna
ta, ze wzgledu na powiazanie z bfong komérkowa | w zwiazku z mozliwoscig
inicjacji sygnalizacji wewnatrzkomédrkowe] wydaje sie odgrywaé wazng role w
przebiegu zakazenia, a takze w rozwoju ewentualnego procesu
nowotworowego indukowanego obecnoscig H. pylor. Z tego wzgledu moje
przyszte badania planuje zogniskowa¢ nad potencjalnym udziatem sygnalizacji
wewnatrzkomoérkowej indukowanej oddziatywaniem miedzy MUC1 i H. pyloni w
rozwoju zakazZenia, a by moze w konsekwencji w tworzeniu zmian

nowotworowych.

Aktualng wiedze obejmujgca udziat mucyn  zofadkowych @ w
oddziatywaniach z Helicobacter pylori przedstawitam w mojej pracy pogigdowe;j

[praca H8).

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo badawczych

Od poczatku mojej pracy zawodowej jestem aktywnie zaangazowana w
prowadzenie badan naukowych. Wyniki moich badan zostaly opublikowane w
czasopismach naukowych oraz prezentowane byly w formie plakatow i
wystgpienia ustnego na konferencjach naukowych. Moj dotychczasowy dorobek

naukowy ohejmuje 45 doniesien naukowych:
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- 26 prac oryginalnych (w tym 1 praca przyjeta do druku, potwierdzenie w
zataczeniu); w 14 pracach jestem pierwszym autorem, w 8 drugim;

- 1 prace pogladowsg (pierwszy autor);

- 1 ustny referat zjazdowy (pierwszy autor);

- 17 doniesien zjazdowych prezentowanych w formie plakatow; w 8 jestem

pierwszym autorem, w 6 drugim,

Sumaryczny Impact factor moich publikacji wynosi 22,130 (+ 0,176 za
prace przyjeta do druku). Za wszystkie osigghiecia haukowe otrzymatam 357 (+

15 za prace przyjetg do druku) punktow MNISW.

Po raz pierwszy z badaniami naukowymi spotkatam sie w Zakfadzie
Chemii Fizyczne] Akademii Medyczne] w Biatymstoku w {rakcie wykonywania
swojej pracy magisterskiej, prowadzonej pod kierownictwem pani profesor dr
hab. Leokadii Jaroszewicz. Opracowane wyniki badan przedstawitam w pracy
zatytutowanej: ,Specyficznosé substratowa 5'nukleotydazy”. Prace obronitam w

czerwcu 1988 roku.

Kolejnym etapem w prowadzeniu badan naukowych bylo podjecie pracy
zawodowej. Od poczatku mojej zawodowej kariery naukowej do chwili obecnej
jestem zwigzana z Zaktadem Chemii Ogdinej i Organicznej Akademii
Medycznej w Biatymstoku {obecna nazwa - Zaktad Chemii Medyczne;

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku).

Do cyklu prac przedstawionych w pkt. 4 nalezy takze praca [ A10 - praca

przyjeta do druku; referat ustny K1] dotyczaca oddziatywannh mogacych
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zachodzi¢ miedzy strukturami cukrowymi zaréwno mucyny MUC1 jak | H. pylori.
Ciekawym przystosowaniem H. pylori do $rodowiska, w ktérym bytuje jest
wystepowanie  na  powierzchni  zewnetrzne]  Sciany  komdrkowe]
lipopolisacharydéw (LPS) ze zmiennym fragmentem tancucha cukrowego (tzw.
antygen Q). Antygen ten wykazuje strukturaing homologie z antygenami Lewis
wystepujgcymi zarédwno w sluzie zotadkowym jak i na powierzchni nablonka.
Dane literaturowe donosza, ze niektére z tych struktur LPS (np. Lewis x) mogg
bra¢ udziat w adhezji bakterii do komorek nabtonka. Jednak znaczenie tych
interakcji (opartych na wigzaniach niekowalencyjnych) i rodzaj odpowiednich
receptorow nie sg dostatecznie poznane. Przypuszcza sig, ze wystepowanie
LPS ze sfrukturami cukrowymi homologicznymi do struktur nabtonka
zoladkowego moze by¢ rodzajem mimikry antygenowe) pomiedzy bakterig a
gospodarzem. Dzieki temu moze dochodzi¢ do tolerancji immunologiczne;
antygenéw bakteryjnych lub do wytwarzania autoprzeciwciat skierowanych
przeciwko komoérkom nabtonka gospodarza, co obserwowane jest u pacjentow
z przewleklymi stanami zapalnymi zotgdka. W mojej kolejnej pracy
postanowitam zbada¢ czy antygeny bakteryjne Lewis b i H typ 1 mogq
uczestniczy¢ w oddzialywaniach ze strukturami cukrowymi MUC1. Stosujac
technike ELISA wykazatam w badanych szczepach obecnosé zarowno
antygendéw Lewis b i H typ 1, jak rowniez adhezyn odpowiedzialnych za
wigzanie tych receptoréw. Za pomoca testu sandwich ELISA, w ktérym mucyna
MUC1 zostata selektywnie zwigzana z piéytka (za pomocyg przeciwciat
monoklonalnych anty-MUC1), wykazatam wzrost wiazania H. pyfori do MUC1T w
przypadku tych szczepdw, do ktorych dodawano H typ 1 ~ HSA (human serum

albumin). Uzyskane przeze mnie wyniki sugerujg udziat bakteryjnych struktur H
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typ 1 w oddziatywaniach z mucyng MUC1. Sg to pionierskie badania,
wskazujgce na mozliwosc istnienia interakcji typu cukier — cukier miedzy
antygenami bakteryjnymi a receptorami cukrowymi MUC1. Uzyskane przeze
mnie wyniki wymagajg potwierdzenia w kolejnych doswiadczeniach. W
przypadku oddzialywan z antygenem Lewis b rezultaty okazaly sie

nigjednoznaczne.

Ponadto, poza pracami zaprezentowanymi powyzej w mojej
dotychczasowe] dziatalnosci naukowej moge wyréznié nastepujace kierunki

badan:

A. Badania nad izolacja i charakterystyka mucyn zoladkowych:
- prace oryginalne: A1, A2 A4 B1

- komunikaty zjazdowe: 1, 2, 4, 10

B. Badania nad izolacjg i charakterystyka mucyny MUC1 plyndw puchlinowych:
- prace oryginalne: AG, B3, B5

- komunikaty zjazdowe: 9, 13

C.Inne:
C1. Badania nad izoenzymami N-acetylo-B-heksozoaminidazy ludzkich
glinianek i nerek:
- prace oryginalne: A3, A5, A7

- komunikaty zjazdowe: 6, 7
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C2. Badania glikozylacji biatek zdrowych i nowotworowych tkanek siinianek i
nerek ludzkich:
- prace oryginalne: A8, AS
- komunikaty zjazdowe: 16
C3. Pozostate:
- prace oryginalne: B2, B4, B6, B7, B8, BY

- komunikaty zjazdowe: 3, 8, 11, 15, 17

Ad. A

Od poczatku pracy zawodowej giéwnym obiektem moich zainteresowan
byty mucyny zoladkowe. Pierwsze prace prowadzone pod kierunkiem profesora
Andrzeja Gindzienskiego dotyczyty badan nad warunkami stosowanymi
podczas oczyszczania mucyn. Poczatkowo zajmowatam sie oceng aktywnosci
proteolitycznej jaka zachodzi podczas preparatyki glikoprotein ze $luzu
zolgdkéw wieprzowych [komunikat zjazdowy 1]. Nastepnie podjetam probe
oczyszczania i charakterystyki mucyn, a szczegodlnie drobnoczasteczkowych
produktow jej depolimeryzacji. |zolacje glikoprotein prowadzitam w obecnosci
inhibitoréw proteolizy metoda saczenia molekularnego na zelach Sepharose CL
2B i Sephacryl S-500. Wielkoczgsteczkowy materiat poddawatam nastepnie
redukgji i alkilacji jodo['*C]acetamidem. Wykazatam uwalnianie biatek, o masie
75 kDa [praca B1, komunikat 2], a takze biatek zwigzanych z podjednostkami
mucynowymi za pomoca wiazan disiarczkowych o masach czagsteczkowych 100

i 140 kDa [prace A1, A2; komunikat 4].
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W kolejnych pracach nad izolacjg i charakterystykg mucyn uczestniczytam,
jako wspotwykonawca, w doswiadczeniach nad zastosowaniem 50% roztworu
hydrazyny do uwalniania O-glikandéw, znakowanych nastepnie estrem etylowym
kwasu p-aminobenzoesowwego {(ABBE) | poddawanych analizie HPLC [praca
A4, komunikat 10]. Zastosowana metoda okazata sie by¢ alternatywg dia
klasycznej B-eliminacji. Dodatkowo umozliwia ona znakowanie redukujgcego

konca tancucha oligosacharydowego za pomoca réznych znacznikdw.

Ad. B

W kilku kolejnych doswiadczeniach podjetam prébe izolacji i charakterystyki
mucyny MUC1 z plyndw puchlinowych. Mucyna ta jest glikoproteing, ktbrej
poziom czesto wzrasta w stanach nowotworowych, poza tym moze dochodzié¢
do zmian w jej glikozyiacji. Jej domena pozakomédrkowa jest uznanym
markerem w wielu nowotworach. Badane przeze mnie plyny puchlinowe
pochodzity z Kliniki Gastroenterotogii Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego.
Byly one pobierane od pacjentow w réznych jednostkach chorobowych
(nowotworowych i nienowotworowych) w celu odbarczenia. Do izolacji MUC1 z
plynu pochodzacego od pacjentki z nowotworem jajnika zastosowatam metode
chromatografii powinowactwa na Sepharose 4B aktywowanej CNBr, sprzezonegj
z przeciwciatem monoklonalnym HMFG-1 (anty-MUC1). Metode te
wykorzystatam takze do izolacji MUC1 z soku zotagdkowego [praca H1]. W
wyniku rozdziatu elektroforetycznego i Western blottingu oczyszczonego
materiatu uzyskatam pojedynczy, rozdyfundowany prazek ¢ m. cz. 400 — 450
kDa. Analiza chromatograficzna (GC) wykazata skiad cukrowy, z ktorego

mozna wywnioskowac obecnosé krotkich struktur typu antygen T i Tn, typowych
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dla mucyn nowotworowych [praca B3; komunikat 9]. W kolejnej pracy
przeprowadzitam charakterystyke porownawczg skfadu cukrowego MUCH
wyizolowane] powyzszg metoda z plyndw puchlinowych kilku pacjentow
nowotworowych i nienowotworowych. Analize weglowodanow wykonatam
metodg chromatografii gazowej na podstawie ktdrej mozna wnioskowad o
dominacji krétkich, nierozgatezionych struktur cukrowych we wszystkich
badanych ptynach. Nie zaobserwowatam jednak znaczacych réznic w
glikozylacji mucyny MUC1 pacjentéw nowotworowych i nienowotworowych,
wskazujacych na proces nowotworowy [praca B5]. W ostatniej z prac tego cyklu
ponownie zbadatam glikoformy obecne w plynach pochodzacych od dwoch
grup pacjentéw, nowotworowych i nienowotworowych. Tym razem analiza
objetam wieksze grupy badanych. W celu oceny glikozylacji zastosowatam test
typu ELISA z wykorzystaniem biotynylowanych lektyn. Wykazatam, iz kwas
sjalowy oraz antygen T (roznica znamienna statystycznie) wystepujg w grupie
nowotworowej na wyzszym poziomie i moga by¢ w zwigzku z tym traktowane

jako rodzaj markera zmian nowotworowych [praca A6, komunikat 13].

Ad.C
Pozostate prace, w ktdrych jestem wspotautorem powstaty w wigkszoSci w

ramach wspdtpracy naukowej prowadzonej z innymi jednostkami naukowymi.

Ad. C1

W cyklu prac A3, A5, A7; komunikaty zjazdowe 6, 7 uczestniczytam w

doéwiadczeniach dotyczacych enzymu N-acetylo-B-heksozoaminidazy (HEX).
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Izoelektrofokusowanie, ocena densytometryczna oraz statystyczna izoform
izoenzymdéw A i B wspomnianego enzymu pochodzacego ze zdrowej |
nowotworowej tkanki nerkowej wykazata podobny profil i brak istotnych réznic w
aktywnos$ci enzymu. Zastosowana metoda oceny statystycznej moze byC z
powodzeniem stosowana w badaniu izoform innych enzyméw [praca A3].
Istnienie kilku izoform izoenzyméw A i B N-acetylo-B-heksozoaminidazy
wykazano takze w zdrowej i nowotworowej tkance watrobowej [komunikat 7).

W kolejnych doswiadczeniach wspotuczestniczytam w badaniu aktywno$ci
izoenzymow A i B N-acetylo-B-heksozoaminidazy pochodzacych ze zdrowej i
nowotworowej tkanki slinianek. Wykazano wyzszy poziom aktywnosci catkowitej
enzymu, jak réwniez jego izoform w tkance nowotworowej. W zwigzku z tym
badanie aktywnosci N-acetylo--heksozaminidazy moze by¢ rodzajem markera
podczas pojawiania sie i ocenie rozwoju stanu nowotworowego $linianek [praca
A5; komunikat 6].

W nastepnej pracy wspoluczestniczytam w ocenie wplywu palenia
papierosow na aktywnosé N-acetylo-B-hexcaminidazy we krwi i moczu
pacjentow zdrowych i pacjentow z rakiem nerki. Wykazalismy hamujacy efekt
palenia papieroséw na aktywnos$¢ enzymu w obu badanych tkankach, co moze
wskazywaé na ograniczanie katabolizmu tfancuchéw oligosacharydowych w
raku nerki. Ponadto zaobserwowaliémy, podobnie jak w materiale pochodzacym
z ludzkich s$linianek, wyzsza aktywno$¢ enzymu w grupie pacjentow

nowotworowych w poréwnaniu ze stanem fizjologicznym [praca A7].

Ad. C2
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W kolejnych pracach prowadzonych w ramach wspolpracy z Zaktadem
Biochemii Farmaceutycznej bratam udziat w ocenie réznic glikozylacji biatek
pochodzacych ze zdrowych i nowotworowych $linianek ludzkich [praca A8] i
tkanki nerkowej [praca A9; komunikat 16]. We wszystkich badanych tkankach
zaobserwowano wplyw procesu nowotworowego na glikozylacie biatek.
Uzyskane wyniki moga sugerowaé¢ wykorzystanie niektorych ocenianych

struktur jako markerow procesu nowotworowego.

Ad. C3
Pozostate prace prowadzone w ramach wspolprac z innymi jednostkami

naukowymi dotyczg nastepujgcych tematdw:

- badanie obecnosci biatek, wybranych zwigzkdéw chemicznych i jondéw w
ultra filtratach pochodzacych z dializatorow o wysokim i niskim przeptywie

[praca B2; komunikat 3];

- badania zalezno$ci pomiedzy cukrzycg cigzarnych a przebiegiem cigzy
[prace B4, B6]. Wykazano wazno$¢ wtasciwej opieki potozniczo-ginekologiczney
kobiet ciezarnych w zapobieganiu ewentualnym powiktaniom w zdrowiu
zarbwno matki jak i noworodka. Uczestniczytam takze w badaniach
dotyczgcych oceny wplywu niedotlenienia okoloporodowego na zgony,
chorobowosé | defekty neurologiczne plodéw i noworodkéw [praca B7,

komunikat 11];
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- badanie wpltywu sytuacji ekonomiczno-spotecznej na zwyczaje

zywieniowe studentow [prace B8, BS; komunikat 15];

- ocena wplywu zastosowania Saccharomyces boulardii w leczeniu
zapalenia jelita grubego na strukiure mucyny [komunikat 8]. Wykazano
pozytywny wptyw drozdzy na odbudowe $luzdwki zmienionej w przebiegu
procesu chorobowego, w zwiazku z tym stosowanie S. boulardii mogloby

okazaé sie pomocne w leczeniu stanu zapalnego jelita grubego;

- ocena galaktozylacji igG w reumatoidalnym zapaleniu stawdw u pacjentow
leczonych metotrexatem [doniesienie 17]. Wykazano, iz reumatoidaine
zapalenie stawow powoduje zmiejszenie galaktozylacji 1gG w surowicy (ze
wzrostem poziomu po leczeniu metotreksatem). Stwierdzono takze dodatnie
korelacje miedzy poziomem galaktozylacji a ciezkoscig stanu chorobowego. W
zwigzku z powyzszym ocena glikozylacji IgG moze byé przydatnym markerem

w monitorowaniu przebiegu choroby i leczenia.

W czasie moje] pracy zawodowe] bylam recenzentem manuskryptow
proponowanych do publikacji w nastepujgcych czasopismach:

- Acta Biochimica Polonica

- FEvidence Based Complementary and Alternative Medicine (2

manuskrypty)

- Journal of Pediatric Biochemistry
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W trakcie pracy na Uniwersytecie Medycznym wielokrotnie otrzymywatam
nagrody JM Rektora UM za dziatalnos¢ naukowa;
- nagroda zespotowa | stopnia za osiggniecia naukowe w latach:
1899/2000, 2000/2001, 2003/2004, 2007/2008, 2010/2011, 2011/2012
- nagroda zespotowa || stopnia za osiggniecia naukowe w latach:
1997/1998, 2004/2005, 2009/2010
- nagroda zespolowa [ll stopnia za osiggniecia naukowe w latach:

2008/2009
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