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1. Imie¢ i Nazwisko

Anna Krasowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i

roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

a. Dyplom Uniwersytetu Wroctawskiego nr 3060/3028 z roku 1999. Studia doktoranckie
1995-1998 na Wydziale Nauk Przyrodniczych. Tytut doktora nauk biologicznych w
dziedzinie biologii — Wroctaw, 21.05.1998. Tytul rozprawy doktorskiej: ,, Wphw
wybranych aminoestrow na fizjologie drozdzy piekarniczych Saccharomyces
cerevisiae”

b. Dyplom Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu z roku 2010. Trzysemestralne
studia podyplomowe 2009-2010, ,,Zywienie czlowicka w profilaktyce zdrowotnej”.
Tytut pracy dyplomowej: , Wphyw kwasow tuszczowych na rozwdj grzybow
plesniowych”.

c. Dyplom Uniwersytetu Wroctawskiego nr 8867 z roku 1993. Studia magisterskie 1988-
1993, na kierunku biologia w zakresie mikrobiologii. Tytul magistra biologii -

Wroctaw, 28.06.1993. Tytul pracy magisterskiej: ,, Klonowanie genu Cyklu Krebsa”.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych

Aktualnie: adiunkt w Zaktadzie Biotransformacji, Wydziatu Biotechnologii, Uniwersytetu
Wroctawskiego — miejsce pracy podstawowe;j.

2009-2011 adiunkt w Zaktadzie Chemii i Technologii Paliw, Wydzialu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej — miejsce pracy dodatkowe;j.

2003-2006  adiunkt w Samodzielnej Pracowni Biotransformacji Instytutu Genetyki i
Mikrobiologii, Uniwersytetu Wroctawskiego.

1998-2003 adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Ogoélnej Instytutu Genetyki i Mikrobiologii,
Uniwersytetu Wroctawskiego.

1993-1995  asystent w Zakladzie Mikrobiologii Ogdlnej, Instytutu Mikrobiologii,
Uniwersytetu Wroctawskiego.



4. Wskazanie osiagniecia® wynikajacego z np. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

e Dane ogoélne: Wspotautorka 39 publikacji w recenzowanych, migedzynarodowych
czasopismach naukowych (w tym 36 po doktoracie), 8 rozdziatow w jezyku
angielskim w monografiach, 10 publikacji w polskich czasopismach. Wspotautorka
patentu i dwoch zgloszen patentowych.

Liczac z lat ukazania si¢ publikacji, taczny imact factor wynosi: 43,4
Liczac z bazy danych z 2011 roku, taczny impact factor wynosi 52,8
Wspolcezynnik Hirscha: 8

Liczba cytowan (z uwzglednieniem nazwiska panienskiego): z bazy danych Web of Sciences
- 184

Liczba cytowan publikacji ogétem (WOS, Google Scholar): 235

Ilo$¢ punktéw ministerialnych: 728

a. (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

1. Krasowska A., Sigler K., Comparison of cell-protective and antioxidant activity of two
groups of synthetic amphiphilic amine N-oxides and phenolic antioxidants, (2007), Folia
Microbiol. 52, 585-592

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: pomysle 1 koncepcji pracy; przygotowaniu tabel,
napisaniu pracy, udziale w dyskusji.

2. Krasowska A., Piasecki A., Murzyn A., Sigler K., Assaying the antioxidant and radical
scavenging properties of aliphatic mono- and di-N-oxides in SOD-deficient yeast and in a
chemiluminescence test, (2007), Folia Microbiol. 52, 45-52

Mo¢j wklad w powstanie tej pracy polegat na: pomysle i koncepcji badan i pracy; udziale w
testowaniu przeciwutleniajgcej aktywno$ci alifatycznych mono- i di- N-tlenkéw na
mutantach  delecyjnych  Sachcaromyces cerevisiae z usunigtymi dysmutazami
ponadtlenkowymi, napisaniu pracy, udziale w dyskusji.

3. Krasowska A., Piasecki A., Polinceusz A., Prescha A., Sigler K., Amphiphilic amine-N-
oxides with aliphatic alkyl chain act as efficient SOD mimics, antioxidants and lipid
peroxidation blockers in yeast, (2006), Folia Microbiol. 51, 99-108

Moj wklad w powstanie tej pracy polegat na: pomysle i koncepcji badan i pracy; udziale w
testowaniu aminowych N-tlenkow jako przeciwutleniaczy na mutantach delecyjnych
Sachcaromyces cerevisiae z usunietymi dysmutazami ponadtlenkowymi, napisaniu pracy,
udziale w dyskusji.



4. Krasowska A., Dziadkowiec D., Lukaszewicz M., Wojtowicz K., Sigler K., Effect of
antioxidants on Saccharomyces cerevisiae mutants deficient in superoxide dismutases,
(2003), Folia Microbiol. 48, 754-760

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: pomysle i koncepcji badan i pracy; udziale w
testowaniu aktywno$ci wybranych przeciwutleniaczy syntetycznych 1 naturalnego
pochodzenia na mutantach delecyjnych Sachcaromyces cerevisiae z usunigtymi
dysmutazami ponadtlenkowymi, napisaniu pracy, udziale w dyskusji.

5. Krasowska A., Chmielewska L., Gapa D., Prescha A., Vachova L., Sigler K., , Viability
and formation of coniugated dienes in plasma membrane lipids of S. cerevisiae, S. pombe,
R. gutinis and C. albicans exposed to hydrophilic, amphiphilic and hydrophobic pro-
oxidants, (2002), Folia Microbiol. 47, 145-151

Moj wklad w powstanie tej pracy polegat na: pomysle i koncepcji badan i pracy; udziale w
testowaniu hydrofilowych, amfifilowych oraz hydrofobowych przeciwutleniaczy na
izolowanych z bton lipidach szczepoéw S. cerevisiae, S. pombe, R. gutinis and C. albicans,
napisaniu pracy, udziale w dyskusji.

6. Krasowska A., Stasiuk M., Oswigcimska M., Kozubek A., Bien M., Witek S., Sigler K., ,
Suppression of radical-induced lipid peroxidation in a model system by alkyl esters of
cinnamate quaternary ammonium salts, (2001), Z. Naturforsch. C 56¢, 878-885

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: pomyst i koncepcja badan i pracy; udziat w
testowaniu aktywnosci przeciwutleniaczy z ugrupowaniem fenolowym na oliwie z oliwek
w obecnosci utleniaczy AAPH, ACHN, TBHP i Fe?", napisanie pracy, udzial w dyskusji.

7. Krasowska A., Rosiak D., Szkapiak K., Oswigcimska M., Witek S., Lukaszewicz M.,
Antioxidant activity of BHT and new phenolic compounds PYA, PPA measured by
chemiluminescence method, (2001), Cell. Mol. Biol. Lett. 6, 71-81

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: pomysle i koncepcji badan i pracy; udziale w
testowaniu przeciwutleniaczcy PYA 1 PPA z ugrupowaniem fenolowym w teScie
chemiluminescencyjnym, napisaniu pracy, udziale w dyskusji.

8. Krasowska A., Oswiecimska M., Pasternak A., Chmielewska L., Witek S., Sigler K., New
phenolic antioxidants of PYA and PYE class increase the resistance S. cerevisiae strain
SP4, its SOD- and catalase-deficient mutants to lipophilic oxidants, (1999), Folia
Microbiol. 44, 657-662

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: pomysle i koncepcji badan i pracy; udziale w
testowaniu przeciwutleniaczy PYA i PPA z ugrupowaniem fenolowym na Sachcaromyces
cerevisiae nie posiadajgcych dysmutaz ponadtlenkowych, napisaniu pracy, udziale w
dyskusji.

Wktad wspoétautora publikacji — dr Anny Krasowskiej (procentowy i w postaci okreslenia
stownego) podany jest w jego o$wiadczeniu w Zatgczniku 6: ,,Wykaz prac naukowych oraz
informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki”.



b) omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.1 Przeciwutleniajaca aktywnos¢ zwigzkow syntetycznych o charakterze amfifilowym: z

ugrupowaniem fenolowym oraz amin N-tlenkowych

4.1.1 Wstep

Wolne rodniki, mimo iz mogg peti¢ pozytywna rolg, na przyktad w przekazywaniu
sygnaldéw w komorkach, poprzez swoja duza reaktywnos¢ moga powodowac uszkodzenia
struktur komorkowych. Czgsto prowadzi to do powaznych chorob, takich jak cukrzyca czy
nowotwory [Rains i Jain 2011; Stanton 2011; Singh i Gupta 2011]. Jednym z niebezpiecznych
procesow jest peroksydacja lipidow, powodujaca destabilizacj¢ czy destrukcje blon, a takze
utlenianie thuszczow spozywcezych lub kosmetycznych, co jest przyczyna duzych strat
gospodarczych.

W komorkach funkcjonuje szereg naturalnych antyoksydantéw, lecz w warunkach
wzmozonego stresu oksydacyjnego ich aktywnos$¢ wydaje si¢ niewystarczajaca [Halliwell 1
Gutteridge 2007]. Dlatego wazne jest poszukiwanie nowych zwigzkéw chemicznych o
wlasciwos$ciach antyoksydacyjnych, pochodzenia zar6wno naturalnego jak i syntetycznego.
Badajac wiasciwosci antyoksydantéw, nalezy zwroci¢ uwage na ich niska toksycznos¢,
wysoka aktywnos$¢, czesto wazna jest rowniez mozliwo$¢ wbudowywania si¢ w uktady
lipidowe, czyli wlasciwosci hydrofobowe, a amfifilowos¢ wydaje si¢ by¢ rozwigzaniem
uniwersalnym, umozliwiajacym aktywno$¢ przeciwutleniajaca zar6wno w $Srodowisku
lipidowym, jak 1 wodnym. Mimo niezaprzeczalnych zalet antyoksydantéw
niskoczasteczkowych, pochodzenia naturalnego, takich jak np. tokoferol czy pB-karoten,
synteza chemiczna zwiazkéw daje duze mozliwosci manipulacji struktura chemiczng, co
pozwala na uzyskanie antyoksydantéw o pozadanych wtasciwosciach.

Wytwarzany podczas przeptywu elektronéw w mitochondrialnym tancuchu
oddechowym anionorodnik ponadtlenkowy, reagujac z nadtlenkiem wodoru, doprowadza do
wytworzenia rodnika hydroksylowego w reakcji Haber-Weiss, katalizowanej przez jony
metali, np. jony zelaza [Halliwell i Gutteridge 2007]. Rodnik hydroksylowy dzigki swojej
duzej reaktywnos$ci moze reagowac z wieloma czasteczkami czy strukturami komorkowymi,
powodujac ich utlenienie. Jednym z takich proceséw jest peroksydacja lipidoéw w blonach
komorkowych, przebiegajaca w sposob lawinowy i1 w przypadku braku odpowiednich

antyoksydantow, prowadzaca do zniszczenia blon 1 $mierci komorki. Anionorodnik



ponadtlenkowy zaliczany jest do tzw. rodnikow pierwszego rzedu, czyli produktow
metabolizmu energetycznego komorki, a rodniki peroksylowe, jako rodniki drugiego rzedu,
wytwarzane sg w reakcjach wolnych rodnikow pierwszego rzgdu z lipidami.

Drozdze Saccharomyces cerevisiae sg modelowym przyktadem komorki
cukariotycznej, wykorzystywanym w  wielu badaniach naukowych. Catkowite
zsekwencjonowanie genomu S. cerevisiae pozwolilo na przyklad na Kkonstruowanie
potrzebnych w badaniach mutantow delecyjnych. Delecje w genach kodujacych enzymy
antyoksydacyjne, np. dysmutazy ponadtlenkowe, pozwalaja na stworzenie ,,systemu”
ztozonego z mutantéw drozdzowych do testowania antyoksydantow i obserwowania zmian na
przyktad w poziomie przezywalnosci pod wpltywem stresu oksydacyjnego lub mozliwosci
zastgpowania enzymatycznych antyoksydantow przez naturalne lub syntetyczne, ale
niskoczgsteczkowe przeciwutleniacze.

Do jednej z najbardziej licznych grup antyoksydantow niskoczasteczkowych,
pochodzenia naturalnego zaliczane sa wytwarzane przez ros$liny flawonoidy. Dzigki
obecnos$ci migdzy innymi grup fenolowych w czasteczce, zwigzki te wykazuja wtasciwosci
przeciwutleniajace. Innym przyktadem fenolowego przeciwutleniacza jest witamina E, czyli
tokoferol. Witamina ta przerywa reakcj¢ utleniania lipidow, przylaczajac atom wodoru do

rodnikéw peroksylowych w reakcji:

LOO +TOH =LOOH +TO

Powstajace w reakcji rodniki TO Sa zbyt stabe, zeby inicjowaé nowe reakcje peroksydacji a

dodatkowg zaletg jest to, ze tokoferol ulega reaktywacji w reakcji z witaming C [Packer 1 wsp.
1979, Hiramoto i wsp. 2002]. Tokoferol ma charakter hydrofobowy i nie reaguje, np. z
anionorodnikiem ponadtlenkowym, ktory jest hydrofilowy.

Wigksza game wolnych rodnikéw neutralizujg nitroksydy — zwiazki syntetyczne z
grupg N=0. Jako przeciwutleniaczami zainteresowano si¢ ta grupa zwigzkéw na podstawie
obserwacji wlasciwosci tlenku azotu, ktory jest naturalnym przeciwutleniaczem. Nitroksydy
wygaszaja rodniki lipidowe: alkilowe, peroksylowe i alkoksylowe, ale takze anionorodnik
ponadtlenkowy [Stipa i wsp.1997, Damiani i wsp. 1999, 2001].

Inng grupg zwigzkow, zawierajacych grupe N=O sg N-tlenki. Ich potencjalne

wlasciwosci przeciwutleniajace do czasu rozpoczecia przez nas badan nie byty opisane.



Podjeto badania nad aktywnoscig przeciwutleniajaca dwoch grup syntetycznych
zwigzkdéw, zawierajacych w swoich strukturach réznej dtugosci tancuchy wodoroweglowe, co
miato zapewni¢ mozliwo$¢ dobudowywania si¢ do bton na réznych glebokosciach, a co za
tym idzie, ochrone bton przed utlenieniem zaréwno przed amfifilowymi utleniaczami, jak i
tymi, dzialajagcymi z zewnatrz komorki, a takze przed uszkodzeniami bton spowodowanymi
nagromadzeniem si¢ anionorodnika ponadtlenkowego, na skutek usunig¢cia pojedynczych lub
obydwu dysmutaz ponadtlenkowych w komoérce drozdzowe;.

Cze¢scig aktywng przeciwutleniajagco w pierwszej grupie zwigzkoéw byt podstawnik
wodorotlenowy, umieszczony na pierscieniu aromatycznym, byty to zatem zwigzki fenolowe,
ktorych cze$¢ hydrofilowa zostata zaprojektowana na podstawie struktury przeciwutleniacza
stosowanego komercyjnie — (BHT). Po dotgczeniu czgéci hydrofobowych, czyli rdznej
dhugosci tancuchéw weglowodorowych, otrzymano nieopisane dotad struktury amfifilowych
przeciwutleniaczy fenolowych [Rys. 1]. W drugiej grupie badanych zwigzkoéw czescia
dziatajaca przeciw wolnym rodnikom byta jedna badz dwie grupy N-tlenkowe (N=0O).
Réwniez 1 w tym przypadku, uzyskano oryginalne struktury chemicznych polaczen z
tancuchami alkilowymi [Rys. 2].

Metody, ktére wybrano do przetestowania aktywnosci przeciwutleniajacej zwigzkow,
dobrane zostaty w taki sposob, zeby moc porownaé dziatanie zwigzkow zaréwno w zywych
uktadach — mutantach delecyjnych S. cerevisiae bez dysmutaz ponadtlenkowych i w szczepie
wyjsciowym dla mutantéw, z pelnym zestawem przeciwutleniaczy enzymatycznych, jak i w
uktadach in vitro — stosujac metody spektrofotometrycznego pomiaru produktéw utleniania
izolowanych z blon drozdzy lipidow oraz chemiluminescencyjnego pomiaru wygaszania
rodnikow peroksylowych, pochodzacych z utleniacza chemicznego.

Obecnie dostepne metody stosowane w pomiarach aktywnosci przeciwutleniajacej lub
pomiaru ilosci reaktywnych form tlenu w zywych komorkach czesto nie odzwierciedlaja
prawdziwego stanu i procesoOw [Bartosz 2006]. Ponadto do$¢ trudno jest porownywac procesy
zachodzace w komorkach z tymi, przebiegajacymi podczas reakcji chemicznych w
probowkach, gdyz czgsto sg one nieadekwatne do siebie. Badajac aktywno$¢ naturalnych
przeciwutleniaczy, stwierdzono, ze przy odpowiednio wysokim stezeniu [3-karoten powoduje
utlenienie lipidow [Lukaszewicz i wsp. 2004]. Prooksydacyjne dziatanie zauwazono rowniez
w przypadku nitroksydu Tempo, uwazanego za przeciwutleniacz [Balcerzyk i wsp. 2004]. Z
tych powyzszych powodow wydaje si¢ wazne okre$lenie aktywnego, lecz niewywolujacego

utlenienia, st¢zenia przeciwutleniacza, zarbwno w uktadach z zywymi komoérkami, jak i z np.



lipidami. Takie badania pozwalaja na odpowiednie zastosowanie aplikacyjne

przeciwutleniaczy np. w przemysle spozywczym, czy kosmetycznym.

4.2 Zalozone cele:

1.  Synteza zwigzkow przeciwutleniajacych typu N-tlenkow i1 fenolowych
[Krasowska A., i wsp., 1999, Folia Microbiol., Krasowska A. i wsp., 2006, Folia
Microbiol. 51]

2.  Konstrukcja mutantow delecyjnych Saccharomyces cerevisiae z delecjami w
genach kodujacych dysmutazy ponadtlenkowe i katalazg
[Krasowska A. i wsp., 2003, Folia Microbiol. 48]

3. Przebadanie wplywu zsyntetyzowanych przeciwutleniaczy na przezywalno$é
mutantéw S. cerevisiae
[Krasowska A. i wsp., 1999, Folia Microbiol. 44; Krasowska A. i wsp., 2003, Folia
Microbiol. 48; Krasowska A. i wsp., 2006, Folia Microbiol. 51; Krasowska A. i
wsp., 2007, Folia Microbiol. 52; Krasowska A. i Sigler K., 2007, Folia Microbiol.
52]

4.  Okreslenie stopnia ochrony komorek S. cerevisiae przez badane przeciwutleniacze
przed dzialaniem hydrofilowych i amfifilowych utleniaczy
[Krasowska A. i wsp., 1999, Folia Microbiol. 44; Krasowska A. i wsp., 2003, Folia
Microbiol. 48; Krasowska A. i wsp., 2006, Folia Microbiol. 51; Krasowska A. i
wsp., 2007, Folia Microbiol. 52; Krasowska A. and Sigler K., 2007, Folia
Microbiol. 52]

5. Oznaczenie stopnia dobudowywania si¢ testowanych zwigzkéw do bton
liposomowych
[Krasowska A. i wsp., 2001, Z. Naturforsch. C 56c, Krasowska A. i Sigler K., 2007,
Folia Microbiol. 52]

6. Zbadanie aktywnosci przeciwutleniajacej badanych zwigzkéw mierzona w testach
prowadzonych na lipidach wyizolowanych z plazmalemy drozdzy i metoda
chemiluminescencyjng na rodnikach peroksylowych

[Krasowska A. i wsp., 2001, Cell. Mol. Biol. Lett. 6; Krasowska A. i wsp., 2001, Z.
Naturforsch. C 56¢; Krasowska A. i wsp., 2002, Folia Microbiol. 47; Krasowska
A. 1 wsp., 2007, Folia Microbiol. 52; Krasowska A. i Sigler K., 2007, Folia
Microbiol. 52]

4.3 Przygotowanie materialéw i metod
4.3.1 Przeciwutleniacze fenolowe
Fenolowe antyoksydanty, oznaczone symbolami PYA-n, PYE-n oraz PPA-n (gdzie n

oznacza liczb¢ atomow wegla w tancuchu alkilowym) zostaly zsyntetyzowane poprzez
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czwartorzgdowanie  pirolidynoetylowych estrow  kwasu  3-(3,5-di-tert-butylo-4-
hydroksyfenylo)propionowego 1-bromoalkanami (PYA-n), lub eterami
alkilochlorometylowymi (PYE-n). Zwiazki oznaczone jako PPA-n zsyntetyzowano przez
czwartorz¢gdowanie estrow 2-(dimetyloamino)etylowych kwasu 3-(3,5-di-tert-butylo-4-

hydroksyfenylo)propionowego 1-bromoalkanami [Rys. 1].

PYA-n
PYEn
OH
L OH /
Br- <
(ol
C2H4COOCZH4N‘ *
C,H,CO0C,H,N"
CnHan1
PPA-n CH20CrHzns
OH
/\ Br -
_ CHs
C,H,COOC,H,N*— CH3
CnH2n+1
n=12,16 n=12,16 n=12,16

Rys. 1. Struktury fenolowych przeciwutleniaczy PYA-n, PYE-n oraz PPA-n

Do syntezy powyzszych struktur przeciwutleniaczy zostaty uzyte tatwo dostepne i
tanie potprodukty, co ma znaczenie w razie zastosowania aplikacyjnego i ich wytwarzania na
skalg przemystowa.

Badania toksykologiczne wobec szczuréow 1 krolikow, wykazaty niska toksycznosé¢
wybranego przeciwutleniacza (PPA, 16): LD50 dla zwigzku podawanego doustnie szczurom
wynosito 1722 mg/kg ciata, a aplikowane podskérnie okoto 2000 mg/kg [Raport
Toksykologiczny 2000].

4.3.2 Przeciwutleniacze N-tlenkowe
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Druga grupa przeciwutleniaczy, obejmowata N-tlenki amin trzeciorzedowych z grupy mono- i
diamidoamin, zawierajacych jeden tancuch weglowodorowy oraz jedna lub dwie polarne
grupy N-tlenkowe. Ogdlne struktury chemiczne N-tlenkow przedstawione zostaly na Rys. 2.
Zwigzki oznaczono symbolami EDA-n(O), PDA-n(O) dla mono-N-tlenkow oraz MEDA-n(O)
i MPDA-n(O) dla di-N-tlenkow.

N-tlenki otrzymano w wyniku reakcji utleniania odpowiednich mono- i diamidoamin.
Do wytwarzania w skali laboratoryjnej indywidualnych zwigzkéw typu mono- i diamidoamin
zastosowano ogolnie dostepne pochodne kwaséw ttuszczowych (zwtaszcza chlorki kwasowe),
1-chlorowcoalkany, diester etylowy kwasu malonowego i diaminy:  N,N-
dimetyloetylenodiaming oraz N,N-dimetylo-1,3-propanodiaming.

N-tlenki amidoamin z jednym tancuchem wegglowodorowym i jednym ugrupowaniem
N-tlenkowym (EDA-n(O) oraz PDA-n(O)), otrzymywano w reakcji chlorku kwasowego z
diaming H,N(CH2),N(CH3), (n=2 lub 3), a powstate amidoaminy utleniano do odpowiednich
N-tlenkow powszechnie stosowanym czynnikiem utleniajacym — wodnym roztworem

nadtlenku wodoru.

Synteza diamidoamin, zawierajacych dwa ugrupowania N-tlenkowe polegata na reakc;ji
odpowiednich 1-bromoalkanéw z diestrem etylowym kwasu malonowego do diestrow
etylowych kwasu 2-alkilomalonowego, a nastepnie reakcji diestrow odpowiednig diaming.
Produkty byly nastepnie utleniane nadtlenkiem wodoru do odpowiednich di-N-tlenkow
oznaczonych symbolami MEDA-n(O) oraz MPDA-n(O).

O O 0 O

I } I }
R-CNHCH,CH,N(CH,), R-CNHCH,CH,CH,N(CH),
EDA-n (O) PDA-n (O)

R=CyHom+1, m=11,13,n=m +1

0] 0]
0O O
I } [ }
_ CNH(CH,),N(CHs), . CNH(CHy)3N(CHj3),
R-CH R-CH
\(||3NH(CH2)2N(CH3)2 \CHZNH(CHz)sN(CHg)z
0] 0]
(@] (@]
MEDA-n (O) MPDA-n (O)
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R = CnH2n+1, n= 12, 14

Rys. 2. Struktury chemiczne N-tlenkowych przeciwutleniaczy, monoamidoamin EDA-n(O),
PDA-n(O) oraz diamidoamin MEDA-n(O) i MPDA-n(O).

N-tlenki amin sg powszechnie znane jako niskotoksyczne zwigzki, ktore posiadaja
wiasciwosci bakteriobojcze 1 dlatego znajduja zastosowanie w przemysle kosmetycznym
[Beilfuss 1 wsp. US Patent 2011]. Zwigzki wybrane do niniejszych badan okazaty si¢ mato
toksyczne dla S. cerevisiae, a wybrany di-N-tlenek MEDA-n(O) okazat si¢ nisko- lub
umiarkowanie toksyczny dla szczuréw i krolikow. LD50 dla zwigzku podawanego doustnie
szczurom bylo na poziomie 1000 mg./kg masy ciala. Natomiast, kiedy zwigzek podawano
podskoérnie, LD50 wynosito 2000 mg./kg. Ponadto zwigzek $rednio draznit lub nie draznit
skory krolikéw [Raport Toksykologiczny 2006].

4.3.3 Mutanty Saccharomyces cerevisiae z delecjami genow kodujacych dysmutazy
ponadtlenkowe

Mutanty delecyjne gendéw kodujacych biatka Sodl i Sod2 charakteryzuja rozne
fenotypy, co sugeruje nieco odmienne funkcje obu tych enzyméw w komorkach drozdzy.
Charakterystyczne fenotypy dla mutantow Asodl, wskazujg na istotng role Sodl w obronie
komorek przed szkodliwym dziataniem reaktywnych form tlenu (RFT) [Kosman i wsp. 1992].
Mutanty A4sodl sg wrazliwe juz na atmosferyczne st¢zenie tlenu (20% O,), podczas gdy
A4s0d2 nie wykazujg takiej cechy. Zarowno szczep Asodl jak i A4s0d2 oraz szczep pozbawiony
obu genow nie wykazuja wzrostu podczas hodowli w warunkach hiperoksji (100% O,)
[Culotta i wsp. 2002]. Szczepy z delecjami genéw SOD charakteryzuja si¢ roéwniez
wrazliwos$cig na parakwat oraz oksytetracykling, co potwierdza udzial tych zwigzkéw w
tworzeniu wolnych rodnikow [Culotta i wsp. 2002]. Parakwat to herbicyd redukowany w
komorkach przez enzymy zalezne od NADH. Produkt tej reakcji — kationorodnik parakwatu
(PQ™) reaguje =z czasteczkami tlenu, powodujac wytwarzanie anionorodnika

ponadtlenkowego [Kosman i wsp. 1992]. Parakwat powoduje takze uwalnianie Zelaza z
biatek. Z kolei uwolnione jony zelaza katalizujg wytwarzanie H,O, i OH" W reakcjach Haber

— Weiss i Fentona [Slekar i wsp. 1996]. Szczep pozbawiony dysmutazy jest bardziej oporny
na dzialanie parakwatu podczas wzrostu na podtozu zawierajacym 2% glukozeg, natomiast
cechuje si¢ wysoka wrazliwos$cig na ten zwigzek w czasie wzrostu na podlozu zawierajacym
niefermentowalne Zrédto wegla, jakim jest: etanol czy glicerol [Culotta i wsp. 2002]. Delecja

genu SOD1 w komorkach Saccharomyces cerevisiae prowadzi do zahamowania biosyntezy
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lizyny i metioniny w warunkach tlenowych [Kosman i wsp. 1992]. Mutanty Asod2 nie
wykazuja tego fenotypu.

Mutanty bez obydwu dysmutaz wykazuja rowniez znaczny spadek przezywalnosci w
fazie stacjonarnej cyklu komodrkowego, zwlaszcza na podlozach minimalnych. Sg bardzo
wrazliwe na stres zwigzany z zamrazaniem i odmrazaniem [Barker i wsp. 1999]. Z tego
powodu praca z tymi szczepami jest bardzo trudna.

Mutanty delecyjne S. cerevisiae z delecjami gendéw kodujacych dysmutazy
ponadtlenkowe, oznaczone jako szczepy JS-C50 (delecja genu SOD1), JS-C55 (delecja
SOD2) oraz JS-C128 (delecja SOD1 i SOD2) zostaly otrzymane przez delecje genow
kodujacych dysmutazy przy zastosowaniu metody short flanking homology [Wach i wsp.
1998] przez zastapienie tych genow markerem 14pe-kanMX-loxP [Guldener i wsp. 1996], a
nastepnie usuni¢ciu markera. Uzyto starterow SODIKAN oraz SOD2KAN [Krasowska i
wsp. 2003]. Szczepem wyjsciowym byt S. cerevisiae US50-18c [Balzi i wsp. 1987].

4.4 Wyniki

441 Wplyw badanych zwiazkéow amfifilowych na wzrost drozdzy piekarniczych
Saccharomyces cerevisiae oraz mutantow drozdzowych z delecjami genow kodujacych
dysmutazy ponadtlenkowe

Jedna z wazniejszych wlasciwosci zwiazkow, ktoére moglyby mie¢ zastosowanie w
produktach, z ktérymi ludzie maja bezposredni kontakt, jest ich nietoksycznos¢. Fenolowe,
syntetyczne antyoksydanty takie jak butylhydroksyluen (BHT) czy butylhydroksyanizol
(BHA), stosowane do ochrony $rodkow spozywczych, w pewnych warunkach okazaly sie
rakotworcze lub toksyczne [Clayson i wsp. 1990]. Z drugiej strony, naturalnego pochodzenia
flawonoidy, reagujac z enzymami metabolizujacymi leki, wywolywaly apoptoz¢ [Galati 1
O’Brien 2004]. N-tlenki znane s3 powszechnie ze swojej niskiej toksycznosci, stad ich
zastosowanie jako komponentéw kosmetykow, np. szamponow lub jako detergentow, a

doniesienia literaturowe moéwia o zastosowaniu N-tlenkow jako lekéw bioredukujacych
[McKeown i wsp. 2007].

Pierwsze badania nad toksyczno$cig zwigzkéw, skupity si¢ na okreslaniu stopnia
przezywalnosci jednokomoérkowego organizmu eukariotycznego Saccharomyces cerevisiae w
ich obecnosci. Dwa szczepy S. cerevisiae z pelnym zestawem enzymatycznych
przeciwutleniaczy: SP4 (MATa, leu, arg) [Bilinski i wsp. 1979] oraz US 50-18c (MATa,
PDR1-3, ura3, hisl) [Balzi i wsp. 1987] nie rdznily si¢ migdzy sobg wrazliwos$cig na badane
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zwigzki, co wskazywalo, ze mutacja w genie kodujgcym czynnik transkrypcyjny PDR1 w
szczepie S. cerevisiae US50-18c nie powoduje istotnych réznic w przezywalnoSci w
obecnosci fenolowych lub N-tlenkowych przeciwutleniaczy. Dostrzezono natomiast roznice w
poziomie toksyczno$ci miedzy dwiema grupami przeciwutleniaczy. N-tlenki byly w
trzykrotnie wyzszym st¢zeniu mniej toksyczne niz zwigzki fenolowe. Zwiazki o tancuchach
weglowodorowych krétszych, byly mniej toksyczne niz te o tancuchach dtuzszych, a grupa
oznaczona symbolem MPDA byta nietoksyczna, a nawet lekko stymulowata wzrost drozdzy

[Krasowska i Sigler 2007].

Drozdzowe mutanty delecyjne w genach kodujacych dysmutazy ponadtlenkowe, byty
niewrazliwe lub mato wrazliwe na toksyczne dziatanie stezenia 30 umol/L przeciwutleniaczy
N-tlenkowych z jedng grupga N=0O (oznaczonych symbolami PDA i EDA), jak i z dwiema
grupami N=0 (MEDA i MPDA), jedynie szczep JS-C128 wykazywal wrazliwo$¢ na
zwigzek MPDA-14 (jego przezywalno$¢ wynosita 33%) [Krasowska i wsp. 2006, 2007]. W
przypadku fenolowych przeciwutleniaczy, zwigzki PYA i PPA okazaly si¢ mniej toksyczne
niz PYE, lecz, jak w przypadku szczepdéw z obecnymi dysmutazami ponadtlenkowymi, byty
bardziej toksyczne niz N-tlenki w stezeniu 3 razy nizszym [Krasowska i wsp. 1999, 2006,
Krasowska i Sigler 2007].

4.4.2 Ochrona komorek S. cerevisiae przez badane przeciwutleniacze przed dzialaniem
hydrofilowych i amfifilowych utleniaczy

W celu sprawdzenia czy amfifilowy charakter testowanych przeciwutleniaczy
umozliwi im dziatanie ochronne przed utleniaczami chemicznymi o r6znej hydrofobowosci,
zastosowano utlenianie komoérek drozdzy amfifilowym wodoronadtlenkiem tert-butylowym
(TBHP) oraz hydrofilowym parakwatem. TBHP powodowal silny toksyczny efekt w
stezeniach powyzej 10 umol/L, a mutanty delecyjne bylty bardziej wrazliwe na ten chemiczny
utleniacz niz szczepy posiadajace dysmutazy ponadtlenkowe [Krasowska i wsp. 1999,
Krasowska i Sigler 2007]. Obserwowano roéwniez zroznicowanie we wrazliwosci, w
zaleznosci od rodzaju usunigte] dysmutazy. Najbardziej wrazliwy okazal si¢ szczep bez
obydwu dysmutaz (JS-C128), a szczep bez cytoplazmatycznej dysmutazy byt bardziej
wrazliwy niz ten bez mitochondrialnej dysmutazy [Krasowska i wsp. 2006, Krasowska i
Sigler 2007]. Podobne zalezno$ci obserwowano po potraktowaniu komorek parakwatem, ale
ten utleniacz byt mniej toksyczny niz TBHP [Krasowska i wsp. 2006, Krasowska i Sigler

2007]. Mozna wnioskowac, ze stosowane z zewnatrz chemiczne utleniacze wzmagajg przede
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wszystkim procesy wolnorodnikowe, przebiegajace w cytoplazmie, kiedy nie ma w niej
dysmutazy ponadtlenkowej. Wzmozenie stresu oksydacyjnego przez utlenienie lipidow w
plazmalemie rowniez wptywa przede wszystkim na poziom utleniania w cytoplazmie. Wydaje
si¢, ze na drugim miejscu, jesli chodzi o szkody wywotane utlenianiem, znajduje si¢
nagromadzenie anionorodnika ponadtlenkowego w mitochondriach, gdy brak tam dysmutazy
mitochondrialne;j.

Pomimo, ze fenolowe przeciwutleniacze byty bardziej toksyczne dla komorek drozdzy
niz N-tlenki, to jednak chronity komoérki drozdzy przed stresem oksydacyjnym, wywotanym
przez chemiczne utleniacze lepiej, nawet w trzykrotnie nizszym stezeniu [ Krasowska i Sigler
2007]. Wyjatkiem byt mutant bez dysmutazy mitochondrialnej, poddany dziataniu parakwatu,
gdzie N-tlenki wykazywaly wigkszy efekt ochronny.

4.4.3 Dobudowywanie si¢ testowanych zwigzkow do blon liposomowych

Sprawdzono zdolno$¢ do dobudowywania si¢ testowanych przeciwutleniaczy do bton
liposomow, zbudowanych miedzy innymi z lipidow wyizolowanych z plazmalemy drozdzy —
szczepu wyjsciowego jak 1 z mutantoéw delecyjnych. Zaréwno zwigzki fenolowe, jaki N-
tlenkowe dobudowywaty sie do liposomow [Krasowska i wsp. 2001b, 2006]. W prawie
wszystkich przypadkach, zwigzki z dluzszymi tancuchami alkilowymi dobudowywaly si¢
glebiej, niz te z krotszymi tancuchami, co bylo zgodne z zatozeniami. Nie zauwazono
dobudowywania si¢ do liposomow grupy zwigzkéw PYA [Krasowska i wsp. 2001]. Di-N-
tlenki dobudowywaty si¢ do liposomow gorzej niz mono-N-tlenki, prawdopodobnie z powodu
swojej bardziej rozbudowanej struktury chemicznej [Rys. 2]. Zauwazono rdéznice w
dobudowywaniu si¢ zwigzkow do liposomoéw z lipidami z réznych szczepow. Najszybciej
zwigzki dobudowywaty si¢ do liposoméw zbudowanych z lipidow ze szczepu bez obydwu
dysmutaz. Analiza kwasow ttuszczowych obecnych w plazmalemie mutantow delecyjnych
wykazata obecnos¢ wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, zarowno w drozdzach z
dysmutazami ponadtlenkowymi [Krasowska i wsp. 2002], jak i w mutantach delecyjnych i
byta ona najwyzsza w plazmalemie drozdzy bez obydwu dysmutaz [ Krasowska i wsp. 2006].
Obecnos¢ wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w plazmalemie drozdzy spowodowana
jest prawdopodobnie pochfanianiem ich z podloza pelnego (YEPD), na ktorym byly
hodowane szczepy. Powyzsza obserwacja jest nowoscig w badaniach nad sktadem kwasow
tluszczowych u S. cerevisiae, a zalezno$¢ od delecji w dysmutazach nie byta opisania do

czasoOw opublikowania jej przez autorow [Krasowska i wsp. 2006]. Obecnosé¢
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wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w btonach zwigksza ich pltynnos¢, stad by¢ moze

tatwiejsze dobudowywanie si¢ do takich bton zwigzkéw amfifilowych.

4.4.4 Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca badanych zwigzkéw mierzona in vitro

Réwnoczesnie z badaniami nad przezywalnoscig komorek drozdzowych w warunkach
wzmozonego stresu oksydacyjnego 1 niwelowaniem tego stresu przez syntetyczne
przeciwutleniacze, prowadzono badania nad utlenianiem lipidow wyizolowanych z
plazmalemy drozdzy. W celu sprawdzenia, czy lipidy wyizolowane z drozdzy podlegaja
peroksydacji po utlenieniu réznymi chemicznymi prooksydantami i induktorami utlenienia,
dokonywano spektrofotometrycznych pomiardéw pierwszych produktéw peroksydacji lipidow,
czyli skoniugowanych dienéw, jak i ostatecznych produktow — TBRSow (produktow rozpadu
kwasow tluszczowych reagujacych z kwasem tiobarbiturowym) [Krasowska i wsp. 2000,
2002]. Okazalo sig, ze pomimo braku u S. cerevisiae desaturaz wprowadzajacych w
tancuchach alkilowych kwasow tluszczowych drugie i trzecie wigzanie podwojne, lipidy z S.
cerevisiae ulegaja utlenieniu [Krasowska i1 wsp. 2000, 2002]. Po analizie metoda
chromatografii gazowej stwierdzono obecno$§¢ kwasow wielonienasyconych w blonie
komorkowej drozdzy. Ponadto zauwazono, Zze w zalezno$ci od delecji dysmutaz
ponadtlenkowych, ilo$¢ wielonienasyconych kwasow thuszczowych jest r6zna i w zwiazku z
tym natg¢zenie procesu utleniania roéwniez zalezy od rodzaju mutanta delecyjnego, z ktérego
wyizolowano lipidy [Krasowska i wsp. 2006]. W odrdznieniu od wynikoéw uzyskiwanych w
badaniach na komoérkach, N-tlenki okazaly si¢ bardziej aktywnymi przeciwutleniaczami niz
zwigzki fenolowe w hamowaniu peroksydacji lipidéw, wywotywanej przez TBHP
[Krasowska i Sigler 2007].

Okres$lono takze aktywno$¢ przeciwutleniajacg badanych zwigzkow w uktadzie czysto
chemicznym. Opracowano metode, ktora opiera si¢ na reakcji z wolnymi rodnikami, w
wyniku ktorej mozna mierzy¢ luminescencje. Staly poziom wolnych rodnikow generowany
jest przez 2,2°-Azobis-metyloamidynopropanonu (AAPH). W temperaturze pokojowej AAPH
jest procesem stabilnym, a generowanie wolnych rodnikéw peroksylowych przebiega na
jednym poziomie. Kiedy do mieszaniny reakcyjnej dodawana jest substancja wytapujaca
wolne rodniki (przeciwutleniacz), zmniejsza si¢ poziom luminescencji. Pomiary
zahamowania luminescencji odzwierciedlaja potencjal przeciwutleniajacy testowanych
zwigzkow [Krasowska i wsp. 2000]. Wyniki badan wskazywaly na nizszg aktywno$¢ N-
tlenk6éw niz przeciwutleniaczy fenolowych, z wyjatkiem zwigzkéw oznaczonych MEDA o 12

1 14 atomach wegla w tancuchach alkilowych. Te przeciwutleniacze mialy aktywnos$¢
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podobng do zwigzkéw fenolowych lub nawet byly bardziej aktywne [Krasowska i wsp.
2001, Krasowska i Sigler 2007].

4.5 Podsumowanie osiagnietych wynikow
W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze:

e Przeciwutleniacze N-tlenkowe wykazywaly si¢ mniejsza toksyczno$cig w stosunku do
komorek Saccharomyces cerevisiae niz przeciwutleniacze fenolowe, nawet w trzykrotnie
wyzszym stezeniu. Zalezno$¢ ta utrzymywala si¢ takze w stosunku do drozdzowych
mutantow delecyjnych w dysmutazach ponadtlenkowych.

e Obydwa rodzaje przeciwutleniaczy okazaty si¢ aktywne przeciw rodnikom tworzacym si¢
w trakcie peroksydacji lipidow (pod wptywem TBHP), jak i przeciw anionorodnikowi
ponadtlenkowemu, (indukowanemu przez parakwat).

e W testowanych stezeniach, prawie we wszystkich przypadkach, przeciwutleniacze
fenolowe chronity komorki drozdzowe przed stresem oksydacyjnym, wywotanym przez
parakwat i TBHP lepiej niz N-tlenki.

e Zgodnie =z zalozeniami, zwigzki z dluzszymi fancuchami weglowodorowymi,
dobudowywaty sie¢ glebiej w dwuwarstwe liposomowa, niz zwigzki o *lancuchach
krotszych. Generalnie, zwigzki, ktore dobudowywaly si¢ glebiej, byly rowniez bardziej
toksyczne dla komorek drozdzy niz te, ktoére znajdowaly si¢ blizej powierzchni blony.
Efekt toksycznosci byt prawdopodobnie wywotywany przez zaktocenie struktury blon
przez znajdujace si¢ w niej zwigzki.

e W uktadzie z lipidami, ktoérych peroksydacja byta indukowana TBHP, zaobserwowano
lepsza przeciwutleniajacg ochrone w obecnosci N-tlenkow niz zwigzkéw fenolowych przy
zastosowaniu tych samych st¢zen obydwu grup przeciwutleniaczy. Bioragc pod uwage
nizsza toksyczno$¢ N-tlenkow, do zastosowania w przemysle spozywczym, preferowane
powinny by¢ N-tlenki.

e W przypadku niwelowania rodnikéw peroksylowych, indukowanych przez azowy
utleniacz AAPH w testach pomiarow chemiluminescencji, oprocz jednej grupy
przeciwutleniaczy N-tlenkowych (MEDA-n), pozostale N-tlenki wykazaly nizsza
aktywnos$¢ niz zwigzki fenolowe.

e Okazalo sie, ze aktywnoS$¢ przeciwutleniajagca zalezy nie tylko od rodzaju
przeciwutleniacza czy stosowanego rodzaju stresu oksydacyjnego, ale takze od warunkow

oraz metod przy pomocy ktérych przeprowadzono doswiadczenia.
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4.6 Ewentualne zastosowanie

Przeprowadzone badania mialy charakter poznawczy, polegajacy na poszukiwaniu
relacji pomigdzy strukturg chemiczng indywidualnych zwigzkow a okre§lonym typem
wiasciwosci. Docelowo przewidziane sg zastosowania przemystowe. Opatentowano struktury
chemiczne badanych zwigzkéw [zgloszenia patentowe P-361368 oraz P-361369 z dnia
21.07.2003], zwiazki fenolowe opatentowano jako $rodki do ochrony tluszczow przed
oksydacyjng destrukcja [patent nr PL 338760 z dnia 10.09.2001]. Obecnie prowadzone sa
badania z wykorzystaniem do syntezy przemystowych surowcow technicznych (olejow
ro$linnych, przemystowo dostgpnych frakcji estréw naturalnych kwasow thuszczowych), co
pozwoli na wytwarzanie produktow o optymalnych wiasciwosciach w skali wiekszej niz
laboratoryjna i zastosowanie wybranych, przebadanych w laboratorium przeciwutleniaczy w

przemysle.
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Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych (artystycznych)

5.1 Zwalczanie opornosci na terapi¢ U mikroorganizméw

5.1.1 Aktywnos¢ transporterow ABC u Saccharomyces cerevisiae

1.

Bartosiewicz D., Krasowska A., Kozubek A., Wphw semisyntetycznych pochodnych
kardanolu na aktywnos¢ wybranych transporterow btonowych u Saccharomyces
cerevisiae, (2008), Monografia wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu 129-132, ISBN 978-83-926758-0-8

Bartosiewicz D., Krasowska A., Inhibitors of ABC transporters and biophysical
methods of study their activity, (2009), Z. Naturforschung C. 64, 454-458

Krasowska A., Lukaszewicz M., Bartosiewicz D., Sigler K., Cell ATP level of
Saccharomyces cerevisiae sensitively responds to culture growth and drug-inflicted
variations in membrane integrity and PDR pump activity, (2010), Biochem. Biophys.
Res. Commun. 395, 51-55

5.1.2 Izolacja, charakterystyka wiasciwosci przeciwgrzybicznych oraz oznaczenie
struktury czynnika wydzielanego przez Saccharomyces boulardii

Krasowska A., Murzyn A., Dyjankiewicz A., Lukaszewicz M., Dziadkowiec D., The
antagonistic effect of Saccharomyces boulardii on Candida albicans growth,
filamentation, adhesion and biofilm formation, (2009), FEMS Yeast Research, 9,
1312-1321

Murzyn A., Krasowska A., Augustyniak D., Majkowska-Skrobek G., Lukaszewicz
M., Dziadkowiec D., The effect of Saccharomyces boulardii cells and compounds
secreted by S. boulardii on Candida albicans adhesion to intestinal epithelial-like
Caco-2 cells and cytokine response of Caco-2 cells, (2010), FEMS Microbiol Lett,
310, 17-23

Murzyn A., Krasowska A., Dziadkowiec D., Stefanowicz P., Lukaszewicz M., Capric
acid secreted by S. boulardii inhibited C. albicans filamentous growth, adhesion and
biofilm formation, (2010), PloS One, 10, 5(8): e12050

5.1.3 lzolacja, oznaczenie struktury i wlkasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

biosurfaktantu wydzielanego przez Pseudomonas fluorescens BD1

1. Janek T., Lukaszewicz M., Rezanka T., Krasowska A., Isolation and characterization

of two new lipopeptide biosurfactants produced by Pseudomonas fluorescens BD5
isolated from water from the Arctic Archipelago of Svalbard, (2010), Bioresource
Technology, 101, 6118-6123

Krasowska A., Biomedyczna aktywnos¢ biosurfaktantow, (2010), Postgpy Higieny i
Medycyny Eksperymentalnej, 64, 310-313

23



Krasowska A., Lukaszewicz M., [zolacja, identyfikacja oraz aktywnos¢é
proteolityczna i lipolityczna mikroorganizmow arktycznych, (2011), Acta Scientarium
Polonorum Biotechnologia, 10, 3-12

. Janek T., Lukaszewicz M., Krasowska A., Antiadhesive activity of pseudofactin-

biosurfactant secreted by arctic bacteria Pseudomonas fluorescens BD5, (2012),
BMC Microbiology, DOI: 10.1186/1471-2180-12-24

. Janek T., Krasowska A., Radwanska A. Lukaszewicz M., Lipopeptide biosurfactant

pseudofactin Il induced apoptosis of melanoma A 375 cells by specific interaction with
the plasma membrane, (2013) Plos ONE, 8(3) doi:10.1371/journal.pone.0057991

Krasowska A. — kierownik grantu Narodowego Centrum Nauki nr N N302 640940,
pt.  ,,Biomedyczne  zastosowania  biosurfaktantow  syntetyzowanych  przez
mikroorganizmy pochodzenia arktycznego” (2011-2013)

5.1.4 Surfaktanty lizosomotropowe oraz wybrane, komercyjne zwiazki powierzchniowo
czynne jako zwiazKki przeciwdrobnoustrojowe

1.

Lachowicz T.M., Witek S., Luczynski J., Witkowska R., Balakuszew (Krasowska)
A., Kleszczynska H., Kral T., Kuczera J., Przestalski S., Aminoethyl esters of fatty
acids as model lysosomotropic substances, (1996), Folia Microbiol. 41, 102-105

Lachowicz T.M., Krasowska A., Luczynski J., Witek S., Plasma membrane
H*ATPase activity in wilde type and mutants of yeast Saccharomyces cerevisiae
treated by some lysosomotropic drugs, (1998), Folia Microbiol. 43, 203-205

Luczynski J., Krasowska A., Struktura a aktywnosé¢ biologiczna lizosomotropowych
amino estrow, (2002), Prace naukowe Instytutu Technologii Organicznej i Tworzyw
Sztucznych Politechniki Wroctawskiej, 51, 13-18

Krasowska A., Chmielewska L., Luczynski J., Witek S., Sigler K., Dual mechanism
of the antifungal effect of new lysosomotropic agents on Saccharomyces cerevisiae
RXII strain, (2003), Cell. Mol. Biol. Lett. 8, 111-120

Krasowska A., Chmielewska L., Adamski R., Luczynski J., Witek S., Sigler K., The
sensitivity of yeast and yeast-like cells to new lysosomotropic agents, (2004), Cell.
Mol. Biol. Lett. 9, 675 — 683

Obtgk E., Krasowska A., Biologiczna aktywnos¢ zwigzkow lizosomotropowych,
(2010), Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej 64, 459-456

Obtak E., Krasowska A., Influence of organic nitrogen drugs on bacterial, fungal and
melanoma cells, (2010), Adv. Clin. Exp. Med. 19, 65-75

Krasowska A., Biegalska A., Lukaszewicz M., Comparison of antimicrobial activity
of three commercial used quaternary ammonium surfactants, (2012), Sepsis, in press

24



5.1.1 Aktywnos¢ transporteréw ABC u Saccharomyces cerevisiae

Drozdze Saccharomyces cerevisiae sg uwazane za podstawowe mikroorganizmy
eukariotyczne, stuzagce czegsto w badaniach za odpowiednik komoérek ludzkich. Duzy problem
stanowi obecnie wielolekowa oporno$¢ wystepujaca zarowno u drobnoustrojow, jak 1 w
komorkach nowotworowych. Stosowane w terapii leki s3 wypompowywane poza komorke
przez transportery ABC, przy uzyciu energii uzyskanej w trakcie hydrolizy ATP.

Drozdze Saccharomyces cerevisiae, byty pierwszymi organizmami eukariotycznymi, dla
ktérych w 1996 roku w pelni okreslono sekwencje genomu, ujawniajagc w nim istnienie 30
bialek nalezacych do rodziny transporterow ABC. Transportery ABC u S. cerevisiae
pogrupowane sg w odrgbnych pie¢ klas, reprezentowanych przez nastepujace podrodziny:
PDR (pleiotropic drug resistance), MRP (multidrug resitance —associated protein), MDR
(multidrug resistance), ALDp (adrenoleukodystrophy protein) i YEF3/RLI [1,2,3-5]. Biatka
PDR (pleiotropic drug resistance) tworzace u drozdzy zlozona sie¢ regulatorow
transkrypcyjnych, kontrolujacych ekspresje okreslonych pomp ABC, sa analogami ssaczych
bialek MDR odpowiadajacych m. in. za zjawisko opornosci wielolekowej [4]. Znanych jest
co najmniej pi¢¢ zlokalizowanych w btonie S. cerevisiae transporterow ABC powigzanych z
fenotypem PDR. Sg to Pdr5p, Pdr12p, Snq2, Yorlp oraz Ycflp [6,7].

Badania nad inhibitorami transporterow ABC sa prowadzone od ponad dwoch dekad [8].

W jednym z rozdziatdw monografii wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu [Bartosiewicz, Krasowska, Kozubek 2008] opisano hamujacy wplyw szeregu
semisyntetycznych pochodnych kardanolu na aktywno$¢ transporterow ABC u S. cerevisiae.
W publikacji [Bartosiewicz i Krasowska 2009] zostaly przedstawione biofizyczne metody
okreslania aktywnosci transporterow ABC oraz poznane ich inhibitory.

W pracy Krasowska i1 wsp. (2010) autorzy stwierdzili, zZe poziom
wewnatrzkomoérkowego ATP u S. cerevisiae jest odwrotnie proporcjonalny do aktywnos$ci
metabolizmu w réznych fazach wzrostu. W czasie logarytmicznej fazy wzrostu wykryto niski
poziom ATP, ktéry nastepnie gwattownie ro$nie w fazie diauksji, nadal ro$nie w fazie post
diauksji 1 stabilizuje si¢ w fazie stacjonarnej. Wydaje si¢, ze transporter PDR zuzywa
najwiece] energii wsrod wszystkich transporterow ABC. Zaobserwowano, ze pod wptywem
FK506, inhibitora pompy Pdr5p oraz zwigzku 23.1 — semisyntetycznej pochodnej lipidu
fenolowego rosnie poziom ATP w komorkach. Najbardziej poziom ATP wzrastal w
komorkach szczepow z nadprodukcja pomp Pdr5p i Sng2p kiedy potraktowano je zwigzkiem

23.1. Pomiary roznic w poziomie ATP w komorkach, spowodowane przez rdzne inhibitory

25



moga wskazywac¢ na mozliwos¢ wdrozenia w praktyke laboratoryjng nowej metody pomiaru
aktywnosci transporterow ABC, jak i testowania nowych, potencjalnych inhibitorow pomp
[Krasowska i wsp. 2010].
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aging, (2006), FEBS Lett, 580, 1131-1138
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5.1.2 lzolacja, oznaczenie  struktury oraz  charakterystyka  wlasciwosci
przeciwgrzybicznych czynnika wydzielanego przez Saccharomyces boulardii

Candida albicans jest oportunistycznym patogenem, wywotujacym czesto grzybice
powierzchniowe, bton $luzowych i1 organdéw wewngtrznych, u ludzi z obnizong odpornoscia
organizmu [1]. Zbyt czeste stosowanie przeciwgrzybicznych lekow, takich jak flukonazol,
doprowadzitlo do rosngcej opornosci Candida. Intensywne badania dotyczace zwalczania
grzybic wywolywanych przez C. albicans w duzej czesci skupiaja si¢ nad hamowaniem
aktywnosci transporterow ABC oraz nad zwalczaniem biofilméw. Candida albicans posiada
dwa transportery ABC: Cdrl i Cdr2 oraz transporter MFS (major facilitator superfamily) —

Mdrl. Sg one odpowiedzialne za oporno$¢ grzyba m.in. na zwigzki azolowe [2].
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Inng formg opornosci Candida na s$rodki przeciwgrzybiczne jest tworzenie
wielokomérkowych struktur, zanurzonych w polimerycznej otoczce (matriks), czyli
biofiméw. Biofilmy tworza si¢ zar6wno na syntetycznych jak i naturalnych podtozach [3].

Saccharomyces boulardii to szczep drozdzowy wyizolowany przez Henri Boularda ze
skorki owocow liczi rosngcych w Indonezji [4]. Podczas migracji w uktadzie pokarmowym S.
boulardii wchodzi w interakcje z mikroflorg gospodarza i btong $sluzowa jelit, dzigki czemu
znalazt zastosowanie gtownie w walce z patogenami jelitowymi, takimi jak: Clostridium
difficile [5], Vibrio cholerae [6], Shigella flexneri i Salmonella typhimurium [7] czy
Escherichia coli [8].

Autorzy pracy Krasowska i wsp. (2009) wykazali hamujacy wptyw S. boulardii na
gtowne czynniki wirulencji C. albicans. Obecno$¢ komorek S. boulardii, jak i ekstraktu
zawierajacego zwigzki wydzielane przez ten mikroorganizm, znaczaco redukowaly tworzenie
filamentow przez C. albicans w roéznych warunkach, m. in., podczas inkubacji w podtozu
YPG lub surowicy kroliczej. Obserwowana redukcja tworzenia filamentow w osoczu
kroliczym ma szczegolnie korzystne znaczenie, biorgc pod uwage fakt, iz wraz z krwia
komorki C. albicans moga rozprzestrzenic si¢ do innych narzadow wewnetrznych, powodujac
ich zakazenia.

Wykazano réowniez hamujacy wptyw ekstraktu S. boulardii na adhezje C. albicans do
polistyrenowej powierzchni, zarowno w warunkach tlenowych, jak i z obnizong zawarto$cia
tlenu (warunki mikroaerofilne). Adhezja jest pierwszym etapem tworzenia biofilmu, wigc
zgodnie z zalozeniami, zaobserwowano rowniez wptyw komorek oraz ekstraktu S. boulardii
na rozwoj biofilmu C. albicans. Dodanie S. boulardii spowodowato zaburzenie tworzenia
dwoch rodzajow biofilmow: ztozonego gtownie z komoérek drozdzowych, oraz skladajacego
si¢ zard6wno z komoérek w formie drozdzowej, strzepek, jak i pseudostrzgpek.

Zbadano takze wplyw komorek oraz ekstraktu S. boulardii na adhezje C. albicans do
dwoch ludzkich linii komorek jelita cienkiego (Intestin 407) oraz grubego (Caco-2) [Murzyn,
Krasowska i wsp. 2010]. Zastosowanie komoérek S. boulardii znaczaco obnizyto poziom
adhezji C. albicans do obu linii. W badaniach wykazano, ze nie tylko komoérki S. boulardii,
ale rowniez ekstrakt hamuje adhezj¢ C. albicans do komorek obu linii. Wynik sugeruje, ze
obserwowany efekt nie jest spowodowany przestrzennym zaj¢ciem wolnego miejsca adhezji,
ale skutkiem wydzielania przez komorki S. boulardii nieznanych czynnikow, ktore zaburzaja
adhezj¢ patogena. Przebadano wptyw ekstraktu S. boulardii na ekspresj¢ IL-8, IL-1p oraz IL-
6 — cytokin, glownych mediatoro6w ostrej odpowiedzi zapalnej Caco-2 zainfekowanej C.

albicans. Dodanie ekstraktu S. boulardii do zainfekowanych C. albicans linii Caco-2
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spowodowato zmniejszenie ekspres;ji IL-8, co sugeruje anty-zapalne wiasciwosci S. boulardii
[Murzyn, Krasowska i wsp. 2010]. Niewielki wzrost ekspresji IL-1 i IL-8 przez komorki
Caco-2 w obecnosci ekstraktu S. boulardii moze §wiadczy¢ nie o reakcji zapalnej, ale raczej o
stymulacji mechanizméw obronnych organizmu.

Analiza GC/MS ekstraktu S. boulardii wykazata, ze mikroorganizm ten produkuje
kilkadziesigt r6znych zwiazkoéw [Murzyn, Krasowska i wsp. 2010]. Wsréd nich oznaczono
krotko tancuchowe kwasy tluszczowe: kwas kapronowy (C6:0), kaprylowy (C8:0) i
kaprynowy (C10:0) oraz 2-fenyloetanol. Badania aktywnoS$ci biologicznej oznaczonych
zwigzkoéw wykazaty, ze gtownym czynnikiem odpowiedzialnym za zahamowanie filamentacji
C. albicans jest kwas kaprynowy (C10:0), gdyz jego dziatanie bylo poréwnywalne do efektu
spowodowanego obecnos$cig ekstraktu S. boulardii [Murzyn, Krasowska i wsp. 2010].
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5.1.3 Izolacja, oznaczenie struktury i wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
biosurfaktantu wydzielanego przez Pseudomonas fluorescens BD1.

Surfaktanty (ang. surface active agents), inaczej substancje powierzchniowo czynne,
to zwiazki chemiczne, ktére posiadaja zdolno$¢ do obnizania napigcia powierzchniowego
cieczy, utatwiajac tym samym zdolno$¢ zwilzania powierzchni cial statych przez te ciecze, a
takze umozliwiajace zmieszanie dwoch cieczy, ktére naturalnie tworzg dwie nie ulegajace
zmieszaniu fazy (np. woda i olej).

Mikroorganizmy syntezuja réznorodne biosurfaktanty, ktére mozna podzieli¢ m. in.
pod wzgledem masy czasteczkowej. Do niskoczasteczkowych naleza glikolipidy (zwtaszcza
trehalozolipidy, soforolipidy, ramnolipidy) oraz lipopeptydy takie jak: cykliczne lipopeptydy,
np. surfaktyna oraz polimyksyna. Jeszcze inng grupa zwigzkéw o wiasciwosciach
biosurfaktantow sa cykliczne peptydy, bedace czgsto antybiotykami, takie jak miedzy innymi
gramicydyna. Do wysokoczasteczkowych biosurfaktantow nalezg lipopolisacharydy,
biopolimerowe kompleksy i lipoproteiny takie jak alasan, liposan oraz kompleksy ztoZzone z
tych biopolimerow [1].

Biosurfaktanty stanowia grupe zwigzkow, ktore czgsto wykazujg unikalne
wlasciwosci, przez co mogg znalez¢ liczne zastosowania w medycynie czy przemysle. Od
surfaktantow chemicznych wyrdznia je to, ze najczesciej ulegaja tatwiejszej biodegradacji, co
ma znaczenie w ochronie $rodowiska [2]. Dzieki duzo znaczacym dla przysziego
zastosowania w medycynie wlasciwosci fizykochemicznych, jak zdolno$¢ do permeabilizacji
bton, czgsto biosurfaktanty zabijaja drobnoustroje, ponadto chronig przed ich adhezjg do
réznych powierzchni, przez co zapobiegaja tworzeniu si¢ biofilméw bakteryjnych i1
grzybowych, czy, jak zaobserwowano, moga wywolywa¢ apoptoz¢ w komorkach
nowotworowych. W pracy Krasowska 2010 omoéwiono biomedyczne wlasciwosci
biosurfaktantow.

W  Zakladzie Biotransformacji, @ Wydzialu  Biotechnologii ~ Uniwersytetu
Wroctawskiego z probek gleby i wody przywiezionych ze Spitsbergenu w roku 2005 przez
XVIII ekspedycje polarng wyizolowano szesnascie szczepoéw bakteryjnych. Na podstawie

sekwencjonowania podjednostki 16S rRNA szczepy zidentyfikowano do gatunku. Trzynascie
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szczepOdw okreslono jako Pseudomonas fluorescens, a trzy jako Pseudomonas syringae
[Krasowska i Lukaszewicz 2011]. Oprocz tego, ze szczepy te sa zdolne do wydzielania do
podtoza lipaz i proteaz, stwierdzono, ze niektére z nich syntezujg biosurfaktanty. Analiza
metodami chromatograficznymi pozwolita na opisanie nieznanej do tej pory struktury
biosurfaktantu, nazwanego przez autorow pseudofaktyng [Janek i wsp. Krasowska 2010].

Pseudofaktyna wykazuje aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa, zaro6wno zabijajac
bakterie jak i grzyb Candida albicans, jak i dziatajac przeciwadhezyjnie, i odrywajac
uformowane biofilmy [Janek i wsp. Krasowska 2012].

W ramach grantu z Narodowego Centrum Nauki N N302 640940 (kierownik
Krasowska) prowadzone sa dalsze badania nad wlasciwosSciami proapoptotycznymi
pseudofaktyny oraz nad identyfikacja innych  biosurfaktantow  pochodzenia
mikrobiologicznego.
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5.1.4 Surfaktanty lizosomotropowe oraz wybrane, komercjalne zwiazki powierzchniowo
czynne jako zwiazki przeciwdrobnoustrojowe
Substancje lizosomotropowe to pojecie wprowadzone przez de Duve’a i wsp. [1], do
okreslenia zwigzkow chemicznych, mogacych wnika¢ do komorki 1 gromadzi¢ si¢ w
kompartmentach komorkowych o niskim pH, takich jak lizosomy komorek zwierzecych czy
wakuole komorek roslinnych lub grzybowych. Substancje lizosomotropowe maja bardzo
rozng strukture, a wspolnym jej fragmentem jest atom azotu nadajacy czasteczce stabo
zasadowy charakter [2]. Po osiggnieciu lizosomu, amina wychwytuje proton i przechodzi w
form¢ zwiazku uprotowanego i — jezeli ma odpowiednig struktur¢ — wykazuje wlasciwosci
kationowego surfaktantu oddziatujac na btong lizosomalng (lub wakuolarng) i biatka blonowe.
Jednoczes$nie nastgpuje podniesienie wewnatrzlizosomalnego pH nawet o 1.7 jednostki, co ma
duzy wptyw na procesy transportowe i funkcjonowanie lizosomu [3].
Przebadano szereg aminoestrow lizosomotropowych, w tym chlorowodorek estru 2-
(dimetyloamino)etylowego  kwasu  laurynowego (DM-11). Wykazano aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa wybranych, nowo syntetyzowanych zwigzkow lizosomotropowych

[Lachowicz, Balakuszew (Krasowska) i wsp. 1996]. Wykazano, ze zwigzek ten hamuje
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aktywno$¢ H'-ATPazy blony komorkowej S. cerevisiae in vivo (ryc. 2) i in vitro [Lachowicz,
Krasowska i wsp. 1998].

Badania nad aminoestrami lizosomotropowymi — DM 11, PY 11, PYG 12 i
chlorowodorkiem N,Ndimetyloalaninianu n-dodecylowego (DMAL-12)) wykazatly, ze
zwiazki te w kwasnym pH (uprotonowane) dzialaja hamujaco na H'-ATPaze btony
komorkowej drozdzy. Najaktywniejsze byly zwiazki z 12-weglowym fancuchem alkilowym.
Ponadto wykazano podwojny mechanizm dziatania tych zwigzkéw. Po wniknigciu do
komorki, powodowaty zakwaszenie jej wnetrza, prawdopodobnie poprzez blokowanie H*-
ATPazy. Nastepnie badane zwigzki mogg oddzialywaé na wakuolarng ATPaze, powodujac
alkalizacj¢ wakuoli | $mier¢ komorki [Krasowska i wsp. 2003, Obtak i Krasowska 2010].

Przebadano takze wplyw zwigzkow DM 11 i DMAL 12 na szczepy
Schizosaccharomyces pombe i Candida albicans. W pH 6.0 DMAL 12 miat nizszg aktywnos¢
przeciw S. pombe niz DM 11 i wyzsza aktywno$¢ przeciw C. albicans. DM 11 powodowat
og6lne zakwaszenie wewnatrz komorek podczas gdy DMAL 12 jedynie stabe zakwaszenie.
DMAL 12 nie wywotywal zmian morfologicznych u C. albicans, natomiast powodowat
liczne, niekorzystne zmiany w komorkach S. pombe [Krasowska i wsp. 2004].

Do dezynfekcji w szpitalach bardzo czesto uzywa si¢ obecnie srodkéw zawierajacych
czwartorzgdowe sole amoniowe (CAS). Niestety, szeroko rozpowszechnione stosowanie tych
zwigzkow, spowodowalo narastajagca oporno$¢ patogennych szczepow, powigzang z
opornoscig rowniez na innego rodzaju substancje. Z tego powodu wazne jest poszukiwanie
nowych strukturalnie srodkéw dezynfekcyjnych, lub ich nowych potaczen w mieszaninach.

W pracy [Krasowska i wsp. 2011] zostaly przebadane przeciwdrobnoustrojowe
wlasciwosci  trzech  rodzajow  czwartorzegdowych  soli  amoniowych  (betainy
kokamidopropylowej, tlenku dimetyloaminy i chlorku benzalkoniowego). Doswiadczenia
przeprowadzono takze na mieszaninach tych preparatow. Wyznaczono minimalne st¢zenia
hamujace wedlug normy CSN PN-EN dla szczepoéw standardowych: Escherichia coli,
Enterococcus hirae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans
oraz Listeria monocytogenes.

Chlorek benzalkoniowy wykazywal najwyzsza, a betaina kokamidopropylowa
najnizsza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. W mieszaninach rosta aktywno$¢ zwigzkow.
Wykazano pozytywna korelacje pomigdzy krytycznym stezeniem micelizacji a aktywnoscig

przeciw testowanym szczepom [Krasowska i wsp. 2012].
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mitochondrial superoxide dismutase against high osmolarity, heat and metalloid
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Roéznego rodzaju czynniki stresogenne, takie jak na przyktad zwigzki metali ciezkich,
zbyt wysoka czy zbyt niska od optymalnej temperatura inkubacji, zmiany osmotycznosci
srodowiska powoduja w komorkach wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) i stres
oksydacyjny [1]. Reaktywne formy tlenu powoduja uszkodzenia biatek, lipidow, kwasow
nukleinowych 1 bton komoérkowych, co prowadzi do zmian w ich budowie i czynno$ciach
fizjologicznych [2].

Przebadano utlenianie lipidow btonowych u trzech gatunkow  grzybow

(Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae oraz Rhodotorula glutinis) pod
wplywem odczynnikéw stosowanych w reakcji Fentona, tert-butyl hydroperoksydu (TBHP) i
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zwigzkow azowych (AAPH, ACHN). Pomiary powstajgcych po utlenieniu lipidéw zwigzkow
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBRS6w) wykazaty, ze najbardziej podatne na
utlenienie sg komorki R. glutinis, a najmniej S. pombe. Najsilniejszym utleniaczem byt
zwigzek TBHP oraz Fe II. Utlenieniu ulegaly takze lipidy izolowane z blon komoérkowych
testowanych mikroorganizmow. Proces peroksydacji lipidow byt czgsciowo hamowany przez
przeciwutleniacze: butyl hydroksytoluen (BHT) oraz zsyntezowany na Politechnice
Wroctawskiej przeciwutleniacz fenolowy PYA 12. Obydwa zwiagzki wykazywaly wigksza
aktywno$¢ przeciwutleniajagcg wobec izolowanych lipidow niz wobec komoérek [Krasowska
i wsp. 2000].

W pracy Krasowska i wsp. [2007] wykazano, ze u drozdzy Saccharomyces cerevisiae
dysmutaza ponadtlenkowa SOD2 jest odpowiedzialna nie tylko za ochron¢ komorki przed
stresem oksydacyjnym, ale takze przed takimi czynnikami stresogennymi jak wysoka
osmotycznos$¢ $rodowiska czy obecnos¢ zwigzkow metali cigzkich. Natomiast dysmutaza
ponadtlenkowa SOD1 chroni komorke gtownie przed stresem oksydacyjnym.

Do monitorowania wzrostu i reakcji komorek Saccharomyces cerevisiae na rozne
czynniki stresogenne zastosowano nieinwazyjng metode przy uzyciu dwuwymiarowego
mikroskopu fluorescencyjnego [Podrazky i wsp. 2003]. Badania wykazaly, Ze stosujac
fluorescencj¢ 2D mozna obserwowa¢ zmiany stanu oksydacyjno-redukcyjnego w komorkach,
zachodzace pod wptywem takich czynnikow jak na przyklad: metanol lub cyjanki.

Zsyntetyzowane na Politechnice Wroctawskiej przeciwutleniacze z ugrupowaniem
fenolowym serii PPE-n i PPA-n (gdzie n oznacza ilos¢ atoméw wegla w tancuchu
alkilowym), przetestowano pod wzgledem aktywnosci przeciwutleniajacej w obecnosci
liposoméw zbudowanych z fosfatydylocholiny. Uzyskano wyniki §wiadczace o wyzsze] niz
stosowany jako standard przeciwutleniacz BHT, aktywnos$ci przeciwutleniajacej badanych
zwigzkow [Wietk 1 wsp. 1997]. Przeciwutleniacze typu DE-n i DA-n z ugrupowaniem
fenolowym 1 z r6znymi dlugosciami tancuchow alkilowych byly przebadane pod wzglgdem
oddziatywania na liposomy i wplywu na przezywalno$¢ drozdzy S. cerevisiae. Testowane
zwigzki w niskim stopniu zaktocaty strukture liposomoéw, a zwigzek DA-14 najbardziej
redukowat przezywalno$¢ drozdzy [Witek i wsp. 1995].
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W publikacji Krasowska i wsp. [2000] opisano chemiluminescencyjng metode do
szybkiego testowania przeciwutleniaczy. Zastosowano zwigzek azowy 2,2'-diazobis (2-
amidinopropan) dichlorowodorku (AAPH) jako zroédto wolnych rodnikéw i luminol do
uzyskania luminescencji. Przetestowano dwa standardowe przeciwutleniacze: Trolox jako
odpowiednik witaminy E oraz butyl hydroksytoluen BHT. Trolox wygaszat
chemiluminescencje catkowicie w stezeniu 100 razy nizszym niz BHT. Opracowana metoda
zostata zastosowana takze w innych laboratoriach badawczych [1, 2, 3]

Nasiona Inu zawieraja okoto 40% oleju i1 sg najbogatszym zrodtem wielonienasyconych
kwasow thuszczowych, odgrywajacych wazng role w zdrowiu cztowieka. Kwasy
wielonienasycone sg podatne na utlenianie, stad wynika bardzo krotki czas zycia potkowego
oleju Inianego. W pracy Lukaszewicz i wsp. [2004] przeanalizowano sktad i podatno$¢ na
utlenianie olejow wyekstrahowanych z nasion dziewigciu odmian Inu. Ponadto zbadano
przeciwutleniajacy wptyw  B-karotenu 1 kwercetyny. Aktywno$¢ obydwu tych
przeciwutleniaczy byla rézna, w zaleznosci od stosowanej odmiany Inu. Wykazano réwniez,
ze B-karoten w wyzszych stezeniach powoduje utlenianie olejow.

Desaturazy kwasow tluszczowych to enzymy, ktére powodujg powstanie wigzan
podwodjnych w nienasyconych kwasach tluszczowych [4]. Desaturaza FAD2 wprowadza

wigzanie podwdjne w kwasie oleinowym.
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Oleje, ktore zawierajag odpowiedni stosunek kwaséw omega 3 do omega 6 odgrywaja
wazng, pozytywng rol¢ w diecie i zdrowiu czlowieka. Z drugiej strony oleje takie tatwo
ulegaja utlenieniu. Jednym z rozwigzan tego problemu jest obnizenie calkowitego st¢zenia
wielonienasyconych kwasow tluszczowych w nasionach, bez zakldcenia odpowiednich
proporcji kwasoOw omega 3 do omega 6. Mozna to zrobi¢ poprzez na przyktad delecje genu
desaturazy FAD2. W pracy Krasowska i wsp. [2007] sklonowano gen desaturazy kwasow
thuszczowych Al12 (Fad2) zawierajacy 378 aminokwasow. Heterologiczna ekspresja tego
biatka w drozdzach Saccharomyces cerevisiae wykazata lokalizacje tego enzymu w retikulum
endoplazmatycznym. Komorki drozdzy zawierajace desaturaz¢ FAD2 z Inu nie wykazywaly
wiekszej predyspozycji na utlenienie, jedynie mutanty delecyjne pozbawione genow
dysmutaz ponadtlenkowych byly bardziej wrazliwe na stres oksydacyjny.

W dwoéch pracach Piasecki i wsp. [2008 1 2009] opisano synteze i wlasciwosci
fizykochemiczne zwigzkéw powierzchniowo czynnych z ugrupowaniem N-tlenkowym.
Zwigzki typu EDA-n, PDA-n, MEDA-n oraz MPDA-n zsyntezowano na Politechnice
Wroctawskiej. Przebadano nastgpujace wiasciwosci fizyko chemiczne N-tlenkow: krytyczne
stezenie micelizacji (CMC), wolng energi¢ adsorpcji i micelizacji, obszar przekroju
zaadsorbowanych czasteczek oraz rOownowagowe napigcia powierzchniowe.
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arktycznego” (2011-2013)

2. Kierownik grantu pomiedzy Uniwersytetem Wroctawskim, a przedsiebiorstwem Transvet
sp. z o0.0., Polska (011/1/WBT/07) ,,Analiza aktywnosci bakteriobojczej wybranych,
potencjalnych substancji dezynfekcyjnych” (3 m-ce 2007)

3. Kierownik grantu pomigdzy Uniwersytetem Wroctawskim, a przedsigbiorstwem Biocodex,
Francja (002/1/WBT/07) “The influence of the active factor from the extract from S.

boulardii culture filtrate on virulence factors of Candida albicans and Escherichia coli —

the molecular mechanisms” (2007)

4. Kierownik grantu pomi¢dzy Uniwersytetem Wroctawskim, a przedsigbiorstwem Biocodex,
Francja (978/1/1GiM/06) ,, Sacccharomyces boulardii - Candida albicans, Escherichia coli
and Enterococcus faecalis biofilms formation: the role of gut environmental conditions”
(2006)

5. Kierownik grantu pomigdzy Uniwersytetem Wroctawskim, a przedsigbiorstwem Biocodex,
Francja (931/1/1GiM/05) ,,Saccharomyces boulardii — Candida albicans interactions”
(2005)

6. Kierownik umowy na naukowa wspotprace pomigdzy Instytutem Fizyki, Uniwersytetu
Karola w Pradze a Instytutem Genetyki i Mikrobiologii, Uniwersytetu Wroctawskiego

“Molecular mechanisms of cell resistance against xenobiotics: yeast as model organism”

(2002-2005)

7. Kierownik wewnetrznego grantu Uniwersytetu  Wroctawskiego  (2483/W/IGIM)
wPrzeciwutleniajgce witasciwosci amfifilowych N-tlenkow amin” (2003-2004)

8. Kierownik mig¢dzynarodowego grantu (KBN P04 23/40) - Czesko-Polskiej Fundacji na
Naukowsg i Naukowo-Techniczng Wspoélprace, “Toxic/oxidative cell stress and stress
defence - yeast as a model” (2002-2003)

5.4.2. Projekty z funkcja gtownego wykonawcy | wykonawcy projektu
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1. Gléwny wykonawca w grancie Inicjatywa Technologiczna KB/48/13639/IT 1-B/325 U/08
pt. ,,Opracowanie innowacyjnej w skali swiatowej technologii produkcji srodkow do mycia

instalacji membranowych w przemysle spozywczym” (2008-2013)

2. Glowny wykonawca w grancie MENiS nr 3 T09B 075 27, pt. ,, Substancje amfifilowe z
funkcjg antyoksydanta” (2004-2007)

3. Wykonawca w 4 grantach KBN: nr 7 S203 013 07, pt. , Migkkie substancje
lizosomotropowe”, zakonczony w 1997 r., nr 3 TO9B 059 15, pt. ,, Czwartorzedowe sole
amoniowe z funkcjq antyoksydanta” (1998 - 2000), nr 3 T09B 081 18, pt.
,,Lizosomotropowe pochodne aminokwaséw” (2000 — 2003) oraz nr 4T09B07922 pt.
., Nowe antyelektrostatyki i Srodki dezynfekcyjne” (2002-2004).

5.4.3. Projekty wspotfinansowane przez Unig¢ Europejska

1. Wykonawca w projekcie kluczowym nr POIG.01.01.02-00-016/08 pt. ,, Modelowe
kompleksy agroenergetyczne jako przyktad kogeneracji rozproszonej opartej na lokalnych i
odnawialnych zrodlach energii” (2008-2013)

5.5. Udzial w konferencjach
Od 1997 roku wspotautorka 55 komunikatéw na konferencjach krajowych (24)
i migdzynarodowych (31).

o [oasolon

Dr Anna Krasowska
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