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1. Imie i nazwisko

Sylwia Terpitowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe- z podaniem nazwy, miejsca i

roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2000

2007

2008

2010

2011

dyplom ukonczenia studiow wyzszych, kierunek biologia,
specjalnos¢ mikrobiologia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej, tytut pracy magisterskie;j:
sopontaniczne i indukowane in vitro wytwarzanie cytokin w
komoérkach podscieliska szpiku kostnego o0séb chorych na ostrq
biataczke szpikowaq 1 szpiczaka mnogiego”. Praca wykonana pod

kierunkiem prof. dr hab. Martyny Kandefer-Szerszen

dyplom ukonczenia studiow podyplomowych ,Zarzqadzanie
projektami spotecznymi’ (finansowanymi z EFS) na Wydziale Nauk

Spolecznych Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawtla II

stopien naukowy doktora nauk weterynaryjnych 2z =zakresu
immunologii uzyskany na podstawie rozprawy doktorskiej pt.
»Wplyw chromu i zelaza na metabolizm fibroblastéow i komdérkowe
mechanizmy obronne u myszy” pod kierunkiem prof. dr hab.
Andrzeja K. Siwickiego na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Na wniosek

recenzentow wyrozniona przez Rade Wydziatu

dyplom ukonczenia studiow podyplomowych , Podyplomowe Studia
w Zakresie Audytu Wewnetrznego w Sektorze Finanséw Publicznych”
na Wydziale Prawa, Prawa Kanonicznego i Administracji Katolickiego

Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawta II

dyplom ukonczenia studiéow podyplomowych ,Ksztatcenie kadry

akademickiej do roli wyktadowcéw przedmiotu Ochrona wtasnosci
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intelektualnej”, Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii

Curie-Sklodowskiej

2012 dyplom ukonczenia studiow podyplomowych ,Diagnostyka
molekularna” na  Wydziale Agrobioinzynierii  Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych.

2021 - obecnie, adiunkt w Katedrze Medycyny Zabiegowej z Pracownia
Genetyki Medycznej, Instytut Nauk Medycznych, Collegium
Medicum, Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach

Od 2000 roku do 2021 na Katolickim Uniwersytecie Lubelskim Jana Pawtla II

na nastepujacych stanowiskach:

2000 - 2005 asystent naukowo-dydaktyczny w Katedrze Biologii Komorki,
Instytutu Ochrony Srodowiska, Wydziatu Matematyczno-
Przyrodniczego, Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana
Pawta II

2005 -2010 samodzielny referent w Biurze Wspélpracy z Zagranica KUL

2010-2021 adiunkt w Pracowni Biologii Srodowiska, Kierownik Pracowni
Biologii Srodowiska Instytutu Inzynierii Srodowiska, Wydziatu
Zamiejscowego KUL w Stalowej Woli

Marzec-wrzesien 2021 — adiunkt w Instytucie Zdrowia
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4. Omowienie osiagnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z

2021 r. poz. 478 z pozn. zm.).

Tytul osiagniecia naukowego
Toksycznosc i mechanizmy dzialania wybranych pierwiastkow przejSciowych
ze szczegolnym uwzglednieniem oddziatywania chromu(Ill) z innymi

pierwiastkami - badania in vitro.

Wykaz opublikowanych prac naukowych wchodzacych w sklad
osiagniecia naukowego

Na cykl powiazanych tematycznie artykulow naukowych stanowiacych
osiggniecie naukowe sklada sie 6 prac. We wszystkich jestem pierwszym
autorem i autorem korespondencyjnym.
Sumaryczny wspotczynnik oddzialywania jednotematycznego cyklu prac
wynosi 19,892 (Impact Factor wg daty publikacji), zas sumaryczna liczba
punktow wynosi 545. Pelne dane bibliograficzne znajduja sie¢ w zalaczniku
Wykaz osiagnie¢ naukowych albo artystycznych, stanowiqcych znaczny wktad

w rozwodoj okreslonej dyscypliny

4.1 Terpilowska S.*, Siwicki A. K., 2017, Chromium(III) and iron(IIl) inhibits
replication of DNA and RNA viruses, Biometals, 30(4): 565-574.
[F2017 2,478, Q3, MNiSW 30

4.2 Terpilowska S.*, Siwicki A.K., 2018, Interactions between chromium(III)
and iron(Ill), molybdenum(Ill) or nickel(Il): cytotoxicity, genotoxicity and
mutagenicity studies. Chemosphere, 201, 780-789.

[F2018 5,108, Q1, MNiSW 35

4.3 Terpilowska S.* Siwicki A.K., 2019, Cell cycle and transmembrane
mitochondrial potential analysis after chromium(IIl), iron(Ill), molybdenum(IIl) or
nickel(Il) and their mixture treatment. Toxicology Research, 8(2), 188-195

[F2019 2,283, Q3, MNiSW 40
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4.4 Terpilowska S.*, Siwicki A.K., 2019, Pro- and antioxidant activity of
chromium(Ill), iron(Ill), molybdenum(Ill) or nickel(Il) and their mixtures,
Chemico-Biological Interactions, 298, 43-51.

[F2010 3,723, Q1, MNiSW 100

4.5 Terpilowska S.*, Piecta E., Roman M., Paluszkiewicz C., Kwiatek W.M.,
2023, Spectroscopic imaging to assess biochemical alterations in liver
carcinoma cells exposed to transition metals, Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 303, 1232

IF2023 4,4, Q1, MEN 140

4.6 Terpilowska S.*, Rafinska K., Golebiowski A., Kowalkowski T.,
Buszewski B., 2023, The influence of selected transition elements on cell
metabolism, Ecological Chemistry and Engineering S, 30(4):471-488

[F2023 1,9, Q4, MEN 200

* - autor korespondencyjny

Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow

Wstep

Mikroelementy to pierwiastki, ktére w organizmach ludzi i zwierzat
wystepuja w stezeniu ponizej 1 pg/g mokrej tkanki. Nalezg do nich m.in.
zelazo, chrom, nikiel, kobalt oraz molibden. Pomimo niskiego ich stezenia w
komorkach, sa one niezbedne do prawidlowego funkcjonowania komorki
poprzez regulacje wielu szlakow metabolicznych. Do organizméw zwierzat i
ludzi dostaja sie droga oddechowa, poprzez skore oraz w najwiekszym stopniu
poprzez przewod pokarmowy. Przyjmowane sa wraz z dietg, ale tez w formie
preparatow witaminowo-mineralnych, suplementow diety czy napoi
energetycznych, ktoérych spozycie ostatnio znacznie wzrosto. W ostatnich
latach coraz wiecej pierwiastkow przedostaje sie do organizmow ludzi i

zwierzat wraz ze stosowanymi na szeroka skale biomaterialami. Sg to
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materialy uzywane do konstruowania sztucznych organow, przyrzadow
rehabilitacyjnych lub implantow zastepujacych cate organy lub ich czesci.
Biomaterialy to substancje opracowane w celu zastosowania jako samodzielne
lub czesci skladowe systemu uzywanego do kontaktu ze sktadnikami zywych
organizmow ludzi i zwierzat podczas leczenia lub diagnostyki (Bauer i wsp.,
2013; Patel i wsp., 2012). Nalezy zaznaczyc, ze te materialy zawieraja wiele
pierwiastkow, ktorych pelne przemiany na poziomie komoérek nie zostaty w
pelni poznane. Ma to istotne znaczenie, gdyz pierwiastki pozostajace w
organizmie czlowieka moga wykazywac efekty toksyczne na poziomie
narzadow, tkanek, czy tez komorek. Ponadto zupelnie niepoznane sa
mozliwosci wzajemnego oddzialywania pomiedzy pierwiastkami na poziomie
komoérkowym.

Chrom jest pierwiastkiem powszechnie wystepujacym w przyrodzie.
Wystepuje na wielu stopniach utlenienia, tj. -2, 0, +2, +3, +4, +5 oraz +6.
Najbardziej rozpowszechnione sg zwiazki chromu(Ill) oraz (VI). Wykazano, ze
zwiazki chromu(VI) sa toksyczne, natomiast uwaza sie, ze zwiazki chromu(III)
sa nietoksyczne (Rudolf i Cervinka, 2003). Zwigzki chromu(VI) sa 1000 razy
bardziej toksyczne niz zwiazki chromu(lll) (Hininger i wsp., 2007). Zwiazki
chromu(VI) do komoérek dostaja sie wykorzystujac kanaty blonowe dla jonow
siarczanowych (Figgitt i wsp., 2010). Wewnatrz komorki jony Cré* redukowane
sa poprzez formy przejsciowe: Cr>*, Cr** do jonow Cr3* (Valko i wsp., 2006).
Proces ten zalezny jest od pH, tj. zachodzi szybciej w Srodowisku kwasnym,
natomiast wolniej przy pH obojetnym (Langard i Costa, 2015). Te formy
przejsciowe i produkty posrednie reakcji redukciji, tj. wolne rodniki tlenowe
moga oddzialywac¢ na organelle komorkowe. Natomiast jony Cr(III) dostaja do
komorki na drodze transportu biernego, endocytozy lub fagocytozy (Eastmond
i wsp., 2008). Dodatkowo moze byc transportowany do komorek wraz z
transferyna i aktywowac receptor insulinowy. Okolo 80% chromu
znajdujacego sie¢ we krwi jest zwiazane z transferyna. W warunkach
fizjologicznych biatko to wiaze jony pierwiastkow, umozliwiajac im transport
do komorek. Transferyna preferencyjnie wiaze jony zelaza (Fe3*). Transferyna
transportowana jest do komorek na drodze endocytozy. Wykazano, ze rowniez

Cr3* moze wigzac sie do transferryny zastepujac jony Fe3*. W odpowiedzi na
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wzrost stezenia insuliny w osoczu, receptor transferyny (Tf-R) w komorkach
wrazliwych na insuline migruje z pecherzykow do blony plazmatyczne;.
Transferyna, ktora zawiera dwa zwiazane jony metali (jeden jon Cr3* i jeden
inny kation metalu (M)), wigze sie¢ z receptorem i jest internalizowana na
drodze endocytozy. pH powstalego pecherzyka jest obnizane przez ATP pompy
protonowe, co powoduje uwolnienie jonow Cr3* z transferyny. Chrom(III)
uwolniony 2z wielu czasteczek transferyny jest sekwestrowany przez
apochromoduling, co powoduje jej przeksztatcenie do chromoduliny. Ta z kolei
jest niezbedna do aktywacji receptora insulinowego (Vincent i Edwards, 2019).
Po przedostaniu sie¢ komorek zwiazki chromu(Ill) negatywnie oddziatuja na
mitochondria, jadro komorkowe, mikrofilamenty oraz lizosomy. Wykazano, ze
jony Cr3* moga wigzacC sie¢ bezposrednio z DNA tworzac addukty Cr-DNA i
potaczenia krzyzowe pomiedzy niciami DNA (O'Brien i wsp., 2003). Ponadto
wykazano, ze Cr(II) moze obnizac wiernos¢ polimerazy DNA (Galaris i
Evangelou, 2002). Wiele badan wskazuje na udzial chromu(lll) w regulacji
aktywnosci receptora insulinowego, w prawidlowym metabolizmie biatek,
thuszczow oraz weglowodanow (Baghi i wsp., 2002).

Zelazo, to pierwiastek niezbedny do prawidlowego przebiegu wielu
procesow komorkowych (Sraiiwsp., 2002). Obecne jest w centrach aktywnych
enzymow nalezacych go grupy oksydaz, katalaz, peroksydaz, cytochromow,
akonitazy, reduktazy rybonukleotydowej oraz syntetazy tlenku azotu. Sa to
enzymy zaangazowane w kluczowe szlaki metaboliczne, tj. synteze DNA i RNA,
transport elektronéw podczas oddychania wewnatrzkomorkowego i
proliferacje komorek (Lieu i wsp., 2001). Jego aktywnos¢ w uktadach
biologicznych zwiazana jest z mozliwoScia zmiany stopnia utlenienia.

Szczegoblnie istotne jest jego zaangazowanie, w reakcje Habera-Weiss’a.

Fe3*+ Oy —» Fe2++ Oy
Fe2+* + H,O, —*» Fe3* + OH + OH- + Fes3+
Os-+ H202 *» OH-+ OH + O

Jednak jak wykazano, Fe2* oraz Fe3*moga tez byc¢ toksyczne. Glownie

dlatego, iz jest zaangazowane w powstawanie wolnych rodnikow tlenowych
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(Hirsh i wsp., 2002a; Hirsh i wsp., 2002b). Moga one powodowac utlenianie
zasad DNA, powstawanie wigzan krzyzowych w DNA lub pomiedzy DNA a
biatkami (Valko i wsp., 2006). Ponadto obserwowano obnizanie zawartosci
wielonienasyconych kwasow tluszczowych w blonach, hamowanie aktywnosci
enzymow komorkowych, obnizanie stezenia ATP, hamowanie aktywnosci
kompleksow I-III tancucha oddechowego oraz dehydrogenazy bursztynianowe;j
(Hirsh i wsp., 2002a; Hirsh i wsp., 2002b)

Nikiel wystepuje na wielu stopniach utlenienia, tj. -1, +1, +2, +4 oraz
+4. Jednak najczeSciej spotykany jest na +2 stopniu utlenienia. Nikiel po
przedostaniu sie do komorki moze wywolywac efekty toksyczne, prowadzac do
apoptozy. Wywolywac¢ tez moze aberracje chromosomowe, uszkodzenia
chromosomoé6w i transformacje morfologiczne komorek. Opisany dotychczas
mechanizm mutagennego dzialania niklu opiera si¢ na modyfikacjach
histonow. Obserwowano wzrost ilosci histonu H3K4me3, a spadek H3K9me3
(Klein i M. Costa, 2015; Arita i wsp., 2012).

Molibden jest pierwiastkiem niezbednym do prawidlowego metabolizmu
komorek. Najczesciej wystepuje na nastepujacych stopniach utlenienia: +2,
+3, +4 and +6 (Tallkvist i Oskarsson, 2015). Wystepuje w centrach aktywnych
wielu enzymow: oksydoreduktazy ksantynowej, oksydazy aldehydowe;j,
mitochondrialnej reduktazy amidoksymowej, reduktazy azotynowej, oksydazy
ksantynowej, dehydrogenazy ksantynowej, oksydazy siarczynowej (Mendel,

2013)

Cel

W zwiazku z coraz wieksza podaza pierwiastkow i ich zaangazowaniem
w metabolizm komorkowy oraz mozliwoscia wywolywania Smierci komorek
(apoptozy), co moze prowadzic do indukcji wielu choréb w tym
nowotworowych, w niniejszych badaniach podjeto probe okreslenia ich
metabolizmu. Celem badan byto okreslenie wplywu chromu, zelaza, niklu oraz
molibdenu na metabolizm komorek prawidtowych i nowotworowych oraz
okreslenie rodzaju oddzialywan pomiedzy chromem a Zelazem, chromem a
niklem oraz chromem a molibdenem. Cele ogdlne byly zrealizowane poprzez

cele szczegotowe:
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a) Okreslenie dawek ICso chlorku chromu, chlorku zelaza, chlorku niklu
oraz trojtlenku molibdenu przy uzyciu testow cytotoksycznosci.

b)  Okreslenie genotoksycznosci i jej mechanizmow chlorku chromu, chlorku
zelaza, chlorku niklu oraz tréjtlenku molibdenu przy uzyciu testow
kometowego i mikrojadrowego.

c) Okreslenie mechanizmow mutagennosci chlorku chromu, chlorku zelaza,
chlorku niklu oraz trojtlenku molibdenu przy uzyciu testu AMES’a.

d) Okreslenie mechanizmow indukcji apoptozy przez chlorek chromu,
chlorek zelaza, chlorek niklu oraz tréjtlenku molibdenu przy uzyciu
testow okreslajacych powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych i
produktow ich dzialania w komoérce oraz aktywnosci ukladu
antyoksydacyjnego.

e) Okreslenie innych mechanizmow apoptozy indukowanej przez chlorek
chromu, chlorek zelaza, chlorek niklu oraz trgjtlenku molibdenu przy
uzyciu technik spektroskopowych: Raman i FTIR oraz ICP-MS.

f)  Okreslenie aktywnosci przeciwwirusowej chlorku chromu i chlorku
zelaza.

g) Zidentyfikowanie rodzaju oddzialywania pomiedzy chlorkiem chromu, a

chlorkiem zelaza lub chlorkiem niklu lub tréjtlenkiem molibdenu.

Materialy i metody
1. Badania cyto- i genotoksycznosci, mutagennosci, stresu oksydacyjnego,
analizy faz cyklu komoérkowego oraz blonowego potencjatu
mitochondrialnego
Badania prowadzono na dwoch linach komorkowych: mysich fibroblastach
embrionalnych BALB/3T3 clone A31 cells (American Type Culture Collection
CCL-163) oraz komorkach nowotworu watroby HepG2 cells (American Type
Culture Collection HB-8065). Komorki inkubowano z chlorkiem chromu,
chlorkiem zelaza, chlorkiem niklu oraz trgjtlenkiem molibdenu w zakresie
stezen 100-1400 pM. W celu okreslenia typu oddzialywan, komorki
inkubowano z mieszaninami pierwiastkow: chlorek chromu w stezeniu 200

uM z chlorkiem zelaza, chlorkiem niklu lub trgjtlenkiem molibdenu o stezeniu
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1000 uM. W drugim przypadku stosowano mieszanine chlorek chromu w
stezeniu 1000 uM z chlorkiem zelaza, chlorkiem niklu lub tréjtlenkiem
molibdenu o stezeniu 200 pM. Po 24 godzinach inkubacji wykonywano
nastepujace testy:
a) Cytotoksycznosc- test redukcji MTT, test uwalniania dehydrogenazy
mleczanowej, test pochlaniania czerwieni obojetnej (NRU),
b) Genotoksycznosc: test kometowy, test mikrojadrowy,
c) Analiza faz cyklu komoérkowego,
d) Analiza blonowego potencjalu mitochondrialnego,
e) Stezenie rodnikow tlenowych, stezenie dialdehydu malonowego (MDA)
f) Pomiar aktywnosci enzymoéw ukladu antyoksydacyjnego: dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy glutationowej (GPx).
Wykonywano rowniez dla podanych stezen pojedynczych pierwiastkow i ich
mieszanin test AMES’a, przy uzyciu szczepow Salmonella Typhimurium
TA98 oraz TA100.
2. Badania mechanizmow apoptozy przy uzyciu spektroskopii Ramana oraz
FTIR (Fourier-transform infrared spectroscopy) oraz testow ELISA.
Badania prowadzono na linii komorkowej nowotworu watroby HepG2 cells
(American Type Culture Collection HB-8065). Komorki inkubowano 2z
chlorkiem chromu, chlorkiem zelaza, chlorkiem niklu oraz tréjtlenkiem
molibdenu oraz chlorkiem kobaltu w zakresie stezen 100-2000 uM. Po 24
godzinach inkubacji okreslano stezenie kaspaz: 3, 6, 8, 91 12.
Dodatkowo komorki hodowano na szkietkach wykonanych z CaF>. Nastepnie
komorki inkubowano z chlorkiem chromu, chlorkiem zelaza, chlorkiem niklu
oraz trojtlenkiem molibdenu o stezeniach 1000 i 2000 uM kazdy. Po 24
godzinach inkubacji komorki utrwalano i analizowano 2z uzyciem
spektroskopii Ramana i FT-IR.

3. Badanie poziomu chromu, zelaza, niklu, molibdenu, wapnia, magnezu,
sodu i potasu przy uzyciu metody ICP-MS. Obserwacje morfologii komoérek
przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM).

Badania prowadzono na trzech linach komoérkowych: Loog (mysie fibroblasty),

Caco-2 (komorki epitelium) i HepG2 (komoérkach nowotworu watroby).
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Komorki inkubowano z chlorkiem chromu, chlorkiem zelaza, chlorkiem niklu
oraz trojtlenkiem molibdenu o stezeniach 200 i 1000 uM. W celu okreslenia
typu odzialywan komorki inkubowano z mieszaninami pierwiastkow: chlorek
chromu w stezeniu 200 uM 2z chlorkiem zelaza, chlorkiem niklu lub
trojtlenkiem molibdenu o stezeniu 1000 pM. W drugim przypadku stosowano
mieszanine chlorek chromu w stezeniu 1000 uM z chlorkiem zelaza, chlorkiem
niklu lub trgjtlenkiem molibdenu o stezeniu 200 puM. Po 24 godzinach
inkubacji komorki mineralizowano i poddawano analizie ICP-MS. Natomiast
komorki obserwowane pod mikroskopem SEM utrwalano i analizowano pod
mikroskopem.
4. Badania aktywnosci przeciwwirusowej

Badania przeprowadzono na dwoch liniach komoérkowych: HEp-2, na
ktorej namnazano wirus opryszczki Herpes Simplex Virus HSV-1 oraz linii BT
(turbinate cells), na ktorej namnazano wirus Bovine Viral Diarrhea Virus
(BVDV). W pierwszym etapie okreslono cytotoksycznos¢ uzytych stezen
chlorku chromu oraz chlorku zelaza w zakresie stezen: 100, 200, 400, 600,
800, 1000 i 1200 puM na obu liniach komoérkowych, przy uzyciu testu redukc;ji
MTT. W kolejnym etapie komorki obu linii inkubowano przez 24 godziny z
chlorkiem chromu lub chlorkiem zelaza w stezeniach 100, 200, 400, 600, 800,
1000 i 1200 puM lub rownoczesnie w nastepujacych mieszaninach: 1) chlorek
chromu w stezeniu 200 puM plus chlorek zelaza w stezeniu 1000 uM, 2) chlorek
chromu w stezeniu 1000 uM plus chlorek zelaza w stezeniu 200 uM,3) chlorek
chromu w stezeniu 400 puM plus chlorek zelaza w stezeniu 800 uM oraz 4)
chlorek chromu w stezeniu 800 uM plus chlorek zelaza w stezeniu 400 uM. Do
kazdej proby dodawano wirusa HSV-1 lub BVDV. W przypadku wirusa HSV-
1 hodowle prowadzono 2 dni, natomiast w przypadku wirusa BVDV przez 5
dni. Po tym czasie izolowano DNA lub RNA odpowiednio. Nastepnie
prowadzono identyfikacje wirusow metoda Real Time PCR w przypadku wirusa

HSV lub qRT PCR w przypadku wirysa BVDV.

Strona 11



Dr Sylwia Terpilowska AUTOREFERAT

Omowienie wynikow i dyskusja

Pierwszym problemem w badaniach in vitro jest dobor odpowiedniej dawki
uzytej do badan. W przypadku badan in vivo, dla wielu mikroelementow nie
okreslono RDA (ang. Recommended Daily Allowance) lub Al (ang. Adequate
Intake) lub sg one rozne. Dla przykladu dostepna literatura podaje kilka
wartosci okreslajacych zapotrzebowanie organizmu na chrom(IIl). Jest to
miedzy innymi:

- ESADDI (ang. Estimated Safe and Adequate Daily Dietary Intakes for
Chromium) - niezbedna dzienna dawka chromu, ktéra dla réznych grup
wiekowych wynosi w zaleznosci od wieku od 10 do 200 pg.

- RDA (ang. Recommended Daily Allowance) - zalecane dzienne
zapotrzebowanie, ktore wynosi, jak podaja rozni autorzy 30-100 pg lub 50-
200 pg/dzien.

- ODA (ang. Optimal Daily Allowance)- optymalne dzienne zapotrzebowanie,
ktore wynosi 0,200 mg.

- RfD (ang. Reference Dose)- dawka referencyjna, ktora wynosi 1-1,5 mg/kg
m.c./dzien [23, 75].

- Al (ang. Adequate Intake) - wystarczajace spozycie, ktore w zaleznosci od
wielu waha sie od 2,0-11 pg/dzien.

- RDI (ang. Reference Dietary Intake): 120 pg/dzien (Berner, 2004, Vincent,
2001).

Natomiast dla zelaza wyznaczono:

- RDI (ang. Recommended Dietary Intakes), ktore wynosi, w zaleznosci od
wieku 7-27 mg (Swanson, 2003).

- RDA (ang. Recommended Daily Allowance) - zalecane dzienne
zapotrzebowanie, ktore wynosi:

19-51 lat: 10 mg mezczyzni, 15 mg kobiety, powyzej 51 roku Zycia 10 mg.

Jednak dawki te oprocz tego, ze réznia sie miedzy soba to dodatkowo
wyznaczane byly w badaniach in vivo. Jednak efektywne wchlanianie w jelicie
cienkim jest niskie. Np. wchtanianie wynosi ok. 0,4 % dla chlorku chromu, a

dla zwiazkow organicznych: pikolinianu i nikotynianu, ok 5%. Natomiast

wchlanianie zelaza wchlaniane jest na poziomie ok. 2-15%. Lepiej wchlaniane
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sg sole Fe2* niz Fe3*. Jak wida¢ wchtanianie zalezy tez od zwigzkow danego
pierwiastka jaki zostal uzyty. Ponadto poziom wchlaniania zalezy od skiladu
diety, zawartosci lipidow, bialek czy innych substancji wchodzacych w
interakcje, ktore moga wzmacniac lub ostabiac¢ jego wchilanianie. Wskazane
powyzej dawki odnosza sie do wchlaniania w jelicie, natomiast do
poszczegolnych komorek organizmu docieraja pierwiastki w innych
stezeniach. Dobranie odpowiednich dawek do opisywanych badan in vitro
odbylo si¢ na podstawie danych literaturowych oraz wczesniejszych badan.
Dodatkowo shusznos$¢ zastosowania dawek potwierdzono w pracy 4.6. Przy
uzyciu techniki ICP-MS oznaczono poziom chromu, zelaza, niklu i molibdenu
po inkubacji komorek z badanymi zwigzkami. Poziom pobierania pierwiastkow
wyniost dla chromu od 0,0016 do 0,003 promila, dla zelaza od 0,002 do 0,01
promila dla niklu od 0,0009 do 0,005 promila, a molibdenu od 0,0008 do
0,003. Tak niski poziom pobierania pierwiastkow jest zwiazany z biernymi
formami transportu badanych pierwiastkow do komoérek oraz tworzeniem
przez nie w plynie hodowlanym zwigzkow kompleksowych, ktore sa bardzo
slabo transportowane do komorki. Wykazano, ze chrom(Ill) w obecnosci
surowicy oddzialtuje z albumina, transferyna i przeciwcialami tworzac
kompleksy, ktore nie moga bycC transportowane przez blone komoérkowa
(Tkaczyk i wsp, 2010).

Wykorzystanie szerokiego wachlarza testow do badania metabolizmu
komorek mialo na celu okreslenie wplywu poszczegolnych pierwiastkow, jak i
ich mieszanin na funkcje komoérek prawidtowych i nowotworowych.

Linie komorkowe stanowia doskonale narzedzie do badan
skriningowych toksycznosci roznych substancji aktywnych biologicznie. Sa
wykorzystywane w pierwszym etapie oceny aktywnosci biologicznej réoznych
zwiazkow oraz okresSlenia ich potencjalnej toksycznosci. Pozwalaja na
ograniczenie uzycia do badan zwierzat laboratoryjnych w pierwszych etapach
badan nad nowymi substancjami. Zgodnie z zasada 3R (Reduction,
Replacement, Refinement) linie komorkowe sa stosowane do oceny
toksycznosci substancji, ale wiele z metod posiada walidacje przeprowadzona
w European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animals Testing -

EURL ECVAM, przez co zastepuja testy na zwierzetach. Jedna z czesto
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uzywanych linii komorkowych jest linia mysich fibroblastow plodowych.
Stosowana jest ona w zwalidowanej metodzie oznaczania ostrej toksycznosci
oraz fototosycznosci z uzyciem czerwieni obojetnej. Ponadto linie¢ BALB/3T3
zaproponowano jako model komorkowy do badania zmian morfologicznych i
biochemicznych po zadzialaniu pierwiastkow (Mazzotti i wsp., 2002). Inna
linia czesto uzywana w badaniach toksycznosci jest linia HepG2. Jest to linia
nowotworu watrobo-komorkowego (Fang i Beland, 2009; Schoonen i wsp.,
20095). Linia ta jest rekomendowana w protokole OECD do wykonania testu
mikrojadrowego.

Wszystkie testy uzyte w niniejszych badaniach wykonywane byly
zgodnie zaleceniami EURL ECVAM, protokolami OECD (Guideline 432,
Guideline 489, Guideline 471, Guideline 487), czy Polskimi Normami (ISO
10993-5 Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro
cytotoxicity).

Do badan cytotoksycznosci uzyto nastepujacych testow: redukcji MTT-
okreslajacego metabolizm mitochondriow, uwalniania dehydrogenazy
mleczanowej- okreslajacego integralnosc¢ blony komoérkowej oraz pochlaniania
czerwieni obojetnej- okreslajacej aktywnosc¢ lizosomow. Uzycie roznych testow
pozwala okresli¢ wrazliwos¢ organelli komoérkowych na badane substancje
(Chiba i wsp., 1998).

Do okreslenia genotoksyczosci uzyto testu kometowego oraz tworzenia
mikrojader. Test kometowy stuzy do wykrywania uszkodzen w DNA, tj.
jednoniciowych i dwuniciowych peknie¢ w DNA, modyfikacji chemicznych
(miejsca purynowe, niestabilne addukty) i enzymatycznych (uszkodzenia
oksydacyjne) (Czubaszek i wsp., 2014) Uszkodzone fragmenty DNA pod
wplywem pola elektrycznego migruja i tworza strukture przypominajaca
komete, ktora obserwuje sie pod mikroskopem (Pu i wsp., 2015). Test
mikrojadrowy wykorzystywany jest do wykrywania peknie¢ chromosomow i
uszkodzen wrzeciona kariokinetycznego. Mikrojadra tworza sie z
acentrycznych chromatyd, fragmentéw chromosoméw lub 2z calych
chromosomow, ktore w czasie anafazy nie przemieszczaja sie¢ do biegunow
komorki, a po zakonczeniu telofazy nie sa wlaczane do jader potomnych

(Fenech, 2008).
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W tescie AMES’a okreslana jest zdolnos¢ do wywolywania mutacji
powrotne] w genie odpowiedzialnym za synteze histydyny. Czynniki
mutagenne wywolujace ta mutacje powoduja przywrocenie zdolnosci syntezy
tego aminokwasu w szczepach Salmonella Typhimurium. Uzycie réznych
szczepow tych drobnoustrojow pozwala na okreslenia réznych typow mutacji.
W opisywanych badaniach uzyto szczepow TA98, ktory identyfikuje mutacje
typu przesuniecie ramki odczytu, natomiast szczep TA100 mutacje typu
zamiany pary zasad (Koztowska i wsp., 2012).

Cykl komoérkowy sktada sie z nastepujacych faz: GO, G1, S, G2 oraz M.
Przejscie pomiedzy kolejnymi fazami zalezy od aktywnosci cyklin i zwiazanych
z nimi kinaz zaleznych od cyklin. Utworzenia kompleksu kinaza-cyklina
zalezna od kinazy i nastepujaca reakcja fosforylacji uaktywniaja powstaty
kompleks. Kompleksy te sg niezbedne do przechodzenia przez komorke
kolejnych punktow kontrolnych. Ochrone taka zapewniaja punkty kontrolne
G1 oraz G2 podczas cyklu komoérkowego Ich pokonanie przez komorke
umozliwia wejscie w mitoze tylko komorek, ktorych DNA jest wolny od mutacji
lub innych uszkodzen (Le i Richardson, 2002).

Analiza  potencjalu  mitochondrialnego pozwala identyfikowac
substancje biologiczne o potencjale proapoptotycznym. Jednym z parametrow
charakteryzowanych w komorkach apoptotycznych jest uwalnianie
cytochromu C z mitochondrium, zaburzenie transportu elektronow w
tancuchu oddechowym oraz utrata mitochondrialnego potencjalu blonowego.
Spowodowana jest ona dzialaniem wolnych rodnikow tlenowych.

Wiele substancji aktywnych biologicznie indukuje w komorce stres
oksydacyjny, w wyniku, ktorego syntetyzowane sa wolne rodniki tlenowe (ang.
Reactive Oxygen Species, ROS). Jest to zjawisko fizjologiczne w komorce. Kiedy
jednak stezenie ROS jest wysokie, a enzymy ukladu antyoksydacyjnego
przestaja sobie radzic z jego skutkami dochodzi¢ moze do uszkodzen
poszczegolnych struktur komoérkowych. Wolne rodniki tlenowe, to grupa
zawierajaca wiele roznych zwiazkéw. W badania opisywanych ponizej
zastosowano test wykrywajacy rodniki: hydroksylowy, anionorodnik
ponadtlenkowy oraz inne rodniki wystepujace w komorce przy uzyciu

pochodnej fluoresceiny- dwuoctanu 2’°,7-dichlorofluoresceiny (DCFDA).
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Drugi z uzytych testow stuzyl do wykrywania koncowego produktu procesu
peroksydacji lipidow- dialdehydu malonowego. Proces ten sklada sie z trzech
etapow: inicjacji, propagacji i terminacji. W pierwszym etapie pod wplywem
ksenobiotyku lub rodnikow: hydroksylowego (--OH), nadtlenkowego (-LOO:),
alkoksylowego (-LO-) lub alkilowego (-L-) atom wodoru zostaje oderwany od
czasteczki wielonienasyconego kwasu thuszczowego. W tym etapie powstaje z
czasteczki kwasu thuszczowego rodnik alkilowy. W kolejnej fazie rodniki te
reagujq z tlenem tworzac wolne rodniki nadtlenkowe (-LOO-), ktore odrywaja
atomy wodoru od kolejnych czasteczek wielonienasyconych kwasow
thuszczowych. W wyniku tego procesu powstaje nadtlenek kwasu thuszczowego
i kolejny rodnik alkilowy. Reakcja ta powtarza sie wielokrotnie, w wyniku czego
wzrasta stezenie nadtlenkow kwasow tluszczowych. Terminacja procesu
peroksydacji rozpoczyna sie w przypadku reakcji pomiedzy wolnymi
rodnikami, ktora prowadzi do powstania produktu, ktory nie jest juz wolnym
rodnikiem. Produktami peroksydacji lipidow sa dimery fosfolipidow, okso- i
hydroksykwasy. Dalsze przemiany tych zwigzkéw prowadza do powstania
m.in. dialdehydu malonowego, ktory jest wskaznikiem procesu peroksydacji
lipidow (Grosicka-Macigg, 2011).

Komorki posiadaja mechanizmy chroniace je przed negatywnym
wplywem wolnych rodnikoéw tlenowych na struktury komorki. Naleza do nich
enzymy: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) oraz peroksydaza
glutationowa (GPx). Dysmutaza ponadtlenkowa to enzym katalizujacy reakcje
rozkladu anionorodnika ponadtlenkowego do nadltlenku wodoru i tlenu. Tak
powstaly nadtlenek wodoru moze by¢ rozkladany przez katalaze lub
peroksydaze glutationowa do wody. Peroksydaza glutationowa ponadto
redukuje nadtlenki lipidow powstale np. w procesie peroksydacji lipidow
(Czajka, 2006). Tak, wiec SOD, CAT ora GPx razem stanowig bariere ochronna
przed dzialaniem wolnych rodnikéw tlenowych oraz produktow utleniania
lipidow.

Opisane powyzej testy stanowia klasyczne podejscie do badania funkcji
biologicznych komorki po zadzialaniu réznych substancji. Coraz czeSciej
pojawiaja sie doniesienia o zastosowaniu nowoczesnych technik badawczych,

tj. spektroskopii Ramana i FTIR do okreslania mechanizméow dzialania
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roznych substancji. Jest to nowe narzedzie umozliwiajace badanie
metabolizmu komorki. W dostepnej literaturze znalez¢ mozna prace dotyczace
identyfikacji roznych typow komorek i tkanek nowotworowych przy uzyciu
metod spektroskopowych. Ponadto metod tych uzywano do badania wplywu
nanostruktur metalicznych na metabolizm komorek, uzywano do wyznaczania
dawek ICso, czy tez oznaczania interakcji wybranych pierwiastkow ze
strukturami komoérek w réznych schorzeniach. Jednak brak danych na temat
okreslania wplywu metali na identyfikacje mechanizmow apoptozy (Rauwel,
2020, Lv, 2022, Berntsson, 2023, Huang, 2023). W niniejszych badaniach
metod spektroskopowych uzyto do identyfikacji mechanizmoéw apoptozy.

W celu identyfikacji stezenia uzywanych pierwiastkow w komorce
zastosowano technike ICP-MS. Postuzyla ona tez do okreslenia stezen wapnia,
magnezu, sodu i potasu wewnatrz komorki po zadzialania badanych
zwiazkow. Technika ta jest coraz szerzej stosowana w biologii komorki do
okreslania zmian stezenia jonow i ich wplywu na metabolizm komorek.

Kolejnym istotnym aspektem poruszanym w badaniach byla mozliwos¢
hamowania, przez ekspozycje na mikroelementy, replikacji wiruséw DNA i
RNA. Do badan wybrano wirusa HSV-1, ktory jest przyczyna wielu schorzen u
cztowieka i jednoczes$nie jest dobrym modelem badawczym wirusow DNA.
Natomiast wirus BVDV jest przyczyna zakazen ukladu pokarmowego bydta i
infekcje tym wirusem wplywaja na spadek optacalnosci hodowli, ale tez
wplywaja na wzrost czestosci poronien i niska mase urodzeniowa zwierzat.

Stanowil on modelowy wirus RNA.

Chrom to pierwiastek rozpowszechniony w przyrodzie. Ponadto, bardzo
popularne staly sie suplementy diety zawierajace chrom(IIl). Przeprowadzone
badania wykazaty, ze chlorek chromu w stezeniach 100 i 200 uM stymulowat
proliferacje komorek linii BALB/3T3 w tescie redukcji MTT. W pozostatych
dawkach (400-1400 uM) obserwowano istotny statystycznie zalezny od dawki
spadek zywotnosci komorek linii BALB/3T3 oraz HepG2 zauwazalny w tescie
redukcji MTT, pochlaniania czerwieni obojetnej oraz uwalniania
dehydrogenazy mleczanowej. W testach redukcji MTT i NRU znacznie

wrazliwsza okazala sie linia HepG2- spadki zywotnosci komorek byly wyzsze
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niz w przypadku linii BALB/3T3. Ponadto na podstawie wyznaczonych
wartosci ICso mozna wywnioskowac, Ze najbardziej wrazliwa na dzialanie
chromu(Ill) jest blona komoérkowa, kolejno mitochondria i lizosomy i to w obu
liniach komorkowych (praca nr 4.2). Obserwacje poczynione w tescie redukc;ji
MTT potwierdzily badania przeprowadzone metoda cytometrii przeptywowe;j
dotyczace blonowego potencjalu mitochondrialnego. Inkubacja obu linii
komoérkowych z chlorkiem chromu w zakresie stezen 100-1400 uM
powodowala istotny statystycznie zalezny od dawki spadek potencjalu
mitochondrialnego obserwowany w obu liniach komoérkowych (praca nr 4.3).
Wyniki te sugeruja, iz glowny mechanizm toksycznego dziatania chromu(III)
opiera sie na generacji wolnych rodnikéw tlenowych.

Negatywny wpltyw chlorku chromu obserwowano rowniez w testach
genotoksycznosci i mutagennosci. W tescie kometowym wykazano istotny
statystycznie, zalezny od dawki wzrost liczby komet po inkubacji z chlorkiem
chromu. Sugeruje to destrukcyjny wpltyw chromu(Ill) na DNA. W dostepnej
literaturze opisywano, iz chrom moze wiazac sie bezposrednio do DNA tworzac
addukty z DNA i polaczenia krzyzowe pomiedzy niciami DNA (O'Brien i wsp.,
2003). Glowny mechanizm opiera si¢ na reakcji jonow Cr3* z ujemnie
natadowanymi grupami fosforanowymi lub bezposrednio z guanina (Snow i
Xu, 1991). Pozytywny wyniku testu kometowego prezentowany w pracy nr 4.2
Swiadczy tez, o tym, Ze chlorek chromu wywoluje przerwy w dwuniciowym i
jednoniciowym DNA oraz powstawanie miejsc AP- nieposiadajacych zasad
purynowych ani pirymidynowych. Skutkuje to uszkodzeniem struktury DNA.
Jesli takie miejsca nie zostana usuniete przez enzymy naprawcze moga
powodowac¢ mutacje. Uszkodzony DNA nie powinien byc¢ replikowany oraz
wchodzi¢ do mitozy. Ochrone taka zapewniaja punkty kontrolne G1 oraz G2
podczas cyklu komorkowego. Genotoksyczne dzialanie chromu(IIl)
potwierdzaja analizy faz cyklu komorkowego. W pracy nr 4.3 opisano wpltyw
chlorku chromu na cykl komorkowy. Zwiazek ten powodowal wraz ze
wzrostem stezen spadek liczby komorek w fazie GO/G1, ale wzrost w fazie
G2 /M. Sugeruje to, iz chrom(lll) zatrzymuje cykl komorkowy w fazie G2/M w
obu badanych liniach komoérkowych. Oznacza to, DNA zawiera mutacje, ktore

nie moga byc¢ dalej powielane. Dai i wsp. (2009) wskazatl, ze chrom(IIl) moze
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wywolywac mutacje typu substytucji, transwersji, delecji i insercji. Badania
wykonane w pracy nr 4.2 wskazuja, ze chlorek chromu wywotuje czesciej
mutacje typu przesuniecia ramki odczytu, a rzadziej mutacje zamiany pary
zasad. Ponadto analiza faz cyklu komoérkowego pokazuje, iz po zadzialaniu
chlorku chromu wzrasta procent komorek w fazie subG1 (praca nr 4.3). Sa to
komorki, ktore wymknely sie spod mechanizmow kontrolnych komorki i
replikuja jadra komorkowe, bez podziatu cytoplazmy. Efektem takiego procesu
sgq obserwowane w obrazach mikroskopowych komorki wielojadrzaste lub
olbrzymie. Ponadto proces ten moze prowadzi¢ do apoptozy, ktora rowniez byta
obserwowana w preparatach mikroskopowych (praca nr 4.2). W teScie
mikrojadrowym okreslano zaburzenia procesu podziatu komorki i uszkodzenia
wrzeciona podziatowego. W tescie tym wykazano istotny statystycznie, zalezny
od dawki wzrost liczby komorek zawierajacych jedno lub wiecej mikrojader w
obu badanych liniach komoérkowych (praca nr 4.2). Wyniki te potwierdzaja
obserwacje mikroskopowe komorek wielojadrzastych, w ktorych dochodzi do
zaburzen funkcjonowania wrzeciona podzialowego.

Badania innych autoréw sugeruja, z2e uszkodzenia organelli
komoérkowych, tj. blony komorkowej, mitochondriow, lizosomow, jadra
komorkowego, wrzeciona kariokinetycznego oraz zaburzenia metabolizmu
komorki, tj. oddychania czy podzialu wywolywane sa przez wolne rodniki
tlenowe powstajace na skutek dzialania chromu(Ill). Dlatego w pracy nr 4.4
podjeto probe oceny wplywu chlorku chromu na powstawanie wolnych
rodnikow tlenowych, stezenie dialdehydu malonowego oraz aktywnosc¢
enzymow antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy oraz
peroksydazy glutationowej. Po inkubacji obu linii komoérkowych obserwowano
zalezny od dawki, powyzej stezenia 400 uM, wzrost stezenia wolnych rodnikow
oraz dialdehydu malonowego. W przypadku dysmutazy ponadtlenkowej oraz
katalazy w stezeniach 100 oraz 200 uM ich aktywnosSc¢ rosta, natomiast
powyzej stezenia 400 pM spadata. Natomiast aktywnoS¢ peroksydazy
glutationowej spadala wraz ze wzrostem stezenia chlorku chromu. Obserwacje
te poczyniono dla obu linii komoérkowych. Wyniki te zgodne sa z obserwacjami

innych autorow, ktorzy rowniez w niskich stezeniach chromu(Ill) obserwowali
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wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy (Dlugosz i wsp.,
2012; Chen i wsp., 2018). W wyzszych stezeniach aktywnosS¢ enzymow
spadata, jak sugeruja autorzy, najprawdopodobniej na skutek zniszczenia
przez jony Cr(Ill) miejsc aktywnych enzymow (Chen i wsp., 2018). Ponadto jak
wynika z badan przedstawionych w pracy nr 4.4 spadek aktywnosci enzymow
skorelowany jest ze wzrostem stezenia wolnych rodnikow tlenowych, ktorych
stezenia rosnie do stopnia, w ktorym enzymy antyoksydacyjne nie sa w stanie
ich neutralizowac.

Wysokie stezenia wolnych rodnikow tlenowych i ostabienie aktywnosci
antyoksydacyjnej komorki jest jednym z czynnikéw indukujacych apoptoze.
Komorki wykazujace charakterystyczne objawy morfologiczne, tj. kondensacje
chromatyny, czy tworzenie ciatek apoptotycznych obserwowano w pracy 4.2.
W zwiazku z powyzszym w pracy 4.5 podjeto probe zbadanie mechanizmow
lezacych u podstaw tego procesu. Okreslono stezenie kinaz aktywowanych w
procesie apoptozy. Inkubacja komorek z chlorkiem chromu powodowata
wzrost stezenia kaspaz: 3, 6, 9 oraz 12. Wzrost stezenia inicjatorowej kaspazy
9 oraz egzekutorowych 3 oraz 6 obserwowany jest podczas aktywacji szlaku
wewnatrzpochodnego z udzialem mitochondriow. Potwierdza to obserwacje
zawarte w pracach 4.2, 4.3 oraz 4.4. Wzrost stezenia ROS powoduje
zahamowanie procesu B-oksydaciji lipidow w mitochondrium, co prowadzi do
tworzenia kropel lipidowych. Dodatkowo zaobserwowano wzrost stezenia
kaspazy 12. Jest ona zaangazowana w indukcje apoptozy zwiazanej z
uszkodzeniem retikulum endoplazmatycznego (RE). Organellum to jest
rezerwuarem lipidow. Jego uszkodzenie powoduje uwolnienie do cytoplazmy
kropel lipidowych. Skladniki kropel lipidowych obserwowane w niniejszym
badaniu to pochodne kwasu oleinowego (trioleina i oleinian cholesterolu).
Obserwowane byty one w badaniach z uzyciem spektktormetrii Ramana i FT-
IR (praca 4.5).

Jak pokazaly badania wykonane w pracy 4.6 nie byly to jedyne
mechanizmy prowadzace do indukcji apoptozy w komorkach. Inny mechanizm
zwiazany byl z zaburzeniem rownowagi stezenia Na* i K*, pierwiastkow
majacych kluczowe znaczenia dla utrzymania potencjalu blonowego komorki.

Badania Yurinskaya i wsp. wykazaly, Zze zachwianie aktywnosci pompy
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sodowo-potasowej, a co za tym idzie potencjalu spoczynkowego blony
komorkowej powoduje zmiane konformacji lipidow blonowych i tworzenie
cialek apoptotycznych. Zmiany w blonie komorkowej obserwowane byly
zarowno w tescie uwalniania LDH, preparatach z mikroskopii fluorescencyjnej
(praca 4.2) oraz preparatach obserwowanych w mikroskopie elektronowym
(praca 4.6). Zachwiane rownowagi innych pierwiastkow komoérce prowadzi do
apoptozy. W utrzymanie homeostazy jonow Ca?* zaangazowane sg retikulum
endoplazmatyczne i mitochondria. Uszkodzenie RE prowadzi do uwalniania
nadmiaru jonow CaZ?* do cytoplazmy. Uszkodzenia RE i tworzenie kropli
lipidowych stwierdzono w pracy 4.5. Potwierdzono to w pracy 4.6, w ktorej
obserwowano wzrost stezenia Ca2* w cytoplazmie. Zjawisko to ma tez
negatywny wplyw na tworzenie elementow wrzeciona kariokinetycznego.
Objawem tych zmian moze byc¢ zaburzenie cyklu komoérkowego i tworzenie
mikrojader, ktore obserwowano w pracy 4.2. Nie tylko zaburzenia rownowagi
wspomnianych powyzej jonow ma wplyw na indukcje apoptozy. Kolejnym
pierwiastkiem jest magnez. Moze indukowac apoptoze poprzez wplyw ma
metabolizm mitochondriow, indukcje uwalniania cytochromu c i aktywacje
kaspaz: 31 9. Ich podwyzszone stezenie stwierdzono w pracy 4.5.

Kolejny analizowanym pierwiastkiem bytlo zelazo(IIl). Jest to pierwiastek
pelniacy wazna role w wielu procesach metabolicznych komorki (Srai i wsp.,
2002). Bierze udzial w syntezie DNA oraz RNA, proliferacji komoérek oraz
oddychaniu komoérkowym, tj. transporcie tlenu i elektronéw (Lieu i wsp.,
2001). Badania przeprowadzone w testach cytotoksycznosci (praca nr 4.2)
wykazaly, ze linia HepG2 jest bardziej wrazliwa na toksyczne dziatanie chlorku
zelaza niz linia BALB/3T3. Zaréwno w tescie redukcji MTT, jak i NRU zelazo
powodowalo wieksze spadki zywotnosci komorek nowotworowych niz
prawidlowych. Ponadto w obu testach spadek zywotnosci obserwowano
dopiero od dawki 800 uM dla linii BALB/3T3, natomiast zywotnos¢ komorek
linii HepG2 spadata juz od dawki 100 pM. Sugeruje to, iz mitochondria
komorek nowotworowych sa bardziej wrazliwe na toksyczne dziatanie
zelaza(lll). Obserwacje te potwierdzaja wyniki uzyskane w pracy nr 4.3, w
ktorych zaobserwowano zalezny od dawki spadek mitochondrialnego

potencjalu blonowego po inkubacji obu linii komoérkowych z chlorkiem zelaza
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w zakresie stezen 400-1000 uM. Spadki wartosci tego parametru byly wyzsze
w przypadku linii HepG2. W tescie uwalniania LDH, ktory okresla wrazliwosc
btony komoérkowej na dzialanie badanego zwiazku, chlorek zelaza wykazywat
podobna toksycznos¢ w stosunku do obu linii. Nieznacznie bardziej wrazliwa
byta linia BALB/3T3. Wyniki otrzymane z testow cytotoksycznosci i analizy
mitochondrialnego potencjatu btonowego oraz prace innych autorow sugeruja,
iz za efekt toksyczny zelaza odpowiedzialne sg wytwarzane pod wplywem tego
pierwiastka wolne rodniki tlenowe (Eid i wsp., 2016). Badania wykonane w
pracy nr 4.4 sugeruja, ze chlorek zelaza zakresie stezen 100-1400 uM generuje
nie tylko wolne rodniki tlenowe akumulowane wewnatrz komorki, ale tez w
porownaniu do innych badanych pierwiastkow wysokie stezenie dialdehydu
malonowego. Zwiazek ten jest koncowym produktem peroksydacji lipidow
btony komorkowej. Ponadto badania He i wsp. (2008) sugeruja, ze zelazo(IIl)
reaguje z kwasem nitrylotrioctowym (w stosunku 1:1) i oddzialuje negatywnie
na stabilnos¢ blony komorkowej. Badania tych samych autorow wskazuja, ze
zelazo obniza aktywnosc fosfatazy alkalicznej, dysmutazy ponadtlenkowej oraz
peroksydazy glutationowej (He i wsp., 2008). W badaniach zawartych w pracy
nr 4.4 obserwowano rowniez spadek aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej,
katalazy oraz peroksydazy glutationowej. Dwa pierwsze enzymy
odpowiedzialne sa za neutralizowanie anionorodnika ponadtlenkowego.
Jednak stezenie rodnika jest na tyle wysokie, ze uniemozliwia ten proces.
Natomiast peroksydaza glutationowa odpowiedzialna jest m.in. za
neutralizacje nadtlenkoéw lipidow. Jednak jak zaobserwowano proces
peroksydacji lipidow jest tak nasilony (wysokie stezenie MDA), ze GPx nie moze
pelni¢ swojej funkcji.

Jak wykazano wolne rodniki tlenowe maja tez negatywny wplyw na jadro
komorkowe i procesy podziatu komorki. W tescie kometowym zaobserwowano
wzrost liczby komet wraz ze wzrostem stezenia chlorku Zelaza. Nalezy jednak
zauwazyC, ze linia BALB/3T3 jest bardziej wrazliwa na genotoksyczne
dziatanie chlorku Zelaza. Oznacza to, ze zelazo powoduje powstawanie przerw
w dwuniciowym i jednoniciowym DNA oraz miejsc AP. Ponadto zanotowano
wzrost liczby mikrojader. W tescie mutagennosci stwierdzono, ze moze

wywolywac zarowno mutacje typu zamiany pary zasad, jak i przesuniecia
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ramki odczytu (praca nr 4.2). Genotoksycznos¢ chlorku zelaza potwierdzaja
tez badania faz cyklu komorkowego (praca nr 4.3). Obserwowano spadek
odsetka komorek bedacych w fazie S oraz G2 /M, ale wzrost komorek w fazie
GO/G1 i subG1l wraz ze wzrostem stezenia chlorku zelaza (praca nr 4.3).
Oznacza to zahamowanie syntezy DNA. Zelazo wplywa na aktywnos$¢ enzymu
reduktazy rybonukleotydowej oraz hamuje synteze DNA. Ponadto aktywnosc
kinazy cykliny A, E oraz D jest hamowana w obecnosci zelaza (Troadec i wsp.,
2006). To wszystko wplywa na zahamowanie cyklu komoérkowego w fazie
GO/G1. Ponadto pojawienie si¢ komorek w fazie subG1l sugeruje zaburzenia
podzialtu komorki, co bylo obserwowane w preparatach mikroskopowych.
Zauwazalne byly komorki olbrzymie i wielojadrzaste. Dodatkowo obserwowano
objawy apoptozy: wakuolizacje cytoplazmy i paczkujaca blone komorkowa
(praca nr 4.2). Za te efekty odpowiedzialne sa wolne rodniki tlenowe oraz
oslabiony uklad antyoksydacyjny komorki (praca nr 4.4).

Jednak jak wykazaly badania przedstawione w pracy 4.5 apoptoza jest
indukowana nie tylko w szlaku wewnatrzpochodnym zwiazanym 2z
uszkodzenie mitochondriow na skutek dzialania wolnych rodnikow tlenowych,
co zostalo poparte okresleniem stezenia kaspaz 3, 6 oraz 9. Podobnie jak w
przypadku chlorku chromu po inkubacji komérek z chlorkiem zelaza
obserwowano wzrost stezenia kaspazy 12. Jest ona aktywowana w procesie
apoptozy indukowanej uszkodzeniem retikulum endoplazmatycznego.
Podobnie jak w przypadku chlorku chromu dodatkowo obserwowano
tworzenie kropli lipidowych na terenie cytoplazmy, co wykazano przy uzyciu
spektroskopii Ramana i FT-IR. Oznacza to uszkodzenie retikulum
endoplazmatycznego i indukcje apoptozy w szlaku niezaleznym od
mitochondriow.

Podobnie jak w przypadku chlorku chromu rowniez w przypadku
chlorku zelaza obserwowano zaburzenie rownowagi jonéow Na* i K*. Powoduje
to zachwianie spoczynkowego potencjalu btonowego i transportu jonow przez
btone komorkowa. Prowadzi to do zmiany metabolizmu blony i jej
uszkodzenia, co moze indukowac apoptoze. Obserwacje te poczynione zostaly
w pracy 4.2 (test uwalniania dehydrogenazy mleczanowej) oraz 4.6. Ponadto

w komorce zaobserwowano wzrost stezenia CaZ2*, co sSwiadczy o uszkodzeniu
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RE oraz mitochondriéw, co stwierdzono rowniez w pracach 4.2, 4.3 4.4 oraz
4.5. Dodatkowo mozliwoS¢ zaburzenia podzialow komorkowych poprzez
wzrost stezenia magnezu i mozliwosc¢ tworzenia mikrojader, obserwowano w
pracy 4.2 i zaburzenia procesu podzialow komoérkowych (praca 4.3).

Nikiel i jego zwiazki sa powszechnie uzywane w przemysle. Organizmy
ludzi i zwierzat maja z nimi czesty kontakt. W dostepnej literaturze opisywano
wplyw niklu na DNA roznych komorek. Rzadziej wykonywano badania
cytotoksycznosci tego pierwiastka. W badaniach prezentowanych w pracy nr
4.2 wykazano, ze chlorek niklu obniza zZywotnos¢ komorek obu badanych linii
w tescie redukcji MTT oraz NRU, ponadto wzrost uwalniania LDH. Jednak linia
HepG2 byla bardziej wrazliwa na dziatanie chlorku niklu w tescie redukcji
MTT i NRU. Badania przeprowadzone przez Jia i Chen (2008) wskazuja, ze
toksycznos¢ niklu wynika ze zdolnosci wytwarzania wolnych rodnikow
tlenowych. Wzrost ich stezenia prowadzi do utraty transbtonowego potencjatu
mitochondrialnego, co z kolei moze prowadzi¢ do zaburzenia oddychania
wewnatrzkomorkowego (praca nr 4.3). Wynika to rowniez z tego, iz nikiel
hamuje aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianiowej (Wang i wsp., 2012). W
badaniach przedstawionych w pracy nr 4.4 wykazano, ze chlorek niklu wraz
ze wzrostem stezenia powoduje przede wszystkim wzrost syntezy wolnych
rodnikow tlenowych, a w mniejszym stopniu dialdehydu malonowego. Wzrost
stezenia ROS i MDA jest skorelowany ze spadkiem aktywnosSci enzymow
antyoksydacyjnych. Swiadczy to nie tylko o aktywnosci prooksydacyjnej, ale
rowniez oznacza, iz nikiel(Il) ostabia mechanizmy obronne komorki.
Potwierdzajq to tez badania innych autorow (Kalaivani i wsp., 2014; Salnikow
i wsp., 2000; Chen i wsp., 2003).

Dane literaturowe jednoznacznie wskazuja na genotoksyczne dziatanie
niklu. Wykazano, Ze nikiel powoduje wzrost stezenia histonu H3K4me3, ale
spadek H3K9me3, co moze nasila¢c powstawanie mutacji i uszkodzenia w DNA
(Chen i wsp., 2003; Arita i wsp., 2012; Hu i wsp.). W badaniach
przeprowadzonych w pracy nr 4.2 wykazano, ze wraz ze wzrostem stezenia
chlorku niklu wzrasta liczba komet w obu badanych liniach komérkowych.
Jednak bardziej wrazliwa na dzialanie badanego zwigzku byla linia

BALB/3T3. Rowniez test mikrojadrowy potwierdza genotoksyczne dziatanie
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chlorku niklu. W tym tescie rowniez linia BALB/3T3 okazala sie bardziej
wrazliwa niz linia HepG2. Ponadto w preparatach mikroskopowych
obserwowano komorki olbrzymie, ze zwakuolizowana cytoplazma, posiadajace
wyglad charakterystyczny dla apoptozy. W tescie AMES’a nikiel(ll) wywotuje
mutacje przesuniecia ramki odczytu silniej niz zmiany par zasad (praca nr
4.2). Te zmiany w DNA nie pozostaja bez wplywu na prawidlowosc¢ przebiegu
cyklu komorkowego. Obserwowano spadek odsetka komorek znajdujacych sie
w fazach GO/G1 i S, natomiast rosnie w fazie G2/M (praca nr 4.3). Ponadto
pojawia sie pik subG1, co potwierdzajg obserwacje mikroskopowe. Podobne
obserwacje poczynili inni autorzy (Lee i wsp., 2016; Chen i wsp., 2010; Shiao
i wsp., 1998). Uzyskane wyniki ukazuja, ze chlorek niklu hamuje cykl
komorkowy w fazie G2/M. Lee i wsp. (2016) sugeruje, iz zahamowanie cyklu
komorkowego w fazie G2/M nastepowalo na skutek zahamowania aktywnosci
cdkl poprzez stymulacje ekspresji pS3 and p2 1WAF1/CIP1

Obserwacje komorek poczynione w pracy 4.2 wskazywaly na indukcje
apoptozy. W pracach 4.3 i 4.4 wykazano, ze za ten proces odpowiedziane sa
wolne rodniki tlenowe i ostabienie ukladu antyoksydacyjnego, co powoduje
uszkodzenie mitochondriow. Proces apoptozy potwierdzaja réwniez badania
przeprowadzone w pracy 4.5 z uzyciem spektrometrii Ramana i FT-IR.
Stwierdzono, nie tylko wzrost stezenia kaspaz 3, 6 i 9 co potwierdza udziat
mitochondriow w indukcji apoptozy, ale rowniez wzrost stezenia kaspazy 12 i
tworzenie na terenie cytoplazmy tworzenie kropli lipidowych, co potwierdza
mozliwos¢ indukcji apoptozy na skutek uszkodzenia retikulum
endoplazmatycznego. Ponadto zaobserwowano wzrost stezenia kaspazy 8,
ktora jest markerem apoptozy indukowane ze szlaku zewnatrzpochodnego.

Indukcja apoptozy nastepowala tez w mechanizmie zaleznym od
zachwiania rownowagi pierwiastkow znajdujacych sie w komorce (praca 4.6).
Naleza do nich: Na*, K*, Mg?* oraz Ca2*. W przypadku dwoch pierwszych
dochodzi do zaburzenia funkcjonowania pompy sodowo-potasowej i utrate
potencjalu spoczynkowego blony komoérkowej, co prowadzi do jej uszkodzenia
i tworzenia ciatek apoptotycznych. Ich obecnos¢ obserwowano w badaniach
zawartych w pracy 4.2 oraz 4.6. Natomiast wzrost stezenia jonow Ca2*

spowodowany jest uwalnianiem ich z RE, co jest spowodowane uszkodzeniem
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tego organellum. Dodatkowo wzrost stezenia jonow Mg2+ powoduje zaburzenie
cyklu komoérkowego, co stwierdzono w pracy 4.3.

Ostatnim z analizowanych pierwiastkow byl molibden. Pierwiastek ten
okazat sie nietoksyczny w tescie redukcji MTT w zakresie stezen 100-1400 pM.
Podobne obserwacje poczyniono w teScie uwalniania dehydrogenazy
mleczanowej. W obu linach komoérkowych nie udalo sie wyznaczy¢ wartosci
ICs0. Jedynie w tescie NRU zaobserwowano wieksza toksycznosc¢ trojtlenku
molibdenu w stosunku do linii BALB/3T3 (praca nr 4.2). Jednak tréjtlenek
molibdenu okazal sie genotoksyczny i to w stosunku do obu linii
komorkowych. W obu testach: kometowym oraz mikrojadrowym obserwowano
wzrost odpowiednio liczby komet oraz komorek zawierajacych mikrojadra.
Obserwacje mikroskopowe wskazuja na indukcje przez badany zwiazek
apoptozy. Komorki posiadaja charakterystyczny ksztalt, z cialkami
apoptotycznymi i skondensowang chromatyna. Bardziej wrazliwa w obu
testach bytla linia HepG2. W tescie AMES’a wykazano, ze trojtlenek molibdenu
czesciej wywotuje mutacje typu przesuniecia ramki odczytu niz zamiany pary
zasad (praca nr 4.2). Oznacza to uszkodzenia w DNA, ktory nie moze byc
powielany w procesie replikacji. W badaniach wykonanych w pracy nr 4.3
wykazano, ze po inkubacji obu linii komoérkowych z tréjtlenkiem molibdenu w
zakresie stezen 100-1000 uM maleje odsetek komorek bedacych w fazie
GO/G1 oraz S, arosnie komorek w fazie G2 /M. Oznacza to zahamowanie cyklu
komorkowego na etapie punku kontrolnego G2/M, co zapobiega powielaniu
zmutowanego materiatlu genetycznego. Podobne obserwacje poczynit Siddiqui
i wsp. (2015). Badania tego autora sugeruja, ze za destrukcyjna aktywnosc
molibdenu odpowiadaja wolne rodniki tlenowe. Potwierdzaja to wyniki
uzyskane w pracy 4.4. Obserwowano wzrost stezenia ROS i MDA. Ponadto
spadek aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, ktore nie pelnia swojej
funkcji ochronnej. Potwierdzaja to tez wyniki uzyskane w pracy nr 4.3, w
ktorej obserwowano spadek transmembranowego potencjalu
mitochondrialnego, za ktory odpowiedzialny jest wzrost stezenia wolnych
rodnikow tlenowych.

Synteza wolnych rodnikow i oslabienie aktywnosci antyoksydacyjnej

komorki jest jednym z mechanizmow prowadzacych do indukcji apoptozy.
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Jednak, podobnie jak w przypadku opisywanych wczesniej zwigzkow, w
przypadku inkubacji komorek z trojtlenkiem molibdenu obserwowano wzrost
stezenia kaspaz: 3, 6, 9, i 8 (praca 4.5). Potwierdza to mozliwos¢ aktywacji
apoptozy w wyniki uszkodzenia mitochondriow oraz alternatywnie retikulum
endoplazmatycznego. Potwierdzaja to wyniki otrzymane metodami
spektroskopii Ramana i FT-IR.

Innym mechanizmem prowadzacym do apoptozy po zadzialaniu
trojtlenku molibdenu bylo zaburzenie rownowagi Na*, K*, Mg2* oraz Ca?*
(praca 4.6). Zaburzenie rownowagi stezenia jonow Nat*i K* powoduje zmiane
struktury i funkcji blony komorkowej i tworzenie cialek apototycznych. Jako
jeden z objawow apoptozy byly obserwowane w wynikach zawartych w pracach
4.2 oraz 4.6. Do innych objawow apoptozy spowodowanych zaburzeniem
rownowagi jonow Mg2* oraz Ca?* nalezaly: kondensacja chromatyny, tworzenie
mikrojader (praca 4.2) uszkodzenie mitochondriow (praca 4.3) i uszkodzenie
RE (praca 4.6).

Substancje aktywne biologicznie moga oddzialywac na siebie zmieniajac
wielkosc¢ lub rodzaj efektow toksycznych. Oddzialywania te moga zachodzi¢ w
fazie toksokinetycznej i/lub toksodynamicznej. Wyrdznia sie nastepujace
rodzaje interakcji: addytywnosc¢, synergizm lub antagonizm. Efekt
antagonistyczny wystepuje, gdy efekt dziatania dwoch substancji jest mniejszy
niz suma tych substancji uzytych oddzielnie. Z efektem synergistycznym
mamy do czynienia, gdy efekt dziatania substancji razem uzytych jest wyzszy
niz suma efektow substancji uzytych pojedynczo. Gdy suma efektow dziatania
pojedynczych substancji rowna jest efektowi uzycia ich réownoczesnie mowimy
o addytywnosci (Fedevare Rapport).

Do badan oddzialtywan wybrano dawki pierwiastkow na podstawie
testow cytotoksycznosci z pierwszego etapu badan. W dawce 200 pM w
przypadku wszystkich pierwiastkow nie obserwowano zahamowania
proliferacji komorek, a czesto jej stymulacje. Natomiast w dawce 1000 uM
obserwowano efekt toksyczny- znaczny spadek zZywotnosci.

Przebadano nastepujace kombinacje:

chlorek chromu o stezeniu 200 uM plus chlorek zelaza o stezeniu 1000 uM,
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chlorek chromu o stezeniu 200 uM plus chlorek niklu o stezeniu 1000 uM,
chlorek chromu o stezeniu 200 uM plus trojtlenek molibdenu o stezeniu 1000
uM,

chlorek chromu o stezeniu 1000 uM plus chlorek zelaza o stezeniu 200 uM,
chlorek chromu o stezeniu 1000 uM plus chlorek niklu o stezeniu 200 uM,
chlorek chromu o stezeniu 1000 uM plus tréjtlenek molibdenu o stezeniu 200
uM.

i wykonano wszystkie testy jak w przypadku pojedynczych pierwiastkow.

W oddzialywaniu chlorku chromu o stezeniu 200 uM z chlorkiem niklu
lub trojtlenkiem molibdenu o stezeniu 1000 uM obserwowano antagonizm-
chlorek chromu uzyty w stezeniu 200 uM wykazywat dzialanie ochronne przed
skutkami toksycznego dzialania chlorku niklu lub tréjtlenku molibdenu o
stezeniu 1000 uM. Obserwacje takie poczyniono w testach cytotoksycznosci,
gdzie obserwowano wzrost zywotnosci komorek w poréwnaniu do komorek
inkubowanych z ww. zwiazkami w dawce 1000 uM (praca nr 4.2). Ponadto
obserwowano spadek liczby komet i mikrojader oraz liczby mutacji w
komoérkach w poréwnaniu do komoérek inkubowanych z ww. zwiazkami o
stezeniu 1000 uM (praca nr 4.2). Tq sama obserwacje poczyniono w tescie
cytometrycznym-  nastepowal  wzrost mitochondrialnego  potencjalu
btonowego. W innym tescie cytometrycznym- analizy faz cyklu komoérkowego
rowniez obserwowano spadek odsetka komorek bedacych w fazie subGl, a
ponadto odsetek komorek znajdujacych sie w fazach GO/G1, S oraz G2/M byl
porownywalny z komorkami kontrolnymi (praca nr 4.3). Obserwacje te
potwierdzily badania poziomu wolnych rodnikéw tlenowych i MDA- spadato
ich stezenie w porownaniu do komoérek inkubowanych z ww. zwiazkami o
stezeniu 1000 pM oraz nastepowal wzrost aktywnosci SOD, CAT oraz GPx
(praca nr 4.4). Mechanizm takiego dzialania chromu wyjasniaja badania
przeprowadzone w pracy nr 4.4. Chlorek chromu w niskich dawkach, tj. 100
oraz 200 uM nie powodowal stresu oksydacyjnego w komoérce- poziom wolnych
rodnikow tlenowych oraz MDA byl porownywalny do komoérek kontrolnych,
ponadto stymulowal aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych: dysmutazy

ponadtlenkowej oraz katalazy. Jednoczesnie jak wykazano w pracy nr 4.4
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chlorek niklu oraz tréjtlenek molibdenu o stezeniu 1000 uM indukowat stres
oksydacyjny i obnizal aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych. Potwierdzajg
to obserwacje innych autorow. Badania przeprowadzone przez Dlugosza i wsp.
(2012) oraz Chen’a i wsp. (2018) wykazaty, ze chrom(III) w niskich dawkach
powoduje wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy. Te
obserwacje byly 2zgodne 2z badaniami zawartymi w pracy nr 4.4.
Prawdopodobnie ta aktywnosc¢ lezy u podstaw funkcji ochronnej chromu(IIl)
wobec niklu(Il) i molibdenu(IIl). Wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowe;j
i katalazy powoduje spadek aktywnosci wolnych rodnikow wobec
mitochondriow, blony komorkowej czy DNA. Zaobserwowany w pracy nr 4.4
spadek aktywnosci enzymatycznej katalazy w dawkach wyzszych jest
zwigzany z niszczeniem miejsca aktywnego tego enzymu przez jony chromu(III)
(Chen i wsp., 2018). Ponadto wykazano, ze chrom(Ill) w niskich dawkach
powoduje wzrost procesywnosci i aktywnosci polimerazy, ale spadek wiernosci
replikacji (Galaris i Evangelou, 2001, Snow i Xu, 1989), dlatego w tescie
AMES’a obserwowano pojedyncze mutacje w obserwowanej interakcji.

Zniszczenie miejsca aktywnego katalazy przez jony chromu(IIl)
powoduje, ze w oddzialywaniu chlorek chromu o stezeniu 1000 uM plus
chlorek niklu lub tréjtlenek molibdenu o stezeniu 200 pM nie wykazywat
wlasciwosci ochronnych. Co wiecej obserwowano wzrost syntezy wolnych
rodnikow tlenowych oraz MDA, a spadek aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej, katalazy oraz peroksydazy glutationowe;j.

W oddziatywaniu chlorku chromu o stezeniu 200 uM plus chlorek zelaza
o stezeniu 1000 uM zaobserwowano efekt synergistyczny. Zaréwno w testach
cytotoksycznosci, genotoksycznosci, jak i mutagennosci obserwowano
nasilenie toksycznosci (praca nr 4.2). Obserwacje te potwierdzono tez w tescie
cytometrycznym- nastepowatl spadek mitochondrialnego potencjatu
btonowego w porownaniu do komoérek obu linii inkubowanych z chlorkiem
chromu i chlorkiem zelaza samodzielnie. Ponadto w komorkach
inkubowanych rownoczesnie z oboma pierwiastkami obserwowano wzrost
odsetka komorek znajdujacych sie w fazie subG1 i GO/G1 (praca nr 4.3). Dane

literaturowe wskazuja, ze zarowno chrom(IIl), jaki i zelazo(III) moze generowac
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w komorce wolne rodniki tlenowe. W badaniach przedstawionych pracy nr 4.4
wykazano, ze chrom(lll), jaki i zelazo(Ill) generuja powstawanie wolnych
rodnikow tlenowych, jak i ostabienie ukladu antyoksydacyjnego. Jednak w
przypadku zelaza(Illl) duzo silniej zachodzila peroksydacja lipidow i
powstawaly produkty ich utlenienia, m. in. MDA. W interakcji chlorku chromu
w dawce 200 uM plus chlorek zelaza w dawce 1000 puM, nawet stymulacja
aktywnosci, przez chrom(Ill) o stezeniu 200 pM, enzymow katalazy i
dysmutazy ponadtlenkowej, jest niewystarczajaca, gdyz enzymy te nie
neutralizuja produktow peroksydaciji lipidow. Ponadto aktywnosc¢ peroksydazy
glutationowej byta bardzo niska i dlatego neutralizacja produktow utleniania
lipidow jest niemozliwa. Produkty te silniej toksycznie oddziatywaja na
organella komorkowe niz rodniki hydroksylowe (Kohgo i wsp., 2008). Efekt
toksyczny po rownoczesnej inkubacji komorek obu linii z chlorkiem zelaza i
chlorkiem chromu moze wynikac¢ tez ze zdolnosci oddzialywania na DNA.
Chrom(Ill) oddzialuje bezposrednio na zasady azotowe i reszty fosforanowe,
natomiast zelazo(Ill) oddzialuje na zasady azotowe w DNA wywolujac efekty
toksyczne (Moriwaki i wsp., 2008). Te mechanizmy prowadza do synergizmu

w dzialaniu obu pierwiastkow.

Chrom i zelazo przebadano rowniez pod katem mozliwosci hamowania
replikacji wirusow DNA i RNA (praca 4.1). Wykazano, ze chlorek chromu oraz
chlorek zelaza w stezeniach 200, 400, 600, 800, 1000 uM pierwiastki uzyte
samodzielnie hamuja namnazanie wirusa HSV-1 oraz BVDV. Na podstawie
otrzymanych wynikow wybrano stezenia pierwiastkow do badania
oddzialywan. Mikroelementy uzyte rownoczesnie w nastepujacych
interakcjach: 1) chlorek chromu w stezeniu 200 puM plus chlorek zelaza w
stezeniu 1000 uM, 2) chlorek chromu w stezeniu 1000 uM plus chlorek zelaza
w stezeniu 200 pM,3) chlorek chromu w stezeniu 400 uM plus chlorek zelaza
w stezeniu 800 uM oraz 4) chlorek chromu w stezeniu 800 uM plus chlorek
zelaza w stezeniu 400 uM dzialajg synergistycznie w spadku liczby kopii DNA
obu zastosowanych wirusow. Prawdopodobny mechanizm opiera si¢ na

mozliwej interakcji mikroelementow z DNA i RNA wirusow. Oba pierwiastki
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maja zdolnos¢ interakcji z kwasami nukleinowymi, powodujac ich

uszkodzenie.

Whnioski
Analiza uzyskanych wynikoéw badan pozwolila na wyciagniecie szeregu

wnioskow, z ktorych najwazniejsze przedstawiono ponizej.

1. Najbardziej wrazliwa na dziatanie chlorku chromu jest btona komorkowa,
kolejno mitochondria i lizosomy w komorkach prawidtowych i
nowotworowych. Mitochondria komoérek nowotworowych sa bardziej
wrazliwe na toksyczne dzialanie chlorku zelaza niz linii prawidtowe;.

2. Chlorek chromu, chlorek zelaza, chlorek niklu oraz trdjtlenek molibdenu
wywoluja przerwy w dwuniciowym i jednoniciowym DNA oraz powstawanie
miejsc AP- nieposiadajacych zasad purynowych ani pirymidynowych.

3. Chlorek chromu, tréjtlenek molibdenu oraz chlorek niklu wywotujg
czeSciej mutacje typu przesuniecia ramki odczytu, a rzadziej mutacje
zamiany pary zasad. Natomiast chlorek zelaza wywoluje mutacje typu
zamiany pary zasad, jak i przesuniecia ramki odczytu

4. Chlorek chromu, chlorek zelaza, chlorek niklu oraz trgjtlenek molibdenu
powoduja zaburzenia funkcjonowania wrzeciona podzialowego prowadzac
do replikacji jadra komorkowego, bez podziatu cytoplazmy.

5. Chlorek chromu, chlorek zelaza, chlorek niklu oraz trdjtlenek molibdenu
generuje synteze wolnych rodnikow tlenowych. Dodatkowo chlorek zelaza
wywotuje peroksydacje lipidow.

6. Chlorek chromu w niskich stezeniach stymuluje aktywnos¢ enzymow
antyoksydacyjnych, a w wyzszych hamuje ich aktywnosc¢. Natomiast
chlorek zelaza, chlorek niklu oraz trojtlenek molibdenu hamuja aktywnosc¢
enzymow antyoksydacyjnych

7. Chlorek chromu, chlorek niklu oraz tréjtlenek molibdenu powoduje
zatrzymanie cyklu komorkowego na etapie punku kontrolnego G2/M,
natomiast chlorek Zelaza powoduje zatrzymanie cyklu komoérkowego na
etapie punku kontrolnego GO/G1.

8. Chlorek chromu, chlorek zelaza, chlorek niklu, tréjtlenek molibdenu

wywoluja apoptoze w szlaku wewnatrzpochodnym zaleznym od
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mitochondriow, retikulum endoplazmatycznym i zaburzeniu réwnowagi
jonowej. Chlorek niklu dodatkowo wywoluje apoptoze w szlaku
zewnatrzpochodnym.

9. Chlorek chromu, chlorek zelaza, chlorek niklu, trgjtlenek molibdenu
wywolujg apoptoze na skutek zaburzenia rownowagi stezenia jonow Nat,
K*, Mg2+*, Ca?*.

10. Chlorek chromu oddziatuje synergistycznie z chlorkiem zelaza.

11. Chlorek chromu oddzialuje antagonistycznie 2z chlorkiem niklu i
trojtlenkiem molibdenu- pelni funkcje ochronne przed wysokimi dawkami
niklu i molibdenu.

12. Chlorek chrom i chlorek Zelaza hamuja replikacje wirusow DNA i RNA

uzyte samodzielnie, jak i rownoczesnie na sposob synergistyczny.

Podsumowanie

Celem badan przedstawionych w niniejszym opracowaniu bylo poznanie
metabolizmu chromu, a takze zelaza, niklu i molibdenu. Ponadto charakteru
oddzialywan pomiedzy chromem a pozostalymi pierwiastkami. Jest to bardzo
istotny problem we wspoélczesnej medycynie. W ostatnich latach notuje sie
wzrost przyjmowania preparatow witaminowo-mineralnych oraz suplementow
diety. Rowniez na szeroka skale stosowane sa biomaterialy zawierajace te
mikroelementy. W organizmach ludzi i zwierzat moze dochodzi¢ do
przekroczenia bezpiecznych stezen pierwiastkow oraz do nieznanych dotad
oddzialtywan. Dlatego tak duze znaczenia maja otrzymane wyniki. Sa one
pierwszymi doniesieniami w literaturze dotyczacymi odzialywania pomiedzy
chromem, a zelazem lub niklem Iub molibdenem, co utrudnialo
przeprowadzenie dyskusji z wynikami prac innych autorow. Badania
przeprowadzone w ramach prezentowanych prac wykazaty mozliwos¢ indukcji
apoptozy w komorkach w szlaku zewnatrzpochodnym (nikiel) oraz
wewnatrzpochodnym (chrom, nikiel, Zelazo i molibden). Dodatkowo wykazano,
ze mechanizmy lezace u podstaw apoptozy dotycza wielu organelli. Dostepna
literatura wskazywata na zaangazowanie wolnych rodnikow tlenowych w ten
proces pod wplywem badanych pierwiastkow. Prezentowane badania

pokazaly, iz nie tylko ROS sa odpowiedzialne za indukcja apoptozy, ale rowniez
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ostabienie aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych odpowiada za ten proces.
ROS oddziatluja na mitochondria, powodujac ich uszkodzenie, uwalnianie
cytochromu c i aktywacje kaspaz: 9, 3, 6 oraz 7. Poza tym wzrost stezenia
jonow Mg?+* powoduje obnizenie ekspresji Bcl-2 i wzrost ekspresji Bax co
wplywa na uwalnianie cytochromu c¢. Dodatkowo apoptoze powoduje
uszkodzenie RE, co prowadzi do uwolnienia jonow Ca2* do cytoplazmy.
Nadmiar tych jonoéw negatywnie wplywa na regulacje cyklu komorkowego i
jego hamowanie w fazach G1/S i G2/M oraz podczas tworzenia wrzeciona
podzialowego. Uszkodzenie RE powoduje rowniez tworzenia kropel lipidowych
w cytoplazmie i aktywacje kaspazy 12 prowadzac do apoptozy. Ponadto
zaburzenie rownowagi jonow Na*/K' prowadzi do zaburzenia potencjalu
spoczynkowego blony komorkowej i tworzenia pecherzykow na powierzchni
btony. Niezaleznie od mozliwosci indukcji apoptozy przez zmiany metabolizmu
btony komoérkowej, mitochondriow i RE pierwiastki samodzielnie i poprzez
wolne rodniki tlenowe oddzialuja z DNA komorki powoduja jego uszkodzenia i

mutacje.
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Wang Y.-F., Shyu H.-W., Chang Y.-Ch., Tseng W.-Ch., Huang Y.-L., Lin K.-
H., Chou M.-Ch., Liu H.-L., Chen Ch.-Y., 2012, Nickel (II)-induced cytotoxicity
and apoptosis in human proximal tubule cells through a ROS- and
mitochondria-mediated pathway, Toxicol. Appl. Pharmacol., 259(2): 177-186.
Valko M., Rhodes C.J., Moncol J., Izakovic M., Mazur M., 2006, Free radicals,
metals and antioxidants in oxidative stress-induced cancer. Chem. Biol.
Interact., 160: 1-40.

Vincent J. B., 2001, The bioinorganic chemistry of chromium (III), Polyhedron,
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20, 1-26.
Vincent J.B., Edwards K.C.,2019, Chapter 4 - The absorption and transport
of chromium in the body in The Nutritional Biochemistry of Chromium (III)

(Second Edition), (Ed.), John B. Vincent, Elsevier, 129-174

5. Informacja o wykazywaniu sie¢ istotna aktywnoscia naukowa albo
artystyczna realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej

lub instytucji kultury, w szczegolnosci zagranicznej.

Badanie interakcji pierwiastkow in vitro i in vivo

Studia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi ukonczylam w 2000 roku
obrona pracy magisterskiej pt. ,Spontaniczne i indukowane in vitro
wytwarzanie cytokin w komoérkach podscieliska szpiku kostnego oséb chorych
na ostra bialaczke szpikowaq i szpiczaka mnogiego”. W tym samym roku
zostalam zatrudniona jako asystent naukowo-dydaktyczny w Katedrze Biologii
Komorki, Wydziatlu Matematyczno-Przyrodniczego Katolickiego Uniwersytetu
Lubelskiego. Od poczatku mojej pracy naukowej moje zainteresowania
skupialy sie wokot metabolizmu pierwiastkow oraz zastosowania metod
alternatywnych w badaniu ich metabolizmu. Pierwiastkiem, ktory wzbudzatl
moje szczeglOlne zainteresowanie byl chrom(IIl). Byl to pierwiastek, ktorego
mechanizm dziatania nie byl poznany, a w literaturze pojawiato sie coraz
wiecej nowych doniesien na temat jego udzialu w aktywacji receptora
insulinowego, czy metabolizmie thuszczy. Coraz czesciej podkreslano jego
udzial w redukcji masy tkanki tluszczowej. Oprocz chromu(Ill) drugim
pierwiastkiem, ktory znalazt sie w kregu moich zainteresowan byl wanad(V).
Jego metabolizm byl lepiej poznany. Bardzo interesowaly mnie mozliwosci
interakcji obu pierwiastkow. Wykazano, ze chrom peini funkcje ochronne w
stosunku do toksycznego dziatania wanadu(V). Uczestniczylam ponadto w
okresleniu interakcji selenu(IV) i cynku(ll) z wanadem. Cynk(Il) petnil funkcje
ochronne przed toksycznym dziataniem wanadu(V).

W wyniku przeprowadzonych przeze mnie badan ustalono, ze chlorek
chromu powoduje przesuniecie krzywej opornosci osmotycznej erytrocytow u

szczurow, ktore otrzymywaly w wodzie do picia chlorek chromu. Ponadto,
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obserwowano wzrost minimalnej, Sredniej oraz maksymalnej opornosci
osmotycznej erytrocytow pod wpltywem Cr(Ill). Dodatkowo po zadziataniu tego
pierwiastka obserwowano w mikroskopie elektronowym zniszczenie blony
erytrocytow- wypuklenia btony komoérkowej. Swiadczyé to moze o aktywnosci
prooksydacyjnej tego pierwiastka. Te obserwacje potwierdzily koleje badania,

w ktorych chlorek chromu u szczurow powodowat wzrost stezenia MDA.

Wyniki badan zostaly opublikowane w pracach i prezentowane na

konferencjach naukowych: A1, A2, A3, A4, R1, R2, P1, P2, P3, P4, P5.

W roku 2006 rozpoczelam wspolprace z Katedra Mikrobiologii i
Immunologii Klinicznej na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, z prof. dr hab. Andrzejem K. Siwickim,
pod kierunkiem, ktorego przygotowatam rozprawe doktorskg. W ramach tej
wspolpracy prowadzitam badania nad interakcja chromu(Ill) oraz zelaza(Ill) w
zakresie uwalniania IL-1, IL-6, aktywnosci proliferacyjnej limfocytow,
aktywnosci metabolicznej fagocytow, poziomu y-globulin i aktywnosci
lizozymu u myszy oraz opornosci osmotycznej erytrocytow myszy, catkowitej
zdolnosci wigzania zelaza (total iron-binding capacity, TIBC) oraz indeksu
saturacji transferryny (index of transferin saturation, ITS). W badaniach tych
wykazalam, ze u myszy: chrom(Ill) oraz zelazo(lll) powoduje spadek
wydzielania IL-1, bez zmian w wydzielaniu IL-6, aktywnosci proliferacyjnej
limfocytow, aktywnosci metabolicznej fagocytow, poziomu y-globulin i
aktywnosci lizozymu u myszy, ktorym dootrzewnowo podawano Cr(Ill) lub
Fe(Ill). Rownoczesne stosowanie obu pierwiastkow powoduje synergizm ich
dzialania in vivo. Ponadto chrom(IIl) oraz zelazo(lll) podawane rownoczesnie
powoduje przesuniecie krzywej opornosci osmotycznej erytrocytow myszy, co
oznacza synergizm w nasileniu aktywnosci hemolitycznej. Dodatkowo stezenie
zelaza w surowicy krwi spada po podaniu chromu(Ill). Podobne obserwacje
poczyniono dla catkowitej zdolnosci wigzania zelaza (total iron-binding
capacity, TIBC) oraz indeksu saturacji transferryny (index of transferin
saturation, ITS). Rownoczesne podawanie zwierzetom zelaza(Ill) i chromu(III)

powoduje spadek poziomu zelaza w surowicy krwi, TIBC oraz ITS. Dodatkowo
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wykonatam badania in vitro 2z uzyciem hodowli komorkowych.

Chrom(IIl) i Zelazo(IlI) powodowal spadek zywotnosci fibroblastow oraz
indukcje apoptozy, wzrost wydzielania IL-1, a spadek IL-6 in vitro. Chrom(III)
pelni ponadto funkcje ochronne przed cytotoksycznosScia wywolana przez
zelazo(Ill) w komorkach linii BALB/c 3T3, podczas rownoczesnej inkubaciji z
oboma pierwiastkami. Jednak preinkubacja komorek linii BALB/c 3T3 z Fe(IlI)
chroni przed toksycznoscia wywotang Cr(III).

Wyniki badan zostaly opublikowane w pracach i prezentowane na
konferencjach naukowych: A5, A6, A7, A8, A10, A13, A21, P6, P7, P11, P12,
P13, P14, P15, P16.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych w roku 2010
zostalam zatrudniona w nowo utworzonym Instytucie Inzynierii Srodowiska.
W roku 2011 zostalam kierownikiem Pracowni Biologii Srodowiska. W nowo
utworzonym zespole badawczym kontynuowalam rozpoczete w pracy
doktorskiej badania nad interakcjami mikroelementow. Jednak w
nowoutworzonej jednostce nie bylo laboratorium umozliwiajacego
prowadzenie badan, dlatego swoje badania kontynuowatlam na Uniwersytecie
Warminsko-Mazurskim w Olsztynie.

W roku 2012 odbylam staz naukowy w Katedrze Mikrobiologii i
Immunologii Klinicznej, Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego. W ramach tego stazu przeprowadzono badania
aktywnosci przeciwwirusowej chromu(Ill), zelaza(Ill) i niklu(II). Wyniki badan
dotyczace interakcji chromu i zelaza na aktywnoSC¢ przeciwwirusowg

przedstawiono w punkcie 4 autoreferatu.

Wyniki badan zostaly opublikowane w pracach i prezentowane na

konferencjach naukowych: A12, R6, P18, P22.

W 2014 roku odbylam staze w Katedrze Mikrobiologii i Immunologii
Klinicznej, Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Warminsko-

Mazurskiego. W  czasie stazu realizowalam  badania interakcji
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mikrolelementow, tj. chromu z niklem, Zelazem lub molibdenem. Obejmuja

one wyniki opisane juz w punkcie 4 autoreferatu.

Wyniki badan zostaly opublikowane w pracach i prezentowane na

konferencjach naukowych: A18, A19, A22, R7, R8, R14, R15, R17, R20, P23.

Dodatkowo badatam interakcje zelaza z niklem oraz zelaza =z
molibdenem. Podjelam rowniez badania nad interakcjami molibdenu z
chromem lub niklem lub kobaltem lub zelaza.

Zarowno chlorek niklu, jak i chlorek zelaza wywolywalo zalezny od
dawki spadek zywotnosci komoérek: mysich fibroblastéw oraz linii
nowotworowej HepG2 obserwowany byl w tescie redukcji MTT, uwalniania
dehydrogenazy mleczanowej oraz pochlaniania czerwieni obojetnej. W testach
genotoksycznosci obserwowano zalezny od dawki wzrost liczby komet oraz
mikrojader po inkubacji z oboma pierwiastkami. Dodatkowo w preparatach
mikroskopowych obserwowano komorki olbrzymie, wielojadrzaste lub
apoptotyczne, tj. z ,paczkujaca” cytoplazma oraz silnie zwakulizowane w obu
liniach komorkowych. W tescie mutagennosci stwierdzono, ze chlorek niklu
wywoluje mutacje typu przesuniecia ramki odczytu czesciej niz zamiany pary
zasad. Natomiast chlorek zelaza z podobng czestotliwoscia wywotuje oba typy
mutacji. Rownoczesna inkubacja obu linii komorkowych z chlorkiem zelaza w
stezeniu 200 uM i chlorkiem niklu w stezeniu 1000 uM oraz chlorkiem zelaza
w stezeniu 1000 pM i chlorkiem niklu w stezeniu 200 uM wywolywala efekt
synergistyczny obserwowany w testach cytotoksycznosci. Jedynie w tescie
redukcji MTT zaobserwowano ochronne dzialanie niskich dawek chlorku
zelaza- 200 uM w stosunku do toksycznych dawek chlorku niklu- 1000 uM. U
podstaw takiego dziatania chlorku Zelaz lezy prawdopodobnie jego wplyw na
prawidlowe dzialanie dehydrogenazy bursztynianowej. Podobne obserwacje
poczyniono w testach genotoksycznosci oraz mutagennosci. Zelazo(Ill) w
stezeniu 200 uM petlni funkcje ochronne w stosunku do niklu(Il) w stezeniu

1000 pM.
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Kolejna analizowana interakcja byla interakcja chlorku zelaza i
trojtlenku molibdenu. Tutaj tez zaobserwowano zalezny od dawki spadek
zywotnosci komorek linii BALB/3T3 oraz HepG2 w tescie redukcji MTT.
Natomiast w teScie uwalniania LDH tréjtlenek molibdenu nie wykazywal
toksycznosci. Podobnie w tescie pochlaniania czerwieni obojetnej w linii
nowotworowej. Natomiast chlorek zZelaza byl toksyczny we wspomnianych
powyzej testach w zakresie stezen 400-1400 uM. Oznacza to, ze trojtlenek
molibdenu nie jest toksyczny wobec blony komorkowej w obu linach
komorkowych oraz wobec lizosomow linii nowotworowej. W testach
kometowym oraz mikrojadrowym stwierdzono wzrost liczby komet oraz
mikrojader odpowiednio. Ponadto w preparatach obserwowano komorki
apoptotyczne. W tescie mutagennosci stwierdzono, ze trgjtlenek molibdenu
wywoluje mutacje typu przesuniecia ramki odczytu czesciej niz zamiany pary
zasad. Natomiast chlorek Zzelaza z podobna czestotliwoscia wywotuje oba typy
mutacji. Natomiast w badanych interakcjach: chlorek zelaza w stezeniu 200
uM plus trojtlenek molibdenu w stezeniu 1000 uM oraz chlorek zelaza w
stezeniu 1000 uM plus trojtlenek molibdenu w stezeniu 200 pM wykazano
dzialanie synergistyczne obu pierwiastkow w obu badanych liniach w testach
cytotoksycznosci, genotoksycznosci, mutagennosci oraz wzroscie stezenia

ROS i MDA oraz spadku aktywnosci SOD, CAT i GPx.

Wyniki badan zostaty opublikowane w pracach: A16, A17, A20, A23, R9,
R10, R11, R12, R13, R21, P19

Badania metabolizmu mikroelementow kontynuowane byly rowniez w
ramach kolejnych stazy. W roku 2020 r. odbylam trzymiesieczny staz
naukowy w Instytucie Fizyki Jadrowej PAN. W ramach tej wspolpracy
kontynuowatam badania na indukcja apoptozy w komorkach pod wplywem
chlorku chromu, chlorku zZelaza, chlorku niklu oraz tréjtlenku molibdenu z
uzyciem spektrometrii Ramana i FT-IR. Wyniki tych badan zostaly opisane

punkcie 4 autoreferatu.
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Wyniki badan zostaly opublikowane w pracy: A28.

W roku 2019, 2021 oraz 2023 odbylam trzy staze w Katedrze Chemii
Srodowiska i Bioanalityki, Wydzialu Chemii, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika

w Toruniu. Wyniki tych badan zostaly opisane punkcie 4 autoreferatu.

Wyniki badan zostaty opublikowane w pracy A29.

Badanie cytotoksycznosSci i genotycznosci pranobexu inozyny

Kolejny staz w Katedrze Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej, Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego odbytam w
dniach 1 III - 7 IV 2014 r. Badania prowadzone przeze mnie dotyczyly
genotoksycznosci i cytotoksycznosci pranobexu inozyny.

Badania wykonywane byly w ramach projektu: Badania nad
innowacyjnym lekiem o dzialaniu immunostymulacyjnym u zwierzqt
(POIG.01.03.01-28-108/12) finansowanego ze Srodkow Narodowego Centrum
Badan i Rozwoju. Miaty na celu okreslenie cytotoksycznosci, genotoksycznosci
i mutagennosci tego zwiazku w stosunku do linii prawidlowych i
nowotworowych. Pranobex inozyny to mieszanina inozyny z kwasem 4-
acetamidobenzoesowym i 1-dimetyloamino 2-propanolem (w stosunku
molowym 1:3). Stosowany jest w infekcjach wirusowych, jako lek hamujacy
namnazanie wirusow i jako preparat immunomodulujacy. Wykazano w
testach cytotoksycznosci, ze linia nowotworowa byla wrazliwa na jego
cytotoksyczne dziatanie. W testach genotoksycznosci, rowniez linia
nowotworowa byla bardziej wrazliwa na toksyczne dzialanie pranobexu

inozyny.

Wyniki badan zostaly opublikowane w pracach: A14, A1S.

Badanie wlasSciwosci biologicznych biomaterialow
W 2021 roku rozpoczetam prace w Katedrze Medycyny Zabiegowej z
Pracownig Genetyki Medycznej, Instytutu Nauk Medycznych, Collegium

Medicum, Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach. W nowym miejscu
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pracy rozpoczelam badania nad zastosowaniem nowych biomaterialow w
medycynie. W tym celu nawiazatam wspoélprace z Politechnika Swietokrzyska,
Politechnika Warszawska oraz Siecia Badawcza LIukasiewicz-Lodzkim
Instytutem Technologicznym. W ramach tej wspolpracy badam wtasciwosci
biologiczne nowo syntetyzowanych nanstruktur, ktére moga byc¢ stosowane w
terapii przeciwnowotworowej. Jedna z takich struktur sa jony nanosrebra
osadzone na matrycy weglowej. Toksycznos¢ nanostruktur srebra zostala
przebadana w wielu doswiadczeniach naukowych. Wykazywaly one
niebezpieczenstwo indukcji efektow cytotoksycznych, a zwlaszcza
genotoksycznych i mutagennych. Stad podjeto probe syntezy nowych
struktur, ktére wyeliminuja te efekty. W ramach prac opracowano metode
syntezy nowych nanostruktur. Natomiast ja bylam odpowiedzialna za
przebadanie jego wlasciwosci biologiczne. Badania przeprowadzono z uzyciem
linii Loog i badania wykazywaly brak genotoksycznosci oraz mutagennosci,

ktora czesto byla obserwowana w przypadku nonostroktur srebra.

Wyniki badan zostaly opublikowane w pracach i prezentowane na

konferencjach naukowych A26, R19.

Wspolpraca dalej jest kontynuowana i prowadzone sa badania nad
zastosowaniem opracowanych nanostruktur w terapii antynowotworowe;.
Ponadto prowadze badania nad opracowaniem nowych materiatow, ktore bede
mogly stuzy¢ jako matryca do hodowli komorek pierwotnych nowotworu
trzustki w ukladzie 3D. Badania te sg prowadzone we wspolpracy z Siecig
Pukasiewicz-Lodzkim Instytutem Technologicznym w Lodzi. W ramach tej
wspolpracy przygotowano wniosek o dofinansowanie Narodowego Centrum

Nauki w ramach programu OPUS.
Wyniki badan zostaly prezentowane na konferencjach naukowych P16

Nowoczesne biomaterialy bedace uzywane w medycynie badatam
rowniez w ramach wspotpracy z Katedra Biochemii i Biotechnologii Wydzialu
Farmaceutycznego, Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Natomiast ja bytam

odpowiedzialna za przebadanie genotoksycznosci biomateriatu. Efektem tej
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wspolpracy jest praca o roboczym tytule Comprehensive biological assessment
of biomimetic curdlan-based osteochondral scaffold — In vitro, ex vivo, and in
vivo studies in accordance with 3Rs principle, K. Klimek, S. Terpilowska, A.
Michalak, R. Bernacki, A. Nurzynska, M. Cucchiarini, M. Tarczynska, K.

Gaweda, S. Gluszek, G. Ginalska, ktora jest w czasie opracowywania.

Badanie wybranych parametrow pacjentow z uszkodzeniem moézgu

W 2019 roku rozpoczetam wspolprace z Uniwersytetem Medycznym w
Lublinie, I Klinika Anestezjologii i Intensywnej Terapii SPSK4 w Lublinie
dotyczaca badania wybranych parametrow pacjentow z uszkodzeniem mozgu.
Ponadto wplywem osi mozg-jelita na parametry pacjentow hospitalizowanych
na oddziatach intensywnej terapii. Wspotpraca ta kontynuowana jest do dzis.
W wyniku tej wspolpracy badalam stezenia kaspaz oraz wybranych biatek pro-
i antyapoptotycznych u pacjentow z uszkodzeniem mozgu. W ramach tych
badan odpowiedzialna bylam za wykonanie oznaczen stezenia kaspaz: 3, 6, 8,
9 oraz 12. Ponadto oznaczalam stezenia Caspase Activated DNase (CAD),
Tumour protein pS3 (TPS53), B-Cell Leukaemia/Lymphoma 2 (Bcl-2), Bcl2
Associated X Protein (BAX), p53 Upregulated Modulator of Apoptosis (PUMA),
Apoptotic Peptidase Activating Factor 1 (APAF1) oraz Bcl2 Associated Death
Promoter (BAD). Wszystkie ww. parametry oznaczane byly w ptynie
pochodzacym z plukania skrzelowo-pecherzykowego (BALF, bronchoalveolar
lavage fluidju pacjentow z izolowanym uszkodzeniem moézgu - isolated
traumatic brain injury (TBI), hospitalizowanych na oddziale Anestezjologii i
Intensywnej Terapii SPSK4 w Lublinie. Zarowno kaspazy jak i bialaka pro- i
antyapoptotyczne sa wskaznikami procesu apoptozy komorek nabtonka drog
oddechowych. Stad celem tych badan bylo okreslenie prawdopodobienstwa
apoptozy komorek wyscielajacych drogi oddechowe, co moze istotnie wplywac
na kondycje ukladu oddechowego. Jest to o tyle istotne, Ze pacjenci ci sa
poddawani intensywnej wentylacji mechanicznej, co sprzyja powiklaniom
ptucnym, tj. niewydolnosci oddechowej, zapaleniu ptuc, ostremu uszkodzeniu
ptuc i zespolowi niewydolnosci oddechowej (ALI/ARDS). Badania wykazaty
wyzsze stezenia kaspazy-3, kaspazy-6 oraz kaspazy-8, u pacjentow, ktorzy
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zmarli przed 28 dniem pobytu na Oddziale Intensywnej Terapii. Ponadto
wykazano, ze stezenie wszystkich oznaczanych kaspaz w BALF pacjentow z
izolowanym ciezkim uszkodzeniem moézgu wykazuje zwiazek z ciezkoscig
urazu i 28 dniowa Smiertelnoscia. Sugeruje to indukcje apoptozy, zarowno w
szlaku  zewnatrzpochodnym  (wzrost stezenia  kaspazy-8) jak i
wewnatrzpochodnym (wzrost stezenia kaspazy 9). Ponadto wzrost stezenia
kaspaz sugeruje apoptoze indukowanag przez zaburzenie pracy mitochondriow
(wzrost stezenia kaspaz-3, 6 i 9) jak i retikulum endoplazmatycznym (wzrost
stezenia kaspasy-12). W kolejnym etapie przebadano stezenia wybranych
czynnikow pro- i anty apoptotycznych ww. powyzej. U pacjentow wykazano
wzrost biatek, ktorych wzrost stezenia obserwuje sie podczas apoptozy.
Badania sa kontunuowanie i obejmuja wptyw tlenoterapii u tych pacjentéw na

indukcje stresu oksydacyjnego, co moze by¢ przyczyna indukcji apoptozy.

Wyniki badan zostaly opublikowane w pracach i prezentowane na

konferencjach naukowych A24, A25, A27, P27.

W ramach tej wspoétpracy powstala tez kolejna praca o roboczym tytule
Multiorgan microbiome and brain axis as a potential therapeutic target in TBI,
D. Siwicka-Gieroba, C. Robba, R. Badenes, K. Kotfis, S. Terpilowska, M.
Bielacz, W. Dabrowski, ktora obecnie jest przygotowywana do wysytki.

Inne obecnie prowadzone badania

W ramach wspotpracy z prof. dr hab. n. med. Andrzej Jaroszynskim z
Katedry Chorob Wewnetrznych i Medycyny Rodzinnej, Collegium Medicum,
Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach wykonalam szereg oznaczen
parametrow w osoczu krwi pacjentow dializowanych. Byly to: kaspaza 1,
kaspaza 2, kaspaza 3, tumor necrosis factor receptor superfamily member 1A
(TNFRSF1A), tumor necrosis factor receptor superfamily member 1B
(TNFRSF1B), tumor necrosis factor receptor superfamily member 10B
(TNFRSF10B), S100 Binding Protein, heat shock protein family B (HSPB1),
Myelin basic protein (MBP), Glial fibrillary acidic protein (GFAP), Microtubule-
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associated protein tau (MAPt), IL1RL1, IL-6, MDA-modified LDL (ox-
LDL/MDA), Antioxidative Capacity (ImAnOx (TAS/TAC)), endothelin 1 (EDN1),
Noradrenalina (NE), Asymmetric dimethylarginine (ADMA) oraz miRNA:
miRNA-21-5p, miRNA-93-5p, miRNA-122-5p, miRNA-132-3p, miRNA-142-3p,
miRNA-195-5p, miRNA-625-5p. Wyniki tych badan sa obecnie analizowane i
przygotowywane sa manuskrypty.

Inne osiagniecia (zostaly opublikowane w A9, A11, RM1, RM2, RM3, RM4,
RMS5, RM6, RM7, RM8, RM9, RM10, RM11, RM12, RM13, RM14, RM15,
RM16, RM17, RM18, RM19, R3, R4, R18, P8, P19, P10, P17, P20, P21, P24,
P25, P26, M1, M2).

Poza szeregiem ukierunkowanych badan nad interakcjami pierwiastkow
przygotowalam szereg opracowan dotyczacych metabolizmu réznych
pierwiastkow, witamin, a takze najnowszych osiagnie¢ medycyny i
nowoczesnych substancji w niej stosowanych. Nalezg tu 2zywnosc¢
funkcjonalna, nanozwiazki czy biomateriaty.

Efektem mojej dziatalnosci sa dwa podreczniki dydaktyczne (M1, M2), w
ktorych zebrano obszerne informacje dotyczace podstaw biologii komorki czy
mikrobiologii, ale takze praktyczne aspekty pracy w laboratorium

mikrobiologicznym.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

a) Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna naukowego

lub promotora pomocniczego

Promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim mgr Katarzyny Czarnek, od
2018 roku, na Wydziale Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-

Mazurskiego w Olsztynie. Obrona pracy doktorskiej 24 wrzesien 2019 r.
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b) Osiagniecia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki

Uniwersyvtet Jana Kochanowskiego w Kielcach

- prowadzenie zajec dla studentow kierunku lekarskiego 2021-obecnie
Fizjologia z cytofizjologia (wyklad, ¢cwiczenia, laboratoria), kierunek lekarski
Physiology with cytpphysiology (wyklad, ¢wiczenia, laboratoria), kierunek
lekarski English Division

Pathophysiology (¢wiczenia) kierunek lekarski English Division

Haemostatis and Thrombosis (wyklad) kierunek lekarski English Division
Basis in cell biology (wyklad) kierunek lekarski English Division

Badania in vitro w kosmetologii (wyklad, cwiczenia laboratoria), Kosmetologia
- opiekun studiow kierunku lekarskiego English Division w latach 2023-

obecnie

Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawla II

- opracowanie autorskich programow nauczania dla studentow kierunku
Inzynieria Srodowiska z nastepujacych przedmiotow, 2010- 2020:

Biologia i ekologia (wyktad i laboratoria)

Biologia srodowiska (wyktad i laboratoria)

Mikrobiologia ogdlna z elementami technicznej (wyktad i laboratoria)

Oceny mikrobiologicznego skazenia wod (wyktad i laboratoria)

Toksykologia srodowiska (wyktad i laboratoria)

Odwodnienia i nawodnienia (wyktad i laboratoria)

Procesy przerobki osadoéw sciekowych (wyktad i laboratoria)

Ochrona srodowiska (wyktad i laboratoria)

Ochrona wlasnosci intelektualnej (wyklad i konwersatorium)

- opracowanie autorskich programoéw nauczania dla studentéw kierunku
InZzynieria Srodowiska do wykladow monograficznych, 2010- 2020:
Biotechnologia w inzynierii Srodowiska

Mikrobiologia, higiena, Srodowisko- bezpieczenstwo i jakos¢ w praktyce
przemystowe;j

- prowadzenie Seminarium inzynierskiego i Pracowni inzynierskiej, 2011-

2020.
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- Prowadzenie wykladow i cwiczen z wymienionych nizej przedmiotow dla
kierunku Inzynieria Srodowiska.

Biologia i ekologia (wyktad i laboratoria)

Biologia srodowiska (wyktad i laboratoria)

Mikrobiologia ogdlna z elementami technicznej (wyktad i laboratoria)

Oceny mikrobiologicznego skazenia wod (wyktad i laboratoria)

Toksykologia srodowiska (wyktad i laboratoria)

Odwodnienia i nawodnienia (wyktad i laboratoria)

Procesy przerobki osadow sciekowych (wyktad i laboratoria)

Ochrona srodowiska (wyktad i laboratoria)

Ochrona wlasnosci intelektualne;j

Biotechnologia w inzynierii Srodowiska

Mikrobiologia, higiena, Srodowisko- bezpieczenstwo i jakos¢ w praktyce

przemystowe;j

- promotor 48 prac inzynierskich, 2012-2021

- recenzent 23 prac inzynierskich, 2013-2017

- opiekun studiéw kierunku Inzynieria Srodowiska w latach 2011-2016

- koordynator projektow w ramach VI i VII Lubelskiego Festiwalu Nauki latach
2009, 2010

- koordynator projektow Wydziatu Zamiejscowego Nauk o Spoleczenstwie w
ramach IX Lubelskiego Festiwalu Nauki oraz Dni Nauki i Techniki, 2012

- prezentacje w ramach IX Lubelskiego Festiwalu Nauki i Dni Nauki i Techniki,
2012

Sylwia Terpilowska, Joanna Dyrda-Muskus, Tomasz Pajor, Akademia nauki
Sylwia Terpilowska, Aleksandra Ptaszek, Robert Stachyra, Monika Szelest,
Katarzyna Czarnek Jak “dziata” osad czynny?

Sylwia Terpilowska, Mariusz Piasecki, Adam Wszolek, Waldemar Lakan,
Tomasz Bednarowicz, Aleksandra Butas, Nowoczesna firma dbajaca o
Srodowisko

Sylwia Terpilowska, Bakterie- wrogowie, czy sprzymierzency?

Katarzyna Czarnek, Monika Szelest, Robert Stachyra, Sylwia Terpilowska,

Czy chcesz samodzielnie zbudowacé modele komoérek?
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Sylwia Terpilowska, In vitro i/czy in vivo? — czyli o testowaniu nowych
substancji stéw pare ...

Monika Szelest, Robert Stachyra, Katarzyna Czarnek, Sylwia Terpilowska,
Jak zobaczydé to, co niewidoczne gotym okiem?

Robert Stachyra, Katarzyna Czarnek, Monika Szelest, Sylwia Terpilowska,
Mikroskopijni sprzymierzenicy, czyli jak organizmy niewidoczne golym okiem
oczyszczaja nasze Scieki

- wygloszenie wykladu otwartego pt., ,Co ile i jak...? Czyli dietetyczne
ciekawostki, 2012 r., Koto Naukowe BIOAKTYWNI, Wydzial Chemii UMSC oraz

Uniwersytet III wieku w Stalowej Woli

c) Osiagniecia organizacyjne

- Czlonek zespotu ds. aplikacji o fundusze na badania kliniczne, 2023 -obecnie

- Kierownik Pracowni Biologii Srodowiska, Instytutu Inzynierii Srodowiska,
Wydziatu Zamiejscowego KUL w Stalowej Woli, 2011-2019. Organizacja pracy
w Pracowni, zakup sprzetu, opracowanie i nadzoér nad prowadzonymi
zajeciami dydaktycznymi oraz pracami badawczymi. Opracowanie podstaw

systemu GLP w Pracowni.

- Cztonek Rady Instytutu Inzynierii Srodowiska, 2011 - 2019.

- Przedstawiciel Instytutu InZynierii Srodowiska w Wydzialowej Komisji ds.
Jakosci Ksztalcenia, Wydzialowy Koordynator Wewnetrznego Systemu
Zapewnienia Jakosci Ksztalcenia, 2011- 2016. Opracowanie Wydziatowego
Systemu Zapewniania Jakosci Ksztatcenia na Wydziale Zamiejscowym Prawa
i Nauk o Spoleczeristwie Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawta II
w Stalowej Woli. Opracowanie Wydziatlowego Systemu Zapewniania Jakosci

Ksztalcenia i nadzor nad jego realizacja.

- Czlonek Wydzialowej Komisji ds. podziatu srodkow na badania naukowe,

kontaktow z KBN oraz Dzialem Obstugi Badan i Projektow Naukowych KUL
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2011-2015. Opracowanie kryteriow podzialu sSrodkow pochodzacych z dotacji

statutowej i podziat tych sSrodkoéw pomiedzy tematy badawcze.

- Przewodniczaca Komisji programowej do opracowania programu ksztalcenia
dla kierunku Inzynieria Srodowiska i Inzynieria materiatlowa, 2011-2015.

Przygotowanie programu ksztalcenia na ww. kierunkach.

- Realizator na Wydziale Zamiejscowym Nauk o Spoteczenstwie w Stalowej
Woli zakupow sprzetu i odczynnikow laboratoryjnych, 2012r. Szkolenia
pracownikow Wydziatu z zakresu Prawa Zamowien Publicznych, sporzadzanie
planu zamoéwien publicznych. Przygotowywanie dokumentacji przetargowe;j

zgodnie z wytycznymi KUL i aktami prawa powszechnie obowigzujacego.

- Czlonek Zespotu ds. opracowania strategii rozwoju KUL do 2020 r., 2012. W
ramach podzespolu roboczego pt. Obszar Administracja i Finanse
odpowiedzialna bylam za sporzadzenie analizy SWOT, opracowanie celow
strategicznych i operacyjnych oraz strategii w tym obszarze. Opracowanie

calosciowej strategii rozwoju Uniwersytetu.

- Cztonek Senackiej Komisji Administracyjno-Finansowej, 2012-2016.

Do zadan Komisji, w ktorej pracach bralam czynny udzial, nalezalo w
szczegblnosci:

1) czuwanie nad gospodarka lokalowa KUL;

2) opiniowanie wnioskow o przyznanie Swiadczen z Zakladowego Funduszu
Swiadczen Socjalnych KUL na zasadach okreslonych w regulaminie
Zakladowego Funduszu Swiadczen Socjalnych;

3) opiniowanie wnioskow o umorzenie i przedtuzenie okresu splaty pozyczek

udzielonych z Zaktadowego Funduszu Swiadczen Socjalnych KUL

- Cztonek Senackiej Komisji ds. Jakosci Ksztatcenia, 2012-2016.
Do zadan Komisji, ktorej pracach bralam czynny udzial, nalezalo w
szczegolnosci:

1) koordynowanie polityki oraz procedur zapewniania jakosci;
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2) wprowadzanie i doskonalenie procedur w zakresie europejskich standardow
wewnetrznego systemu zapewniania jakosci w instytucjach szkolnictwa
WYyZSZego;

3) nadzor nad prawidlowym przebiegiem procesu ksztalcenia;

4) monitoring oraz okresowy przeglad programoéw oraz ich efektow;

5) monitoring kryteriow i procedur oceniania studentow;

6) weryfikowanie obsady =zaje¢ i obcigzen dydaktycznych nauczycieli
akademickich;

7) inicjowanie procedury akredytacji Srodowiskowej;

8) rekomendowanie nowych form i kierunkow ksztalcenia Senatowi KUL;

9) nadzor nad procesem monitorowania loséw zawodowych absolwentow;

10) koordynowanie wspolpracy z pracodawcami, przedstawicielami rynku
pracy oraz innymi podmiotami w celu zapewnienia i rozwoju wdrazanych

dziatan projakosciowych.

- Czlonek Komisji do przeprowadzenia kontroli wewnetrznej w zakresie
zarzadzania na KUL oraz przestrzegania przepisow wewnetrznych i
zewnetrznych przez pracownikow Uniwersytetu, 2012-2016

Celem pracy Komisji byto przeprowadzenie kontroli w zakresie zarzadzania na
KUL oraz przestrzegania przepisow wewnetrznych i zewnetrznych przez
pracownikow Uniwersytetu, w szczegolnosci:

1) identyfikacja problemoéw i wskazanie Srodkow zaradczych dotyczacych
wprowadzenia tadu organizacyjnego na KUL,

2) ocena efektywnosci i skutecznosci dziatan jednostek organizacyjnych KUL,
3) rekomendowanie Rektorowi dzialan i rozwiazan w zakresie usprawnienia

systemu zarzadzania Uczelnig.

- Czlonek Komisji ds. Aktualizacji wniosku o dofinansowanie projektu pn.
“Baza dydaktyczna i badawcza niezbedna dla powstania i rozwoju kierunku
inzynieria Srodowiska na Wydziale Zamiejscowym Nauk o Spoleczenstwie KUL
w Stalowej Woli”, 2014. Celem zespolu byla aktualizacja wniosku o

dofinansowanie Budowy i wyposazenia budynku Inzynierii Srodowiska.
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- Przewodniczaca zespolu roboczego ds. prac nad udzieleniem odpowiedzi
Instytucji Wdrazajacej nt. rozmieszczenia sprzetu i wyposazania w budynku
Instytutu Inzynierii Srodowiska oraz uzgodnienia tego rozmieszczenia z
planem rozwoju i dydaktyki Instytutu, 2014r. Opracowanie planoéw rozwoju
naukowego, dydaktycznego, opracowanie planu rozmieszczenia sprzetu w

budynku Inzynierii Srodowiska.

- Koordynator ds. stypendium Rektora dla najlepszych studentow i
najlepszych doktorantow na WZPiNoS, 2015-2016. Opiniowanie wnioskow o
przyznanie stypendium Rektora dla najlepszych studentow. Ocena osiagniec

naukowych studentow i ustalanie punktacji.

- Czlonek zespolu roboczego wspierajacego zespol ds. obshugi projektu pn.
sBaza dydaktyczna i badawcza niezbedna dla powstania i rozwoju kierunku
inzynieria Srodowiska na Wydziale Zamiejscowym Nauk o Spoleczenstwie KUL

w Stalowej Woli”, 2015.

- Czlonek Komisji przetargowej ds. zakupu wyposazenia Pracowni Biologii
Srodowiska, 2015. Opracowanie opiséw przedmiotu zamoéwienia, wybor

najkorzystniejszej oferty.

- Przewodniczaca Komisji przetargowej w przetargu pt. Dostawa sprzetu
laboratoryjnego na potrzeby Pracowni Biologii Srodowiska WZPiNoS
Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawla II w Stalowej Woli, 2018.

Opracowanie opisow przedmiotu zamoéwienia, wybor najkorzystniejszej oferty.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢
inne informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery
zawodowej.

Miedzynarodowe i krajowe nagrody za dziatalnos¢ naukowsg albo artystycznag
1. Nagroda zespolowa II stopnia Rektora KUL za tworcza dziatalnoS¢ w
zakresie administracji i szczegolne osiagniecia organizacyjne, 2007

2. Nagroda zespotowa III stopnia Rektora KUL za wyrdzniajace pelnienie

funkcji koordynatora VI Lubelskiego Festiwalu Nauki, 200
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3. Nagroda zespotowa I stopnia Rektora KUL za wzorowe pelnienie funkcji
koordynatora wydziatowego Lubelskiego Festiwalu Nauki, 2011

4. Nagroda zespotowa III stopnia Rektora KUL za wyrdézniajacy sie projekt na
VIII Lubelski Festiwal Nauki, 2011

5. Medal brazowy za dlugoletnia stuzbe, Prezydent Rzeczpospolitej, nr
legitymacji 308-2013-145, 2013

6. Nagroda indywidualna III stopnia Rektora KUL za oryginalne i tworcze
osiagniecia naukowe oraz wybitna dziatalnoS¢ organizacyjno-spoleczna i

popularyzacje nauki, 2013
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