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taczny impact factor osiagniecia naukowego wedtug listy Journal Citation
Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania: 30.938.

t.aczna liczba punktéw MNISW osiagniecia naukowego, zgodnie z rokiem
opublikowania: 220.

c) omowienie celu naukowegolartystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych
wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentuainego wykorzystania

Z uwagi na ogoélnoustrojowg toksycznos¢ chemoterapeutykéw i zjawisko opornosci
wielolekowej, istnieje pilna potrzeba poszukiwania nowych zwigzkéw mogacych
potencjainie wzmagaé ukierunkowane toksyczne dziatanie chemoterapeutykdéw
wzgledem komérek nowotworowych i jednoczesnie chroni¢ otaczajace komorki
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prawidiowe. Obiecujgcymi kandydatami do tego celu wydajg sie byé roslinne
substancje aktywnie czynne o wtasciwosciach antyoksydacyjnych.
Naturalne substancje pochodzenia roslinnego o charakterze nutraceutykow, tj.
polifenole, flawonoidy, alkaloidy czy terpeny, o zdolnosci do modulowania licznych
szlakéw sygnalizacyjnych w komérce, mogg by¢ rozpatrywane jako obiecujgce
czynniki chemoprewencyjne oraz terapeutyczne w leczeniu nowotwordw, a takze
innych choréb (Biochem. Pharmacol., 2006, 71, 1397-1421; Nutr. Rev., 2013, 71,
585-599; Epigenomics, 2016, 8, 1019-1037; J. Nutr. Gerontol Geriatr., 2012, 31, 206-
238; Oxid. Med. Cell. Longevity, 2015, 2015, 504253). Fitozwigzki mogg wplywaé na
proces kancerogenezy na réznych jej etapach - inicjacji, promocji czy progresji — co
jest osiggane np. przez zahamowanie proceséw zapalnych, proliferacji, angiogenezy
czy zdolnosci do tworzenia przerzutéw (Biochem. Pharmacol., 2006, 71, 1397-1421).
Na poziomie molekularnym, nutraceutyki mogg zmienia¢ aktywno§é czynnikéw
transkrypcyjnych (np. NF-xB, AP-1, STAT-3)}, biatek anty-apoptotycznych (np. Bcl-2,
Bcl-XL), biatek pro-apoptotycznych (np. kaspazy, PARP), kinaz biatkowych (np. Akt,
EGFR, HER2, JNK, ERK, p38) czy biatek reguiujgcych przebieg cyklu komérkowego
(np. cykliny, kinazy zalezne od cyklin) (Biochem. Pharmacol., 2006, 71, 1397-1421;
Antioxid. Redox Signal., 2013, 19, 163-180; Mini Rev. Med. Chem., 2016, 16, 596-
604; Cancer Lett., 2015, 359, 155-164; Oxid. Med. Cell. Longevity, 2015, 2015,
504253). Fitozwigzki o wlasciwosciach przeciwnowotworowych moga zatem
determinowac los komérki nowotworowej na wiele sposoboéw, tj. promowa¢ apoptoze,
autofagi¢, nekrozopodobnag programowang $mieré komérki, mitotyczng katastrofe
czy starzenie komorkowe (Apoptosis, 2015, 20, 1531-1562). Niemniej jednak,
zastosowania kliniczne fitozwigzkéw mogg mie¢ pewne ograniczenia z uwagi na ich
stosunkowo niskg/umiarkowang ustrojowa biodostepnoéé (Biochem. Pharmacol.,
2006, 71, 1397-1421; Mol. Pharm., 2007, 4, 807-818). Fitozwigzki sg takze czesto
uzywane w badaniach in vitro w stezeniach, kidre nie sg osiggalne w ludzkim
organizmie, co sugeruje, iz obserwowane efekty in vitro moga nie mieé przetozenia
na biologiczne systemy in vivo. Istnieje zatem potrzeba identyfikacji i dalszych
pogiebionych badan nad plejotropowymi efektami dziatania aktywnych substancii
pochodzenia roslinnego wobec komoérek nowotworowych, ktére mogtyby byé
obserwowane takze w niskich dawkach nutraceutykow.
Stad ogdinym celem badawczym siedmiu artykuléw stanowiacych ,,osiagniecie
naukowe” byla identyfikacja oraz okreslenie molekularnych mechanizméw
dziatania grupy nutraceutykéw wzgiedem wybranych linii komérek
nowotworowych jako nowotworowych modeli do$wiadczainych in vitro.
Z uwagi na dobrze udokumentowany plejotropizm dziatania fitozwigzkow, rozwazono
liczne potencjaine efekty fitozwigzkéw na cytofizjologie komorki nowotworowej, m.in.:
e zaburzanie rownowagi redoks komorki (indukowanie stresu oksydacyjnego
oraz nitrozacyjnego),
e promowanie niestabilnosci genetycznej oraz indukowanie odpowiedzi na
uszkodzenia DNA,
e modulowanie szlaku glikolitycznego — hamowanie efektu Warburga (glikolizy
tlenowej),
* hamowanie syntezy biatka i promowanie stresu jaderkowego,
promowanie zmian epigenetycznych — zmian w poziomie ekspresji genéw
i biatek zaangazowanych w metylacie DNA i represje transkrypcji, zmian
w giobalnej metylacji DNA oraz zmian w poziomie ekspresji mikroRNA.
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Obserwowane zmiany skorelowano z aktywnos$cig cytostatyczng oraz cytotoksyczng
nutraceutykéw. W tym celu, monitorowano - zalezng od dawki — odpowiedZ komérki
nowotworowej, tj. hamowanie proliferacji oraz indukowanie apoptozy, autofagii badz
starzenia komorkowego przez nutraceutyki.

Siedem prac oryginalnych stanowigcych podstawe osiggniecia naukowego jest
wynikiem realizacji kierowanego przeze mnie projektu naukowego pt. ,Poszukiwanie
nowych mechanizméw hamowania proliferacji komérek nowotworowych przez
naturalne substancje pochodzenia roslinnego o charakterze nutraceutykéw” oraz
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (SONATA, 2013/11/D/NZ7/00939).

Celem pracy

Lewinska A, Jarosz P, Czech J, Rzeszutek |, Bielak-Zmijewska A, Grabowska W,
Wnuk M. Capsaicin-induced genotoxic stress does not promote apoptosis in A549
human lung and DU145 prostate cancer cells. 2015. Mutat Res Genet Toxicol
Environ Mutagen. Feb;779:23-34. IF2015 = 2.254. Punkty MNiSWz015 = 25 - autor
korespondujacy

byla ocena genotoksycznego dziatania kapsaicyny, pochodnej kwasu
homowanilinowego wystepujgcej w papryce chilli, wobec dwéch nowotworowych linii
komorkowych raka prostaty DU145 oraz raka piluc A549 oraz ocena czy
genotoksyczne dziatanie kapsaicyny wpisuje sie w szeroko udokumentowane
dziatanie przeciwnowotworowe kapsaicyny w postaci indukcji apoptotycznej $mierci
komorki (J. Natl. Cancer Inst., 2002, 94, 1263—1265; Toxicol. Pathol., 2012, 40, 847-
873). Aktywnos¢ pro-apoptotyczna kapsaicyny bwla juz szeroko badana wobec
licznej grupy komoérek nowotworowych (np. Cancer Res., 2004, 64, 1071-1078; J.
Neurochem., 2007, 102, 977-990; Oncogene, 2010, 29, 285-296; J. Agric. Food
Chem., 2010, 58, 12999-13005; Environ. Toxicol.,, 2012, 27, 332-341). Niemniej
jednak, przeciwnowotworowe efekty kapsaicyny in vitro obserwuje sie zazwyczaj
w przedziale wysokich, niefizjologicznych stezen, tj. pomiedzy 200 oraz 300 uM
(Toxicol. Pathol., 2012, 40, 847-873). Co wiecej, rola kapsaicyny jako karcynogenu,
ko-karcynogenu czy anty-karcynogenu pozostaje ciagle niejasna (Food Chem.
Toxicol., 1996, 34, 313-316).

Uzyto stezenn kapsaicyny w przedziale od 5 uM do 250 uM i nie zaobserwowano
zmian w aktywnosci metabolicznej komérek DU145 oraz A549 (test MTT) gdy
zastosowano stezenia < 50 pyM. Warto§¢ iCso dla obu linii oszacowano na okoto 200
pUM. Kapsaicyna (150 puM) promowata réwniez umiarkowang inhibicje proliferacii
komorek, tj. hamowata wbudowywanie BrdU do DNA komdrek nowotworowych
0 30% oraz 50%, odpowiednio dla komérek DU145 oraz A549. Przeciwnie,
kapsaicyna juz w stosunkowo niskim stezeniu (10 uM) indukowata stres oksydacyjny,
uszkodzenia DNA oraz generowanie mikrojader; wraz ze wzrostem stezenia efekty
pro-oksydacyjne i genotoksyczne wzmagaly sie, czemu nie towarzyszyta
apoptotyczna $mier¢ komoérki. Apoptozy nie obserwowano nawet przy najwyzszym
uzytym stezeniu kapsaicyny, tj. 250 uM.

Uzyskane wyniki sugeruja, iz kapsaicyna nie moze by¢ rozpatrywana jako obiecujacy
czynnik terapeutyczny w leczeniu nowotwordéw, przynajmniej nowotworéw prostaty
I pluc. Co wiecej, kapsaicyna, generujac uszkodzenia DNA przy stosunkowo niskich
niecytostatycznych i niecytotoksycznych stezeniach, moze przyczyniaé¢ sie do
wzrostu niestabilnosci genomowej komérek nowotworowych, co z kolei moze
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promowac opornosS¢ komoérek nowotworowych na stosowane chemoterapeutyki.
Niniejsza praca powstata w ramach wspoéipracy z dr hab. Anng Bielak-ZmiJewska
(Pracownia Molekularnych Podstaw Starzenia, Instytut Bloiogu Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, Warszawa).

Z uwagi na ograniczone dziatanie cytotoksyczne kapsaicyny, nawet gdy kapsaicyna
byta uzywana w wysokich stezeniach wobec komérek DU145 oraz A549,
postanowiono zsyntetyzowa¢ pochodng kapsaicyny, tji. epoksyd kapsaicyny
o potencjalnie silniejszych wiasciwosciach utieniajgcych w stosunku do kapsaicyny
(Chem. Biol. Interact., 2011, 192, 161-176).

Zatem celem kolejnej pracy

Lewinska A, Chochrek P, Smolag K, Rawska E, Wnuk M. Oxidant-based anticancer
activity of a novel synthetic analogue of capsaicin, capsaicin epoxide. 2015. Redox
Rep. May;20(3):116-25. 1F2015 = 2.606. Punkty MNiSW2015 = 20 - autor
korespondujacy

bytlo poréwnanie przeciwnowotworowego dziatania epoksydu kapsaicyny oraz
kapsaicyny wobec komérek DU145 oraz A549, a takze komorek raka piersi MCF-7,
raka szyjki macicy Hela oraz raka nerki ACHN. Epoksyd kapsaicyny promowat
wigkszy spadek aktywnosci metabolicznej komoérek nowotworowych w stosunku do
kapsaicyny, a komodrki MCF-7 okazaty sie najbardziej wrazliwe na stymulacje
epoksydem kapsaicyny (ICso dla epoksydu kapsaicyny = 50 uM oraz ICso dla
kapsaicyny = 150 uM). Wykazano réwniez selektywnos¢ dziatania kapsaicyny oraz
jej epoksydu, gdyz prawidtowe fibroblasty skéry cztowieka (HDFs) okazaly sie nie byé
podatne na dziatanie obu zwigzkéw w stezeniach do 200 uM. Obnizeniu aktywnosci
metabolicznej nie towarzyszyla jednak wzmozona apoptoza komérek
nowotworowych, co moze $wiadczyé o dziataniu cytostatycznym, a nie
cytotoksycznym uzytych 2zwiazkéw. Zwiekszony efekt cytostatyczny epoksydu
kapsaicyny wzgledem kapsaicyny wynikat z generowania wiekszych ilosci
reaktywnych form tlenu (catkowita pula reaktywnych form tlenu, pula anionorodnika
ponadtlenkowego) przez epoksyd kapsaicyny. Preinkubacja z N-acetylocysteing
o wiasciwosciach antyoksydacyjnych znosita cytostatyczne dziatanie epoksydu
kapsaicyny.

Podsumowujac, epoksydacja kapsaicyny wzmaga jej pro-oksydacyjne wtasciwosci,
co przekiada sie na zwigkszony efekt cytostatyczny, niemniej jednak ICso = 50 uM to
stgZzenie nadal stosunkowo wysokie i niefizjologiczne. Przykiadowo, po podaniu
doustnym 5 g kapsaicyny w formie kapsutek Zzelatynowych, kapsaicyna jest
wykrywana w osoczu po 10 minutach od podania osiggajac maksymalne stezenie
(Cmax) po 47 minutach od podania réwne 2.5 ng/ml, co odpowiada stezeniu 8.2 nM
(J. Med. Assoc. Thai, 2009, 92,108-113). Co wiecej, godzine od podania
miejscowego (8% kapsaicyna, pacjenci z bélem neuropatycznym), $rednia Cmax
wynosita 1.38 ng/mi, a najwyzsze stezenie kapsaicyny w osoczu osiggnelo 17.8
ng/ml (68 nM) (Ther. Drug Monit., 2009, 31, 502-510). Biologiczne czasy péttrwania
kapsaicyny zostaly oszacowane jako stosunkowo krétkie, tj. 25 oraz 98 minut po
odpowiednio podaniu doustnym i miejscowym (J. Med. Assoc. Thai., 2009, 92,108—
113; Ther. Drug Monit., 2009, 31, 502-510).

Z uwagi na nieliczne informacje na temat aktywnosci genotoksycznej flawonoidéw
oraz jej potencjalnych konsekwencji w komérkach nowotworowych (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 2012, 109, 5423-5428; Toxicol. In Vitro, 2013, 27, 1877-1887), a takze na
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fakt, iz wczeéniej pokazano, iz wybrane glikozydy flawonoidéw (np. naringina,
diosmina czy hesperydyna) mogg potegowaé toksycznosé podchlorynu wzgledem
komoérek raka szyjki macicy Hela, nawet gdy sg stosowane w stosunkowo niskich
mikromolowych stezeniach {20 uM) (Food Chem., 2013, 141, 1227-1241),

celem kolejnej pracy

Lewinska A, Siwak J, Rzeszutek [, Wnuk M. Diosmin induces genotoxicity and
apoptosis in DU145 prostate cancer cell line. 2015. Toxicol In Vitro. Apr;29(3):417-
25. IF2015 = 3.338. Punkty MNiSW2015 = 30 - autor korespondujacy

bytlo zbadanie potencjatlu genotoksycznego naringiny, diosminy oraz hesperydyny
wobec komorek raka prostaty DU145, a takze okresienie zwigzku pomiedzy
genotoksycznoscig glikozydow flawonoidéw a zdolnoscia do promowania
apoptotycznej Smierci komoérki, a tym samym eliminacji komérek nowotworowych
z uszkodzonym DNA. Diosmina indukowata najwiecej uszkodzern DNA oraz
tworzenie najwiekszej ilosci mikrojgder w stosunku do naringiny i hesperydyny, co
korelowato z indukcja apoptozy po ekspozycji na diosmine. Przeciwnie, naringina
i hesperydyna (150 - 250 pM) nie promowaty apoptotycznej $mierci komorki.
Naringina i hesperydyna indukowaly réwniez mniejszy stres oksydacyjny (produkcja
catkowita reaktywnych form tlenu) niz diosmina, a takze promowaty powstawanie
wiekszej liczby ognisk 53BP1 (biatka wigzacego p53), co moze sugerowaé
sprawniejszg odpowiedZ na uszkodzenia DNA i mniejszg akumulacje uszkodzen
DNA w komérkach traktowanych naringing i hesperydyng. Prezentowane dane sg
zgodne z danymi literaturowymi dotyczacymi negatywnej korelacji pomiedzy
generowaniem mikrojgder oraz formowaniem ognisk 53BP1 w fibroblastach ludzkich
podanych dziataniu czynnikéw promujacych uszkodzenia DNA (Aging (Albany NY),
2011, 3, 836-845). Trzy uzyte glikozydy flawonoidéw indukowaty réwniez obnizenie
globainej metylacjii DNA (hipometylacje DNA), comoze mie¢ potencjalne
zastosowanie w epigenetycznej terapii przeciwnowotworowej, niemniej jednak
wymaga rowniez dalszych pogtebionych badan.

Podsumowujac, wykazano korelacije pomiedzy genotoksycznoscig glikozydow
flawonoidédw a ich zdolnoscia do indukowania apoptotycznej $mierci komorki
w komoérkach raka prostaty DU145. Najbardziej obiecujgce wydajg sie by¢é wyniki
dotyczace przeciwnowotworowego dziatania diosminy o stezeniu 150 uM. Nalezy
jednak podkresli¢ fakt stosunkowo niskiej biodostepnosci ustrojowej glikozydow
flawonoidéw (Arch. Toxicol., 2014, 88, 1803-1853), co moze ograniczaé ich aplikacje
w biologicznych systemach in vivo.

W dalszym etapie badan (publikacje 1-4 wedtug listy publikacji osiggniecia
naukowego), skupiono sie na poszukiwaniu zwigzkéw dziatajgcych na komorki
nowotworowe in vitro wylgcznie w_niskich mikromolowych stezeniach (5 — 20 uM).
Rozwazono 31 fitozwigzkéw, tj. apigenine, luteoline, diosmine, kwercetyne, rutyne,
galanging, myricetyne, fizetyne, taksyfoling, hesperydyne, katechine, galusan
epigalokatechiny, naringing, pelargonidyne, floretyne, genisteing, kapsaicyne,
emodyne, kwas elagowy, eugenol, sylibining, 6-gingerol, kwas ursolowy, kwas
betulinowy, siarczek diallilu, sulforafan, waniline, moryne, bajkaleing, kurkumine oraz
indolo-3-karbinol. Natomiast jako nowotworowy model doswiadczalny in vitro
wybrano komérki raka piersi o roznym statusie receptorow, tj. MCF-7 (ER*, PR*-,
HERZ’), MDA-MB-231 (ER", PR, HER2’) oraz SK-BR-3 (ER", PR", HER2") (Breast
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Cancer Res., 2011, 12;13(4), 215) w celu okreslenia zaleznosci pomiedzy
odpowiedzia komorki na fitozwigzki a fenotypem komorki, a takze z uwagi na fakt, iz
komorki MCF-7 okazaly sie juz uprzednio najbardziej wrazliwe na stymulacje
kapsaicyng i epoksydem kapsaicyny w stosunku do innych uzytych nowotworowych
modeli doswiadczalnych in vitro (publikacja 6 wedtug listy publikacji osiggniecia
naukowego). Jako komérki kontroine uzyto komérki prawidiowe nabtonka gruczotu
sutkowego (HMEC). Wytypowano cztery fitozwigzki dziatajace na komorki raka piersi
o réznym fenotypie w niskich mikromolowych stezeniach, tj. diosmine, sulforafan oraz
dwa terpenoidy kwas ursolowy i kwas betulinowy i rownoczes$nie nieaktywne wobec
komérek prawidtowych HMEC.

Celem pracy

Lewinska A, Adamczyk-Grochala J, Kwasniewicz E, Deregowska A, Wnuk M.
Diosmin-induced senescence, apoptosis and autophagy in breast cancer cells of
different p53 status and ERK activity. 2017. Toxicol Lett. Jan 4,265:117-130. |F2016 =
3.858. Punkty MNiSWa2016 = 35 - autor korespondujacy

byto okreslenie molekularnego mechanizmu odpowiedzi komoérek raka piersi MCF-7,
MDA-MB-231 oraz SK-BR-3 na niskie mikromolowe stezenia diosminy (5 - 20 uM).
Diosmina w stezeniach 5-10 uM dziatata cytostatycznie powodujac zatrzymanie
komoérek w fazie G2/M cyklu komoérkowego, wzrost ekspresji biatek p53, p21 oraz
p27, a takze indukowata starzenie komérkowe. Jest to pierwsze doniesienie na temat
promowania starzenia komorkowego w komérkach nowotworowych przez diosmine.
Uwaza sie, iz starzenie komérkowe stanowi mechanizm adaptacyjny i ochronny
przed nowotworzeniem (Trends Cell Biol., 2001, 11, 27-31; Nat. Rev. Mol. Cell Biol.,
2007, 8, 729-740). Starzenie komoérkowe moze by¢ réwniez indukowane
w komoérkach nowotworowych jako odpowiedz na stres wywotany chemoterapig czy
radioterapiag (Cancer Res., 1999, 59, 3761-3767). Indukcja starzenia komorkowego
w komérkach nowotworowych moze byé rozpatrywana jako cel terapii
przeciwnowotworowej tylko jesli prowadzi do eliminacji starych komoérek
nowotworowych, np. przez komorki ukfadu immunologicznego (Nat. Rev. Cancer.,
2011, 11, 503-511; Trends Cell Biol., 2012, 22, 211-219). W przeciwnym razie,
akumulacja starych komérek nowotworowych moze skutkowaé opornoscia na
stosowane chemoterapeutyki (Drug Resist. Updat., 2012, 15, 123-131). Co wiece;j,
komorki stare charakteryzujg sie fenotypem sekrecyjnym zwigzanym ze starzeniem
(SASP), awydzielane czynniki prozapalne, tj. cytokiny, chemokiny czy czynniki
wzrostu (zwtaszcza IL-1, IL-6 czy IL-8) mogg promowaé proliferacje i nowotworzenie
sgsiadujgcych komoérek nabtonkowych, stymulowac¢ angiogeneze oraz przejécie
nabtonkowo-mezenchymalne (EMT), wzmaga¢ inwazje komorek nowotworowych czy
promowac wzrost guza in vivo (Cancer Metastasis Rev., 2010, 29, 273-283).

Diosmina w stezeniu 20 pM dziatata na komorki cytotoksycznie indukujgc
apoptotyczng Smier¢ komorek raka piersi. Najbardziej wrazliwe na ekspozycje na
diosmine (promowanie starzenia komdrkowego oraz indukcja apoptozy) okazaty sie
komoérki MCF-7 charakteryzujace sie dzikg formg p53 w przeciwienstwie do komaérek
MDA-MB-231 oraz SK-BR-3 ze zmutowanym p53 (Endocr. Relat. Cancer, 2006, 13,
293-325). Apoptoza w komoérkach MCF-7 byta réwniez skorelowana ze zwigkszong
produkcja tlenku azotu w stosunku do pozostatych komorek raka piersi. Uzyskane
wyniki wydaja si¢ o tyle cenne, iz uwaza sig, ze komorki MCF-7 pozbawione kaspazy
3 (delecja w egzonie trzecim w genie CASP3) (J. Biol. Chem., 1998, 273, 9357-9360)
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sg bardziej oporne na dziatanie lekéw i indukcje apoptozy. Rekonstytucja kaspazy
3 w komorkach MCF-7 uwrazliwia je na apoptoze indukowang przez doksorubicyne
oraz etopozyd (Cancer Res, 2001, 61, 348-354). Niemniej jednak,
niezmodyfikowane komérki MCF-7 sg nadal wrazliwe na apoptoze indukowanag
czynnikiem martwicy nowotworu (TNF), staurosporyng czy biatkiem Bax (J. Biol.
Chem., 1998, 273, 9357-9360; Clin. Cancer Res., 2001, 7, 1474-1480). W przypadku
apoptozy mediowanej biatkiem Bax, obserwowano wzrost aktywnosci wykonawczej
kaspazy 6 oraz degradacje polimerazy poli-ADP rybozy oraz degradacje laminy B
(Clin. Cancer Res., 2001, 7, 1474-1480). Zatem wykonawcza kaspaza 3 nie jest
niezbedna do przebiegu apoptozy indukowanej biatkiem Bax (Clin. Cancer Res.,
2001, 7, 1474-1480) czy diosming (publikacja 4 wedtug listy publikacji osiagniecia
naukowego) w komérkach MCF-7. |

Diosmina (5 — 20 uM) indukowata réwniez autofagie w komoérkach raka piersi bedaca
adaptacyjng odpowiedzig komorki na stres oraz promujgca przetrwanie komorki bgdz
s$mier¢ komorki w zalezno$ci od intensywnosci dziatania bodzca stresowego czy
kontekstu komérkowego (Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2007, 8, 741-752). Rola autofagii
w odpowiedzi komorki nowotworowej na stres wywolany chemoterapig czy
radioterapig jest dos¢ ztozona (Cancer Res., 2014, 74, 647-651). Generalnie,
wyroznia si¢ cztery funkcjonalne formy autofagii, tj. autofagie promujgca przezycie
komérki (autofagia cytoochronna), autofagie indukujaca $mieré komorki (autofagia
cytotoksyczna), autofagie powodujgcg zahamowanie wzrostu komoérki (autofagia
cytostatyczna) oraz autofagie pozostajacg bez wplywu na $mieré¢ czy przezycie
komorki (autofagia nieochronna) (Cancer Res., 2014, 74, 647—-651). W przypadku
ekspozycji na diosming, obserwowano zaréwno autofagie cytostatyczng promujaca
zahamowanie cyklu komérkowego oraz starzenie komérkowe oraz autofagie
cytotoksyczng indukujgcg apoptoze. Komorki raka piersi o réznym statusie
receptorow cechowaty sie réznym stanem fosforylacji kinazy MAPK ERK zaréwno
w warunkach kontroinych, jak i po stymulacji diosming, co réwniez moze
determinowa¢ odpowiedZ komérki na fitozwigzek. Sciezka Ras/Raf/MEK/ERK MAPK
jest czesto nadmiernie aktywna w komoérkach nowotworowych promujgc przezycie
komoérek nowotworowych, jednoczesnie bedac obiecujgcym celem terapii
przeciwnowotworowej (Cell Death Differ., 2009, 16, 368-377; Oncogene, 2007, 28,
3291-3310). Stopien aktywacji ERK, czas trwania aktywacji ERK czy
wewnatrzkomorkowa lokalizacja ERK moze modulowac¢ liczne procesy biologiczne,
tj. proliferacje, regulacie cyklu komérkowego, przezycie komorki, migracje,
angiogeneze czy $mieré komorki (Int. J. Biochem. Cell Biol., 2008, 40, 2707-2719:
Growth Factors, 2006, 24, 21-44). Co wiecej, ERK moze by¢ zaangazowana we
wzajemne oddzialywania pomiedzy apoptoza, autofagig a starzeniem komoérkowym
promujac, w zaleznosci od kontekstu komoérkowego, $mieré komérki, apoptoze,
autofagie badz starzenie komoérkowe (FEBS J., 2010, 277, 2-21). W przypadku
ekspozycji na diosmine (5 — 20 M), aktywacja ERK korelowata z indukcjg autofagii,
zardwno autofagii cytostatycznej, jak i autofagii cytotoksycznej w komérkach raka
piersi. |

Diosmina (5 — 20 uM) indukowata réwniez stres oksydacyjny (wzrost produkcji
reaktywnych form tlenu i karbonylacji biatek) oraz uszkodzenia DNA (peknigcia
podwdjnej nici DNA oraz w mniejszym stopniu pekniecia pojedynczej nici DNA), co
byto najwyrazniej widoczne w komorkach MCF-7 i korelowato z najwiekszg
wrazliwoscig komérek MCF-7 na ekspozycje na diosmine. Rola reaktywnych form
tlenu (ROS) w biologii nowotworéw jest dos¢ skomplikowana (Antioxid. Redox
Signal., 2012, 16, 1295-1322). W zaleznosci od poziomu ROS, zaréwno efekty
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promujgce, jak i hamujgce proces nowotworzenia mogg by¢ obserwowane (Antioxid.
Redox Signal., 2012, 16, 1295-1322). Flawonoidy moga dziata¢ zardéwno jako
antyoksydanty, jak i pro-ocksydanty, co zalezy np. od uzytego stezenia (Cell Biol. Int.,
2007, 31, 1245-1250). Przyktadowo, niskie stezenia kwercetyny promowaty
proliferacje komorek raka pluc A549, podczas gdy wyzsze stezenia kwercetyny
ograniczaty przezywalnos¢ komorek i indukowaty stres oksydacyjny (Cell Biol. Int.,
2007, 31, 1245-1250). Fiawonoidy moga rowniez znosi¢ lub potegowac efekty
indukowane przez oksydanty (Eur. J. Nutr., 2006, 45, 19-28; J. Agric. Food Chem.,
2002, 50, 7220-7225). Wysoki poziom ROS moze réwniez wptywaé na potencijat
btony mitochondrialnej przyczyniajac sie do apoptotycznej $mierci komarki (Biochim.
Biophys. Acta, 1998, 1366, 151-165; J. Exp. Med., 1995, 181, 1661-1672). Wysoki
poziom mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego promowat rowniez
depolaryzacje btony mitochondrialnej i apoptotyczng Smieré komoérki w komérkach
raka piersi, co bylo najbardziej widoczne w komoérkach MCF-7 stymulowanych
diosming (publikacja 4 wedtug listy publikacji osiggnigcia naukowego).
Podsumowujac, wykazano, iz diosmina w niskich mikromolowych stezeniach moze
promowa¢ zaréwno autofagie cytostatyczng oraz autofagie cytotoksyczng
w komorkach raka piersi o réznym statusie receptoréw, co moze prowadzi¢ do
zahamowania cyklu komoérkowego, starzenia komérkowego oraz apoptozy i eliminacii
komoérek nowotworowych. Stwierdzono, iz na odpowiedZ komdrki ma wptyw status
p53 oraz poziom aktywacji ERK. Diosmina w stezeniu 20 yM promujaca selektywna
apoptoze komorek raka piersi moze by¢ rozpatrywana jako obiecujgcy fitozwigzek do
potencjainego wykorzystania w terapii przeciwnowotworowej, przynajmniej
dotyczacej leczenia raka gruczotu sutkowego.

Celem pracy

Lewifiska A, Adamczyk-Grochala J, Kwasniewicz E, Deregowska A, Wnuk M.
Ursolic acid-mediated changes in glycolytic pathway promote cytotoxic autophagy
and apoptosis in phenotypically different breast cancer cells. 2017. Apoptosis.
Jun;22(6):800-815. IF2016 = 3.833. Punkty MNiSW201s = 30 - autor korespondujacy

byto okre$lenie molekularnego podioza dziatania cytostatycznego oraz
cytotoksycznego dwdch terpenoidow, tj. kwasu ursolowego oraz kwasu betulinowego
(6 — 20 uM) wobec komérek raka piersi MCF-7, MDA-MB-231 oraz SK-BR-3.
Dziatanie kwasu ursolowego bylo silniejsze w stosunku do kwasu betulinowego.
Wartosci ICso dla kwasu ursolowego i komérek MCF-7, MDA-MB-231 oraz SK-BR-3
wyniosty odpowiednio 20.44, 22.9 oraz 14.58 uyM, a dla kwasu betulinowego -
odpowiednio - 29.02, 30.58 oraz 24.47 uM. Terpenoidy (5 — 10 uM) powodowaty
zatrzymanie komoérek w fazie G0/G1 cykiu komérkowego, wzrost poziomu inhibitora
cyklu komorkowego p21 oraz zwigkszong aktywno$¢ beta-galaktozydazy zwiazanej
ze starzeniem, czemu towarzyszyt stres oksydacyjny oraz uszkodzenia DNA. Jest to
pierwsze doniesienie na temat promowania starzenia komdrkowego w_komoérkach
nowotworowych przez kwas ursolowy i betulinowy. Natomiast kwas ursolowy
wstezeniu 20 pM, ale nie kwas betulinowy, promowat selektywng apoptoze
w komorkach raka piersi. Stres oksydacyjny indukowany przez kwas ursolowy
prowadzit do zmian w aktywno$ci kinaz zaangazowanych w regulacje proliferacii
i przezycia komorek, tj. AKT, AMPK, ERK1/2 oraz ATM. Kwas ursolowy (20 uM)
promowat inhibicje aktywnosci AKT, co skutkowato obnizeniem poziomu kluczowych
enzyméw glikolitycznych, tj. heksokinazy (HK2) oraz kinazy pirogronianowej (PKM2),
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a w konsekwencji spadkiem stezenia ATP oraz mleczanu i indukcjg cytotoksycznej
autofagii oraz apoptozy w komérkach raka piersi. AKT jest czesto nadmiernie
aktywna w komorkach nowotworowych stymulujac glikolize tlenowa (efekt Warburga)
poprzez zwigkszenie ekspresji i translokacje blonowa transporteréw glukozy,
fosforylacje heksokinazy ifosfofruktokinazy 2 i ostatecznie promujgc proliferacje
komérek (Cancer Res., 2004, 64, 3892-3899; Semin Cancer Biol., 2009, 19, 25-31).
Obnizenie aktywnosci AKT przez kwas ursolowy moze wigzac sie z zahamowaniem
proliferacji i indukcjg apoptozy réwniez w komorkach raka okreznicy czy
w komérkach biataczkowych (PLoS ONE, 2013, 8(5), €63872; Sci. Rep., 2016,
6:33358). Ostatnio wykazano, iz pochodne kwasu ursolowego skojarzone z 2-
deoksy-d-glukoza (2-DG) efektywnie biokowaty metabolizm glukozy komorek
nowotworowych, co prowadzito do apoptozy réznych komérek nowotworowych
zaréwno in vitro, jak i in vivo (Sci. Rep., 2014. 4:5006; Biochem. Pharmacol., 2015,
93, 1561-162). Obnizenie poziomu ATP wywotane poprzez kwas ursolowy indukowato
rowniez stres energetyczny i aktywacje kinazy aktywowanej przez AMP (AMPK), co
ostatecznie promowato cytotoksyczng autofagie i apoptoze w komérkach raka piersi
(publikacja 3 wedlug listy publikacji osiggniecia naukowego}. Aktywacja AMPK przez
kwas ursolowy skutkowata réwniez inhibicjg wzrostu i apoptozg w komorkach raka
pecherza moczowego oraz raka watroby (Biochem. Biophys. Res. Commun., 2012,
419, 741-747; Phytother. Res., 2013, 27, 1714-1722; Mol. Cell Biochem., 2015, 402,
63-74), a takze autofagig w komérkach glejaka (Chem. Biol. Interact., 2014, 218, 28—
41). AMPK jest réwniez rozpatrywana jako negatywny regulator glikolizy tlenowej
oraz supresor wzrostu nowotworu in vivo (Cell Metab., 2013, 17, 113-124).
Aktywacja AMPK przez kwas ursolowy moze wynika¢ ze stresu oksydacyjnego oraz
stresu nitrozacyjnego towarzyszacych ekspozycji na kwas ursolowy w komoérkach
raka piersi (publikacja 3 wediug listy publikacji osiggniecia naukowego). Reaktywne
formy tlenu (ROS) oraz reaktywne formy azotu (RNS) mogag aktywowaé AMPK (J.
Biol. Chem., 2010, 285, 33154-33164; J. Biol. Chem., 2008, 283, 20186-20197;
Free Radic. Biol. Med., 2016, 101, 334-347). Co wiecej, tlenek azotu moze réwniez
indukowa¢ ATM, kinaze zaangazowang w odpowiedz na uszkodzenia DNA (Nat.
Rev. Mol Cell. Biol., 2013, 14, 197-210), co z kolei aktywuje AMPK i promuje
cytotoksyczng autofagie w komérkach MCF-7 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 2013,
110, E2950-E2957). ATM moze by¢ takze aktywowana bezposrednio poprzez
reaktywne formy tlenu (Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 2010, 107, 4153-4158).
Traktowanie kwasem ursolowym indukowato uszkodzenia DNA w komorkach raka
piersi, czemu towarzyszyta fosforylacja ATM, ale nie fosforylacja H2AX czy tworzenie
ognisk 53BP1 (publikacja 3 wedtug listy publikacji osiggnigcia naukowego). Zatem,
aktywacja ATM przez kwas ursolowy nie stanowi klasycznej $ciezki odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (DDR), araczej jest czescig odpowiedzi komorki na stres
oksydacyjny i stres nitrozacyjny prowadzace do apoptotycznej smierci komorki. Co
wiecej, apoptozie indukowanej przez kwas ursolowy towarzyszyta depolaryzacja
btony mitochondrialnej oraz obnizenie fosforylacji kinaz ERK1/2 w komérkach raka
piersi (publikacja 3 wedtug listy publikacji osiagniecia naukowego). Inhibicja ERK
mediowana przez kwas ursolowy prowadzi takze do apoptozy w komérkach raka
okreznicy (PLoS ONE, 2013, 8(5), e63872). Co wiecej, ERK1/2 moze promowac
efekt Warburga poprzez fosforylacje kinazy pirogronianowej M2, co prowadzi do
translokacji PKM2 do jgdra komérkowego oraz do indukciji ekspresu GLUT1 oraz
LDHA (Nat. Cell Biol., 2012, 14, 1295-1304).

Podsumowujac, kwas ursolowy (20 uM) indukowat stres oksydacyjny w komérkach
raka piersi, co prowadzito do obnizenia aktywnosci AKT i zmian w szlaku
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glikolitycznym promujgc stres energetyczny i aktywacje AMPK i ostatecznie
przyczyniajac sie do indukcji cytotoksycznej autofagii i apoptozy. Apoptozie
towarzyszyta rowniez aktywacja ATM mediowana przez wzrost poziomu tlenku azotu,
inhibicja kinaz ERK1/2 oraz depolaryzacja blony mitochondrialnej. Zatem, zmiany
w szlaku glikolitycznym wywotane przez kwas ursolowy i prowadzace do
cytotoksycznej autofagii i apoptozy moga by¢ rozpatrywane jako element obiecujacej
strategii przeciwnowotworowej w leczeniu raka gruczotu sutkowego.

Celem pracy

Lewiniska A, Bednarz D, Adamczyk-Grochala J, Wnuk M. Phytochemical-induced
nucleolar stress results in the inhibition of breast cancer celi proliferation. 2017.
Redox Biol. Aug;12:469-482. iF2016 = 6.337. Punkty MNiSWa21s = 40 - autor
korespondujacy

byta préba odpowiedzi na pytanie czy hamowanie proliferacji komoérek przez
terpenoidy kwas ursolowy ibetulinowy oraz izotiocyjanian sulforafan moze byé
promowane poprzez indukcje stresu jaderkowego w komérkach raka piersi ¢ réznym
statusie receptorow (MCF-7, MDA-MB-231 oraz SK-BR-3). Traktowanie komorek
raka piersi trzema fitozwigzkami (5 — 10 uM) indukowato oksydacyjne uszkodzenia
biatek komérkowych, zaréwno cytozolowych, jak ijadrowych, tj. ich karbonylacje.
Karbonylacja biatek to biomarker stresu oksydacyjnego (Clin. Chim. Acta, 2003, 329,
23-38), a aktyna jest uwazana za biatko cytoszkieletu najbardziej podatne na
uszkodzenia oksydacyjne (Free Radic. Biol. Med., 2001, 31, 1075-1083; Free Radic.
Biol. Med., 2012, 53, 916-925; J. Proteom., 2013, 92, 171-180). Aktyna jest
zaangazowana w regulacje licznych proceséw komoérkowych, tj. ruchliwosci,
przylegania do podioza, ekspresji genéw, wydzielania komérkowego oraz podziatu
komérkowego (Nat. Rev. Immunol., 2004, 4, 110-122; J. Cell Sci., 2001, 114, 3583—
3580; Curr. Opin. Cell Biol., 2003, 15, 572-582; Adv. Enzym. Regul., 2005, 45, 52—
62; Curr. Opin. Cell Biol., 2010, 22, 50-56), a karbonylacja aktyny moze przyczyniaé
si¢ do zaburzen funkcjonowania cytoszkieletu icatej komorki, a takze moze
prowadzi¢ do chor6b zwigzanych z wiekiem (J. Proteom., 2013, 92, 171-180).

Zaobserwowano karbonylacje aktyny, przemieszczanie sie kofiliny, biatka wigzacego
aktyne, do jadra komérkowego oraz karbonylacje laminy A/C oraz zmiany
w organizacji blaszki jgdrowej i architekturze jadra, co skutkowato indukcjg stresu
jaderkowego (publikacja 2 wediug listy publikacji osiggniecia naukowego).
Odnotowano obnizenie ilosci jaderek w jadrze komoérkowym, przemieszczanie sie
czynnika transkrypcyjnego TIF-IA/RRN3 do nukleoplazmy, inhibicje syntezy rRNA
oraz obnizenie poziomu biatka jgderkowego zwigzanego z proliferacjg NOP2 (p120)
(Cancer Res., 1994, 54,1859-1864) oraz biatkka WDR12, wymaganegoe do
dojrzewania 28S oraz 5.8S rRNA i formowania podjednostki rybosomainej 60S (J.
Cell Biol., 2005, 170, 367-378; Mol. Celi Biol., 2007, 27, 3682-3694) oraz obnizenie
fosforylacji biatka rybosomalnego S6, co ostatecznie prowadzito do inhibicji
proliferacji komorek raka piersi mediowanej przez wzrost poziomu biatka p21. Jest to
pierwsze doniesienie na temat indukcji stresu jaderkowego przez fitozwigzki, co
prowadzi do zahamowania transkrypcji oraz translacji, a w rezultacie do inhibiciji
proliferacji komérek nowotworowych, w tym przypadku raka piersi. Przemieszczanie
si¢ czynnika transkrypcyjnego TiF-IA/RRN3 do nukleoplazmy czy inhibicja syntezy
rRNA uznawane sg za klasyczne biomarkery stresu jaderkowego (Sci. STKE., 2004,
2004:pe 10; Genes Dev., 2005, 19, 933-941; Mol. Celi, 2005, 19, 77-87). Ostatnio,
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Zzaproponowano jgderko jako nowy cel terapii przeciwnowotworowej (Biochim.
Biophys. Acta, 2014, 1842, 802—-816; Biochim. Biophys. Acta, 2015, 1849, 821-829).
Tradycyjne leki przeciwnowotworowe, jak iinne zwiazki, tj. doksorubicyna,
aktynomycyna D, cisplatyna, CX-5461 czy 5-fluorouracyl moga modulowaé
aktywnos$¢ jaderka poprzez wplyw na transkrypcje gendéw rDNA z udziatem
polimerazy RNA Pol | czy obrébke pre-rRNA (Biochim. Biophys. Acta, 2015, 1849,
821-829). Przykiadowo, CX-5461 promowat inhibicje transkrypcji z udziatem
polimerazy RNA Pol | w stosunku do transkrypcji z udziatem polimerazy RNA Pol I,
replikacji DNA oraz translacji biatek, co ograniczato synteze rRNA i wzrost litych
guzow (Cancer Res., 2011, 71, 1418-1430). CX-5461 indukowat takZe starzenie
komérkowe oraz autofagie, ale nie apoptozg, w liniach komdrkowych
wyprowadzonych z litych guzéw z udziatem $ciezki niezaleznej od p53 (Cancer Res.,
2011, 71, 1418-1430). Co wiecej, udokumentowano liczne odpowiedzi komérek na
stres jgderkowy bez udziatu p53 (Nucleus, 2014, 5, 402-426; J. Cell Sci., 2011, 124,
3017-3028; Oncogene, 2010, 29, 5490-5499; Ceil Cycle, 2013, 12, 76-87;
Leukemia., 2013, 27, 2366-2375). Z uwagi na fakt, iz wiecej niz potlowa nowotworéw
charakteryzuje sie brakiem funkcjonalnego p53 (Hum. Mutat., 2000, 15, 105-113),
$ciezki sygnalizacyjne niezalezne od p53 moga postuzy¢ do opracowania nowych
terapii przeciwnowotworowych opartych na lekach wplywajacych na transkrypcje
rDNA oraz indukujacych stres jaderkowy.

Podsumowujac, trzy fitozwigzki: kwas ursolowy, kwas betulinowy oraz sulforafan
indukowaly stres jaderkowy, co prowadzito do zahamowania transkrypcji oraz
translacji, a ostatecznie do inhibicji proliferacji w komdrkach raka piersi. Stres
jaderkowy byt stymulowany zaréwno w komérkach z dzikim p53 (MCF-7), jak
i w komorkach ze zmutowanym p53 (MDA-MB-231 oraz SK-BR-3), co nie ogranicza
potencjalnych zastosowan terapeutycznych.

Celem pracy

Lewiniska A, Adamczyk-Grochaia J, Deregowska A, Wnuk M. Sulforaphane-induced
cell cycle arrest and senescence are accompanied by DNA hypomethylation and
changes in microRNA profile in breast cancer cells. 2017. Theranostics. 7(14):3461-
3477. IF2016 = 8.712. Punkty MNiSW201s = 40 — autor korespondujacy

byto okreslenie roli sulforafanu jako epigenetycznego modulatora procesu proliferacii
oraz starzenia komorkowego w komoérkach raka piersi. Sulforafan powodowat
zahamowanie cyklu komoérkowego oraz indukowat starzenie komérkowe, czemu
towarzyszyly zmiany epigenetyczne, tj. globalna hipometylacja DNA, obnizenie
poziomu metylotransferaz DNMT1 oraz DNMT3B oraz zmiany w profilu
ekspresyjnym mikroRNA. Z uwagi na fakt, iz globalna hipometylacja DNA towarzyszy
procesowi starzenia (Rejuvenation Res., 2012, 15, 483-94; Cell, 2013, 153, 1194-
217), obnizenie poziomu 5-metylo-2'-decksycytydyny (5-mdC) moze byé réwniez
zZwigzane zprocesem starzenia komoérkowego i niestabilnoscia genetyczng
w komérkach traktowanych sulforafanem. Jak do tej pory, dobrze jest
udokumentowana rola suiforafanu jako inhibitora deacetylaz histonéw (HDACI),
zarowno w nowotworowych modelach doswiadczainych in vitro, jak i in vivo (Cancer
Res., 2004, 64, 5767-5774, Carcinogenesis, 2006, 27, 811-819; FASEB J., 2006, 20,
506-508; Exp. Biol. Med. (Maywood)., 2007, 232, 227-234). Co wiecej, inhibicja
deacetylaz histonéw mediowana przez sulforafan byta tez widoczna
w jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej cziowieka po 3 i 6 godzinach od
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podania 68 g kietkéw brokuta (co odpowiada 105 mg sulforafanu) (Exp. Biol. Med.
(Maywood)., 2007, 232, 227-234) ico wazniejsze metabolity sulforafanu byly
wykrywane w tkance gruczoly sutkowego w komérkach nabtonkowych po podaniu
doustnym (Carcinogenesis, 2007, 28, 1485-1490).

Po traktowaniu komérek raka piersi sulforafanem o stezeniu 10 uM, przeanalizowano
profil ekspresyjny 352 mikroRNA, ktory uwaza sie za zmieniony w komérkach

nowotworowych. Jest to pierwsze tego typu opracowanie dotyczace sulforafanu jako
potencjalnego modulatora ekspresji grupy kilkuset mikroRNA (publikacja 1 wediug

listy publikacji osiggniecia naukowego). Sulforafan promowat zmiany w ekspresji 92

mikroRNA - sulforafan obnizat poziom 32 mikroRNA, a podwyzszat poziom 60
mikroRNA. Biorac pod uwage wszystkie trzy uzyte linie komorkowe raka piersi (MCF-
7, MDA-MB-231 oraz SK-BR-3) facznie, sulforafan powodowat znaczace obnizenie
poziomu czterech mikroRNA, {j. miR-23b-3p, miR-92b-3p, miR-381-3p oraz miR-382-
5p. MikroRNA regulujgce ekspresje gendéw poprzez supresje translacji mRNA moga
promowa¢ efekty onkogenne badz efekty supresoréw nowotworéw w zaleznosci od
kontekstu komaérkowego (J. Cell. Sci., 2007, 120, 1833-1840; Cancer Res., 2016, 786,
3666-3670). Onkogenne miR-23b oraz miR-27b sy wysoce ekspresjonowane
w komoérkach raka piersi, co jest osiggane przez podwyzszenie poziomu HER2/neu
(ERBB2), EGF oraz TNF-a poprzez sciezke AKT/NF-kB, co koreluje ze ztym
rokowaniem (Cancer Res., 2013, 73, 2884-2896). Obnizenie poziomu miR-23b oraz
miR-27b metodami inzynierii genetycznej znaczaco hamowato wzrost komoérek raka
piersi (Cancer Res., 2013, 73, 2884-2896). PodwyzZszenie poziomu miR-92b oraz
delecje w genie kodujacym biatko PTEN modyfikujg szlaki sygnalizacyjne regulujace
cykl komérkowy, co przyczynia sie do progresji raka piersi (Oncogenesis, 2016,
5:¢194). MiR-82b jest rozpatrywany jakc onkogen i jego poziom jest podwyzszony
w komérkach raka ptuc A549, co skutkuje obnizeniem poziomu PTEN i promuje
wzrost nowotworu (Biochem. Biophys. Res. Commun., 2013, 440, 604-610). MiR-92b
jest takze podwyzszony w komorkach i probkach glejaka, a wyciszenie miR-92b
ogranicza przezycie komérek glejaka poprzez aktywacje $ciezki TGF-B/Smad3/p21
(Brain Res., 2013, 1529,16-25). Analiza interakcji pomiedzy miR-23b-3p, miR-92b-
3p, miR-381-3p oraz miR-382-5p a szlakami reguiujgcymi cykl komoérkowy ujawnita,
iz miR-23b-3p, miR-92b-3p oraz miR-381-3p mogg modulowaé¢ szlak TGF-B/Smad
{publikacja 1 wedtug listy publikacji osiagniecia naukowego). Ekspresja genu TGFB2
w komorkach traktowanych sulforafanem (MCF-7 oraz SK-BR-3) oraz ekspresja
genu TGFB3 w komérkach traktowanych sulforafanem (SK-BR-3) byta podwyzszona,
co promowato wzrost ekspresji genu CDKN71A kodujgcego inhibitor cykiu
komérkowego p21 w komérkach SK-BR-3 i ostatecznie hamowato proliferacje.

Sulforafan (10 uM) obnizat takze poziom N°-metyloadenozyny (mPA) w catkowitej puli
RNA w trzech uzytych liniach komérkowych raka piersi (publikacja 1 wedlug listy
publikacji osiagnigcia naukowego). Zmiany w poziomie m®A uwazane sg za regulacje
epigenetyczng na poziomie RNA, co moduluje szereg proceséw biologicznych, m.in.
rozw¢j, odnawianie puli komoérek macierzystych czy kancerogeneze (Genes Dev.,
2015, 29, 1343-1355; Open Biol., 2016, 6, 160003). Ostatnio, zostata wykazana
istotno§¢ m®A w odpowiedzi na uszkodzenia DNA wywotane promieniowaniem UV
(Nature, 2017, 543, 573-576). Metylacja w pozycji 6. adenozyny w RNA pojawia sie
bardzo szybko, bo po okolo dwéch minutach od ekspozycji na czynnik indukujgcy
uszkodzenia DNA i ta modyfikacja post-transkrypcyjna odgrywa role sygnatu
naprowadzajgcego podczas rekrutacji kappa polimerazy DNA do miejsc uszkodzen,
co usprawnia naprawe DNA (Nature, 2017, 543, 573-576). Zatem obnizenie poziomu
méA w komoérkach traktowanych sulforafanem moze zaburzaé odpowiedz na

14



uszkodzenia DNA, co przejawia sie obserwowana niestabilnoscig genetyczng
iprowadzi do zahamowania cyklu komérkowego i starzenia komoérkowego
w komdrkach raka piersi (publikacja 1 wedtug listy publikacji osiggniecia naukowego).
Cytostatyczne dziatanie sulforafanu wynikato réwniez z promowania stresu
oksydacyjnego oraz nitrozacyjnego, a takze z obnizenia aktywnosci AKT.
Podsumowujac, sulforafan powodowat zmiany epigenetyczne w trzech liniach
komoérkowych raka piersi, tj. globalng hipometylacje DNA, obnizenie poziomu DNMT1
oraz DNMT3B, zmiany w profilu ekspresyjnym mikroRNA oraz obnizat poziom m®A
w RNA, co promowato niestabilno$¢ genetyczng i skutkowato inhibicja proliferacii
i indukcjg starzenia komorkowego. Uzyskane wyniki sugeruja, iz sulforafan moze byé
rozpatrywany jako obiecujacy modulator epigenetyczny w epigenetycznej terapii
przeciwnowotworowej, zwltaszcza dotyczacej leczenia raka piersi.

Najwazniejsze osiagniecia naukowe

1.

Wskazanie na diosmine, kwas ursolowy, kwas betulinowy oraz sulforafan
(spos$rod 31 przeanalizowanych fitozwigzkéw) jako naturaine substancje
pochodzenia roslinnego dziatajgce w niskich mikromolowych stezeniach (5 -
20 pM) na komérki raka piersi o réznym statusie receptoréw (MCF-7, MDA-
MB-231 oraz SK-BR-3) ipromujace efekt cytostatyczny (5 -10 uM,
zahamowanie cyklu komorkowego i proliferacji oraz indukcja autofagii
cytostatycznej i starzenia komodrkowego) oraz efekt cytotoksyczny (20 pM,

indukcja autofagii cytotoksycznej i apoptozy), réwnoczesnie bedac
nieaktywnymi wobec prawidlowych komérek nabtonka gruczotu milekowego
(HMEC).

Okreslenie roli stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego w odpowiedzi komoérek
raka piersi na stymulacje diosmina, kwasem ursolowym, kwasem betulinowym
oraz sulforafanem, a w szczegéinosci pokazanie roli reaktywnych form tlenu
i azotu w modulacji aktywnosci kinaz zaangazowanych w regulacje proliferacji,
przezycia komérki, metabolizmu glukozy oraz odpowiedzi na uszkodzenia
DNA (tji. AKT, AMPK, ATM, ERK1/2), a takze pokazanie konsekwencji
oksydacyjnych uszkodzen biatek (karbonylacja biatek), zwlaszcza na terenie
jadra i jaderka.

Wykazanie genotoksycznosci diosminy, kwasu ursolowego, kwasu
betulinowego oraz sulforafanu w komérkach raka piersi.

Poznanie molekularnych mechanizméw odpowiedzi komoérek raka piersi na
stymulacje diosming, kwasem ursolowym, kwasem betulinowym oraz
sulforafanem, w a szczeg6lno$ci:

odpowiedzi komoérek raka piersi na diosmine modulowanej przez status p53
| aktywnos¢ kinaz ERK1/2,

promowania zmian w szlaku glikolitycznym komoérek raka piersi (tj. obnizenie
poziomu HK2 oraz PKM2) przez kwas ursolowy przez obnizenie aktywnosci
AKT, atakze promowanie stresu energetycznego (obnizenie poziomu ATP
oraz mleczanu, aktywacja AMPK),

indukowania stresu jaderkowego przez kwas ursolowy, kwas betulinowy oraz
sulforafan w wyniku oksydacyjnych uszkodzern biatek cytozolowych
i jadrowych (np. karbonylacja aktyny i laminy A/C) zmieniajacych organizacje
blaszki jadrowej i architekture jadra komoérkowego (obnizenie ilosci jaderek
w jgdrze komorkowym, przemieszczanie sie czynnika transkrypcyjnego TIF-
IA/RRN3 do nukleoplazmy, inhibicja syntezy rRNA oraz obnizenie poziomu
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biatka jgderkowego zwigzanego z proliferacia NOP2 (p120) oraz biatka
WDR12, wymaganego do dojrzewania 28S oraz 5.8S rRNA i formowania
podjednostki rybosomalnej 60S, oraz obnizenie fosforylacji biatka
rybosomalnego S6),

e promowania zmian epigenetycznych przez sulforafan (. globalna
hipometylacija DNA, obnizenie poziomu DNMT1 oraz DNMT3B, zmiany
w profilu ekspresyjnym mikroRNA oraz obnizenie poziomu m®A w RNA),
a w szczeg6Inosci promowania znaczacego obnizenia poziomu onkogennych
mikroRNA, tj. miR-23b-3p, miR-92b-3p, miR-381-3p oraz miR-382-5p w trzech
liniach komérkowych raka piersi.

5. Wskazanie na istnienie zwigzku pomiedzy genotoksycznoscig a promowaniem
apoptozy przez glikozydy flawonoidéw (diosmina, naringina, hesperydyna)
w komérkach raka prostaty DU145.

6. Synteza epoksydu kapsaicyny i udokumentowanie, iz epoksyd kapsaicyny
wykazuje sie silniejszym dziataniem w stosunku do niezmodyfikowanej
kapsaicyny wobec szeregu nowotworowych modeli komédrkowych in vitro, co
wynika z generowania wiekszej ilosci reaktywnych form tlenu (zwiekszonych
wiasciwosci utleniajgcych) przez epoksyd kapsaicyny w stosunku do
niezmodyfikowanej kapsaicyny.

7. Wykazanie genotoksycznosci kapsaicyny w komorkach raka prostaty DU145
oraz komoérkach raka ptuc A549.

Potencjalne zastosowania terapeutyczne

Uzyskane wyniki dotyczace molekularnego podioza przeciwnowotworowego
dziatania diosminy, kwasu ursolowego, kwasu betulinowego oraz sulforafanu
w niskich mikromolowych stezeniach (5 — 20 uM) wobec komérek raka piersi MCF-7,
MDA-MB-231 oraz SK-BR-3 in vitro, sugerujg potencjalne zastosowania w terapii
przeciwnowotworowej  dotyczgce] leczenia raka  gruczolu  sutkowego,
a w szczegolnosci w terapiach opartych na indukowaniu apoptozy, cytotoksycznej
autofagii, promowaniu stresu oksydacyjnego oraz nitrozacyjnego, indukcji uszkodzen
DNA, hamowaniu szlaku glikolitycznego, indukcji stresu jgderkowego oraz
promowaniu zmian epigenetycznych, zwtaszcza tych opartych na modulowaniu
profilu ekspresyjnego mikroRNA.

5. Oméwienie pozostatych osiagnieé¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Zakres moich zainteresowan naukowych jest do§é szeroki i obejmuje biologie
i biochemie reaktywnych form tlenu i azotu, zastosowania zwigzkéw o charakterze
antyoksydacyjnym w ukfadach biologicznych, starzenie komoérkowe i na poziomie
catego organizmu, réznorakie aspekty niestabilnosci genetycznej (zaréwno jej
przyczyny, jak i konsekwencje), bickompatybilnosé nanomateriatdw, biologie
nowotworéw oraz regulacje epigenetyczng procesdw Dbiologicznych. W celu
uzyskania odpowiedzi na interesujgce mnie zagadnienia badawcze stosuje liczne
metody mikrobiologiczne i biochemiczne, biologii molekuilarnej i genetyki
molekularnej czy biologii komorki. Wykorzystuje rowniez rézne biologiczne modele
doswiadczalne, tj. komercyjnie dostepne ludzkie i zwierzece linie komoarkowe
(prawidtowe, immortalizowane oraz nowotworowe), komoérki krwi i fibroblasty
izolowane od zwierzat i ludzi oraz mikroorganizmy — szczepy drozdzy laboratoryjnych
oraz przemystowych. Interesujgce i oryginalne wyniki powstate z moim udziatem
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zostaly opublikowane w postaci 562 prac eksperymentainych (wytaczajac artykuty
stanowigce gitbwne osiaggniecie naukowe, n = 7), z czego 17 prac oryginalnych
opublikowano przed doktoratem, a 35 prac oryginalnych opublikowano po doktoracie
(szczegotowe zestawienie opublikowanych prac oryginalnych, przeglgdowych
i innych, z uwzglednieniem okresu przed i po doktoracie, jak réwniez odpowiadajacy
sumaryczny wspolczynnik oddziatywania impact factor umieszczono w dwéch
tabelach ponizej).

Rodzaj publikaciji Przed uzyskaniem Po uzyskaniu Lacznie*
stopnia doktora stopnia doktora™ '
autor | wspdtautor | autor | wspétautor
Oryginaine opublikowane 0 17 0 35 52
prace twércze (z IF)
Ksigzki, monografie, 0 0 0 2 2

podreczniki, inne prace
oryginalne i przeglgdowe

Doniesienia konferencyjne 0 12 0 26 38
Razem 0 29 0 63 92
*wytgczajgc artykuty stanowigce giéwne osiagniecie naukowe (n = 7)
Sumaryczny impact factor Bez uwzglednienia Z uwzglednieniem
{punkty MNiSW) artykuiéw stanowigcych artykutéw stanowigcych
gtéwne osiagniecie gtébwne osiggniecie
naukowe naukowe
catkowity 165.46 (1507) 196.398 (1727)
pe doktoracie 127.538 (1147) 158.476 (1367)
przed doktoratem 37.922 (360) 37.922 (360)

Mojg aktywnos$¢ naukowg odzwierciedlajgca moje zainteresowania naukowe oraz
potwierdzong dorobkiem naukowym (osiggniecia naukowo-badawcze wytaczajac
artykuly stanowigce gtowne osiggniecie naukowe) mozna pogrupowac wediug
nastepujacych tematdéw/zagadnieri badawczych:

5.1 Rola metylotransferazy DNMT2 w regulacji starzenia komérkowego na
przyktadzie fibroblastéow mysich i ludzkich

Metylotransferaza DNMT2 jest uwazana zaréwno za metylotransferaze modyfikujacg
DNA, jak i RNA w réznych uktadach biologicznych (Chromosoma, 2010, 119, 35-40;
RNA Biol., 2016, 1-16; J. Biol. Chem., 2003, 278, 31717-31721; Science, 20086, 311,
395-398). Niemniej jednak, pomimo licznych badan z udziatem homologéw DNMT2,
biclogiczna rola DNMT2 pozostaje wcigz niejasna (Chromosoma, 2010, 119, 35-40;
RNA Biol.,, 2016, 1-16). Z uwagi na fakt, iz postuluje sie udziat dDnmt2
(metylotransferaza muszki owocowej Drosophila melanogaster) w regulacji dtugosci
zycia muszek owocowych (J. Biol. Chem., 2005, 280, 861-864), zasadnym wydaje
sig rowniez okreslenie roli ludzkiej DNMT2 oraz mysiej Dnmt2 w regulacji potencjatu
replikacyjnego oraz starzenia komérkowego w uktadach ssaczych. Préba odpowiedzi
na pytanie o role DNMT2 wregulacji starzenia komérkowego na przyktadzie
fibroblastéw mysich i ludzkich stata sie mozliwa po ofrzymaniu przeze mnie
finansowania na realizacie projektu naukowego zatytutowanego ,Rola
metylotransferazy DNMT2 w regulacji starzenia komérkowego” (IUVENTUS PLUS,
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numer 0258/IP1/2015/73, MNiSW). Projekt realizowano w Pozawydziatowym
Instytucie Biotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego w ramach $cistej wspotpracy
z dr hab. Maciejem Wnukiem kierownikiem Zaktadu Genetyki. Badania dotyczgce
wplywu wyciszenia DNMT2 na stan metylacji promotora 18S rRNA w fibroblastach
ludzkich prowadzone byty réwniez we wspdipracy z dr hab. Tomaszem Zabkiem
(Laboratorium Genomiki, Instytut Zootechniki PIB, Balice). Wyniki powstate w ramach
realizacji wspomnianego wyzej projektu staly sie podstawg dwoch manuskryptow
opublikowanych w Redox Biology oraz Journal of Cellular Physiology.

W pracy zatytutowanej ,Reduced levels of methyitransferase DNMT2 sensitize
human fibroblasts to oxidative stress and DNA damage that is accompanied by
changes in proliferation-related miRNA expression” wykazano, iz obnizenie poziomu
metylotransferazy DNMT2 (technologia siRNA) w fibroblastach ludzkich linii WI-38
oraz BJ powoduje uwrazliwienie komoérek na stres oksydacyjny (podwyzszona
produkcja reaktywnych form tlenu), zwicksza podatno$é¢ na uszkodzenia DNA,
a takze zmienia profil ekspresyjny regulatorow cykiu komoérkowego, co skutkuje
zahamowaniem proliferacji komérek iindukuje starzenie komérkowe. Wyciszeniu
DNMT2 towarzyszyly 2zmiany wekspresji mikroRNA o potencjalnym
antyproliferacyjnym charakterze, a mianowicie podwyzszenie poziomu miR-28-3p,
miR-34a-3p, miR-30b-5p, miR-28b-3p, miR-200c-3p, miR-28-5p, miR-379-5p, miR-
382-5p, miR-194-5p, miR-193b-3p oraz miR-409-3p. Co wiecej, poziom DNMT2
wzrastat w komérkach starych (starzenie replikacyjne). Zaobserwowano réwniez
wzrost puli cytozolowej DNMT2 w komoérkach starych. Nadtlenek wodoru (oksydant
oraz induktor starzenia indukowanego stresem) nie potegowat starzenia
w komérkach z obnizonym poziomem DNMT2, natomiast nadtlenek wodoru
indukowat zwiekszong apoptoze w poréwnaniu do komoérek kontroinych.

W pracy zatytulowanej ,Downregulation of Methyitransferase Dnmt2 Results in
Condition-dependent Telomere Shortening and Senescence or Apoptosis in Mouse
Fibroblasts” wykazano, iz wyciszenie metylotransferazy Dnmt2 w mysich
fibroblastach linii ciggtej NIH3T3 (technologia CRISPR) skutkuje obnizeniem diugosci
telomeréw oraz aktywnosci telomerazy, a takze powoduje globalng hipermetylacje
DNA oraz RNA oraz podwyzszenie poziomu metylotransferaz Dnmt1, Dnmt3a oraz
Dnmt3b. Wyciszenie Dnmt2 w warunkach kontrolnych indukowato starzenie
komoérkowe, a po ekspozycji na nadtlenek wodoru uwrazliwiato komérki na apoptoze
indukowang przez nadtlenek wodoru. Podobnie jak w przypadku fibroblastéow
ludzkich, fibroblasty mysie z obnizonym poziomem Dnmt2 cechowaly sie zwiekszong
produkcjg reaktywnych form tlenu, podwyzszonym poziomem uszkodzenn DNA oraz
zmienionym profilem ekspresji regulatoréw cykiu komoérkowego. Opublikowane
wyniki to pierwsze tego typu obszerne doniesienie o regulacyjnej roli DNMT2
w fibroblastach ludzkich oraz Dnmt2 w fibroblastach mysich podczas starzenia
komoérkowego oraz podczas odpowiedzi na stres komoérkowy indukowany przez
nadtlenek wodoru. Ponadto, otrzymane wyniki wydajg sie obiecujace w kontekscie
mozliwosci modulowania poziomu DNMT2 takze w komdérkach nowotworowych
i wywotywania potencjainych efektow antyproliferacyjnych poprzez zmiany w dtugosci
telomerdw oraz aktywnosci telomerazy, co moze stac sie podstawg zupetnie nowej
strategii przeciwnowotworowej, co jednak wymaga dalszych pogtebionych badan
i dalszego wsparcia finansowego.

Czesé wynikéw prezentowanych w powyzszych dwoch pracach stanie sie podstawag
doktoratu Pani mgr Jagody Adamczyk-Grochali, w ktérym petnie role promotora
pomocniczego, natomiast dr hab. Tomasz Zabek (Laboratorium Genomiki, Instytut
Zootechniki PI1B, Balice) peini role promotora.
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Spis prac powstatych w w/w tematyce:

1. Lewinska A, Adamczyk-Grochala J, Kwasniewicz E, Deregowska A, Semik E,
Zabek T, Wnuk M. 2018. Reduced levels of methyltransferase DNMT2
sensitize human fibroblasts to oxidative stress and DNA damage that is
accompanied by changes in proliferation-related miRNA expression. Redox
Biol. Apr;14:20-34. |F201s = 6.337. Punkty MNiSW21s = 40 - autor
korespondujacy.

2. Lewinska A, Adamczyk-Grochala J, Kwasniewicz E, Wnuk M. 2017.
Downregulation of Methyltransferase Dnmt2 Results in Condition-dependent
Telomere Shortening and Senescence or Apoptosis in Mouse Fibroblasts. J
Cell Physiol. Dec;232(12):3714-3726. 1F2016 = 4.08. Punkty MNiSW2016 = 35 -
autor korespondujacy.

5.2 Charakterystyka genomiczna wybranych szczepow drozdzy z grupy
Saccharomyces sensu stricto, a zwlaszcza tych o istotnej roli w przemysie
piwowarskim, winiarskim oraz gorzelniczym

Drozdze Saccharomyces cerevisiae z uwagi na tatwosé genetycznych manipulacii,
maty, dobrze poznany genom oraz krotki cyk! zyciowy stanowiag jeden z najbardziej
popularnych modeli badawczych, zwlaszcza do badania ogéinie pojetej biologii
molekularnej i komoérkowej, atakze poznawania molekulamych mechanizmow
regulujgcych procesy zachodzgce w komédrkach eukariotycznych (Mech. Ageing
Dev., 2000, 120(1-3), 1-22). Niemniej jednak, drozdze S. cerevisiae to nie tylko
szeroko stosowane szczepy laboratoryjne, ale takze bardzo wazne narzedzie
biotechnologiczne, zwtaszcza w przemysle spozywczym (piekarnictwo, browarnictwo,
gorzelnictwo, winiarstwo) (C. R. Biol., 2011, 334(3), 225-36). Zmienno$¢ genomowa
drozdzowych szczepdw przemystowych moggca promowaé niestabilnosé genetyczng
oraz mogaca wptywaé na proces fermentacyjny oraz jako$¢ uzyskiwanych produktow
biotechnologicznych (Bioessays, 2012, 34, 893-800) powinna by¢ wnikliwie i stale
monitorowana oraz kontrolowana. Dlatego tez w ramach realizacji projektu
naukowego zatytutowanego ,Genetyczna charakterystyka wybranych szczepéw
drozdzowych Saccharomyces cerevisiae pod wzgledem ich niestabilnosci
genetycznej ze szczegdinym zwrdceniem uwagi na zjawisko zaburzen
chromosomowych” (numer WND-RPPK-01.03.00-18-038/13, Regionalny Program
Operacyjny Wojewodztwa Podkarpackiego na iata 2007-2013), w ktérym petnitam
role koordynatora naukowego, a dr hab. Maciej Wnuk (Zaktad Genetyki, Uniwersytet
Rzeszowski) petnit funkcje koordynatora merytorycznego, podjeto probe
kompleksowej charakterystyki genomowej wybranych stu szczepéw drozdzy
przemysfowych stosowanych komercyjnie w piekarnictwie, piwowarstwie, winiarstwie
oraz  gorzelnictwie oraz probe oceny wplywu  wybranych  cech
genetycznych/genomowych na uzyteczne aspekty fenotypowe, szczegdlnie te
0 znaczeniu adaptacyjnym podczas procesow fermentacyjnych przebiegajacych
w warunkéw stresowych. Projekt realizowano we wspoipracy z dr hab. Markiem
Skonecznym (Zakiad Genetyki, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa), dr
hab. Adrianng Skoneczng (Pracownia Mutagenezy iReperacji DNA, Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa) oraz dr Arturem Gurgulem (Laboratorium
Genomiki, Instytut Zootechniki PIB, Balice). W ramach realizacji projektu powstato
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sze$¢ manuskryptéw opublikowanych w Oncotarget (dwie prace), Cell Cycle,
Archives of Microbiology, Cell Stress and Chaperones oraz Current Genetics.

W pracy zatytutowanej ,Genome-wide array-CGH analysis reveals YRFT gene copy
number variation that modulates genetic stability in distillery yeasts” dokonano
kompleksowej analizy genomowej 22 szczepow drozdzy gorzelniczych (PFGE oraz
aCGH). Rozpatrywane szczepy zostaty przypisane do grupy Saccharomyces sensu
stricto oraz stanowity gatunki S. bayanus, S. paradoxus, S. cerevisiae oraz S.
kudriavzevii. Zmienno$¢ genomowag obserwowano glownie w regionach
subtelomerowych oraz zmiany typu utrata/nadwyzka fragmentéw chromosomow
dotyczyly gtownie chromosoméw |, I, VI oraz iX. Istotne statystycznie réznice
wiloSci kopii genéw zanotowano w szesciu funkcjonalnych kategoriach,
a mianowicie: 1) zachowanie diugosci telomeréw przez rekombinacje, aktywnos¢
helikazy DNA lub wigzanie DNA, 2) metabolizm maltozy, aktywno$¢ przezbfonowego
transportera glukozy, 3) katabolizm asparaginy, komérkowe odpowiedzi na gtodzenie
azotowe, 4) transport w oparciu o siderofory, 5) odpowiedZz na obecnosé¢ jonéw
miedzi, wigzanie jonéw kadmu oraz 6) aktywnos$é¢ L-iditol-2-dehydrogenazy. Utrata
kopii genu YRF1 (helikaza elementu Y' zalezna od ATP) byta skorelowana
z obnizonym poziomem sekwencji Y’ oraz wzrostem podwojnych oraz pojedynczych
peknieé nici DNA, a takze z oksydacyjnymi uszkodzeniami DNA w grupie drozdzy
nalezgcej do gatunku S. paradoxus w poréwnaniu do grupy drozdzy nalezacej do
gatunku S. bayanus. Na podstawie uzyskanych wynikéw wysunigto przypuszczenie,
iz naturalnie wystepujaca zmiennos$é w iloéci kopii genu YRF1 moze promowac
stabilno$¢ genetyczng w grupie drozdzy nalezgcej do gatunku S. bayanus.

W pracy zatytutowanej ,Adaptive response to chronic mild ethanol stress involves
ROS, sirtuins and changes in chromosome dosage in wine yeasts” badano
odpowiedz adaptacyjng drozdzy winiarskich na niskie, nietoksyczne stezenie etanolu
i stwierdzono, iz wzrost produkgji reaktywnych formy tlenu (pula catkowita ROS oraz
pula anionorodnika ponadtienkowego) po ekspozycji na etanol promuje wzrost
komorek, czemu towarzyszy zwiekszona ekspresja sirtuin (Sir1, Sir2 oraz Sir3) oraz
czynnika transkrypcyjnego Rap1. Zaobserwowano zwiekszenie ilosci fragmentéw
chromosomoéw |, lil oraz VI, a takze zmiany w ilosci kopii genéw z dziewieciu
funkcjonalnych kategorii zaangazowanych w procesy metaboliczne i odpowiedz na
stres komorkowy, przy czym wzrost iloSci kopii genéw YRF1 oraz CUP1 byl
najbardziej widoczny. Zanotowano takze fragmentacje jaderka, co potwierdza, iz
jaderko moze by¢ rozpatrywane jako sensor stresu. Podsumowujgc, odpowiedZ
adaptacyjna komérek drozdzy winiarskich na niskie dawki etanolu polega na
zmianach w poziomie reaktywnych form tlenu, zmianach w ekspresji sirtuin oraz
zmianach w dawkach gendéw zaangazowanych w utrzymanie homeostazy
chromosomowej oraz detoksykacje metali przejsciowych.

W pracy zatytutowanej ,Shifts in rDNA levels act as a genome buffer promoting
chromosome homeostasis” wykazano, iz podczas pasazowania drozdzy
przemystowych (100 generacji), a takze w odpowiedzi na stres indukowany etanolem
nastepuje selekcja komérek i komérki z bardziej zbalansowanym garniturem
chromosomowym sg promowane, co kontrolowane jest przez rDNA.
Sekwencjonowanie nowej generacji ujawnito réwniez zmiany w genach istotnych
z punktu widzenia metabolizmu biatek oraz DNA/RNA. Zmiany na poziomie
chromosomowym skorelowano réwniez ze stanem homeostazy redoks, stabilnosciag
genetyczng oraz stanem telomeréw i jaderka. Uzyskane wyniki sugerujg, iz genom
drozdzowy jest dynamiczny i homeostaza chromosomowa moze byé zapewniana
przez zmiany w puli rDNA.
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W pracy zatytutowanej ,Relationships between rDNA, Nop1 and Sir complex in
biotechnologically relevant distillery yeasts” dokonano charakterystyki stanu jgderka
u 22 szczepdw drozdzy gorzelniczych (poziom oraz diugo$¢ sekwencji rDNA oraz
poziom wybranych biatek jaderkowych). Negatywne korelacje pomiedzy poziomem
rDNA a poziomem Nop1, poziomem Sir2 a poziomem Nop1, a takze, poziomem Sir2
a poziomem Fob1 zostalty zaobserwowane. Tolerancja na warunki stresowe
towarzyszgce procesowi fermentacji byla zwigzana z pulg rDNA oraz poziomem Sir2
(niska temperatura, wysoka temperatura, ekspozycia na KCI). Otrzymane wyniki
sugeruja, iz rDNA moze byé rozpatrywane jako kolejny czynnik modulujacy proces
biotechnologiczny (w tym przypadku fermentacje alkoholowa).

Wpracy zatytutowanej ,Copy number variations of genes involved in stress
responses reflect the redox state and DNA damage in brewing yeasts” dokonano
charakterystyki genomowej wybranych szczep6w drozdzy piwowarskich
i zaobserwowano roznice w ilosci kopii genéw w obrebie pieciu funkcjonalnych
kategorii, a mianowicie: 1) metabolizm i transport maltozy, 2) odpowiedZ na toksyny,
3) transport w oparciu o siderofory, 4) metabolizm aldehydéw oraz 5) aktywnosé L-
iditol 2-dehydrogenazy. Utrata kopii genow kodujacych dehydrogenaze aikoholi
arylowych (geny AAD) korelowata ze zwigkszong produkcjg reaktywnych form tienu,
oksydacyjnymi uszkodzeniami DNA i peknieciami nici DNA, obnizonym poziomem
biatek jgderkowych Nop1 oraz Fob1 oraz zmniejszona tolerancjg na czynniki
stresowe towarzyszgce procesowi fermentacji. Uzyskane wyniki wskazujg na dalsze
potencjalne kierunki ulepszania szczepéw przemystowych w oparciu o modulowanie
dawek genow AAD.

W pracy zatytutowanej ,Affected chromosome homeostasis and genomic instability of
clonal yeast cultures” badano zmienno$¢ klonalng (genetyczng oraz genomows)
wybranych klonéw komodrek drozdzowych zaréwno szczepéw dzikich, jak
i pojedynczych mutantéw delecyjnych pozbawionych gendéw zaangazowanych
wregulacje cykiu komoérkowego, naprawe DNA czy kontrole diugowiecznosci
Z zastosowaniem opracowanych przez nasz zespdt metod, ti. metody kometowe;
pojedynczego chromosomu oraz CGH in situ. Zwiekszona tamliwo$¢ chromosomoéw
oraz pojawianie sie¢ nietypowych struktur chromosomowych zwigzanych ze stresem
replikacyjnym byly skorelowane z niestabilnoscig genetyczng, przypadkami disomii,
monosomii oraz rzadziej trisomii, co moze w konsekwencji promowacé zmienno$é
genomowg w obrebie teoretycznie identycznych genetycznie populacji komérek
drozdzowych wywodzacych sie z pojedynczej komorki i mie¢ implikacje zaréwno
w naukowej pracy laboratoryjnej, jak rébwniez wptywaé na proces biotechnologiczny
z udziatem drozdzowych szczepow przemystowych.

Spis prac powstalych w w/w tematyce:

1. Adamczyk J, Derggowska A, Skoneczny M, Skoneczna A, Kwiatkowska A,
Potocki L, Rawska E, Pabian S, Kaptan J, Lewinska A, Wnuk M. 2016.
Adaptive response to chronic mild ethanol stress involves ROS, sirtuins and
changes in chromosome dosage in wine vyeasts. Oncotarget. May
24,7(21):29958-76. |F2016 = 5.168. Punkty MNiSWz01s = 35 — réwnorzedny
autor korespondujacy.

2. Adamczyk J, Deregowska A, Panek A, Golec E, Lewinska A, Wnuk M. 2016.
Affected chromosome homeostasis and genomic instability of clonal yeast
cultures. Curr Genet. May;62(2):405-18. IF2016 = 3.764. Punkty MNiSW201s =
25 — réwnorzedny autor korespondujacy.
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3. Adamczyk J, Deregowska A, Skoneczny M, Skoneczna A, Natkanska U,
Kwiatkowska A, Rawska E, Potocki L, Kuna E, Panek A, Lewiriska A, Wnuk
M. 2016. Copy number variations of genes involved in stress responses reflect
the redox state and DNA damage in brewing yeasts. Cell Stress
Chaperones. Sep;21(5):849-64. IF2016 = 2.411. Punkty MNiSWa2016 = 20 —
réwnorzedny autor korespondujacy.

4. Adamczyk J, Deregowska A, Potocki L, Kuna E, Kapfan J, Pabian S,
Kwiatkowska A, Lewinska A, Wnuk M. 2016. Relationships between rDNA,
Nop1 and Sir complex in biotechnologically relevant distillery yeasts. Arch
Microbiol. Sep;198(7):715-23. IFa016 = 1.6. Punkty MNiSW2me = 20 —
réwnorzedny autor korespondujacy.

5. Deregowska A, Skoneczny M, Adamczyk J, Kwiatkowska A, Rawska E,
Skoneczna A, Lewiniska A, Wnuk M. 2015. Genome-wide array-CGH analysis
reveals YRF1 gene copy number variation that modulates genetic stability in
distillery yeasts. Oncotarget. Oct 13;6(31):30650-63. IF2015 = 5.008. Punkty
MNiSW:z015 = 40 — réwnorzedny autor korespondujacy.

6. Deregowska A, Adamczyk J, Kwiatkowska A, Gurgul A, Skoneczny M,
Skoneczna A, Szmatota T, Jasielczuk I, Magda M, Rawska E, Pabian S,
Panek A, Kaptan J, Lewiniska A, Wnuk M. 2015. Shifts in rDNA levels act as
a genome buffer promoting chromosome homeostasis. Cell Cycle. Nov
2;14(21):3475-87. IF2015 = 3.952. Punkty MNiSW201s = 30 — réwnorzedny
autor korespondujacy.

5.3 Molekularne mechanizmy lezace u podstaw starzenia komérkowego oraz na
poziomie catego organizmu

Badania naukowe odzwierciedlajace moje zainteresowania naukowe dotyczace
molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw procesu starzenia sie prowadzitam
juz na etapie realizacji pracy doktorskiej zatytutowanej ,Udziat flawohemoglobiny
w obronie komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae przed reaktywnymi formami
azotu i tlenu” pod kierunkiem Prof. dr hab. Grzegorza Bartosza. Z uwagi na
postulowang role tlenku azotu jako czgsteczki sygnatowej takze w jednokomérkowym
organizmie S. cerevisiae (J. Cell Sci., 2007, 120(Pt 18), 3279-3288), postanowiono
zweryfikowac udziat tienku azotu w mediowaniu apoptotycznej $mierci komorki
podczas starzenia chronologicznego komoérek drozdzy S. cerevisiae (praca
zatytutowana LA genetic analysis of nitric oxide-mediated signaling during
chronological aging in the yeast”). Badania prowadzono we wspéipracy z dr
Agnieszkg Grzelak (Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet todzki). Uzyto
komoérki pozbawione flawohemoglobiny Yhb1 enzymu metabolizujgcego tlenek azotu,
czynnika transkrypcyjnego Fzf1 biorgcego udziat w odpowiedzi komoérek na
stymulacje tlenkiem azotu oraz reduktazy S-nitrozoglutationu Sfat metabolizujgcej S-
nitrozoglutation. Chronologiczna diugo$¢ zycia mutantéw nie okazata sie zmieniona
w stosunku do komoérek kontrolnych, a poziom tlenku azotu, nitracja tyrozyny
w biatkach oraz ekspresja flawohemoglobiny raczej spadaly niz rosty podczas
hodowli diugoterminowej. Uzyskane wyniki wskazujg, iz apoptoza podczas starzenia
chronologicznego drozdzy jest promowana raczej przez powstajacy anionorodnik
ponadtlenkowy niz tlenek azotu.

Po uzyskaniu stopnia dokfora nauk biologicznych, bytam wykonawcg trzech
krajowych projektéw naukowych dotyczacych réznych zagadnien starzenia
i angazujgcych rézne modele eksperymentalne (limfocyty konskie izolowane od

22

. 4

i'\-s;...' 2 \\*(,./\A«{‘%‘/



mtodych, dojrzatych oraz starych osobnikdw, jednokomérkowy organizm drozdzy S.
cerevisiae oraz komorki migéni gladkich i srédblonka pochodzace z ludzkiej aorty).

W ramach realizacji projektu zatytutowanego ,Zastosowanie metod cytogenetyki
molekularnej w monitorowaniu zmian zachodzacych w chromatynie somatycznych
komorek starzejgcych sie zwierzat na przykiadzie gatunku Equus caballus” (numer
N N311 06 89 37, KBN) pod kierunkiem Prof. dr hab. Ewy Stoty (Zaktad Immuno-
i Cytogenetyki, Instytut Zootechniki PIB, Balice) powstaty z moim udziatem trzy prace
do$wiadczalne (opublikowane w Mechanisms of Ageing and Development, Age oraz
Annals of Animal Science) oraz jedna praca przeglagdowa (opublikowana w Annals of
Animal Science).

W pracy zatytulowanej ,Age-related changes in genomic stability of horses” na grupie
80 koni nalezacych do dwédch ras huculskiej oraz angloarabskiej pokazano, iz poziom
peknie¢ nici DNA, oksydacyjnych uszkodzern DNA, wymiana chromatyd siostrzanych
oraz pekniecia chromatyd indukowane bleomycyng sg podwyzszone w grupie koni
starych w stosunku do grupy koni dorostych, co moze wskazywac na istotnos¢ zmian
w stabilno$ci genetycznej w przebiegu starzenia u koni.

W pracy zatytulowanej ,Changes in DNA methylation patterns and repetitive
sequences in blood lymphocytes of aged horses” wykazano obnizenie globainej
metylacji DNA, utrate pericentromerowej heterochromatyny, obnizenie ilosci
i rozmiarbw obszaréw jgderkotwOrczych oraz skrocenie dtugosci telomerow
w limfocytach konskich pochodzgcych od starych donoréw, co moze mieé zwigzek
Z uprzednio udokumentowang i zwigzang z wiekiem niestabilno$cig genetyczng
u koni.

W pracy zatytutowanej ,Genetic structure of Hucul and Anglo-Arabian horses at the
Tert locus” badano polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) w obrebie genu
kodujacego podjednostke biatkowa koriskiej telomerazy u koni huculskich oraz
angloarabskich i allele charakterystyczne dla obu ras zostaly zidentyfikowane (12
haplotypow dla rasy angloarabskiej oraz 11 haplotypéw dla rasy huculskiej).

Z kolei w pracy przegladowej zatytutowanej ,Aging Process in Chromatin of Animals”
dokonano przegladu literatury na temat zwigzanych z wiekiem zmian w obrebie
chromatyny, ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na uszkodzenia DNA, skracanie
telomeréw oraz zmiany epigenetyczne, gtéwnie zmiany w metylacji DNA.

W ramach realizacji projektu zatytutowanego ,Otrzymanie oraz wykorzystanie panelu
sond malujacych chromosomy drozdzy Saccharomyces cerevisiae w modelowych
badaniach starzenia” (IUVENTUS PLUS, numer 0607/IP1/2011/71, MNiSW) pod
kierunkiem dr hab. Macieja Wnuka (Zaktad Genetyki, Pozawydziatowy Instytut
Biotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego) powstata z moim udzialem praca
eksperymentalna zatytutowana ,Links between nucleolar activity, rDNA stability,
aneuploidy and chronological aging in the yeast Saccharomyces cerevisiag’.
Pokazano, iz w przebiegu starzenia chronologicznego udrozdzy S. cerevisiae,
niestabilnosé chromosomu Xll, wynikajgca z zaburzenia réwnowagi redoks, prowadzi
zarowno do niestabilnosci rDNA, jak i do aneuploidii catych chromosomow.
Fragmentacja jgderka podczas starzenia chronologicznego moze byé wynikiem
powiekszenia jaderka oraz/lub podwyzszonej ekspresji biatka Nop2. Pula rDNA
komorek starych chronologicznie okreslata pdzniejsza replikacyjng dlugosé zycia.
Otrzymane wyniki sugerujg, iz stan jaderka jest zmieniony podczas starzenia
chronologicznego komoérek drozdzy S. cerevisiae.

W ramach realizacji projektu zatytutowanego ,Wplyw kurkuminy na modulacje
procesu starzenia in vifro prawidtowych komérek miesni gtadkich i $rédbtonka
naczyn, pochodzacych z aorty” (OPUS, numer 2011/01/B/NZ3/02137, NCN) pod
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kierunkiem dr hab. Anny Bielak-Zmijewskiej (Pracownia Molekularnych Podstaw
Starzenia, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa)
powstaty z moim udzialem cztery prace eksperymentalne (opublikowane
w Biogerontology, Age, Toxicology Letters oraz Oncotarget).

W pracy zatytulowanej ,A comparison of replicative senescence and doxorubicin-
induced premature senescence of vascular smooth muscle cells isolated from human
aorta” poréwnano liczne biomarkery starzenia podczas starzenia replikacyjnego oraz
indukowanego doksorubicyng w komorkach mieéni gtadkich pochodzacych z aorty.
Stwierdzono, iz wigkszosé biomarkerow starzenia byla wspéina dla obu typow
starzenia. Niemniej jednak, komérki byly zatrzymane w réznych fazach cyklu
komorkowego w trakcie starzenia replikacyjnego (faza G1) oraz indukowanego
doksorubicyng (faza G2/M). Doksorubicyna réwniez nie promowata procesu
zZwapnienia, co sugeruje, iz doksorubicyna nie wzmaga mineralizacji naczyn
krwiono$nych, co jest typowe w przebiegu starzenia replikacyjnego.

W pracy zatytutowanej ,Curcumin induces senescence of primary human cells
building the vasculature in a DNA damage and ATM-independent manner’
dowiedziono, iz komorki migsni gtadkich i srédbtonka pochodzace z aorty sg bardzo
wrazliwe na stymulacje kurkuming oraz ulegajg starzeniu pod wplywem
cytostatycznych dawek kurkuminy. Obserwowano charakterystyczne markery
starzenia po traktowaniu komérek kurkuming, niemniej jednak liczba ognisk 53BP1
spadata. Wyciszenie ATM oraz suplementacja antyoksydantami nie hamowaty
starzenia komorkowego, co moze sugerowad, iz starzenie stymulowane przez
kurkuming jest niezalezne od uszkodzert DNA i ATM, a takze nie jest indukowane
przez reaktywne formy tlenu wkomérkach budujgcych naczynia krwiono$ne.
Otrzymane wyniki sugerujg rowniez, iz kurkumina moze indukowaé starzenie
komorkowe w komérkach prawidtowych jako efekt uboczny suplementacji i zwracajg
uwage na bardziej uwazne stosowanie preparatéw zawierajgcych kurkumine,
zwlaszcza tych o zwiekszonej biodostepnosci kurkuminy.,

W pracy zatytutowanej ,Curcumin induces oxidation-dependent cell cycle arrest
mediated by SIRT7 inhibition of rDNA transcription in human aortic smooth muscle
cells” pokazano, iz cytostatyczne dzialanie kurkuminy jest wynikiem zmian
w aktywnosci jgderka oraz zahamowania transkrypcji rDNA w komérkach mieéni
gtadkich pochodzacych z aorty, co moze byé¢ zwigzane z obnizeniem ekspresji SIRT7
oraz metylacjg promotora genu RNA18S5. Kurkumina indukowata rowniez ekspresje
metylotransferazy DNMT2, co moze $wiadczy¢ o adaptacyjnej odpowiedzi komorki
opartej na stabilizacji RNA poprzez DNMT2. Otrzymane wyniki moga przyczynié sie
do lepszego zrozumienia efektow biologicznych oraz farmakologicznych kurkuminy
w ukladzie sercowo-naczyniowym cziowieka.

Z kolei w pracy zatytutowanej ,Curcumin elevates sirtuin level but does not postpone
in vitro senescence of human cells building the vasculature” zweryfikowano czy
bardzo niskie dawki kurkuminy mogg opo6zniaé efekty starzenia w komérkach migsni
gtadkich i $r6dbtonka pochodzacych z aorty oraz promowaé zwiekszong ekspresje
situin. Nie wykazano efektu anty-starzeniowego kurkuminy, = natomiast
Zzaobserwowano zwiekszong ekspresje sirtuin po stymulacji kurkuming. Aktywacja
sirtuin moze wynika¢ z aktywacji AMPK jako rezultat podwyzszonego poziomu
anionorodnika ponadtlenkowego czy obnizenia puli ATP po traktowaniu kurkuminag.
W ramach pracy o charakterze hipotezy zatytulowanej ,Helicobacter pylori-induced
premature senescence of extragastric cells may contribute to chronic skin diseases”,
zaproponowano, iz przewlekie choroby skdry przebiegajgce ze stanem zapalnym

24

33}« Yo A



mogg by¢é promowane przez starzenie komorek skory (fibroblastéw oraz
keratynocytow) indukowane przez cytotoksyny Helicobacter pylori.

Ostatnio, w ramach wspétpracy naukowej z Prof. Sureshem Rattanem (Laboratory of
Cellular Ageing, Department of Molecular Biology and Genetics, Aarhus University,
Dania), uczestniczytam w badaniach dotyczacych wplywu rapamycyny i glodzenia na
przebieg starzenia ludzkich fibroblastéw in vitro. Badania te byly finansowane
z projektu unijnego numer 633589 w ramach Horizon 2020 Research and Innovation
Programme i otrzymane wyniki opublikowano w czasopismie Biogerontology (praca
zatytutowana ,Chronic exposure to rapamycin and episodic serum starvation
modulate ageing of human fibroblasts in vitro”).

Spis prac powstatych w w/w tematyce:;

1. Sodagam L, Lewinnska A, Wnuk M, Rattan S. 2017. Chronic exposure to
rapamycin and episodic serum starvation modulate ageing of human
fibroblasts in vitro. Biogerontology. Oct;18(5):841-854. IF2016 = 3.231. Punkty
MNiSW:zo01s = 30.

2. Lewiriska A, Wnuk M. 2017. Helicobacter pylon-induced premature
senescence of extragastric cells may contribute to chronic skin diseases.
Biogerontology. Apr;18(2):293-299. IF201s = 3.231. Punkty MNiSW2z016 = 30 —
rownorzedny autor korespondujacy.

3. Grabowska W, Suszek M, Wnuk M, Lewinska A, Wasiak E, Sikora E, Bielak-
Zmijewska A. 2016. Curcumin elevates sirtuin level but does not postpone in
vitro senescence of human celis building the vasculature. Oncotarget. Apr
12;7(15):19201-13. [F2016 = 5.168. Punkty MNiSW2016 = 35.

4. Lewinska A, Wnuk M, Grabowska W, Zabek T, Semik E, Sikora E, Bielak-
Zmijewska A. 2015. Curcumin induces oxidation-dependent cell cycle arrest
mediated by SIRT7 inhibition of rDNA transcription in human aortic smooth
muscle cells. Toxicol Lett. Mar 18;233(3):227-38. IFz015s = 3.522. Punkty
MNiSW2015 = 35 ~ réwnorzedny autor korespondujacy.

5. Grabowska W, Kucharewicz K, Wnuk M, Lewinska A, Suszek M, Przybyiska
D, Mosieniak G, Sikora E, Bielak-Zmijewska A. 2015. Curcumin induces
senescence of primary human cells building the vasculature in a DNA damage
and ATM-independent manner. Age (Dordr). Feb;37(1):9744. |F2015 = 2.500.
Punkty MNiSWa2015 = 30.

6. Bielak-Zmijewska A, Wnuk M, Przybylska D, Grabowska W, Lewinska A,
Alster O, Korwek Z, Cmoch A, Myszka A, Pikuta S, Mosieniak G, Sikora E.
2014. A comparison of replicative senescence and doxorubicin-induced
premature senescence of vascular smooth muscle cells isolated from human
aorta. Biogerontology. Feb;15(1):47-64. IF2014 = 3.29. Punkty MNiSW2014 =
30.

7. Lewinska A, Miedziak B, Kutak K, Motorn M, Wnuk M. 2014. Links between
nucleolar activity, rDNA stability, aneuploidy and chronological aging in the
yeast Saccharomyces cerevisiae. Biogerontology. Jun;15(3):289-316. IF2014
= 3.2Q. Punkty MNiSWz014 = 30.

8. Wnuk M, Lewinska A, Gurgul A, Zabek T, Potocki T, Oklejewicz B, Bugno-
Poniewierska M, Wegrzyn M, Siota E. 2014. Changes in DNA methylation
patterns and repetitive sequences in blood lymphocytes of aged horses. Age
(Dordr). Feb;36(1):31-48. IF2014 = 3.39. Punkty MNiSW2014 = 35.
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9. Wnuk M, Bugno-Poniewierska M, Lewinska A, Oklejewicz B, Zabek T,
Bartosz G, Slota E. 2011. Age-related changes in genomic stability of horses.
Mech Ageing Dev. 2011 May;132(5):257-68. IF2011 = 3.439. Punkty
MNiSW2011 = 32.

10.Zabek T, Czapla P, Wnuk M, Lewiniska A, Oklejewicz B, Bartosz G, Stota E.
2012. Genetic structure of Hucul and Anglo-Arabian horses at the Terf locus.
Ann Anim Sci. 12(4): 483-494. IF2012 = 0.42. Punkty MNiSW2012 = 15.

11.Wnuk M, Bugno-Poniewierska M, Lewiniska A, Oklejewicz B, Zabek T, Stota
E. 2012. Aging Process in Chromatin of Animals. Ann Anim Sci. 12(3):301—
309. IF2012 = 0.42. Punkty MNiSW2012 = 15.

Przed uzyskaniem stopnia doktora

1. Lewiniska A, Macierzynska M, Grzelak A, Bartosz G. 2011. A genetic analysis
of nitric oxide-mediated signaling during chronological aging in the yeast.
Biogerontology. Aug;12(4):308-20. IF2011 = 3.339. Punkty MNiSW2011 = 32 -
autor korespondujacy.

5.4 Analiza biokompatybilnosci wybranych nanoczastek w modelowych liniach
komérkowych oraz limfocytach ludzkich in vitro

Nanomaterialy sg szeroko stosowane zaréwno w medycynie (diagnostyka, terapia),
jak i w réznych galeziach przemystu. Niemniej jednak, wiedza na temat
bickompatybilno$ci konkretnych nanomaterialdow | nanoczgstek jest ciggle
niewystarczajgca, a wyjasnienie molekularnego podioza dziatania nanomateriatéw na
organizmy zywe, wtym cziowieka, wymaga dalszych pogtebionych badan (Annu.
Rev. Public Health, 2009, 30, 137-150; Smali, 2008, 4, 26-49). Po uzyskaniu stopnia
doktora nauk biologicznych, bytam zaangazowana w realizacje dwdch naukowych
projektéw studenckich (numer UDA-POKIL..04.01.02-00-038/09-00 w ramach kierunku
zamawianego ,Studenci biotechnologii akceleratorem gospodarki opartej na wiedzy”
finansowanego w ramach dziatania POKL 4.1.2, MNiSW/NCBIR oraz ,ldentyfikacja
nowych zagrozen zwigzanych ze stosowaniem nanoczgstek ziota, srebra, krzemu
oraz nanodiamentdéw na proces przedwczesnego starzenia sie komoérek ludzkich”,
Generacja Przysztosci, numer 19/POIG/GP/2013, MNiSW). W ramach realizaciji
wymienionych wyzej projektéw powstato szes¢ manuskryptéw opublikowanych
w Molecular Neurobiology, Biomaterials, Diamond and Related Materials, Biomed
Research International, Chemico-Biological Interactions oraz Carbon.

W pracy zatytufowanej ,Genotoxic and mutagenic activity of diamond nanopatrticles in
human peripheral lymphocytes in vifro” wykazano, iz proszek nanodiamentowy
indukuje stres oksydacyjny w limfocytach krwi obwodowej cztowieka in vitro, co
promuje uszkodzenia DNA (pekniecia pojedynczej nici DNA, oksydacyjne
uszkodzenia DNA) oraz wywotuje efekt aneugenny (obecno$¢ sygnatow
centromerowych w formowanych mikrojadrach). ‘

W pracy zatytutowanej ,Nanodiamond-mediated impairment of nucleolar activity is
accompanied by oxidative stress and DNMT2 upreguiation in human cervical
carcinoma celis” i powstatej w ramach wspdipracy z dr hab. Anng Bielak-Zmijewska
(Pracownia Molekularnych Podstaw Starzenia, Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, Warszawa) udokumentowano, iz proszek nanodiamentowy
indukuje stres jaderkowy (zmiany w ilosci oraz wielkosci jaderek, przemieszczanie
sie czynnika transkrypcyjnego RRN3 z jadra do cytoplazmy) w komoérkach raka szyjki
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macicy Hela, co mediowane jest przez stres oksydacyjny. Zaobserwowano tez
ciekawg odpowiedZz komoérek nowotworowych na stymulacje proszkiem
nanodiamentowym, a mianowicie stabilizacie RNA, w czym uczestniczyla
metylotransferaza DNMT2.

W pracy zatytutowanej ,Nanoparticle-mediated decrease of lamin B1 pools promotes
a TRF protein-based adaptive response in cultured cells” dokonano dogigbnej
analizy molekularnego dziatania nanoczastek srebra, krzemu oraz proszku
nanodiamentowego wzgledem pieciu linii komérkowych, zaréwno prawidtowych, jak
i nowotworowych, ze szczegélnym zwroceniem uwagi na mozliwosé indukowania
starzenia komoérkowego przez uzyte nanoczagstki. Nanoczagstki indukowaty stres
oksydacyjny i szlak NF-kB, co prowadzito do obnizenia poziomu laminy B1 oraz
podwyzszenia ekspresji biatek TRF oraz utrzymania homeostazy telomerowej
(dtugosci telomerow). W komorkach nowotworowych, odpowiedz byta niezalezna od
p53, natomiast w fibroblastach z aktywnym szlakiem p53/p21 odnotowano starzenie
komoérkowe indukowane stresem.

W pracy zatytutowanej ,Gold Nanoparticles Promote Oxidant-Mediated Activation of
NF-kB and 53BP1 Recruitment-Based Adaptive Response in Human Astrocytes”
stwierdzono, iz nanoczastki ziota wplywaja na cykl komérkowy oraz indukujg
starzenie komérkowe w astrocytach ludzkich in vifro, czemu towarzyszy stres
oksydacyjny, aktywacja $ciezki NF-kB oraz odpowiedZz na uszkodzenia DNA.
W pracy zatytutowanej ,Nanodiamond-induced increase in ROS and RNS levels
activates NF-kB and augments thiol pools in human hepatocytes” zaobserwowano
odpowiedZz adaptacyjng hepatocytow ludzkich na stymulacje nanodiamentami.
Nanodiamenty podwyzszaty poziom reaktywnych form tlenu oraz reaktywnych form
azotu oraz indukowaly $ciezke NF-kB, co promowato podwyZzszenie puli
komorkowych tioli (pula glutationu GSH).

Z kolei w pracy zatytutowanej ,Prolonged Effects of Silver Nanoparticles on p53/p21
Pathway-Mediated Proliferation, DNA Damage Response, and Methylation
Parameters in HT22 Hippocampal Neuronal Cells” badano trwate efekty wywotywane
przez nanoczgstki srebra na mysie komoérki neuronalne HT22 po usunieciu
nanoczgstek srebra ze $rodowiska hodowlanego in vitro. Nanoczastki srebra
promowaly zmiany w cyklu komoérkowym, stres oksydacyjny, odpowiedz na
uszkodzenia DNA, a takze zmiany epigenetyczne, tj. globalng hipermetylacje DNA
oraz podwyzszenie poziomu metyiotransferaz Dnmt1, Dnmt3a oraz Dnmt3b. Co
wigcej, zaobserwowano odpowiedz adaptacyjng opartg na podwyzszonym poziomie
metylotransferazy Dnmi2, czego wynikiem byta stabilizacja RNA.

Ostatnio, w ramach wspoélpracy naukowej z Prof. Klaudig Tortiglione (Istituto di
Scienze Applicate e Sistemi Intelligenti ,E. Caianiello”, Consiglio Nazionale delle
Ricerche, Pozzuoli, Wiochy), bratam udziat w badaniach dotyczacych efektéw
cytofizjologicznych wywolywanych przez nanoczastki P3HT przed i po naswietlaniu
w organizmie wodnym stutbi (Hydra), a zwlaszcza badatam mozliwos¢ indukowania
stresu oksydacyjnego i odpowiedzi w oparciu o biatka szoku cieplnego po ekspozyciji
na nanoczastki P3HT. Obecnie przygotowywany jest manuskrypt do oceny
w czasopi$mie o zasiegu miedzynarodowym.

Spis prac powstatych w w/w tematyce:

1. Mytych J, Zebrowski J, Lewinska A, Wnuk M. 2017. Proionged Effects of
Silver Nanoparticles on p53/p21 Pathway-Mediated Proliferation, DNA
Damage Response, and Methylation Parameters in HT22 Hippocampal
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Neuronal Cells. Mol Neurobiol. Mar;54(2):1285-1300. IFz016 = 6.19. Punkty
MNiSW:01s = 40 — rownorzedny autor korespondujacy.

2. Mytych J, Pacyk K, Pepek M, Zebrowski J, Lewifiska A, Wnuk M. 2015,
Nanoparticle-mediated decrease of lamin B1 pools promotes a TRF protein-
based adaptive response in cultured celis. Biomaterials. Jun;53:107-16. IF2015
= 8.387. Punkty MNiSW2o015 = 50.

3. Mytych J, Lewiniska A, Zebrowski J, Wnuk M. 2015. Nanodiamond-induced
increase in ROS and RNS levels activates NF-kB and augments thiol pools in
human hepatocytes. Diam Relat Mater. May 55;95-101. IF2015 = 2.125.
Punkty MNiSWoa2g15 = 25,

4. Mytych J, Lewinska A, Zebrowski J, Wnuk M. 2015. Gold Nanoparticles
Promote Oxidant-Mediated Activation of NF-kB and 53BP1 Recruitment-
Based Adaptive Response in Human Astrocytes. Biomed Res Int
2015:304575. IF2015 = 2.134. Punkty MNiSW2015 = 20.

5. Mytych J, Lewihska A, Bielak-Zmijewska A, Grabowska W, Zebrowski J,
Wnuk M. 2014. Nanodiamond-mediated impairment of nucleolar activity is
accompanied by oxidative stress and DNMT2 upregulation in human cervical
carcinoma cells. Chem Biol Interact. Jun 11;220C:51-63. IF2014 = 2.577.
Punkty MNiSWa2014 = 30.

6. Dworak N, Wnuk M, Zebrowski J, Bartosz G, Lewinska A. 2014. Genotoxic
and mutagenic activity of diamond nanoparticles in human peripheral
lymphocytes in vitro. Carbon. Mar,68:763—-776. IF2014 = 6.196. Punkty
MNiSW2014 = 40 - autor korespondujacy.

5.5 Molekularne mechanizmy lezace u podioza niestabilnosci genomowej
u zwierzat o znaczeniu ekonomicznym

Zaréwno przed, jak i po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, dzieki licznym
wspotpracom naukowym, uczestniczyltam w badaniach dotyczacych przyczyn
i konsekwenciji niestabilno$ci genomowej u zwierzat o znaczeniu ekonomicznym.
Wramach wspdipracy z dr Wierg Schwarzbacherowa (Institute of Genetics,
University of Veterinary Medicine and Pharmacy, Koszyce, Stowacja) powstata praca
zatytutowana ,Evaluation of cytotoxic and genotoxic activity of fungicide formulation
Tango® Super in bovine lymphocytes”. Zaobserwowano, iz preparat Tango® Super
na bazie dwdch fungicyddw indukuje stres oksydacyjny (podwyzszony poziom
anionorodnika ponadtlenkowego, karbonylacja biatek oraz zmiany w sktadzie btony
komérkowej), uszkodzenia DNA oraz apoptotyczng $mieré¢ limfocytéw bydlecych in
vitro.

W ramach wspétpracy z Prof. Christophem Kochem (ISME - Equine Clinic Bemn,
Department of Clinical Veterinary Medicine, Vetsuisse Facuity, University of Bern,
Szwajcaria), z dr Jolantg Klukowskg- Roétzier (Institute of Genetics, Vetsuisse
Faculty, University of Bern, Szwajcaria), z dr hab. Anng Bielak-Zmijewska (Pracownia
Molekularnych Podstaw Starzenia, Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, Warszawa) oraz z Prof. dr hab. Monikg Bugno-Poniewierska (Laboratorium
Genomiki, Instytut Zootechniki PiB, Balice) powstaly dwie prace eksperymentaine
opublikowane w czasopiéSmie Biochimie. W pracach zatytutowanych ,DNA
hypomethylation and oxidative stress-mediated increase in genomic instability in
equine sarcoid-derived fibroblasts” oraz ,Sarcoid-derived fibroblasts: Links between
genomic instability, energy metabolism and senescence” badano cytofizjologiczne
efekty obecnosci wirusa BPV-1 w fibroblastach wyprowadzonych z koriskich
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sarkoidéw. Dowiedziono, iz komorki zainfekowane wirusem BPV-1 cechujg sie
podwyzszong produkcjg anionorodnika ponadtlenkowego oraz obnizong ekspresjg
enzyméw antyoksydacyjnych oraz zmienionym profilem metylacji DNA (globalna
hipometylacja DNA), co przyczynia sie do zaburzen stabilnoéci genetycznej
(uszkodzenia DNA) i ploidalnosci w komébrkach wyprowadzonych z koriskich
sarkoidow. Wykazano réwniez, iz populacja komoérek wyprowadzona z koriskich
sarkoidow stanowi frakcje heterologiczng sktadajaca sie z komérek cechujgcych sie
wzmozong proliferacjg oraz zwiekszong produkcjg ATP, a z drugiej strony z komérek
posiadajacych skrécone telomery, co moze by¢ wynikiem stresu oksydacyjnego,
oraz szybciej ulegajacych starzeniu komérkowemu w poréwnaniu do komoérek
kontrolnych, co ostatecznie odzwierciedla plastycznosé fenotypowsg populacii
komérek wyprowadzonych z konskich sarkoiddw.

W ramach wspédipracy z Prof. dr hab. Monikg Bugno-Poniewierskg (Laboratorium
Genomiki, Instytut Zootechniki PIB, Balice) powstata praca zatytulowana ,Cadmium-
induced changes in genomic DNA-methylation status increase aneuploidy events in
a pig Robertsonian ftranslocation model”. Uzyto $winski model translokacji
Robertsonowskiej (37,XX,der15;17 lub 37,XY,der15;17) do okreSlenia roli jonow
kadmu w modulowaniu globalnej metylacji DNA i promowaniu efektow
aneuploidainych. Kadm promowat globalng hipermetylacje DNA, oksydacyjne
uszkodzenia DNA i aneuploidie w réznych grupach chromosomoéw, a takze indukowat
apoptotyczng Smier¢ komérki iobnizat potencjat proliferacyjny w limfocytach
Swinskich z translokacjg Robertsonowska (37,XX,der15;17 lub 37,XY,der15;17).

W ramach realizacji projektu naukowego ,Kliniczna i cytogenetyczna analiza nasienia
ogieréw w aspekcie zaburzen ptodnosci koni” (numer N N311 310636, KBN) pod
kierunkiem dr Marka Tischnera (Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat, Uniwersytet
Rolniczy, Krakéow) powstata z moim udziatem jedna praca eksperymentalna
zatytutowana ,Redox status of equine seminal plasma reflects the pattern and
magnitude of DNA damage in sperm cells”. Udokumentowano, iz uszkodzenia DNA
plemnikdéw konskich (oksydacyjne uszkodzenia DNA, peknigcia DNA) sg zwigzane
z obnizong aktywnoscig antyoksydacyjng osocza nasienia i zaproponowano aby
uwzglednia¢ analize antyoksydacyjng osocza nasienia jako kolejny parametr
oceniajacy jakos¢ nasienia.

Spis prac powstatych w w/w tematyce:

1. Schwarzbacherova V, Wnuk M, Lewinska A, Potocki L, Zebrowski J,
Koziorowski M, Holeckova B, Sivikova K, Dianovsky J. 2017. Evaluation of
cytotoxic and genotoxic activity of fungicide formuilation Tango® Super in
bovine lymphocytes. Environ Pollut. Jan;220(Pt A):255-263. IF2016 = 5.099.
Punkty MNiSW201s = 40.

2. Potocki L, Lewinska A, Klukowska-Rétzler J, Bielak-Zmijewska A, Grabowska
W, Rzeszutek |, Kaminska P, Roga E, Bugno-Poniewierska M, Siota E,
Mahimann K, Koch C, Wnuk M. 2014. Sarcoid-derived fibroblasts: Links
between genomic instability, energy metabolism and senescence. Biochimie.
Feb;97:163-72. iF2014 = 2.963. Punkty MNiSWa2014 = 30.

3. Potocki L, Lewinska A, Klukowska-Rétzler J, Bugno-Poniewierska M, Koch C,
Mahimann K, Janda J, Wnuk M. 2012. DNA hypomethylation and oxidative
stress-mediated increase in genomic instability in equine sarcoid-derived
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fibroblasts. Biochimie. Sep;94(9):2013-24. IF2012 = 3.142. Punkty MNiSW2o12
= 30.

4. Inglot P, Lewiniska A, Potocki L, Oklejewicz B, Tabecka-tonczynska A,
Koziorowski M, Bugno-Poniewierska M, Bartosz G, Wnuk M. 2012. Cadmium-
induced changes in genomic DNA-methylation status increase aneuploidy
events in a pig Robertsonian translocation model. Mutat Res Genet Toxicol
Environ Mutagen. Sep 18;747(2):182-9. IF2012 = 2.22. Punkty MNiSW2012 =
30.

Przed uzyskaniem stopnia doktora

1. Wnuk M, Lewinska A, Oklejewicz B, Bartosz G, Tischner M, Bugno-
Poniewierska M. 2010. Redox status of equine seminal plasma reflects the
pattern and magnitude of DNA damage in sperm cells. Theriogenology.
Dec;74(9):1677-84. IF2010 = 2.045. Punkty MNiSW2010 = 32.

5.6 Zastosowanie metod cytogenetyki molekularnej w poznawaniu genomoéw
organizmow eukariotycznych

Zardwno przed, jak i po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, bytam
rowniez zaangazowana w badania naukowe majace na celu opracowanie nowych
narzedzi badawczych do poznawania genomoéw organizmdw eukariotycznych.

W ramach realizacji projektu zatytutowanego ,Otrzymanie oraz wykorzystanie panelu
sond malujgcych chromosomy drozdzy Saccharomyces cerevisiae w modelowych
badaniach starzenia” (IUVENTUS PLUS, numer 0607/IP1/2011/71, MNiSW) pod
kierunkiem dr hab. Macieja Wnuka (Zaktad Genetyki, Pozawydziatowy Instytut
Biotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego) opracowano metode kometowa
pojedynczych chromosomow do oceny wuszkodzen DNA na poziomie
chromosomowym u drozdzy S. cerevisiae (praca zatytulowana ,Assessment of yeast
chromosome Xl instability: single chromosome comet assay”) oraz skonstruowano
oraz oceniono przydatno$¢ panelu sond molekularnych malujgcych chromosomy
drozdzowe do oceny zjawiska aneuploidii na poziomie pojedynczej komorki (praca
zatytulowana ,Single-cell analysis of aneuploidy events using yeast whole
chromosome painting probes (WCPPs)'). Sonda molekularna znakujgca
chromosomy pary Xll drozdzy na szkietku mikroskopowym wraz z procedurg jej
otrzymywania stanowi rdéwniez przedmiot =zgloszenia patentowego ,Sonda
genetyczna typu in situ znakujgca chromosomy pary Xil drozdzy piekarniczych na
szkietku mikroskopowym oraz sposob jej otrzymywania’ (numer P.404526, 2013,
Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej, Polska). Sonda ta zostata rowniez
wyrézniona srebrnym medalem podczas Brussels Innova 2014, International
Exhibition of Invention, Research and New Technologies (Bruksela, Belgia).

W ramach realizacji projektu naukowego zatytutowanego ,Genetyczna
charakterystyka wybranych szczepéw drozdzowych Saccharomyces cerevisiae pod
wzgledem ich niestabilno$ci genetycznej ze szczegdinym zwréceniem uwagi na
Zjawisko zaburzen chromosomowych” (numer WND-RPPK-01.03.00-18-038/13,
Regionainy Program Operacyjny Wojewddztwa Podkarpackiego na lata 2007-2013),
w ktérym petnitam role koordynatora naukowego, opracowano metode CGH in situ
stuzgcy profilowaniu genetycznemu szczepéw drozdzy przemystowych jako tanszg
iopartg na analize pojedynczej komorki alternatywe wobec metod opartych na
mikromacierzach i wysokoprzepustowych analizach populacyjnych (praca
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zatytutowana ,Genetic profiling of yeast industrial strains using in sifu comparative
genomic hybridization (CGH)”).

W ramach wspéipracy z Prof. dr hab. Adamem Jaworskim (Spofteczna Akademia
Nauk, tédz) oraz z dr Anitg Ciesielskg (Zakltad Genetyki Drobnoustrojow,
Uniwersytet todzki) powstata praca zatytutowana ,ldentification of dermatophyte
species using genomic in sifu hybridization (GiISH)", w ktérej zaproponowano
identyfikacje dermatofitbw (Trichophyton interdigitale, Trichophyton rubrum oraz
Microsporum canis) opartg na metodzie GISH przy uzyciu sond molekularnych typu
GISH jako alternatywe do PCR-RFLP dajgcg czesto niejednoznaczne wzory
prazkoéw.

W ramach wsp&ipracy z Prof. dr hab. Monikg Bugno-Poniewierska (Laboratorium
Genomiki, Instytut Zootechniki PIB, Balice) opracowano metode detekcji 18S rDNA
u $wini, lisa oraz jenota, a takze centromeréw u konia z wykorzystaniem techniki
PRINS (praca zatytutowana ,PRINS detection of 18S rDNA in pig, red fox and
Chinese raccoon dog, and centromere DNA in horse”), natomiast w ramach
wspotpracy z Prof. dr hab. Ewg Stotg (Zaktad immuno- i Cytogenetyki, Instytut
Zootechniki PIB, Balice) opracowano metode detekcji genéw rRNA u drozdzy S.
cerevisiae takze z wykorzystaniem techniki PRINS (praca zatytutowana ,Rapid
detection of yeast rRNA genes with primed in sifu (PRINS) labeling”).

Spis prac powstatych w w/w tematyce:
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Zgtoszenie patentowe zarejestrowane w w/w tematyce:
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1. Maciej Wnuk, Anna Lewinska. 2013 (rok rejestraciji zgtoszenia patentowego).
.oonda genetyczna typu in situ znakujgca chromosomy pary Xl drozdzy
piekarniczych na szkietku mikroskopowym oraz sposob jej otrzymywania”.
Polska, Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej (nr P.404526).

5.7 Biologia reaktywnych form tlenu i azotu oraz znaczenie antyoksydantéw
w ukladach biologicznych

Zaréwno przed, jak i po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, bytam
réwniez zaangazowana w badania naukowe dotyczgce biologii reaktywnych form
tlenu, jak ireaktywnych form azotu, a takze potencjalnych zastosowan zwigzkéw
o charakterze antyoksydacyjnym w réznych ukfadach biologicznych in vitro.

W ramach wspdlpracy z Polska Akademig Zdrowia przebadano skiad kwasow
ttuszczowych i wiasciwosci biologiczne trzech olejow jadalnych (dwéch Inianych
i jednego rzepakowego) wobec mysich fibroblastow NIH3T3 (praca zatytutowana
,Fatty Acid Profile and Biological Activities of Linseed and Rapeseed Oils”). Oleje
promowaly proliferacie oraz migracje komérek w miejsce zranienia (test na gojenie
sie ran), co bylo zalezne od zawarto$ci kwasu a-linolenowego (ALA). Oleje nie
wykazywaly sie ani cytotoksycznoscia, ani genotoksycznos$cig, ani tez nie indukowaty
stresu oksydacyjnego.

W ramach wspdtpracy z Prof. dr hab. Michatem Wozniakiem, z dr Magdaleng Gorska
(Katedra i Zaktad Chemii Medycznej, Gdarnski Uniwersytet Medyczny) oraz z Prof.
Francesco Cappelio (Department of Experimental Biomedicine and Clinical
Neurosciences, University of Palermo, Wiochy) powstata praca eksperymentalna
zatytutowana ,DNA strand breaks induced by nuclear hijacking of neuronal NOS as
an anti-cancer effect of 2-methoxyestradiol’, w kiorej dowiedziono, iz 2-
metoksyestradiol (2-ME) promuje wzrost puli jadrowej neuronainej syntazy tienku
azotu (NNOS), co przyczynia sie do oksydacyjnych uszkodzern DNA, hamuje cykl
koméorkowy i indukuje apoptoze w komérkach kostniakomiesaka.

W ramach wspétpracy z Prof. dr hab. Ewg Stotg (Zaktad immuno- i Cytogenetyki,
Instytut Zootechniki PIB, Balice) zaproponowano, iz przeciwnowotworowe dziatanie
kurkuminy w relatywnie niskich stezeniach na komoérki raka szyjki macicy Hela
polega na obnizaniu aktywnosci obszaréw jgderkotworczych poprzez globaing
hipermetylacje DNA (praca zatytulowana ,Curcumin-mediated decrease in the
expression of nucleolar organizer regions in cervical cancer (Hela) cells”).

Z kolei w ramach realizacji naukowego projektu studenckiego numer UDA-
POKL.04.01.02-00-038/09-00 w ramach kierunku zamawianego ,Studenci
biotechnologii akceleratorem gospodarki opartej na wiedzy” finansowanego
wramach dziatania POKL 4.1.2 (MNiSW/NCBIR) powstata praca zatytutowana
.Protection of flavonoids against hypochlorite-induced protein modifications”, w ktérej
oceniono ochronne dziatanie pietnastu flawonoidéw wzgledem utleniajgcego
i chlorujacego dziatania podchlorynu w uktadach in vitro zawierajgcych komork|
a takze w uktadach bezkomorkowych.

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych, bytam zaangazowana
w liczne badania naukowe wykorzystujace drozdze S. cerevisiae jako organizm
modelowy, zwiaszcza do badania rbéznych aspektow stresu oksydacyjnego
i testowania ochronnego dziatania zwigzkéw o charakterze antyoksydacyjnym.

W ramach pracy magisterskiej pod kierunkiem Prof. dr hab. Grzegorza Bartosza,
badatam efekty ochronne wybranych antyoksydantéw, tj. askorbinianu, glutationu,
tempolu, troloksu oraz melatoniny wobec komoérek drozdzy pozbawionych dysmutazy
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ponadtlenkowej oraz glutaredoksyny 5 oraz traktowanych zestawem réznych
oksydantow. Wynikiem tychze badar finansowanych z projektu naukowego
zatytulowanego ,Zastosowanie mutantébw drozdzy nadwrazliwych na stres
oksydacyjny dla identyfikacji i testowania wtasciwos$ci antyoksydacyjnych zwiazkéw
egzo- i endogennych” (numer 3 PO4B 006 22, KBN) i realizowanych pod kierunkiem
Prof. dr hab. Grzegorza Bartosza jest praca eksperymentalna zatytutowana ,Limited
effectiveness of antioxidants in the protection of yeast defective in antioxidant
proteins”. Praca zatytulowana ,Yeast flavohemoglobin protects against nitrosative
stress and controls ferric reductase activity” réwniez powstata w wyniku realizac;ji
wspomnianego wyzej projektu. Wykazano, iz mutanty drozdzowe pozbawione
flawohemoglobiny sg nadwrazliwe na ekspozycie na donory tlenku azotu oraz
czynniki nitrujgce, a nie sg wrazliwe na oksydanty. Delecja genu YHB1 zmienia takze
aktywnos$¢ przezbtonowego systemu redukgiji zelaza.

W pracy zatytutowanej ,Protection of yeast lacking the Ure2 protein against the
toxicity of heavy metals and hydroperoxides by antioxidants” badano efekty ochronne
askorbinianu, glutationu, tempolu, troloksu oraz melatoniny wzgledem komérek
drozdzy pozbawionych biatka Ure2 o domniemanej roli antyoksydacyjnej po
ekspozycji na metale ciezkie i wodoronadtienki.

W ramach realizacji projektu naukowego pod kierunkiem Prof. dr hab. Grzegorza
Bartosza  ,Mechanizmy  dzialania, interakcje  iefektywnos¢  dziatania
przeciwutleniaczy w ukfadach bezkomoérkowych i na poziomie komérkowym” (COST
B35 Grant-in-aid numer 83/N-Cost/2007/0, MNIiSW, projekt migdzynarodowy
niewspotfinansowany (PMN) w ramach COST B35 European Concerted Research
Action B35: Lipid peroxidation associated disorders), powstalo pieé prac
eksperymentalnych z moim udziatem (prace opublikowane w Redox Report (trzy
prace), Fungal Genetics and Biology oraz Cellular and Molecular Biology Letters).

W pracy zatytutowanej ,Application of a YHB1-GFP reporter to detect nitrosative
stress in yeast’ we wspéipracy z dr Agnieszkg Grzelak (Katedra Biofizyki
Molekularnej, Uniwersytet Lodzki) testowano uzyteczno$é konstruktu YHB1-GFP do
badania zmian ekspresji biatka Yhb1 w wyniku ekspozycji na oksydanty i donory
tlenku azotu z zastosowaniem cytometrii przeptywowe;.

W pracy zatytutowanej ,A role for yeast glutaredoxin genes in selenite-mediated
oxidative stress” udokumentowano, iz komoérki drozdzy pozbawione glutaredoksyny
1 oraz 2 lub glutaredoksyny 5 sg nadwrazliwe na selenin i toksyczno$é ta wynika
z generowania reaktywnych form tlenu przez selenin, gdyz w warunkach hipoksji
i anoksji wrazliwo$é¢ ta jest znoszona.

W pracy zatytutowanej ,Nucleolus as an oxidative stress sensor in the yeast
Saccharomyces cerevisiae” wykazano, iz jaderko u drozdzy moze by¢ rozpatrywane,
podobnie jak ussakéw, jako sensor stresu oksydacyjnego, gdyz czynnik
transkrypcyjny RRN3 przemieszcza sie podczas warunkdw stresowych z jgdra do
nukleoplazmy/cytoplazmy, natomiast mutacja punktowa w genie RRN3 powoduje
nadwrazliwos¢ na oksydanty, a przywrocenie funkcjonalnosci genu RRN3,
suplementacja antyoksydantami oraz anoksja znosi nadwrazliwo§¢ na oksydanty.
W pracy zatytutowanej ,Antioxidant properties of carnitine in vifro” badano
wlasgciwosci antyoksydacyjne karnityny in vitro i udokumentowano, iz karnityna
wykazuje aktywnos$¢ antyoksydacyjng w tescie z ABTS, chroni fluoresceine przed
utienieniem przez rodniki nadtlenkowe oraz nadtlenoazotyn, chroni grupy ticlowe
przed utlenieniem przez nadtlenek wodoru, rodniki nadtlenkowe, nadtlenoazotyn oraz
podchloryn, a takze chroni erytrocyty przed hemolizg mdukowana przez rodniki
nadtlenkowe oraz podchlioryn.
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Natomiast w pracy zatytulowanej ,Changes of markers of oxidative stress during
menstrual cycle”, ktéra powstata w wyniku wspoipracy z Prof. dr hab. Agatg
Karowicz-Bilinska (Uniwersytet Medyczny, t6dz), porébwnano poziom nadtlenku
wodoru oraz substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS), dwéch
markeréw stresu oksydacyjnego, w moczu dwunastu zdrowych kobiet w trakcie cyklu
menstruacyjnego i wykazano wyzszy poziom obu biomarkeréw w fazie lutealnej
cyklu, co moze byé skorelowane ze stezeniem estrogendw o dziataniu
antyoksydacyjnym w trakcie cyklu menstruacyjnego.

W pracy zatytutowanej ,Total anti-oxidant capacity of cell culture media” dokonano
poréwnania cafkowitej zdoino$ci antyoksydacyjnej podiozy hodowlanych
stosowanych do hodowli komérek ssaczych, drozdzowych i bakteryjnych dwoma
niezaleznymi metodami, a takze dowiedziono, iz cysteina, tyrozyna, tryptofan oraz
czerwienn fenolowa jako skitadniki tychze podiozy mogg byé¢ istotnymi czynnikami
decydujgcymi o zdolnosciach antyoksydacyjnych podtozy hodowlanych.

W pracy zatytutowanej ,The nitroxide antioxidant Tempol affects metal-induced cyto-
and genotoxicity in human lymphocytes in vitro” wykazano ochronne dziatanie
przeciwutleniacza tempolu wobec limfocytéw ludzkich traktowanych jonami kadmu
oraz chromu (dziatanie anty-apoptotyczne oraz anty-genotoksyczne). Niemniej
jednak, w wyzszych stezeniach tempol okazat sie cytotoksyczny i wywolywat efekt
klastogenny.

W pracy zatytutowanej ,Oxidant-induced decrease of NORs expression in pig
lymphocytes can be useful for monitoring the cellular effects of oxidative stress”
udokumentowano, iz oksydanty nadtlenek wodoru oraz AAPH mogg powodowaé
obnizenie aktywnosci jgderkotwérczej w $winskich limfocytach i zaproponowano, iz
spadek ekspresji NORs moze by¢ rozpatrywany jako kolejny biomarker stresu
oksydacyjnego.

W pracy zatytutlowanej ,Evaluation of the cyto- and genotoxic activity of yerba mate
(llex paraguariensis) in human lymphocytes in vitro” udokumentowano, iz ekstrakt
herbaty yerba mate moze wywiera¢ efekt cytotoksyczny oraz genotoksyczny wobec
fudzkich limfocytébw hodowanych in vitro oraz, ze kofeina, jako sktadnik ekstraktu
herbaty yerba mate wystepujgcy w nim w wysokim stezeniu, moze byé
odpowiedzialna za obserwowane efekty.

W pracy zatytutowanej ,Helicobacter pyion cagA gene polymorphism affects the total
antioxidant capacity of human saliva® przebadano 102 prébki $liny ludzkiej
w konteks§cie obecnosci DNA Helicobacter pylori (fragmenty gendw ureA oraz cagA)
i skorelowano uzyskane wyniki z catkowita zdolnoscig antyoksydacyjng sliny.
Materiat ureA-/lcagA- charakteryzowat sie wyzszg calkowita zdolnoscig
antyoksydacyjng w poréwnaniu do materiatu ureA+/cagA- oraz ureA+/cagA+, co
Swiadczy o tym, iz obecnos¢ cytotoksyn Helicobacter pylori w linie moze obnizaé jej
catkowitg zdolno$¢ antyoksydacyjna.
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