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Rola stresu oksydacyjnego w odpowiedzi komorek ssakow na dzialanie nanoczgstek
srebra i jego implikacje dla zjawiska opornosci wielolekowe;j.

Wstep

Stres oksydacyjny to zaburzenie rownowagi pomigdzy iloscia powstajacych i
usuwanych wolnych rodnikéw tlenowych i nierodnikowych reaktywnych form tlenu (dalej
ogolnie nazwane - RFT). RFT powstajg w reakcji jedno- lub dwuelektronowej redukceji tlenu
czgsteczkowego. Produkty redukeji tlenu sg indywiduami chemicznymi w stanie trypletowym,
co za tym idzie, s duzo bardziej reaktywne niz czgsteczka tlenu w stanie podstawowym.
Najczesciej powstajacymi RFT sg anionorodnik ponadtlenkowy (O%), rodnik hydroksylowy
("OH) oraz nadtlenek wodoru (H202).

Anionorodnik ponadtlenkowy jest produktem jednoelektronowej redukeji tlenu
czgsteczkowego. Ulega on reakcji dysmutacji, w wyniku ktérej powstaje H2Oz i tlen
czgsteczkowy. Nadtlenck wodoru powstajgcy w procesie dysmutacji jest usuwany przez
wydajny system enzymatyczny, aczkolwiek nieusuniety z komorki moze w bezposredniej
reakcji utlenia¢ grupy tiolowe bialek, a w obecnosci jonéw zelaza lub innych metali
przejsciowych wehodzi w reakcje Fentona, w wyniku ktorej powstaje "OH. Powstajacy "OH, ze
wzgledu na swojg wysokg reaktywno$¢ reaguje bezposrednio z kazdg czasteczka w otoczeniu,




Uszkodzenia spowodowane przez ten rodnik sg lokalne, gdyz ze wzgledu na wysokie stale
szybko$ci reakcji z komponentami komoérki nie dyfunduje on na znaczne odleglosci.

RFT powstajg w komorkach w procesach fizjologicznych. Ich Zrodlem sg reakcje
oksydoreduktaz, oksydaz, a przede wszystkim fosforylacja oksydacyjna zachodzaca w
aktywnym faicuchu mitochondrialnym [2]. Za gléwny produkt zwigzany z aktywnoscig
laficucha mitochondrialnego przez dlugi czas uwazano H>0;. Odkrycie, ze mitochondria maja
zdolno$¢ dysmutacji O*" przez autonomiczng dysmutaz¢ (MnSOD,E.C.1.15.1.1) dowiodlo, ze
pierwotnym rodnikiem w metabolizmie mitochondrialnym jest O*" [**]. Gléwnym zrédlem
powstawania O*" w mitochondriach jest kompleks I i III [°], a na intensywnos¢ powstawania
0% wplywa wartoé¢ potencjatu mitochondrialnego, wewngtrzmitochondrialny poziom ATP i
NADPH dostgpnych do przeprowadzenia reakeji fosforylacji oksydacyijne;.

Stres oksydacyjny powstaje takze w wyniku ekspozycji na réznorakie czynniki, np.
nanoczgstki, ksenobiotyki, promieniowanie, toksyny. Skutkiem stresu oksydacyjnego jest m.in.
gromadzenie si¢ uszkodzonych czgsteczek DNA, biatek, lipidow oraz cukréw, co prowadzi do
zmian w funkcjonowaniu komoérki, a w przypadku duzego nagromadzenia uszkodzen
oksydacyjnych moze skutkowac jej $miercig. W zwigzku z tym, komorki ssakéw wyksztalcity
mechanizmy umozliwiajgce szybka adaptacje do warunkow czasowego zwickszonego poziomu
RET. Zwigkszony poziom RFT prowadzi do zwigkszenia poziomu bialek zmniejszajgcych stres
oksydacyjny, takich jak enzymy antyoksydacyjne, metalotioneiny, ferrytyna oraz glutation.
Najwazniejsze enzymy zwigzane z utrzymaniem homeostazy redoks to peroksydaza
glutationowa (GPX, E.C.1.11.1.9.), reduktaza glutationowa (GR, EC 1.8.1.7), system
tioredoksyn (forma utleniona i zredukowana TRXo/TRXr) oraz glutaredksyn (forma utleniona
i zredukowana GRXo/GRXr). Enzymy te utrzymujg wilasciwy status redoks komorki
wykorzystujgc zredukowany glutation (GSH) oraz zredukowang forme fosforanu dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADPH). Za usuwanie O*" odpowiedzialna jest dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD, E.C.1.15.1.1), natomiast katalaza (CAT, E.C.1.11.1.6) unieczynnia
nadmiar H>0s.

Mechanizmem regulujgecym odpowiedZ na stres oksydacyjny sg szlaki sygnalizacyjne
zalezne od RFT, tj. czynnik jagdrowy kB (NF-£B), czynnik jadrowy pochodzenia erytroidalnego
typu 2 (Nrf-2) czy czynnik transkrypeyjny-1 (AP-1). Wiele czynnikéw transkrypeyjnych (m.in.
NF-AB, AP-1, HIF-1, p53) zawiera w miejscach odpowiedzialnych za wigzanie do DNA
cysteing, aminokwas wrazliwy na proces utleniania [®]. Model aktywacji odpowiedzi komérki
na stres wywolany przez RFT zaklada nastgpujacg kolejnos¢ zdarzen: (1) czynnik wywolujacy
stres powoduje wzmozone wydzielanie RFT, co wywoluje aktywacje réznych szlakéw
sygnalizacyjnych, tj. Nrf-2, kinaz biatkowych aktywowanych przez mitogeny (MAPK), i/lub
NF-kB, prowadzacg do zwigkszenia syntezy enzyméw i bialek antyoksydacyjnych i
przywrdcenia réwnowagi wewngtrzkomorkowej; (2) w przypadku stresu przekraczajgcego
zdolnosci adaptacyjne komorki, nastepuje skierowanie jej na droge apoptozy.

Jednym z czynnikéw moggcych wywolywaé stres oksydacyjny na poziomie
komorkowym jest ekspozycja komorek na dzialanie nanoczgstek. Nanoczgstki wystepuja w
Srodowisku naturalnie lub sa wytwarzane, modyfikowane i wprowadzane do $rodowiska przez
czlowicka. W przypadku jednokomoérkowych patogendw jest to efekt pozgdany, gdyz prowadzi
do ich eliminacji. Jednak w przypadku organizméw wielokomérkowych dzialanie takie nie jest
jednoznacznie pozytywne. Odkrycie, Ze nanoczgstki mogg powodowaé stan zapalny, alergie,
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choroby autoimmunologiczne, choroby pluc, zaburza¢ embriogenez¢ oraz przyczyniac si¢ do
rozwoju choréb neurodegeneracyjnych i nowotworowych doprowadzilo do intensyfikacji
badan nad podlozem toksycznosci nanomaterialow. Badania takie prowadza do poprawy
bezpieczenstwa stosowanych nanomaterialéw oraz pozwalajg w sposob odpowiedzialny
wprowadza¢ je do $rodowiska abiotycznego, tak aby zminimalizowaé negatywne skutki ich
stosowania.

Stres oksydacyjny indukowany przez nanoczgstki wynika z uszkodzenia przez nie blon
mitochondrialnych, co hamuje synteze ATP i powoduje uwalnianie duzych iloci 0>, a to z
kolei powoduje nieodwracalne uszkodzenia bialek, DNA oraz lipidow i skierowanie komarki
na droge apoptozy [*]. Nanoczastki, poprzez generowany stres, aktywujg rézne mechanizmy
inicjacji apoptozy, aczkolwiek mechanizm zalezny od mitochondriéw wydaje si¢ by¢ kluczowy
w toksycznodci nanoczastek metalicznych [’]. Toksycznosé nanoczgstek zalezy od wielu
czynnikow, tj. wielkoé¢ nanoczgstek i ich ksztalt, skfad chemiczny oraz rodzaju materiatu
zaabsorbowanego na powierzchni nanoczgstek (np. gazy, tj. ozon badz azot, lub metale grup
przejéciowych) [1%!1], Material z jakiego zbudowane sg nanoczasteczki ma ogromne znaczenie
w procesie generacji RET. RTF najefektywniej generuja nanoczastki zbudowane z metali grupy
przejsciowej, tj. zelazo, miedz, chrom, wanad oraz krzemionki. Jest to zwigzane z udziatlem
jondéw metali grup przejsciowych w reakcji Fentona ['2]. Nanoczgstki zawierajgce metale
przejsciowe moga aktywowaé NF-kB oraz szlak MAPK ["*]. Nanoczgstki zdeponowane we
wnetrzu  mitochondriow  stymulujg wydzielanie RFT poprzez rozprzggnigeie lafncucha
oddechowego, aktywacje enzymow NADPH-zaleznych, co w efekcie prowadzi do
depolaryzacji blony mitochondrialnej [>'*]. W zwigzku z tym postuluje sie, ze w wiele .
rodzajow nanoczgstek wywoluje $mier¢ komodrek przez wolnorodnikowe uszkodzenia
mitochondriéw ['*]. Wzmozona produkcja RFT zachodzgca pod wplywem ekspozycji na
nanoczastki ~ powoduje  mobilizacje = wewnatrzkomérkowego ~ systemu  ochrony
antyoksydacyjnej.

W przypadku komorek uktadu odpornosciowego, tj. makrofagi czy neutrofile, pod
wplywem nanoczastek dochodzi do wzmozonego wydzielania nie tylko RFT, ale réwniez
reaktywnych form azotu. Stwierdzono, ze makrofagi pecherzykéw plucnych oraz inne komorki
fagocytujace uwalniajg pod wplywem nanoczgstek duze ilosci rodnikéw tlenowych ['®], a
czynnikiem wyzwalajacym te procesy jest samo wnikanie nanoczgstek [!!%], ktére prowadzi
do aktywacji oksydazy NADPH. Proces ten zaobserwowano takze in vivo w fagocytach
obecnych w plucach organizméw narazonych wziewne na dzialanie nanomateriatow ['7].
Wzmozony stres oksydacyjny w polaczeniu z wysokg aktywnoscig indukowalnej syntazy
tlenku azotu prowadzi do tworzenia nadtlenoazotynu, ktory jest zwigzkiem bardzo reaktywnym
i latwo uszkadza czgsteczki budujace komorke [2°].

Nanoczgstki srebra (AgNP) sg jednymi z najwczesniej zaprojektowanych i
wprowadzonych do produkeji na duzg skale. Z powodu swoich wlasciwosci antyspetycznych
stosowane sg w kosmetologii, chemii gospodarczej, przemysle tekstylnym i spozywezym.
Znalazly réwniez zastosowanie w medycynie jako alternatywa dla antybiotykéw, gdyz w
odroznieniu  od  klasycznych terapeutykéw o dzialaniu bakteriostatycznym czy




bakteriobdjezym, AgNP nie wywoluja u drobnoustrojow chorobotwérczych mechanizméow
opornosei.

Nanoczgstki, w tym AgNP , mogg wnikaé do organizméw Zzywych drogg pokarmowa,
wziewng lub mogg by¢ podawane celowo - poprzez iniekcjg. Niezaleznie od drogi podania,
nanoczgstki usuwane sg z organizmu wraz z moczem i kalem, natomiast cze$é z puli ktéra
przedostaje si¢ do krwioobiegu deponowana jest w narzgdach wewnetrznych. Szczegélnie duza
czgs¢ nanoczastek jest deponowana w watrobie (ze wzgledu na udziat tego organu w procesach
detoksykacyjnych), $ledzionie oraz w mézgowiu [2'#?]. Do wnetrza komérek nanoczastki moga
wnika¢ na drodze pinocytozy i endocytozy lub biernie przenika¢ przez btony komérkowe,
mozliwe jest takze wnikanie po zwigzaniu nanoczastki przez receptory blonowe.

Nanoczgstki majg takze zdolnosé do przekraczania tkanek barierowych, np. krew/mézg,
jelito/krew, krew/jadra, krew/lozysko [**]. Przekraczanie tkanek barierowych odbywa si¢ na
drodze dyfuzji lub za posrednictwem makrofagéw. Waznym elementem tworzgcym tkanki
barierowe sg transportery z rodziny ABC, ktére majg zdolnos¢ do aktywnego usuwania z
komorek ksenobiotykow. Transportery ABC to duze bialka zbudowane z charakterystycznych
domen (NBD i TMD). Domeny NBD sg odpowiedzialne za przylgczanie i hydrolize ATP,
natomiast domeny TMD odpowiadajg za specyfike substratowg danego bialtka oraz uwolnienie
przylgczonego substratu [>4].

Budowa bialek z nadrodziny ABC jest wysoce konserwatywna, a przedstawiciele bialek
tej rodziny wystgpuja we wszystkich krélestwach systematycznych. Ich rolg jest zachowanie
rownowagi pomigdzy pobieraniem substancji gwarantujgeych prawidlowy katabolizm
komérkowy, a usuwaniem toksyn pobranych ze $rodowiska i substancji toksycznych
powstalych w wyniku proceséw metabolicznych [*]. Kierunek w jakim transportowane sg dane
substancje zalezny jest od pelnionych przez biatko funkcji, a takze jego lokalizacji. W
komérkach wyzszych cukariontéw biatka ABC usuwajg poza obreb komorki toksyczne
metabolity i ksenobiotyki, oraz odpowiedzialne sg za dystrybucj¢ substancji egzogennych lub
syntetyzowanych w wyniku endogennego metabolizmu czgsteczek do/z poszczegdlnych
organelli (np retikulum endoplazmatycznego, mitochondriéw czy peroksyzoméw) [*°]. Ze
wzgledu na sposéb uporzadkowania domen oraz homologie sekwencji wystepujacqg w obrebie
poszezegolnych domen NBD i TMB transportery z rodziny ABC podzielono na siedem
podrodzin (ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCE, ABCF, ABCG). Mutacje w obrebie
gendéw kodujgcych bialka tych podrodzin lezg u podstaw wielu choréb zwigzanych z
- dystrybucjg i syntezg lipidow (szczegélnie w chorobach zwigzanych z centralnym ukladem
nerwowym - CUN), zaburzen biosyntezy cholesterolu, wydzielania zoici, mukowiscydozy,
zwyrodnien siatkéwki, czy niektérych rodzajow niedokrwistosci [27]. Ze wzgledu na swa
specyficznos¢ substratowy i ,,kierunkowo$¢” usuwania niepozgdanych dla komorki substancii,
bialka te s3 waznym komponentem tkanek barierowych. To miedzy innymi ich dziatanie jest
odpowiedzialne za utrudniong penetracje lekow przez bariere krew/mézg i zjawisko tzw.
opornosci wielolekowe;j.

Opornos¢ wielolekowa, szczegdlnie w przypadku chorob nowotworowych, jest
zjawiskiem bardzo Zle rokujgcym dla chemioterapii. Polega ona na tym, ze w odpowiedzi na
kontakt komoérek z ksenobiotykami (tj. leki przeciwnowotworowe, ale tez substancje naturalne,
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np. bedace skfadnikami diety flawonoidy), a takze w odpowiedzi na czynniki fizyczne (np.
promieniowanie jonizujgce, ktorego efektem dzialania na poziomie komoérkowym jest
generacja duzej ilosci RFT), dochodzi do stymulacji ekspresji gendw odpowiedzialnych za
kodowanie bialek ABC i zwigkszenia poziomu tych bialek w komorce, a co za tym idzie
wiekszej opornoéei na leki. W tym aspekceie najintensywniej badane sg biatka z rodziny ABCB,
ABCC oraz biatko ABCG2.

Bialko ABCBI (glikoproteina P) jest historycznie pierwszym bialkiem z rodziny
ABCB, ktore zostalo sklonowane i w pelni scharakteryzowane pod wzgledem sekwencji i
wystegpowania izoform. Izoformy ABCBI1 charakteryzujg si¢ zblizonym spektrum
substratowym i wykazujg okoto 70% homologii w budowie czgsteczki. Ekspresja ABCBI jest
powszechna w komorkach o r6znym pochodzeniu tkankowym i bierze ono udzial w tworzeniu
tkanek barierowych. Wysoki poziom ekspresji ABCB1 obserwuje si¢ w komérkach $rédblonka
bariery krew/mozg, rdzeniu nadnerczy, rdzeniu nerki, watrobie, trzustce, plucach, nerkach,
okreznicy, jelicie czezym i odbytnicy [**%°]. Fizjologiczng i najwazniejsza funkcjg tego biatka
jest zapobieganie wchlanianiu toksyn ze $wiatla jelita, przewodow zolciowych, kanalikow
nerkowych i nadnerczy oraz ochrona mdézgu, plynu moézgowo-rdzeniowego, jader, szpiku
kostnego i rozwijajacego si¢ plodu przed ksenobiotykami [*°]. Biatko ABCB1 wplywa tym
samym na wlasciwosci farmakologiczne lekéw i ich metabolitéw, zmieniajac ich wchlanianie
po podaniu doustnym.

Kolejnymi bialkami uznanymi za wazne w zjawisku opornosci wielolekowej sa biatka
rodziny ABCC. Do rodziny ABCC nalezy 13 bialek i wszystkie pelnig wazng rol¢ w procesie
tworzenia barier, Sg odpowiedzialne za selektywng akumulacje, dystrybucje oraz eliminacje
lekdw oraz ich metabolitow, a takze toksycznych produktow przemiany materii. W badaniach
in vitro wykazano, ze biatka ABCC odpowiadajg za oporno$é na niektore cytostatyki
pochodzenia naturalnego (antracykliny, alkaloidy barwinka, epipodofilotoksyny) i ich
sprzezone metabolity, a takze zwigzki platyny, antagonistow kwasu foliowego, analogi
nukleotydéw i nukleozyddw, zwigzki arsenowe i antymonowe oraz leki alkilujgce. Ich
dystrybucja tkankowa wigze si¢ bezposrednio z pelniong rolg w tworzeniu barier i ochronie
komoérek [*'*%]. Wzmozona ekspresje tych bialek stwierdza si¢ w wielu typach nowotwordéw o
réznym pochodzeniu tkankowym [2%:313334],

Inne biatko o kluczowej roli w zjawisku opornosci wielolekowej to biatko ABCG2.
Ulega ono ekspresji w wielu typach komorek i podobnie jak w przypadku omawianych
wezesniej bialek, jego fizjologiczng rolg jest zachowanie szczelnosci tkanek barierowych,
udzial w detoksykacji i usuwanie z komoérek szkodliwych metabolitow. Ulega ono ekspresji w
komérkach nowotworowych i tkankach prawidlowych, np. jajnikach, lozysku, jelicie, watrobie,
jadrach, nerkach i mozgu. Transporter ten odgrywa wazng rolg w eliminacji ksenobiotykow
przez watrobe oraz ochronie plodu przed dziataniem szkodliwych substancji [*°]. Po raz
pierwszy biatko to wykryto w izolatach komérek nowotworu piersi opornego na doksorubicyng
i poczatkowo sgdzono, 7ze wystgpuje wylgeznie w komoérkach nowotworowych. Nastepnie
pojawily si¢ doniesienia o jego ekspresji w tozysku [2*]. Obecnos¢ tego biatka zostala réwniez
potwierdzona w komdrkach nowotworu okreznicy opornych na mitoksantron [*7].




Ze wzgledu na specyficzng rolg w ochronie organizmu przed czynnikami zewngtrznymi
I detoksykacji, regulacja transkrypeyjna transporterow ABC jest bardzo zlozona. Najlepiej
poznana jest regulacja ekspresji ABCBI, ktérego ekspresja jest pobudzana przez wiele
czynnikéw, np. szok termiczny, promieniowanie elektromagnetyczne, zaburzenia w
homeostazie redoks, ekspozycja na ksenobiotyki czy obecnosé cytokin.  Czynniki
transkrypcyjne wprost zaangazowane w regulacje transkrypcji ABCBI to GC, HSF-1, AP-1,
NF-IL6, NF-Y, EGRI, YB-1, MEF-1. Wieclo$¢ mechanizméw oraz fakt, ze region
promotorowy genu ABCBI jest atypowy (nie zawiera sekwencji promotorowej TATA)
powoduja, ze kontrola regulacji ekspresji ABCBI1 jest zjawiskiem zaleznym od bardzo wielu
czynnikéw. Jednym z dobrze poznanych jest stres oksydacyijny.

Jak wspomnialam wezesniej, wzmozone wydzielanie RFT prowadzi do aktywacji
szlakow sygnalizacji odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy redoks. Szlaki te kontrolujg
proliferacjg, przerzutowanie, apoptoze, odpowiedz prozapalng, regulujg cykl komorkowy [**],
a takze ekspresj¢ genéw transporteréw ABC. Nanoczgstki generujac stres oksydacyjny
wplywajg na w szlaki wewngtrzkomérkowego przekazywania sygnaléw co sugeruje, ze mogg
modulowa¢ poziom transporteréw ABC w komérkach. Poprzez zmiang ilosci aktywnych
transporterow w tkankach barierowych mogg wige zaburzaé prawidlowy metabolizm tkanek za
barierami lub wplywac¢ na dostgpnosé terapeutykow, a co za tym idzie przesgdzaé¢ o powodzeniu
lub niepowodzeniu terapii.

U podstaw mojej rozprawy lezy proba odpowiedzi na pytanie, w jaki sposéb nanoczgstki
srebra generujg stres oksydacyjny, jakie RFT sg kluczowe dla toksycznoéci nanomaterialow
oraz wyjasnienia wzajemnego uwarunkowania pomiedzy stresem oksydacyjnym i ekspresjg
bialek transporteréw ABC.

W sklad osiggnigcia wehodzi 6 prac oryginalnych i jedna praca przegladowa.
Oméwienie prac wehodzgcych w sklad osiggniceia
Praca nr 1.

Oxidative DNA damage corresponds to the long term survival of human cells treated with silver
nanoparticles.

Kruszewski M, Gradzka I, Bartlomiejczyk T, Chwastowska J, Sommer S, Grzelak A, Zuberek
M, Lankoff A, Dusinska M, Wojewo6dzka M. Toxicol Lett. 2013, 219(2):151-9. (IF=3,35
MNISW=35)

Pierwsza i chronologicznie najstarsza praca wchodzgca w sklad osiggniecia
naukowego poswigcona jest scharakteryzowaniu stresu oksydacyjnego i poszukiwaniu
mechanizmoéw odpowiedzialnych za cytotoksyczno§é AgNP w komérkach ssakow. W pracy
poréwnano wplyw AgNP na trzy linie komérkowe bgdace modelem komérek organdw
najbardziej narazonych na dzialanie nanoczgstek. Otrzymane wyniki wykazaly, ze
dlugoterminowa toksycznos¢ AgNP, wyrazona jako zdolnosé tworzenia kolonii, koreluje z
poziomem stresu oksydacyjnego i liczbg uszkodzen DNA w traktowanych komérkach, a te z
kolei z liczbg AgNP jakie wykrywa si¢ wewngtrz komérek. Stwierdzilismy takze, ze profil
uszkodzenn DNA byl zalezny od badanej linii komoérkowej. W komérkach linii A549 (linia
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drobnokomdrkowego raka pluc) krétkotrwata ekspozycja na AgNP (2 godz.) powodowala takie
same uszkodzenia jak inkubacja 24-godzinna. Ponadto zaobserwowalismy, ze profil
wykrywanych uszkodzen DNA jest rozny w roznych czasach inkubacji. Przy krotkotrwalej
inkubacji przewazajgcymi uszkodzeniami byly modyfikacje zasad powigzane z ich
utlenianiem, natomiast przy 24-godzinnej inkubacji wigcej byto pojedynczoniciowych pgknigé
DNA. W przypadku linii HT29 zaobserwowali$my natomiast, ze poziom uszkodzen koreluje
dodatnio z czasem inkubacji komdrek z nanoczgstkami. W przypadku linii HepG2 2-godzinna
inkubacja z nanoczgstkami powodowala wigksze uszkodzenia DNA niz inkubacja 24-godzinna,
co moze wskazywaé na skuteczne procesy naprawcze, a takze stymulacje enzymoéw oraz
antyoksydantow zwigzanych z obrong antyoksydacyjng W pracy tej wykazalismy réwniez, ze
chociaz dane literaturowe sugeruja, ze mechanizmy wnikania nanoczgstek do komérek ssakow
sg uniwersalne dla wszystkich rodzajow komorek, to liczba nanoczastek wnikajgcych do
komérek ssakow jest specyficzng cechg kazdego rodzaju komoérek (lub linii komoérkowej) i
moze rézni¢ si¢ migdzy liniami.

Za najwickszg warto$¢ tej pracy uwazam wykazanie, ze w zaleznodci od
wewnatrzkomorkowego statusu redoks i plastycznosci odpowiedzi komoérek na stres
oksydacyjny, nanoczastki moga wywolywaé inny efekt biologiczny. Praca ta dala poczgtek
moim badaniom nad modulacjg przez nanoczgstki statusu redoks komorek.

Praca nr 2,

Collateral sensitivity: ABCG2-overexpressing cells are more vulnerable to oxidative stress.
Krzyzanowski D, Bartosz G, Grzelak A.

Free Radic Biol Med. 2014, 76:47-52. (IF=5,736 MNISW= 40)

Chemioterapia jest jedng z podstawowych metod leczenia nowotworow, aczkolwiek jest
catkowicie nieskuteczna w przypadku tak zwanych nowotworéw lekoopornych. Lekoopornose
nowotworéw wigze si¢ ze zjawiskiem opornosci wielolekowej. Opornos¢ wielolekowg
definiuje si¢ jako pojawienie si¢ w komorkach niewrazliwosdcei na kilka grup czynnikow
terapeutycznych, czgsto o odmiennym mechanizmie dziatania, ktéra pojawiajg si¢ na skutek
ckspozycji komérek na pojedynczy ksenobiotyk lub czynnik fizyczny. U podstaw zjawiska
lekoopornosci lezg rézne mechanizmy. Sg nimi np.: aktywny wyrzut lekéw, ograniczona
wewngtrizkomorkowa aktywacja lekow, ich szybsza detoksykacja, czy stymulacja
mechanizméw naprawczych usuwajgcych uszkodzenia zwigzane z dziataniem lekow. Czgsto w
komérkach lekoopornych mechanizmy te pojawiajg si¢ jednoczesnie i wspoldzialajge ze sobg
powodujg niewrazliwos¢ komarek na terapeutyki.

Jednym z najczesciej badanych mechanizméw lekoopornosei jest mechanizm zwigzany
ze zwiekszong aktywnoseig transporterdw z rodziny ABC. Najintensywniej badanymi
transporterami w kontekécie wystgpowania tego fenomenu sa ABCC1, ABCBI1 oraz ABCG2.
Wysitki wielu grup badawczych koncentruja si¢ na probach modulowania aktywnosci
transporteréw w celu zwigkszenia wewnatrzkomoérkowej akumulacji terapeutykow, lub takie;
modyfikacji drég podania leku, aby umozliwi¢ mu dziatanie terapeutyczne. Ponadto wcigz
intensywnie badane sg skutki nadmiernej ilosci lub niefizjologicznej lokalizacji wybranych
transporteréw ABC dla metabolizmu komérkowego. Bezposrednio z tego rodzaju obserwacji
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wyprowadzono pojecie wrazliwosci obocznej (réwnoleglej) (ang. collateral sensitivity).
Fenomen ten polega na tym, ze w przypadku znaczqcej nadekspresji transportera z rodziny
ABC pojawic¢ si¢ moze zwigkszona wrazliwos¢ na zwigzki nie bedgce cytostatykami [*7].

W pracy numer 2, opisano rolg transportera opornosci wielolekowej ABCG?2
wodpowiedzi komérek ssakéw na stres oksydacyjny wywolany przez egzogenne
antyoksydanty. Do badan postuzylismy si¢ komérkami linii MDCKII oraz stabilnym
transfektantem MDCKII-BCRP. Przyjmujac mechanizm zasugerowany w pracy Brechbuhl i
wsp. [*°], skupiliSmy si¢ na ocenie parametréw zwigzanych z poziomem oraz odtwarzaniem
podstawowego antyoksydanta wewnatrzkomorkowego, jakim jest glutation. Stwierdzilismy, ze
w linii komérkowej z nadekspresjg transportera ABCG2 (MDCKII-BCRP) stezenie glutationu
Jest istotnie mniejsze niz w linii podstawowej (MDCKII). Ponadto odkrylismy, ze komorki z
nadekspresjg transportera ABCG2 wykazujg zwigkszong wrazliwo$¢ na parakwat, menadion,
nadtlenek wodoru, AAPH, wodoronadtlenek tert-butylu oraz K>Crz207.

Ocenilismy takze poziom aktywnosdci enzymoéw zaangazowanych w procesy redoks
zwigzane 7z glutationem. Stwierdzilismy, ze w aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej oraz
reduktazy glutationowej w komorkach z nadekspresja transportera ABCG?2 jest nizsza niz w
linii bez nadekspresji, natomiast aktywnosé peroksydazy glutationowej nie wykazuje zmian
pomigdzy liniami. Jednoczesnie, komorki te cechowaly sie zwigkszonym poziomem H0; i
mitochondrialnego  O*", Na podstawie danych doswiadczalnych zaproponowalismy
mechanizm wyjasniajacy zwigkszong wrazliwos¢ komérek z nadekspresiy ABCG2 na
oksydanty o réznym potencjale do generowania stresu oksydacyjnego (zaréwno silne
utleniacze, zwigzki moggce modulowaé status redoks poprzez regulacje dostepnosci grup
tiolowych, jak i wchodzace w cykliczne reakcje redoks).

W pracy tej po raz pierwszy zaobserwowali$my zjawisko ,.collateral sensitivity” dla
komorek z nadekspresjg transportera ABCG2 oraz zaproponowalismy mechanizm tej opornosei
uwzgledniajgey nie tylko poziom ATP (jak w przypadku prac na temat transportera ABCB1),
ale i poziom glutationu. PotwierdziliSmy tym samym uniwersalng strategic terapeutyczng
polegajgca na eliminacji komérek wykazujgcych nadekspresje transporteréw ABC poprzez
zastosowanie substancji generujgcych reaktywne formy tlenu, a tym samym powodujacych
wzmozony stres oksydacyjny w komoérkach.

Prace 1 i 2 stanowily podstawe do postawienia hipotezy badawczej o kluczowej roli
stresu oksydacyjnego w odpowiedzi komérek na dzialanie nanoczgstek oraz o wzajemnej
zaleznosci migdzy nasileniem tego stresu a ekspresjg biatek opornosci wielolekowej. Kolejne
prace doswiadczalne byly probg zweryfikowania tej hipotezy i wyjasnienia mechanizméw
zwigzanych z toksycznoscig nanomaterialow, a szczegdlnie AgNP.,

Praca nr 3.
Glucose availability determines silver nanoparticles toxicity in HepG2.

Zuberek M, Wojciechowska D, Krzyzanowski D, Meczynska-Wielgosz S, Kruszewski M,
Grzelak A.

J Nanobiotechnology. 2015, 22;13:72. (IF= 5,381 MNISW=35)

Celem tej pracy bylo wyjasnienie wplywu endogennej produkeji RFT zaleznej od
aktywnodci faiicucha oddechowego na toksyczno$é AgNP. Badania nad tym zagadnieniem
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rozpoczelismy analizujge przezywalnosé komorek rosngeych w medium o réznej zawartosci
glukozy po traktowaniu AgNP. Modelem w tych dodwiadczeniach byly komérki HepG2, ktore
charakteryzujg si¢ duzg tolerancjg na zmiany zawartosci glukozy w medium hodowlanym i sg
stosunkowo wrazliwe na toksyczne dziatanie AgNP (co wykazalismy w pracy nr 1).

Zaobserwowalismy, ze komorki hodowane w warunkach ograniczonej dostgpnosci
glukozy (stezenie w medium hodowlanym wynoszace 5,5 mM, co odzwierciedla fizjologiczne
stezenie glukozy w krwi) sg bardziej odporne na toksyczne dzialanie AgNP, niz komorki
hodowane w medium o podwyzszonym st¢zeniu glukozy (25 mM).

W oparciu o te obserwacje postawilismy hipoteze, ktora zakladala, ze fizjologiczna
produkcja RFT wynikajgca z aktywnosci lancucha oddechowego moze byé czynnikiem
modulujgcym toksyczno$é AgNP. W celu weryfikacji tej hipotezy oceniliémy generacje RFT z
uzyciem cytofluorymetru przeplywowego oraz sond fluorescencyjnych (DHE, DHRI123,
MitoSox) oraz wektora reporterowego (HyperMito). Pozwolilo to na oceng generacji RFT w
miejscu ich powstawania (MitoSOX, DHE oraz HyperMito ), a takze powstajacych w wyniku
reakcji nastgpczych (DHR123).

Metodg PCR w czasie rzeczywistym oceniliSmy profil zmian ekspresji genow
kluczowych w odpowiedzi na stres oksydacyjny, a zachodzacych pod wplywem endogenne;
aktywnosci fancucha oddechowego. Stwierdzilis$my zwigkszong ekspresj¢ m.in. genow NOS2,
GSTMS, ALB, MBL2, SCARA3 i CAT. Jednocze$nie zaobserwowalismy obnizenie ilo§ci mRNA
gendw zwigzanych z metabolizmem glutationu (GSS, GSTZ1, GSTA4, GPX). Wnioskujemy z
tego, ze detoksykacja RFT zachodzi na drodze szybkich, enzymatycznych reakeji, a rola
drobnoczgsteczkowych antyoksydantéw, tj. GSH, nie jest kluczowa dla tego procesu.
Jednoczesnie sugeruje to, ze zmiana stosunku GSH/GSSG oraz stopniowe obnizenie stezenia
glutationu (w przypadku komérek intensywnie produkujacych RFT w wyniku zwigkszonej
aktywnosci lancucha oddechowego) jest sygnatem aktywujgcym szlak NF-xB, co kieruje
metabolizm komérki na drogg indukeji mechanizméw antyoksydacyjnych i jest przyczynkiem
dla zwiekszonej opornosei tych komorek na stres wywolany przez AgNP.

Za najbardziej warto$ciowe wnioski wynikajace z tej pracy uwazam stwierdzenie, ze
toksyczno$¢ AgNP silnie zalezy od stanu metabolicznego komdrki, a stymulacja obrony
antyoksydacyjnej zwigzana z umiarkowanym stresem oksydacyjnym zwigzanym z
fizjologiczng aktywnoscig lancucha oddechowego skutkuje wigkszg opornosécig komorek na
toksyczne dzialanie AgNP.

Podgzajgc tym tokiem rozumowania, mozemy zalozy¢, ze komorki ktérych metabolizm
energetyczny oparty jest o glikolize¢ mogg by¢ wrazliwsze na dziatanie AgNP. Poniewaz
komérki nowotworowe produkujg energi¢ glownie w procesie glikolizy, a wigc w warunkach
ograniczenia aktywnosci lancucha oddechowego generujacego RFT (efekt Warburga), mozna
przypuszezaé, ze réznice we wrazliwosci komoérek nowotworowych i prawidlowych na
nanomaterialy mogg przynajmniej czesciowo wynikaé z réznic w metabolizmie glukozy. Jest
to wazna informacja przy projektowaniu nowych nanofarmaceutykéw, ktére powinny
uwzglednia¢ réznice w utlenowaniu tkanek i wynikajagce z tego rdéznice w
metabolizmie/wrazliwosci komdrek nowotworowych i prawidlowych. Praca nr 3 wskazuje na
kluczows role mitochondriow i endogennej produkeji RFT w toksycznosei AgNP.
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Praca nr 4.
Crucial role of chelatable iron in silver nanoparticles induced DNA damage and cytotoxicity.

Grzelak A, Wojewodzka M, Meczynska-Wielgosz S, Zuberek M, Wojciechowska D,
Kruszewski M.

Redox Biol. 2018, 15:435-440. (IF'= 6,899 MNISW=40)

Watek opisujgey rolg mitochondriow w toksycznosécei AgNP byl kontynuowany w pracy
numer 4. W pracy tej opisano mechanizm odpowiedzialny za powstawanie uszkodzen
oksydacyjnych w DNA komérek narazonych na dzialanie AgNP. Skoncentrowali$my sie w niej
na ocenie roli poszczegdlnych reaktywnych form tlenu oraz jonéw zelaza w cyto- i
genotoksycznodei nanomaterialéw. Za pomocg specyficznego chelatora jonéw zelaza,
deferoksaminy (DFO), wykazalismy kluczowa rolg jonow zelaza w toksycznosci i generowaniu
uszkodzefi oksydacyjnych powstajgcych w  wyniku dzialania AgNP. Dzieki temu
zaproponowalisSmy mechanizm toksycznosci AgNP, uwzgledniajacy role jonéw zelaza.
Metodyka stosowana w tej pracy opiera si¢ ocenie przezywalnoéci komorek, ocenie generacii
wolnych rodnikéw tlenowych oraz tescie kometowym sluzgeym do oceny rodzaju i liczby
uszkodzen DNA.

Podobnie jak w pracy nr 3, generacje RFT oceniano wykorzystujac specyficzne sondy
fluorescencyjne (DHR123, MitoSOX, DHE) oraz wrazliwe na utlenianie bialko reporterowe
(HyperMito). Za pomocg tego panelu sond stwierdzilismy, ze pierwotnie powstajgcym wolnym
rodnikiem tlenowym po inkubacji komérek z AgNP jest O*, a gléwnym miejscem jego
powstawania sg mitochondria. Nastgpnie oceniliémy ilos¢ uszkodzerin DNA powstajaca w
komorkach traktowanych AgNP w obecnosci chelatora jonéw zelaza lub kiedy pula wolnego
zelaza nie zostala zmieniona. Wykazalismy, ze ilo$¢ uszkodzen powstajgcych w komorkach w
ktorych zelazo bylo skompleksowane jest znaczgco mniejsza niz w przypadku komoérek, gdzie
zelazo powstawalo nieskompleksowane.

Za najwazniejsze wnioski wynikajace z tej pracy uwazam wykazanie, ze za toksyczno$é
nanomaterialéw odpowiada gldwnie H>O; oraz jony Zelaza, ktore w reakcji Fentona generujg
‘OH, bedgcy bardzo efektywnym czynnikiem uszkadzajgcym komponenty komérki.
Jednoczesnie wyjasnilisSmy pozorng sprzeczno$é miedzy niskg reaktywnoseig rodnikow
generowanych przez taficuch oddechowy a powstawaniem uszkodzenn DNA. W mitochondriach
generowany jest O*, ktérego reaktywnosé w stosunku do DNA jest niewielka. Natomiast jego
dysmutacja do HO2 i powstanie ‘OH w wyniku reakcji Fentona wyjasnia powstawanie
uszkodzefi DNA powszechnie obserwowane w komorkach traktowanych nanoczastkami.
Zaproponowany mechanizm wyjasniajgcy zalezne od nanoczgstek generowanie ‘OH i roli
jonow zelaza w tym procesie moze przyczyni¢ si¢ do zwickszenia bezpieczefistwa stosowania
nanomaterialow.

Praca nr 5.
Silver nanoparticles can attenuate nitrative stress.

Zuberek M, Paciorek P, Bartosz G, Grzelak A.
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Redox Biol. 2017, 11:646-652. (IF= 6,899 MNISW=40)

Praca nr 5 jest kontynuacja prob wyjasnienia mechanizmow generacji  stresu
oksydacyjnego przez AgNP w ukladzie komorkowym z modulowang za pomocyg stgzenia
glukozy aktywnoscig taiicucha mitochondrialnego (praca nr 3). Celem tej pracy byla ocena
zmian w produkcji reaktywnych form azotu indukowanych w wyniku biologicznej aktywnosei
AgNP, w zaleznosci od profilu metabolizmu energetycznego komorki, a takze ocena roli
nadtlenoazotynu w toksycznosci nanomaterialéw. W pracy tej szczegdlng uwage zwréciliSmy
na potencjalng rol¢ nadtlenoazotynu w toksycznosci AgNP. Wykazalismy, ze w warunkach
ograniczonej dostepnosci glukozy i zwigkszonej aktywnosci lancucha oddechowego nastgpuje
stymulacja wytwarzania tlenku azotu, co w warunkach zwickszonego wydzielania O* promuje
powstawanie nadtlenoazotynu.

Badania wykazaly, ze pomimo znaczgco wyzszej generacji RFT, w komdrkach
suplementowanych 25 mM glukozg i traktowanych AgNP nie stwierdzono powstawania
wigkszej ilosci nitrotyrozyny, uznawanej za marker dzialania nadtlenoazotynu w ukladach
biologicznych. Ponadto wykazalismy, ze zwigkszone wydzielanie tlenku azotu nie prowadzi do
powstawania nadtlenoazotynu w zadnym badanym ukladzie doswiadczalnym.

Aby zweryfikowaé hipotezg o wplywie nanoczgstek na stabilno$¢ nadtlenoazotynu,
wykonalismy doswiadczenia w ukladzie bezkomorkowym in vitro, w ktorych wykazalismy, ze
obecnos¢ AgNP przyspiesza dekompozycje nadtlenoazotynu. Ocena nitracji bialek wywolanej
egzogennym nadtlenoazotynem wykazala wyzszy poziom nitracji w komorkach hodowanych
w medium o obnizonym stezeniu glukozy. Naszym zdaniem wynika to z faktu, ze bialka
zawierajgce nitrotyrozyne byly szybciej usuwane w komorkach hodowanych w medium o
wyzszym stezeniu glukozy, co jest zwigzane z wigkszg aktywnodcig proteasomu.

Efekt stymulacji usuwania nitrowanych bialek zaobserwowalismy w komdérkach
hodowanych w medium o nizszym stezeniu glukozy poddanych dziataniu AgNP. Fenomen ten
powigzalisSmy z aktywacjg szlaku NRF-2, ktora powoduje wzrost aktywnosci proteasomu.
Efektywniejsza eliminacja zmienionych aminokwasow w obecnosci AgNP  jest
prawdopodobnie jedng z przyczyn zwickszonej opornosci komorek rosngcych w warunkach
prawidiowej glikemii. Obserwacje te pozwolily nam na postawienie tezy, ze nadtlenoazotyn
oraz produkty jego dzialania, takie jak nitrotyrozyna, nie majg znaczenia w toksycznosci AgNP
w przypadku komorek z prawidlowo dzialajagcym tancuchem oddechowym.

Za najwazniejsze wnioski pltyngce z tej pracy uwazam oceng roli reaktywnych form
azotu w toksycznosci nanomaterialéw, a takze stwierdzenie, ze w pewnych warunkach moze
dojs¢ pod wplywem AgNP do stymulacji aktywnos$ci proteasomu.

Praca nr 6.

Exposure of human neurons to silver nanoparticles induces similar pattern of ABC transporters
gene expression as differentiation: Study on proliferating and post-mitotic LUHMES cells.

Zuberek M, Stepkowski TM, Kruszewski M, Grzelak A.
Mech Ageing Dev. 2018; 171:7-14. (I1F= 3,087, MNISW= 35)
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Fizjologiczng rolg transporterow ABC jest utrzymywanie homeostazy popizez
eliminacj¢ ze Srodowiska wewngtrzkomorkowego ksenobiotykdw lub niedopuszczenia do
whiknigcia substancji niebezpiecznej do wnetrza komdrki. Ze wzgledu na swa specyficzng
funkcje transportery ABC wchodzg w sktad tkanek barierowych, tj. bariera krew/mézg,
krew/jelito czy bariera w tozysku. Poniewaz wiadomo, ze AgNP moga przenikaé przez bariery
i gromadzi¢ si¢ w narzgdach poza barierami wykazujgc tam aktywno$¢ biologiczng, zasadnym
wydaje si¢ podjecie wysitkow majacych na celu oceng dzialania toksycznego AgNP w stosunku
do komérek fizjologicznie znajdujgcych poza barierg krew/mozg.

W pracy nr 6 kontynuujgc badania nad rolg transporteréw opornosei wielolekowej w
odpowiedzi na stres oksydacyjny scharakteryzowalismy zmiany ckspresji gendw transporteréw
ABC w zr6znicowanych i nie zréznicowanych ludzkich neuronach traktowanych AgNP.,

Model doswiadczalny stanowily komarki linii LUHMES. Sg to komdrki ktére zostaly
wyizolowane ze $rédmoézgowia plodu i maja zdolno$é do réznicowania w dojrzate neurony
dopaminergiczne. W przeprowadzanych doswiadczeniach poddawali$my inkubacji z AgNP
komorki zréznicowane oraz komoérki intensywnie proliferujgce i oceniliSmy zmiany w
poziomie mRNA dla wybranych transporteréw ABC. W pracy zaobserwowalismy, ze zmiany
zachodzg gléwnie w ekspresji genéw bialek ABC regulowanych przez szeroko pojety stres
oksydacyjny oraz jego produkty (utlenione sterole). Szczegdlnie intensywnie dodatnio
regulowang rodzing byly biatka z rodziny ABCA, ktéra to rodzina jest zaangazowana w
transport i prawidlowg dystrybucje lipidéw. Opierajac si¢ o dane literaturowe
zaproponowalismy potencjalny model modulowania ilosci mRNA dla bialek z rodziny ABCA
w oparciu o aktywacj¢ czynnika transkrypcyjnego LXR.

Za najcickawsze obserwacje plynace z pracy nr 7 uwazam wykazanie, ze zmiany w
ekspresji transporterow ABC wywolane przez AgNP podobne sa do zmian zachodzacych
podczas réznicowania neuronéw. Moze to mie¢ potencjalne znaczenie w przypadku ekspozycji
in utero, kiedy nanoczgstki moga wplywac na prawidlowy rozwdéj uktadu nerwowego u plodu.

Praca nr7

Nanoparticles-Caused Oxidative Imbalance.

Zuberek M, Grzelak A.

Adv Exp Med Biol. 2018;1048:85-98. (I1F=1,937 MNISW=25)

Praca nr 7 jest pracg przeglagdowg w ktorej podsumowalismy istniejgcy stanu wiedzy
na temat stresu oksydacyjnego indukowanego w komorkach ssakéw przez nanomaterialy, ze
szezegblnym uwzglednieniem zagadnien zwigzanych z generowaniem RFT. W czesci wstepnej
pracy opisalismy podstawowe wiadomosci dotyczgce zjawiska stresu oksydacyjnego,
przytoczyliSmy najwazniejsze definicje oraz poruszylismy tematy zwigzane z odpowiedzia
komérek na wystgpowanie stresu oksydacyjnego.

Nastgpnie skupiliSmy si¢ na fenomenic generowania przez roznego rodzaju
nanomaterialy stresu oksydacyjnego w liniach komérkowych oraz innych modelach
badawczych, tj. drobnoustroje. Podsumowane zostaly tu wyniki wielu prac doswiadczalnych,
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w ktorych kryterium porzgdkujgcym byl rodzaj nanomateriatu, rodzaj wykrywanego rodnika
tlenowego, reaktywnej formy tlenu czy parametru odpowiedzialnego za homeostaze redoks,
metody wykrywania wyzej wymienionych parametrow (sondy fluorescencyjne, oznaczenia
uszkodzen na poziomie komérkowym takie jak uszkodzenia DNA czy produkty peroksydacji
lipidow).

Dalej poruszylismy problem przenikania nanomaterialow do komodrek. Zestawiono
informacje na temat funkcjonalizacji powierzchni nanomaterialow w celu polepszenia wnikania
do wnetrza komorek, a takze problemu wielkosci wnikajgcych do komorek nanoczgstek.
Omoéwione zostaly jakie efekty biologiczne mogg wywolywaé nanomaterialy ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli RFT, ktérych wzmozona generacja towarzyszy ekspozycji komorek na
nanoczastki.

Najwigcej uwagi poswiecilismy zagadnieniom wigzgcym stres oksydacyjny wynikajacy
7 narazenia na nanoczgstki z regulacjg przekazywania sygnalow wewngtrzkomorkowych i
zwigzanych z tym efektow biologicznych. WskazaliSmy na szlaki wewnatrzkomoérkowego
przekazywania sygnalow, ktdre sg szczego6lnie wrazliwe na regulacyjne dzialanie poprzez
status redoks komorek, oraz implikacje dla komoérek wynikajgce z aktywacji wrazliwych na
status redoks czynnikow transkrypcyjnych. Podsumowali$my rowniez scharakteryzowana sie¢
zaleznosci pomiedzy fizjologicznie generowanymi reaktywnymi formami tlenu, a
indukowanym przez nanomaterialy stresem oksydacyjnym wskazujgc na miejsca w szlakach
wewnatrzkomorkowego przekazywania sygnalow, ktére mogg by¢ krytyczne dla odpowiedzi
komérek na dzialanie nanomaterialow.

Podsumowanie

Przedstawione w osiggnigciu naukowym prace doswiadczalne stanowig spojny panel
cksperymentow, ktdre uszczegdlawiajg i wyjasniajg role RFT w toksycznosci AgNP. Zwracaja
rowniez uwage na to, w jaki sposob toksycznosé¢ AgNP zalezy od endogennej aktywnosci
mitochondrialnego lancucha oddechowego i zwigzanego z nig wewngtrzkomorkowego statusu
redoks. Prace te poruszajg takze problem wplywu wywolanego przez nanoczgstki stresu
oksydacyjnego na zmiany profilu aktywnosci bialek ABC i implikacji tego zjawiska dla
réznicowania komarek oraz indukeji opornosci wielolekowej w komorkach ssakow.

PLANY NAUKOWE

Moje zainteresowania naukowe skupiajg sie wokdl zagadnien zwigzanych z szeroko
pojetym stresem oksydacyjnym, jako czynnikiem regulujgcym metabolizm komérkowy. Mam
zamiar kontynuowa¢ badania zwigzane z toksycznoscig nanomaterialéw, w szczegdlnosci
badania wplywu nanomaterialow na stabilno$¢ i poziom miRNA regulujgcych proces
przerzutowania nowotworéw. Ponadto rozpoczeglam badania nad modulacja przez stres
oksydacyjny, wywolywany przez popularne nanomaterialy, estrogenozaleznych szlakow
przekazywania sygnalodw na drodze niezaleznej od wigzania liganda hormonalnego.
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Moja praca doktorska, dotyczyla zagadnien zwigzanych z gerontologia eksperymentalng
drozdzy. W ramach przygotowania rozprawy doktorskiej opracowalam metod¢ uzyskiwania
duzej liczby komorek Saccharomyces cerevisiae wykazujacych fentoyp starzenia
replikacyjnego. Okredlitam podstawowe parametry redoks starych replikacyjnie komérek
Saccharomyces cerevisiae, co bylo podstawa do opublikowania pracy:
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OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Po uzyskaniu stopnia doktora rozszerzylam moje zainteresowania o zagadnienia
zwigzane z regulacja stresu oksydacyjnego oraz skutkami dziatania wolnych rodnikéw i RFT
dla organizméw eukariotycznych, tym razem glownie na modelach komérkowych. Badania te
staly si¢ podstawg do ubiegania si¢ przeze mnie o uzyskanie stopnia doktora habilitowanego.

Tym niemniej, oprécz badah nad stresem oksydacyjnym, uczestniczylam takze w
innych pracach:

(1) Opracowalam zalozenia dwoch testow o potencjale diagnostycznym. Jeden pozwala na
szybkie 1 precyzyjne typowanie gatunku drozdzakow z rodzaju Candida oraz grzybow
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dermatofitycznych za pomocag analizy HRM. Opracowalam réwniez zalozenia testu
przesiewowego majgcego w celu okreslenia wrazliwosci drozdzakéow Candida albicans na
azole w oparciu o analiz¢ HRM. Oprocz publikacji badania te pozwolily tez na uzyskanie
patentu na terenie RP,

1

Principles of a new protocol for prediction of azole resistance in Candida albicans
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