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A) tytul osiggniecia naukowego

»Charakterystyka biochemiczna metalotioneiny oraz jej status w komérkach

MCF-7 traktowanych kompleksami fulerenéw z doksorubicyna”

B) publikacje wchodzqce w skiad osiggniecia

1. Marta Zalewska*, Jagoda Trefon, Halina Milnerowicz. The role of metallothionein
interactions with other proteins.

Proteomics, 2014; 14(11): 1343-1356.

[F=3,807; MNiSW =35

[pozycja I.B.1 w zalaczniku nr 3; kopia pracy w zatgczniku nr 5].

2. Marta Zalewska®, Anna Bizon, Halina Milnerowicz. Comparison of capillary
electrophoretic techniques for analysis and characterization of metallothioneins.

J. Sep. Sci., 2011; 34(21): 3061-3069.

IF=2,733; MNiSW = 32

[pozycja I.B.2 w zalgczniku nr 3; kopia pracy w zatgczniku nr 5].

3. Marta Kepinska*, Sona Krizkova, Ewelina Guszpit, Miguel Angel Merlos Rodrigo,
Halina Milnerowicz. Comparison of human and rabbit metallothioneins by the capillary
electrophoresis, mass spectrometry and Brdicka reaction analysis.

Adv. Clin. Exp. Med., 2018; 27(11): 1601-1608.

IF=1,262; MNiSW =15

[pozycja I.B.3 w zalaczniku nr 3; kopia pracy w zatgczniku nr 5].

4. Marta Kepinska*, Rene Kizek, Halina Milnerowicz. Fullerene as a doxorubicin
nanotransporter for targeted breast cancer therapy: capillary electrophoresis analysis.
Electrophoresis, 2018; 39(18): 2370-2379.

IF=2,569; MNiSW =25

[pozycja [.B.4 w zatgczniku nr 3; kopia pracy w zataczniku nr 5].

5. Marta Kepinska*, Rene Kizek, Halina Milnerowicz. Metallothionein and superoxide
dismutase - antioxidative protein status in fullerene-doxorubicin delivery to MCF-7

human breast cancer cells.
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Int. J. Mol. Sci., 2018; 19(10); art.3253 [17 s.].
IF= 3,687; MNiSW = 30

[pozycja [.B.5 w zataczniku nr 3; kopia pracy w zalgczniku nr 5].

F.aczny wspoélezynnik IF prac skladajacych sie¢ na ,osiaggniecie naukowe” wynosi:
14,058

Laczna liczba punktéw MNiSW prac skladajacych si¢ na ..osiagnigcie naukowe”
wynosi: 137

Opis indywidualnego wktadu habilitanta w powstanie kazdej publikacji oraz wykaz
innych osiggnie¢ znajduje sie w zatgczniku nr 3, analiza bibliometryczna publikacji
wykonana przez Biblioteke Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu znajduje sig
w zalgczniku nr 4, kopie prac stanowigcych ,osiagniecie naukowe” znajdujg sie¢
w zalgczniku nr 5, o$wiadczenia wspdtautordw prac okreslajace indywidualny wkiad

kazdego z Nich w jej powstanie znajduja si¢ w zataczniku nr 6.

C) omowienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggnietych wynikow wraz

z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie oraz cel przeprowadzonych badan:

Metalotioneiny (MTs) sg zachowanymi w ewolucji, stabilnymi termicznie biatkami
o niskiej masie czasteczkowej (~ 6 kDa), wystepujacymi u kregowcdw, bezkregowcow,
grzybdéw, a nawet u roslin. Jak dotad, zidentyfikowano 4 gléwne izoformy MT. MT-1
1 MT-2 sg obecne we wszystkich typach tkanek i sa czesto opisywane razem jako MT-
1/2. MT-3 wykryto gtéwnie w osrodkowym ukladzie nerwowym (neurony, astrocyty
w korze mézgowej, hipokampie), ale takze w sercu, nerkach i narzadach rozrodczych.
MT-4 mozna znalez¢ w komorkach nablonka ptaskiego (usta, gérny odcinek przewodu
pokarmowego, skora) [Sabolic i inni, 2010; Ruttkay-Nedecky i inni, 2013]. Rdznice
miedzy izoformami 1-4 wynikaja z réznic w sekwencji aminokwasow [Hijova, 2004;
Ruttkay-Nedecky i inni, 2013]. Pojedynczy lancuch polipeptydowy ssaczej MT sklada
si¢ z 61-68 aminokwaséw i zawiera 20 reszt cysteinylowych. Wysoka liczba grup
sulfhydrylowych daje im zdolnos¢ wigzania jonow metali. Tak wigc gtowne funkcje

wywodza si¢ z ich roli w kontroli homeostazy niezbednych metali (Cu, Zn), detoksykacji

5



zalgcznik nr 2

metali toksycznych (np. Cd, Hg) oraz w dzialaniach ochronnych przed stresem
oksydacyjnym [Krizkovaiinni, 2017; Torreggiani i inni, 2013]. MT wigzac jony Zn moze
przekazywaé je do innych biatek wiazacych Zn 1 odbiera¢ je od nich [Klassen i inni,
2009], odgrywajac wazng role jako donor i akceptor jonéw metali, dla réznych enzymow
1 czynnikéw transkrypcyjnych. Przeniesienie Zn z MT do biatek wiazacych Zn moze
przyczyniac¢ sie do regulacji ekspresji gendw, wptywac na apoptoze, proliferacje lub
réznicowanie komérek [Sabolic 1 inni, 2010; Krizkova i inni, 2012; Babula 1 inni, 2012].
Moim celem bylo przeprowadzenie studium literaturowego poSwieconego
usystematyzowaniu aktualnej wiedzy o MT, pelnionych przez nia funkcjach oraz
analizie oddzialywan z bialkami, przez ktére te funkcje pelni.

Indukcja syntezy MT jest regulowana przez specyficzne sekwencje regulatorowe
obecne w promotorze genu, takie jak: element odpowiedzi na metale m.in. Cd, Zn i Cu,
na glukokortykoidy 1 element odpowiedzi antyoksydacyjnej aktywowany przez status
redoks [Hijova, 2004]. Heterogennos¢ izoform moze by¢ odpowiedzig na obecnosé
metali cigzkich, warunkéw redukcyjno-oksydacyjnych w organellach i stanu redoks MT
[Coyle i inni, 2002]. Obok tradycyjnych technik analitycznych, takich jak elektroforeza
zelowa czy chromatografia cieczowa, elektroforeza kapilarna (CE) okazata sig
przydatnym narzedziem do rozdziatu bialek. CE stala si¢ alternatywa dla powyzszych
technik, do oznaczania ilosciowego poszczegélnych izoform MT [Nakamura i inni, 2004;
Wilhelmsen i inni, 2004], badania ich stabilnosci [Pawlak i inni, 2002; Minami i inni,
1998] oraz oligomeryzacji MT [Krizkova i inni, 2010; Wilhelmsen i inni, 2002]. Dlatego
kolejnym celem byla identyfikacja oraz charakterystyka MT ludzkiej, kroéliczej
i konskiej przy uzyciu trzech technik elektroforezy kapilarnej: analizy wzglednej
masy czasteczkowej biatek w zelu w obecnosci SDS, analizy rozdziatu wzgledem masy
i fadunku poprzez zastosowanie réznych warunkéw buforowych oraz izoelektrycznego
ogniskowania w kapilarze.

Dodatkowo, charakterystyka ludzkiej MT jest do$¢ uboga, poniewaz to krdlicza
MT jest czesto stosowana w badaniach jako biatko modelowe; dlatego tak cenne bylo
poréwnywanie MT wyizolowanej z ludzkiej i kréliczej watroby, oraz dalsza ich
charakterystyka co stanowilo kolejny cel moich badan. Metody elektrochemiczne 1
zaawansowane metody analityczne, takie jak reakcja Brdicka, chip CE, spektrometria
masowa z laserowg jonizacjg probki wspomaganej matrycg (MALDI-MS), zostaly uzyte
do scharakteryzowania i poréwnania ludzkiej i kréliczej MT.

MT, ze wzgledu na swoje wiasciwosdcei, pelni szczegblng role w utrzymaniu
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rownowagi pro/antyoksydacyjnej a podwyzszony poziom reaktywnych form tlenu (ROS)
mozna znalezé w wigkszosci komorek nowotworowych [Liou i Storz, 2010]. Wolne
rodniki, dziatajace na réznych szlakach sygnatowych, powodujg wzrost ekspresji biatek
odpowiedzialnych za wzrost liczby podziatéw komorkowych [Gladyshev, 2014],
a w konsekwencji wzrost masy guza [Waris 1 Ahsan, 2006]. System obrony
antyoksydacyjnej przed wewnatrzkomérkowym ROS sklada si¢ z nieenzymatycznych
czasteczek, W tym metalotioneiny i enzyméw antyoksydacyjnych, m.in. dysmutazy
ponadtlenkowej [Milnerowicz i inni, 2009]. Drugim co do czgstosci wystgpowania typem
raka sa nowotwory ztosliwe sutka [Mahalingaiah i inni, 2014]. W raku piersi nadekspresja
MT okazata sie gléwnie zwigzana ze zlym rokowaniem, pomimo roli MT jako
przeciwutleniacza. MT sprzyja proliferacji komorek i procesom naprawy komorkowe;,
zwiekszajac oporno$é na chemioterapie i zapobiegajac apoptozie [Krizkova i inni, 2018].
Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), enzym rozkladajacy ROS, réwniez jest nadmiernie
ekspresjonowana w rakach, a jej aktywnos¢ moze by¢ niezbedna do utrzymania
komoérkowego stezenia ROS ponizej krytycznego progu [Papa i inni, 2014]. Dziatanie
SOD polega na enzymatycznej redukcji rodnikéw tlenowych do mniej toksycznego
nadtlenku wodoru, ktéry jest nastepnie rozkladany przez katalaze. SODI, izoforma
miedziowo-cynkowa (Cu/Zn SOD), jest wariantem zlokalizowanym w cytoplazmie
komoérkowej i mitochondrialnej przestrzeni miedzybtonowej. SOD1 ulega nadmierne;j
ekspresji m.in. w komérkach raka sutka (MCF-7, Michigan Cancer Foundation-7),
odwrotnie — jej ekspresja jest mniejsza w nieztosliwej linii komérkowej piersi MCF10A
[Papa i inni, 2014].

Najszerzej stosowanym lekiem w chemioterapii u pacjentéw z rakiem sutka jest
doksorubicyna (DOX) [Zhao i inni, 2017], antybiotyk antracyklinowy, aktywny wobec
szerokiego spektrum nowotwordw ztosliwych [Kizek i inni, 2012]. DOX to interkalator
DNA, ktéry blokuje topoizomeraze II, hamujac w ten sposéb wzrost komorek
nowotworowych. DOX moze by¢ przeksztalcona przez reduktazy z chinonu
w semichinon, ktéry w warunkach tlenowych jest w stanie zredukowa¢ tlen czagsteczkowy
do Oz~ 1 H>02. Pomimo swojej skutecznosci terapeutycznej wykazuje powazne dziatania
niepozadane. DOX uszkadza kurczliwe widkna miocytéw serca i oddziatuje na
fibroblasty serca poprzez znaczne hamowanie produkcji i proliferacji kolagenu [Arif
iinni, 2016]. Jedna ze strategii lagodzenia skutkéw ubocznych dziatania DOX jest
zastosowanie systemu dostarczania lekéw [Zhu i inni, 2016]. Nanotransportery lekéw

moga uwalnia¢ lek w miejscu o pozadanym dzialaniu na podstawie ich interakcji
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z patogennymi komérkami, badz wrazliwe na pH nanonosniki ulegng destabilizacji
w $rodowisku kwasnym, np. w poblizu endosoméw, co spowoduje uwolnienie ich
zawartoéci do cytozolu [Kanamala i inni, 2016]. Kolejnym celem badan bylo
stworzenie celowanego systemu transportu DOX poprzez polaczenie jej
z fulerenami Ceo, czasteczkami weglowymi skladajacymi si¢ z 60 atoméw wegla
(C60), jako nanotransporterem. Modyfikacje powierzchni C60 np. poprzez
przytaczenie grup karboksylowych powoduja, ze staja si¢ rozpuszczalne w wodzie i sa
zdolne do przenoszenia lekéw do wnetrza komoérek [Foley i inni, 2002]. Fulereny majg
zdolno$¢ gromadzenia sie¢ w masie guza, poprzez wykorzystanie tak zwanego
wzmocnionego efektu przenikalnosei i retencji [Singh i Lillard, 2009]. Zastosowanie
nanotransportera moze umozliwi¢ regulacje uwalniania sprzezonego leku, poprzez
przerwanie wigzania lek-transporter w pH charakterystycznym dla komorki rakowe;.
Dziatania te pozwolg na selektywna akumulacj¢ leku w guzie i znacznie zmniejszg ilos¢
niezbedng do uzyskania efektu terapeutycznego. Celem badan byla ocena uwalniania
DOX z komplekséw z C60 w sposob zalezny od pH przy uzyciu elektroforezy
kapilarnej z fluorescencja indukowana laserem. C60, ze wzgledu na dziatanie
przeciwutleniajgce moga potencjalnie tagodzi¢ skutki uboczne DOX wywotane przez
ROS. Uwaza sie, ze zdolnos¢ fulerenéw do wychwytu wolnych rodnikéw jest powodem,
dla ktérego ich podawanie do komoérek rakowych zmniejsza stezenie ROS w komorce,
hamujac w ten sposdb aktywacje protoonkogendw, wzrost guza i angiogeneze [Chen i
inni, 2012]. Dlatego tez ostatnim celem badan byla analiza kluczowych
antyoksydantéw uczestniczgcych w ochronie organizmu przed skutkami terapii
DOX, czyli okreslono stezenie MT-1/2 i SOD1 oraz aktywno$¢ SOD w linii
komérkowej MCF-7, gdy komoérki byly narazone na dzialanie DOX oraz DOX w
kompleksie z C60.
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W pierwszej pracy z cyklu podsumowalam oddzialywania MT z innymi
bialkami i zwigzane z nimi funkcje. Ze wzgledu na znaczng liczbe reszt cysteinylowych
w sekwencji (~ 30% wszystkich aminokwaséw) funkcje MT obejmuja detoksykacje
metali toksycznych, ochrone przed stresem oksydacyjnym 1 regulacje homeostazy jonéow
metali niezbednych Zn i Cu. Niektore z funkcji MT opierajg si¢ na roli buforowania przez
nia wolnego wewngtrzkomoérkowego stezenia jonéw Zn?>* na niskim poziomie
i utrzymania homeostazy cynku, podczas gdy inne zaleza od dostarczania jonéw Zn*" do
biatek docelowych, np. do zaleznych od Zn?* enzyméw, czynnikéw transkrypcyjnych
zaleznych od palca cynkowego i pecherzykéw przedsynaptycznych w neuronach
zawierajacych cynk. Prawie calos¢ wewnatrzkomérkowego Zn?>* zwiazana jest

7z biatkami, tym samym ograniczajac iloéé wolnego Zn?* w cytoplazmie. W kompleksie

10



zalgcznik nr 2

Zn-MT, MT odgrywa role w biologicznej funkcji cynku, paradygmat zupelnie odmienny
od tego wystepujacego w wiekszosci innych biatek, w ktérych to cynk odgrywa role
w biologicznej funkcji biatka. Sciste zwiazanie jonéw cynku z MT budzi pytania o to,
w jaki sposob sg uwalniane i czy uwalnianie jest kontrolowane. Jesli biatko funkcjonuje
jako nosnik dostarczajacy jony metalu, musi istnie¢ mechanizm biologiczny utatwiajacy
uwalnianie tych jonéw. Jednym ze sposobow osiagnigcia tego celu jest uwolnienie metali
przez oddziatywanie MT z innym ligandem komérkowym. Uwaza sig, ze nastepuje to
poprzez bezposredni kontakt molekularny pomigdzy reagentami. Dlatego kluczowa jest

analiza, z ktérymi biatkami MT oddziatuje i dla ktérych jest donorem metali.

Funkcje, ktére MT spelnia poprzez interakcje z innymi biatkami, to:

(1) zmiatanie ROS i reaktywnych form azotu, wytwarzanych fizjologicznie jak
rowniez w wiekszej ilosci w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego przez
toksyczne metale, procesy zapalne lub fizyczne uszkodzenia (funkcje przeciwutleniajace,
przeciwapoptotyczne). Cykl redoks MT i jej interakcja z utlenionym i zredukowanym
glutationem reguluje uwalnianie Zn z MT 1 dostgpnos¢ cynku dla innych biatek. MT
wspoltpracuje z GSH w utrzymywaniu komoérkowego stanu redoks. Po zablokowaniu
syntezy GSH stwierdzono zwigekszona role MT,

(2) regulacja aktywnosci czynnikéw transkrypeyjnych przez przekazywanie jon6w
cynku, w tym NF-xB i p53 zaangazowanych w regulacje $mierci komorki, istotnych
w przebiegu proceséw nowotworzenia,

(3) ochrona przed toksycznymi metalami poprzez wigzanie z metalami ciezKimi
(detoksykacja), co zapobiega uszkodzeniom struktur komoérkowych. Obnizenie
toksycznosci moze byé przeprowadzone przez endocytoze Cd-MT zalezng od megaliny,

(4) utrzymywanie homeostazy, przechowywanie i transport niezbednych metali,

takich jak Zn i Cu do metaloenzyméw, w tym SOD.

MT jest wewngtrzkomérkowym Zroédtem cynku m.in. dla metaloenzyméw takich
jak: dehydrataza &-aminolewulinowa, metaloproteinaza-9 i SOD. SOD katalizuje
przeksztalcenie dwoéch czasteczek anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku
wodoru, a MT neutralizuje szeroki zakres ROS, w tym ponadtlenki, nadtlenki wodoru,
rodniki hydroksylowe i tlenki azotu wydajniej niz inne przeciwutleniacze. Cu, drugi
z metali wigzanych fizjologicznie przez MT, jest niezbednym pierwiastkiem sladowym

we wszystkich zywych organizmach i tworzy centrum aktywne enzyméw w tym Cu/Zn
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SOD. MT wiaze Cu za pomoca grup tiolowych. Wykazano, ze MT jest w stanie
bezposrednio przekaza¢ Cu do SOD in vitro. Ponadto, jony Cu uwolnione z MT
i wlaczone do SOD, spowodowaly wzrost aktywnosci SOD. Aktywnosc Cu/Zn-SOD
mozna indukowaé poprzez stres oksydacyjny przy nieobecnosci aktywacji
transkrypcyjnej, co sugeruje, ze indukowany przez redoks transfer Cu do apo-SOD moze
odpowiada¢ za regulacje aktywnosci enzymatycznej SOD. Przeniesienie Cu z Cu-MT do
apo/Zn-SOD byto mozliwe tylko w obecnosci donora tlenku azotu i wykazano, ze MT
zachowuje sie jak aktywator SOD, a apo-MT zachowuje si¢ jak inhibitor.

W prezentowanej pracy podsumowalam poznane do tej pory oddzialywania MT
z innymi biatkami. Tworzenie i rozpad komplekséw MT moze mie¢ kluczowe znaczenie
w przenoszeniu i uwalnianiu jonéw metali niezbednych do tworzenia metaloenzymow
i czynnikéw transkrypcyjnych. Stwarza to podstawe dla nowego obszaru badan
dotyczacych dostepnosci metali regulujgcych miedzy innymi, aktywnos¢ enzymow.
Oddzialywania z MT moga aktywowa¢ i dezaktywowa¢ biatka oraz regulowac procesy,

w ktorych uczestniczy.

2. Marta Zalewska, Anna Bizon, Halina Milnerowicz. Comparison of capillary
electrophoretic techniques for analysis and characterization of metallothioneins.

J Sep Sci., 2011; 34(21): 3061-3069.

IF=2,733; MNiSW = 32

W celu scharakteryzowania i okre§lenia wlasciwoSci metalotioneiny
wykonalam rozdzialy elektroforetyczne preparatéw MT z nerki konskiej, watroby
krolika i watroby ludzkiej, trzema réznymi technikami: kapilarng elektroforeza
zelowa, strefowa elektroforeza Kkapilarng i kapilarnym ogniskowaniem
izoelektrycznym.

Metoda kapilarnej elektroforezy zelowej (CGE) z SDS zostata wykorzystana do
zbadania mozliwosci identyfikacji MT w oparciu o okreslenie jej wzglednej masy
czasteczkowej wobec krzywej standardowej z bialek o znanych masach. MT z watroby
krolika rozdzielono na dwa gléwne piki o wyliczonych masach 12,1 i 21,0 kDa,
odpowiadajacym dimerom i trimerom MT. Rozdzial preparatu ludzkiej MT, ktora
zawierala obie izoformy: MT-1 i MT-2, wykazat dwa ostre i dobrze rozdzielone piki

o masach 9,0 i 9.4 kDa. Rozdzial elektroforetyczny MT z nerki konskiej, wykazat jeden
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pik o masie 8,6 kDa oraz dodatkowy, niewielki pik o masie okoto 12 kDa. MT moze
tworzy¢ zaréwno przejsciowe jak i stabilne dimery. Wykazano, ze stabilne dimery moga
zawiera¢ miedzyczasteczkowe wigzania disiarczkowe, ktére mozna zredukowac.
W rozdziale elektroforetycznym MT w zelu poliakrylamidowym z SDS uzywaliSmy
~ 2-merkaptoetanolu, ktory mial eliminowaé tworzenie si¢ mostkéw disiarczkowych.
Obserwowane dimery byly jednak stabilne w tych warunkach eksperymentalnych.

Strefowa elektroforeze kapilarng (CZE) przeprowadzono w celu okreslenia
optymalnego pH do rozdziatu MT. Izoformy i subizoformy r6znigce si¢ sekwencjg
aminokwasowa majg rézne punkty izoelektryczne i rézne hydrofobowosci, w zwigzku
zczym beda inaczej sie zachowywa¢ w zastosowanych buforach. CZE,
w przeciwiefistwie do CGE z uzyciem SDS, umozliwia wykonywanie analiz
w warunkach natywnych. Zbadatam wptyw trzech buforéw o pH 3.0, 6,01 8,0 na rozdziat
MT. Analiza MT znerki konskiej wykazala, ze rozdzial w 50 mM buforze
cytrynianowym o pH 3,0 daje dwa ostre piki przy 4.2 i 4,4 minuty. Natomiast MT
z watroby krolika rozdziela si¢ na trzy piki w 50 mM buforze trycynowym pH 8,0. Profile
rozdzialu réznig si¢ dla MT izolowanej z réznych gatunkéw zwierzat. Wiadomo, ze
analiza MT w neutralnym lub alkalicznym pH nie wplywa na status wigzania MT
z metalami. Podczas gdy zastosowanie niskiego pH (ponizej 3,0) ma ograniczenia,
poniewaz MTs sa niestabilne, a metale dysocjuja z czasteczki MT.

Metodg kapilarnego ogniskowania izoelektrycznego (CIEF) okreslitam punkt
izoelektryczny kroliczej i ludzkiej MT. Analize wykonuje sie poprzez bezposrednie
monitorowanie absorbancji przy 280 nm, jednak MT nie zawiera charakterystycznych
aminokwaséw aromatycznych, pozwalajacych na pomiar absorbancji przy tej diugosci
fali. Analiza rozdzialu zostata wykonana przy 254 nm co skutkowalo mniej stabilng linig
bazowg ze wzgledu na absorbancje tla przez amfolity, jednak nadal bylo mozliwe
wykrycie pikéw izoform MT. Oszacowane pl dla pikéw pochodzacych od MT kréliczej
uzyskano przy uzyciu analizy regresji liniowej trzech wewnetrznych markeréw
standardowych i wynosito 4,0 i 4,65. Otrzymane wartosci pl znajduja si¢ w przedziale
wartosci opisanych przez innych autoréw (pl 3,9-5,0). Ludzka MT analizowano réwniez
za pomocg CIEF i otrzymano dwa piki z oszacowanymi wartosciami pI 3,9 i 4,6.

Whioski:

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano przydatnos¢ trzech réznych technik

elektroforezy kapilarnej do analizy standardow MT. Analiza wzglednej masy

czgsteczkowej biatek w zelowej CE w warunkach denaturujacych pozwolila okresli¢

13



zalgcznik nr 2

przyblizong mase MT (dla kroliczej: 12,1121 kDa, ludzkiej 91 9.4 kDa oraz dla konskiej
8.6 i niewielki pik przy 12 kDa) oraz okresli¢ obecnos¢ polimeréw w analizowanym
standardzie. Dzieki zastosowaniu metod, w ktorych zastosowano rézne bufory pH,
dokonano rozdziatu MT w warunkach niedenaturujacych. Przy uzyciu metody CIEF
wyznaczono warto$ci punktow izoelektrycznych MT (kroliczej: 4,0 1 4,65, ludzkiej pI 3,9
i4,6). Metody zastosowane w tej pracy pozwolily na scharakteryzowanie standardow MT
wyizolowanych z watroby ludzkiej i kréliczej oraz poszerzenie obecnej wiedzy na temat

tych bialek.

3. Marta Kepinska, Sona Krizkova, Ewelina Guszpit, Miguel Angel Merlos Rodrigo,
Halina Milnerowicz. Comparison of human and rabbit metallothioneins by the capillary
electrophoresis, mass spectrometry and Brdicka reaction analysis.

Adv Clin Exp Med, 2018; 27(11): 1601-1608.

IF=1,262; MNiSW =15

W kolejnej pracy kontynuowalam analize¢ ludzkiej i kréliczej MT za pomocg
innych zaawansowanych metod analitycznych. Ze wzgledu na powszechne
stosowanie MT z watroby Kkrélika jako bialka modelowego poréwnalam
wlasciwos$ci ludzkiej i kréliczej MT. MTs scharakteryzowatam i poréwnatam przy
uzyciu chipowej elektroforezy kapilarnej (chip-CE), spektrometrii masowej z laserowa
jonizacjg probki wspomaganej matryca (MALDI-MS) oraz metoda reakcji Brdicka.

W przeprowadzonych badaniach rozdziatu MT z watroby ludzkiej i kréliczej,
metoda chip-CE, zaobserwowalam zmiany w zakresie mas 5-8 kDa odpowiadajgce
monomerowi MT zaréwno w ludzkiej jak i kroliczej MT. Pik uzyskany dla kréliczej MT
mial wiekszg mase (8,2 kDa) w poréwnaniu z ludzka MT (6,0 1 7,7 kDa dla MT-11 35,3
i 6,1 kDa dla MT-2). Dodatkowy pik obserwowano przy okoto 23-24 minucie (13,41 14,0
kDa), co wskazuje na obecno$¢ dimeréw. Piki odpowiadajace dimerom MT
obserwowano zaréwno dla ludzkiej jak i kréliczej MT.

Analiza tych samych preparatéw MT spektrometria mas wykazala, ze gléwnym
sygnatem otrzymanym dla kréliczej MT byt 6211,07 m/z, z masa zblizong do tej
opublikowanej przez innych autoréw dla kréliczej MT-2D (6215,40 m/z). Gtéwne
obserwowane sygnaly dla ludzkiej MT (hMT) to: [hMT-1]" (6145,23 m/z, 6176,46 m/z
16220,12 m/z) oraz [hWMT-2]" (6066,24 m/z). Obserwowane w widmie ludzkiej MT-1
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piki mozna przypisaé potencjalnym subizoformom: MT-1A (6145,23 m/z), MT-1G
(6176,46 m/z) i MT-1G+Cd (6240,12 m/z). Masa teoretyczna ludzkiej MT-2A to 6042,16
m/z, a nasze wyniki pokazaty gtowne sygnaty przy 6066,24 m/z, co odpowiada [hMT-
2A+Na]*. Ekspozycja MT na kwasne pH powoduje dysocjacje¢ jonow metali
i powstawanie apotionein tj. subizoform bez zwigzanego metalu lub form czesciowo
pozbawionych metali. Zastosowanie kwasnych matryc do analizy MS spowodowato
prawdopodobnie dysocjacje skoordynowanych metali z MT, a uzyskane piki pochodzily
od apotionein. Zaréwno w probie ludzkiej jak i kréliczej MT obserwowalismy niewielki
sygnat pochodzacy od dimeréw MT. Dimery MT moga tworzy¢ przejsciowe formy
posrednie podczas wymiany metali miedzy biatkami oraz bardziej trwale, ktore byty
stabilizowane przez miedzyczasteczkowe wiazania disiarczkowe. Stabilny dimeryczny
kompleks MT zostat wykryty w tej pracy zarowno metoda MALDI-MS jak 1 chip CE.

MT, dzieki wysokiej zawartosci grup SH, wykazuje znaczna aktywnos¢
elektrochemiczng. Reakcja Brdicka jest jedna z najczesciej stosowanych metod
elektrochemicznych do posredniego oznaczania MT w probkach biologicznych za
posrednictwem grup -SH. Podczas analizy MT, stwierdzono obecnos¢ sygnatow
pochodzacych od Co** (-1,25 V) i Catl (1,40 V) odpowiadajacych wydzielaniu wodoru
z elektrolitu pomocniczego katalizowanego przez MT oraz zmiany sygnatu Cat2
(-1,55V), ktory reprezentuje odpowiedz kompleksu MT z komponentami elektrolitu
Brdicka. Obecno$¢ piku Cat2 jest scisle zwigzana z iloscig grup -SH wystepujacych
w roztworze Brdicka, co odpowiada stezeniu MT. Charakter wspomnianych sygnatow
zmienia sie w zaleznos$ci od zastosowanego stezenia zarowno kroliczej jak 1 ludzkiej MT.
Przy nizszym stezeniu kroliczej MT sygnaly Catl i Cat2 zmniejszyly sie 1 przesunely
w kierunku bardziej dodatniego potencjatu. Wyzsze stezenie MT z obu organizméw byto
wprost proporcjonalne do wzrostu sygnalu Cat2. Wyzsza warto$¢ piku Cat2 uzyskano
w przypadku oceny ludzkiej MT niz kroliczej przy tym samym ich stezeniu. Ludzka
i krélicza MT zachowujg sie rdznie pomimo obecnosci tej samej liczby grup -SH.

Whioski:

Czasteczka MT ze wzgledu na jej dynamiczny charakter, brak drugorzedowych
struktur w przypadku braku zwigzanych metali oraz brak aminokwaséw aromatycznych
dajacych mozliwo$¢ analizy spektroskopowej jest trudna w analizie.

Zaréwno w kroliczej, jak i ludzkiej MT, metoda chip-CE i MALDI-MS
zidentyfikowatam gtéwnie monomery. Dodatkowo zaobserwowatam wyraZnie nizsze

sygnaly pochodzgce od dimeréw. W kréliczej MT gléwny obserwowany sygnatl
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odpowiadat masie MT-2D. W ludzkiej MT wykryto MT-1A, MT-1G, MT-1G+Cd i MT-
2A. Subizoformy MT, z wyjatkiem ludzkiej MT-1G+Cd, zostaly zidentyfikowane bez
metali, co moze wynikaé z zastosowania kwasnych matryc, ktére powoduja uwalnianie
zwigzanych metali. W reakcji Brdicka zastosowanie wyzszego stezenia MT z obu
organizméw korelowato ze wzrostem sygnatu Cat2, odpowiadajacego stezeniu MT.
Jednakze ludzka MT charakteryzowata si¢ wyzszym sygnalem Cat2 niz krélicza MT o
tym samym stezeniu, co oznacza, ze zachowujg si¢ réznie w elektrochemii pomimo
obecnosci tej samej liczby reszt cysteinylowych. Moze to wynikac z réznej dostepnosci
grup -SH w badanych MTs.

Zastosowane metody pozwolily na identyfikacje i charakterystyke MT oraz

dostarczyly uzupetniajacych sie informacji na temat tego biatka.

4. Marta Kepinska, Rene Kizek, Halina Milnerowicz. Fullerene as a doxorubicin
nanotransporter for targeted breast cancer therapy: capillary electrophoresis analysis.
Electrophoresis, 2018; Vo0l.39 no.18; s.2370-2379.

[F=2,74; MNiSW =25

Celem kolejnych dwoch prac z cyklu byla ocena wplywu C60 jako nosnika
DOX na status MT w komérkach MCF-7. W pierwszym etapie (4 publikacja
z cyklu) okreslitam wlasciwosci fizykochemiczne utworzonych komplekséw DOX-
C60 oraz analizowalam uwalnianie DOX z C60 wraz ze zmiang pH.

Wielkos¢ otrzymanych komplekséw C60-DOX wyznaczytam przy uzyciu
skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) oraz metodg dynamicznego
rozpraszania S$wiatla (DLS). Obrazy z SEM wykazaly obecno$é¢ agregatow C60
i agregatow komplekséw C60-DOX. Fulereny oddziatujag z DOX poprzez interakcje
elektrostatyczne, a ich objeto$¢ wzrasta wraz z dodana ilodcia DOX. Srednia
hydrodynamiczna $rednica C60 mierzona technikga DLS wynosila 226 nm a kompleksow
C60-DOX 278 nm. W analizie SEM, s$rednica komplekséw byta nie wigksza niz 100 nm,
mniejsza niz ta zmierzona metodg DLS (278 nm). Srednia $rednica hydrodynamiczna
wyznaczona przez DLS obejmuje kilka warstw rozpuszczalnika, co daje wigkszy rozmiar
czastek niz ten znaleziony przez SEM. Wielko$¢ nanoczastek moze wplywaé na wychwyt
komoérkowy, a ze wzgledu na ich sktonno$¢ do tworzenia skupien w roztworze, rozmiar

nanoczgstek réwniez moze wzrosngé. Istotnym mierzonym parametrem powstatych
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komplekséw jest tadunek powierzchniowy, ktéry jest $cisle zwigzany z ich
wlasciwosciami  biologicznymi, np. rozpuszczalnoscig, trwaloscia, wychwytem
komérkowym i cytotoksycznoécig. Odpowiedzia na ladunek czasteczek jest ich
funkcjonalno$é biologiczna. W niniejszej pracy zaobserwowano zmiang potencjatu zeta
(€) C60 po zwiazaniu z DOX o 6 mV, z -30 mV (dla C60) do -24 mV (dla kompleksow
C60-DOX). Zmierzona warto$é potencjatu zeta wskazuje na obecnos¢ ujemnego tadunku
na powierzchni czasteczek C60., prawdopodobnie ze wzgledu na obecno$é
anionorodnikow C60™.

Nanoczastki wstrzykiwane do krwi moga powodowaé szereg dziatan
niepozadanych, takich jak hemoliza i tworzenie skrzepéw. Aby oceni¢ bezpieczenstwo
nanokonstruktow we krwi, okreslilismy ich aktywnos¢ hemolityczna. Wynosita ona 5%
w przypadku zastosowania C60, 11% dla koniugatéw C60-DOX i 13% dla samej DOX,
co wskazuje, ze oparty na fulerenach system nanotransportu DOX miat nieznacznie
mniejsza aktywno$é hemolityczna niz sam lek przeciwnowotworowy. Zatem wigzanie
DOX z fulerenem zmniejsza ryzyko wystgpienia hemolizy. Zbadano réwniez dziatanie
cytotoksyczne DOX, komplekséw C60-DOX i C60 na komorki MCF-7. Zaobserwowano
znaczacy spadek aktywnosci proliferacyjnej po podaniu komplekséw C60-DOX.
Kompleksy C60-DOX (w stezeniu odpowiednio 10 mg/ml - 0,7 uM) wykazaty 25%
aktywno$¢ cytotoksyczng in vitro wobec komoérek MCF-7 w poréwnaniu z kontrola,
reprezentowang przez czysta hodowle komérkowa. Badano réowniez wptyw C60 bez
DOX i stwierdzono, ze same C60 wykazujg 9% aktywnos¢ cytotoksyczna. Wskazuje to,
ze oprocz funkcji nanonos$nika leku przeciwnowotworowego, cytotoksycznosé¢ komorek
rakowych MCF-7 byla réwniez konsekwencja obecnosci C60. Zwigkszona aktywnos¢
cytotoksyczna kompleksu C60-DOX wynika ze skumulowanego dziatania DOX i C60.

W analizie uwalniania DOX z komplekséw z C60 przy uzyciu elektroforezy
kapilarnej, wykorzystatam fakt, ze DOX wykazuje wewnetrzng fluorescencje
z maksimum wzbudzenia przy 480 nm i maksimum emisji przy 600 nm a intensywnos¢
fluorescencji DOX jest wprost proporcjonalna do stezenia DOX. Zwigzanie DOX z C60
nie miato wplywu na warto$¢ maksimum emisji. W opisywanej pracy do analizy
uwalniania DOX z kompleksu z C60, zgodnie z dostepng mi wiedza, po raz pierwszy
zastosowano elektroforeze kapilarng. Zastosowanie techniki rozdzialu CE z fluorescencja
indukowana laserem (CE-LIF), byto mozliwe w analizie stabilnosci komplekséw ze
wzgledu na zdolnos$¢ rozr6znienia miedzy zwigzana i wolng DOX, co wykorzystatam do

monitorowania selektywnego uwalniania leku. Pewna cze$¢ wolnego DOX, niezaleznie
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od zastosowanego pH buforu, pozostawata w roztworze komplekséw C60-DOX, dlatego
na elektroforogramie mozna bylo zaobserwowa¢ dwa piki. Stopniowe obnizanie wartosci
pH z 7,5 do wartosci 4,5 prowadzito do uwolnienia DOX z C60. Obserwowano to poprzez
wzrost % intensywnosci fluorescencji pochodzacej od piku DOX w elektroforogramie
w stosunku do sumy sygnaléw pochodzacych od wolnej DOX, jak i kompleksow C60-
DOX. Procent wolnej DOX wzrastal wraz ze spadkiem pH. W buforze o pH 5,25, catos¢
DOX zostala uwolniona i 100% sygnatu pochodzito od wolnej DOX. Przy fizjologicznym
pH, DOX jest uprotonowana (pKa grupy aminowej i fenolowej wynosi odpowiednio 8,2
19,5), podczas gdy grupy kwasu karboksylowego na C60 sg zdysocjowane do ich ujemne;j
postaci (zakres pKa: 3-5). Tak wigc czasteczki DOX zachowujg swoje oddzialywania
elektrostatyczne z C60. Przy niskim pH, grupy kwasu karboksylowego na C60 sg tylko
czesciowo zdysocjowane, co zmniejsza tadunek ujemny C60, zmniejszajgc
oddzialywania elektrostatyczne z uprotonowang DOX.

Podczas endocytozy C60 przez komoérki nowotworowe, uwalnianie leku
nastepowatoby w endosomach (przy pH 5,0-6,0) i lizosomach (4,5-5,5). Polaczenie
mechanizmu uwalniania leku, stymulowanego przez spadek pH z uktadem dostarczania
leku na nosniku jest jedng z koncepcji poprawy wynikéw terapeutycznych, poniewaz jest
skierowane na kwasne zewnatrzkomérkowe mikrosrodowisko i wewnatrzkomorkowe
organelle litych guzow. Systemy dostarczania lekéw o kontrolowanym uwalnianiu oparte
na nanotransporterach dostarczajacych $rodek bioaktywny do miejsca docelowego
mogtyby zwiekszy¢ skutecznos¢ terapeutyczng lekow.

Whioski:

Otrzymatam kompleksy C60 z DOX, ktérych wielkos¢ wynosita okoto 280 nm
z waskim rozktadem i tadunkiem ujemnym. Po raz pierwszy zastosowano CE w analizie
uwalniania DOX z C60. Wykazatam wrazliwe na pH uwalnianie DOX z C60, co moze
utatwi¢ uwalnianie leku w endosomach/lizosomach. Kompleksy C60 z DOX
wykazywaly wyzszg cytotoksycznos¢ w stosunku do linii komérek MCF-7 niz sama
DOX. Odkrycia te wskazujg, 2ze  ukierunkowane dostarczanie lekow
przeciwnowotworowych przy uzyciu nanonos$nikéw opartych na C60 moze stanowic
obiecujgca nowg strategie dla ograniczenn konwencjonalnej chemioterapii. Uzyskane
przeze mnie wyniki pokazuja, ze nowe nanonos$niki moga nie tylko znaczaco zmniejszy¢
negatywne skutki uboczne czynnikow chemioterapeutycznych poprzez transport

celowany, ale takze zwiekszy¢ ich aktywnos$¢ przeciwnowotworowa.
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5. Marta Kepinska, Rene Kizek, Halina Milnerowicz. Metallothionein and superoxide
dismutase - antioxidative protein status in fullerene-doxorubicin delivery to MCF-7
human breast cancer cells.

Int. J. Mol. Sci., 2018; Vol.19 no.10; art.3253 [17 s.].

F=3,687; MNiSW =30

Kontynuujac badania dotyczace roli MT, w ostatniej pracy z cyklu dokonatam
analizy wplywu C60 w traktowaniu komoérek MCF-7 doksorubicyng na ich
proliferacje, stezenie MT i SOD1 oraz aktywnosé calkowita SOD w tych komérkach.

Zwiekszona aktywno$¢ cytotoksyczna kompleksu C60-DOX wynika ze
skumulowanego dziatania DOX i C60. Wykazatam, ze DOX, w stezeniu istotnym
klinicznie (1-2 pM), wplywa na proliferacje komérek w wigkszym stopniu niz w stezeniu
0,7 uM jak wskazano w poprzedniej pracy, powodujac zmniejszenie proliferacji komoérek
0 ok 55%. C60 w kompleksie z DOX powodowaly spadek proliferacji komérek MCF-7
o kolejne 5-10%. Wykazatam, ze w komorkach MCF-7 traktowanych DOX stezenie MT-
1/2 bylo wyzsze niz w komérkach kontrolnych (Rysunek 1). MT jest biatkiem wigzacym
cynk, a w warunkach stresu oksydacyjnego cynk jest uwalniany z MT. Moze to stanowi¢
szlak, w ktorym cynk jest dystrybuowany w komorce lub uwalniany tylko w warunkach
stresowych, w ktorych cynk jest potrzebny w systemach obrony antyoksydacyjne;j.
Komoérki MCF-7 traktowane C60 wykazywaly nizsze stezenie MT-1/2 (18 i 12 pg/mg
bialka odpowiednio dla 25 i 50 mg/ml C60). Zastosowanie 50 mg/ml C60 w kompleksie
z DOX 1 lub 2 puM spowodowalo zmniejszenie stezenia MT, ktére wzrastalo
w komérkach MCF-7 pod wplywem samej DOX. Przeciwutleniajace wlasciwosci C60
prawdopodobnie spowodowaly spadek ekspresji MT, ktérej wydzielanie stymulowane
jest m.in. przez stres oksydacyjny. Inhibitory MT moga znaleZ¢ potencjalne zastosowanie
terapeutyczne w indukowaniu apoptozy w komdérkach nowotworowych.

Wykazatam réwniez wzrost stezenia SOD1 w lizacie komoérek MCF-7
traktowanych DOX i wyzsza aktywnos¢ SOD od tej uzyskanej w kontroli. Mozna to
przypisa¢ zmianom adaptacyjnym zachodzacym w komérkach nowotworowych, ktérych
celem jest zwiekszenie przezywalnosci komorek narazonych na wysokie stezenia ROS
generowane przez lek. W przypadku komorek MCF-7, zwigkszone stezenie SODI1
zostalo przypisane jednemu z bezposrednich mechanizméw warunkujacych opornosé

komorek nowotworowych na dziatanie DOX.
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Wptyw DOX i komplekséw Cg,-DOX na proliferacje komérek MCF-7
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Rysunek 1. Wplyw DOX oraz komplekséw C60-DOX na proliferacje
komoérek MCF-7 oraz stgzenie MT oraz SODI1 i aktywnos¢ SOD.

Fulereny, jak stwierdzono wczesniej, maja zdolnos$¢ redukc;ji stresu oksydacyjnego.
Zaréwno w komorkach MCF-7 traktowanych 25 mg/ml C60 jak i 50 mg/ml C60, stezenie
SOD1 bylo wyzsze niz w grupie kontrolnej. Zaobserwowano natomiast znacznie nizszg
aktywno$¢ SOD w przypadku komorek traktowanych 50 mg/ml C60. Wyniki
przedstawione w tej pracy wskazujg, ze komdrki traktowane C60 wykazujg nizsza
aktywnos¢ SOD niz kontrolne, pomimo zaobserwowanego wyzszego st¢zenia SODI.
Pomimo tego, ze zastosowanie kazdego z badanych komplekséw C60-DOX powodowato
wzrost stgzenia SOD1 w poréwnaniu do kontroli, z wyjatkiem komorek traktowanych
kompleksem C60-DOX w stgzeniu 25 mg/ml -1 pM, aktywnos¢ SOD byta nizsza niz

obserwowana w kontroli. Stosunek aktywnosci SOD do stgzenia SOD1, we wszystkich
analizowanych probach, z wyjatkiem komorek traktowanych 1 pM DOX, byt mniejszy
w poréwnaniu do kontroli. Proponowany mechanizm dotyczy blokowania czasteczka
C60 aktywnego miejsca SOD i dezaktywacji enzymu. Innym mozliwym

wytlumaczeniem nizszej aktywnosci SOD w komérkach traktowanych kompleksem
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C60-DOX o stezeniu 50 mg/ml - 2 uM jest dziatanie antyoksydacyjne C60. Redukcja
ROS przez C60 w badanych komérkach moze powodowaé¢ zmniejszenie poziom stresu
oksydacyjnego w komorce i w konsekwencji zmniejszy¢ aktywnos¢ SOD. Z tego
wzgledu nizsza aktywno$¢ SOD z wyzszym stezeniem w komorkach traktowanych
kompleksami C60-DOX obserwowana w przedstawionych badaniach jest szczego6lnie
wazna w kontekscie stosowania C60 jako systemow transportowych DOX. Potencjalne
blokowanie aktywnosci SOD w komérkach nowotworowych wskazuje, ze zastosowanie
C60 jako no$nikéw miatoby znaczacy wptyw na zwigkszenie dziatania cytotoksycznego
DOX.

Hamowanie aktywnosci SOD przez C60 moze blokowa¢ chemoodpornosé
komoérek spowodowang zwigkszong aktywnoscia SOD, ktéra jest rowniez spowodowana
dzialaniem DOX. Odkrycia te wskazuja, ze SOD moze odgrywaé kluczowa role
w mechanizmach przezycia komoérek nowotworowych zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym. To sprawia, ze SOD jest potencjalnym celem terapii
przeciwnowotworowych, a jego inhibitory moga znalez¢ zastosowanie w terapii
Przeciwnowotworowej.

Whioski:

Ekspozycja komoérek MCF-7 na kompleksy C60-DOX powodowata wzrost
hamowania proliferacji komoérek w poréwnaniu z wolnag DOX. Zastosowanie C60 jako
nanotransportera DOX powodowato spadek wzrostu stezenia MT indukowanego przez
DOX. C60 powodowaly wzrost stezenia SOD1 a z drugiej strony prowadzilty do
zmniejszenia aktywno$ci SOD. C60 w kompleksie z DOX powodowaly spadek
indukowanej przez DOX aktywnosci SOD.

Uzyskane wyniki wskazujg na szans¢ zastosowania kompleksow C60-DOX
w chemioterapii nowotworéw ztosliwych. Wykorzystanie spadku proliferacji komérek
MCF-7 pod wptywem C60 oraz zdolnos¢ do blokowania stgzenia MT i aktywnosci SOD
moze by¢ wielka zaletg kompleksowania DOX z C60 i miatoby znaczacy wplyw na
zwiekszenie dzialania cytotoksycznego DOX. Roéwnoczesnie wazne  jest
przeprowadzenie dalszych badan wskazujacych wptyw zastosowanych komplekséw na
stezenie MT i aktywnos¢ SOD w kardiomiocytach i komoérkach watroby, ktore sg

najbardziej narazone na toksyczne dzialanie DOX.
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Na podstawie przeprowadzonych badan. do najwazniejszych osiagnieé zaliczam:

% Podsumowanie funkcji MT i oddziatywan z innymi biatkami, przez ktére je petni,
ze szczegblnym uwzglednieniem roli MT jako donora jonéw cynku dla biatek, m.in. dla
metaloenzyméw (w tym dla SOD) oraz jej udziatu w odpowiedzi na stres oksydacyjny.

% Scharakteryzowanie oraz poréwnanie MT kréliczej z ludzkg poprzez
wyznaczenie ich mas zaré6wno metoda elektroforezy kapilarnej jak i spektrometrii
masowej, punktéw izoelektrycznych oraz aktywnosci elektrochemicznej metoda reakcji
Brdicka. Wykazatam obecno$¢ formy MT-2D w kréliczej MT. W ludzkiej MT
zidentyfikowano MT-1A, MT-1G, MT-1G+Cd 1 MT-2A. MT ludzka i krélicza wykazuja
réznice w sygnale w reakcji Brdicka pomimo obecnosci tej samej liczby grup -SH.

% Wykazanie uwalniania DOX z komplekséow z C60 pod wptywem spadku pH, co
daje mozliwos$¢ wykorzystania C60 w transporcie celowanym leku.

% Wykazanie wzrostu cytotoksycznosci komplekséw C60-DOX, w poréwnaniu do
samej DOX, wobec komoérek MCF-7.

s  Wskazanie wplywu C60 na réwnowage pro/antyoksydacyjnga w komorkach
MCF-7 traktowanych DOX poprzez wykazanie zamian w statusie antyoksydantow -
obnizonej aktywnosci enzymatycznej (aktywno$s¢ SOD) 1 spadku stezenia
nieenzymatycznego antyoksydanta (MT) w komérkach MCF-7. Ze wzgledu na dzialanie
przeciwutleniajace C60, moga one potencjalnie tagodzié skutki uboczne DOX wywotane
przez ROS.

« Uzyskane wyniki wskazuja na duzy potencjal w zastosowaniu komplekséw C60-
DOX w chemioterapii nowotwor6w poprzez wykorzystanie mozliwosci uwalniania DOX
z kompleksow z C60 w zaleznos$ci od pH oraz przez role antyoksydacyjng C60, co moze

obnizy¢ toksycznos¢ DOX dla komérek nienowotworowych.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-
BADAWCZYCH

Poza cyklem publikacji, wybranych jako podstawa do ubiegania si¢ o stopien
doktora habilitowanego, méj dotychczasowy dorobek naukowy (zatgcznik 3, czes¢
I1.A, I1.D, III1.B) obejmuje:

X 32 publikacje o tacznej wartosci IF 82,996, na ktére sktada sie 20 publikacji
eksperymentalnych (w tym 3 opublikowane przed uzyskaniem stopnia
doktora) oraz 12 publikacji pogladowych,

R 1 rozdzial w monografii w jezyku angielskim oraz 4 pelnotekstowe referaty
w materiatach zjazdowych,

<> 2 publikacje pelnotekstowe w suplementach czasopism,

<> 47 komunikatéw, na ktore sktada sie 30 komunikatow prezentowanych na
zagranicznych konferencjach i zjazdach naukowych (w tym przed uzyskaniem

stopnia doktora — 3 komunikaty) oraz 17 komunikatéw prezentowanych na

konferencjach i zjazdach krajowych, w tym 4 o zasiegu miedzynarodowym.

Szczegdlowy wykaz opublikowanych prac naukowych z opisem
indywidualnego wkiadu znajduje sie w zataczniku nr 3, natomiast wykaz dorobku
naukowego wraz z analizg bibliometryczng, sporzadzona przez Biblioteke
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, zawarto w zataczniku

nr 4.

K/
*

Sumaryczny impact factor za catoksztatt dorobku naukowego wynosi — wedtug
listy Journal Citation Reports — 97,054 oraz 922 punktéw wediug punktacji
MNiSW, w tym IF = 14,058 oraz pkt MNiSW = 137 stanowi ,,0siagniecie
naukowe”.

<> Analiza publikacji w bazie Web of Science — Science Citation Index-Expanded

wykazata:
- 271 cytowan (226 bez autocytowan)

- Indeks Hirscha 11

23



zalgcznik nr 2

Tematyka pracy badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Moja dziatalno$¢ naukowo-badawcza, prowadzona w ramach studiow
doktoranckich w Zakladzie Biochemii, Wydzialu Chemii Politechniki Wroctawskiej
dotyczyla mechanizmu transportu hormonu juwenilnego (JH), przy udziale biatka
wigzacego hormon juwenilny (JHBP). do tkanek docelowych mola woskowego
(Galleria mellonella). Wyniki przeprowadzonych badan zostaly wyr6znione
stypendium FEBS i zaprezentowane podczas Forum Miodych Naukowcow w
Goteborgu w 2010 roku. Powyzsze zagadnienie stalo si¢ przedmiotem trzech prac
do$wiadczalnych, zamieszczonych na tamach Biochim. Biophys. Acta Biomembr., Acta
Biochim. Pol. oraz Biochim. Biophys. Acta Proteins Proteom [zatacznik 3, publikacje
ILA.1,I1L.A2, I1.A3].
Calkowita punktacja dla prac tworzacych cykl wynosi: IF: 9,124, MNiSW: 72.

Hormon juwenilny (JH) kontroluje rozwdj owadéw, ich metamorfoze
i rozmnazanie. W hemolimfie owadéw ponad 99% JH jest zwiazana z bialkiem wigzacym
hormon juwenilny (JHBP), ktére chroni JH przed degradacja przez niespecyficzne
hydrolazy i sluzy jako nosnik dostarczajacy hormon do tkanek docelowych.
Wykazalismy obecno$¢ JHBP w nabtonku tchawicy i komdrkach ttuszczowych zaréwno
w blonie komoérkowej jak i w cytoplazmie. Wigzanie JHBP do biatek potwierdzono przy
pomocy plazmonowego rezonansu powierzchniowego jak réwniez wykazano, ze w tym
oddziatywaniu bierze udzial zlokalizowana w blonie komoérkowej syntaza ATP.
Stwierdzono, ze w ciele ttuszczowym G. mellonella enzym ten wystepuje zar6wno we
frakcji mitochondrialnej jak i btonach plazmatycznych. W ukladzie modelowym
zawierajacym wolowa syntaze F1ATP 1 JHBP z G. mellonella oddziatywanie miedzy tymi
dwoma biatkami wystepuje ze stata dysocjacji rowng Kd = 0,86+0,08 nM. Wykazalismy
rowniez, ze w hemolimfie G. mellonella, JHBP znajduje si¢ w kompleksie z biatkami
wigzgcymi lipidy o duzej masie czasteczkowej (apolipoforyny, arylforyny
i heksameryny) i to oddzialywanie jest silniejsze w obecnosci JH. JHBP oddziatuje
réwniez z biatkiem o nizszej masie czgsteczkowej (44 kDa), zidentyfikowanym jako
dehydrogenaza izocytrynianu. Wyniki te stanowia pierwsze na $wiecie doniesienie
wykazujace oddzialywanie JHBP oraz kompleksu JH-JHBP z bialkiem blonowym
i biatkami hemolimfy oraz identyfikujace oddziatujacych z JHBP partnerow.

W G. mellonella JHBP jest glikozylowane w jednym (Asn 94) z dwoch
potencjalnych miejsc N-glikozylacji (Asn 4 i Asn 94). W celu zbadania funkeji
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glikozylacji, kazde z tych dwoch miejsc w czasteczee rekombinowanego JHBP (rJHBP)
zbadano przez ukierunkowang mutageneze. Analiza spektrometrii mas wykazalisSmy, ze
rJHBP ulegajace nadmiernej ekspresji w uktadzie Pichia pastoris moze wystgpowac
zarObwno w postaci nieglikozylowanej, jak 1 glikozylowanej w obu miejscach.
Wykazalismy, ze mutacja w pozycji Asn (94) zmniejsza poziom sekrecji biatka, podczas
gdy mutacja w miejscu Asn (4) nie ma wplywu na wydzielanie biatka. Oczyszczone
rJHBP i jego zmutowane formy (N4W i N94A) maja takie same aktywnosci wigzania JH,
podobne do aktywnosci JHBP z hemolimfy. Jednak oba mutanty pozbawione lancucha
weglowodanowego sa bardziej podatne na inaktywacje termiczng. WykazaliSmy, ze
glikozylacja czasteczki JHBP jest wazna ze wzgledu na jej termiczng stabilnos$¢

i sekrecje, chociaz nie jest wymagana dla aktywnosci wiazacej JH.

Glowne kierunki pracy badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Moja dziatalno$¢ naukowo-badawcza, prowadzona po ukonczeniu studiow
doktorskich i podjeciu pracy zawodowej w Katedrze i Zaktadzie Biomedycznych Analiz
Srodowiskowych, Wydziatu Farmaceutycznego z Oddzialem Analityki Medycznej,
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, dotyczylta tematyki ekspozycji zawodowej na
metale ciezkie, narazenia kobiet ciezarnych na ksenobiotyki dymu tytoniowego jak
roOwniez zastosowania nanotechnologii m.in. w znakowaniu biatek i celowanym

transporcie wybranych lekow przeciwnowotworowych.

< Ocena wplywu ekspozycji zawodowej na metale ci¢zKkie oraz palenia papieroséw

na markery stresu oksydacyjnego i stezenie bialek we krwi hutnikow

Powyzsze zagadnienie stalo si¢ przedmiotem czterech prac doswiadczalnych,
zamieszczonych na famach Biol. Trace Elem. Res., Int. J. Environ. Anal. Chem., Int. J.
Environ. Health Res. oraz Przeg. Lek. [zalacznik 3, publikacje I1.A.4, I1.A.6, I1.A.14,
I1.D.2].

Calkowita punktacja dla prac tworzgcych cykl wynosi: IF=4,528; Pkt. MNiSW=66.

Istotnym Zrédtem narazenia na metale cigzkie i czynnikiem powodujacym

powstawanie stresu oksydacyjnego jest praca w hutnictwie oraz palenie papierosow.
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U os6b narazonych zawodowo wystepuje wieksze ryzyko oksydacyjnego uszkodzenia
DNA, biatek i lipidow. W ocenie ekspozycji zawodowej hutnikéw na metale cigzkie,
zaobserwowali$my kilkukrotny wzrost stezenia Cd, Pb i As u palacych i1 niepalacych
hutnikéw w poréwnaniu do grupy kontrolnej palacej i niepalacej. Najwyzsze stezenia Cd,
Pbi As stwierdzono u palacych hutnikéw. Wykazano, ze stgzenie Cd we krwi byto prawie
pieciokrotnie wyzsze w grupie kontrolnej palacej w poréwnaniu z grupg kontrolng
niepalaca i ponad trzykrotnie wyzsze w grupie hutnikéw palacych w poréwnaniu do
niepalacych.

Zbadalismy wplyw narazenia na metale ciezkie na procesy peroksydacji lipidow,
biatek oraz DNA poprzez oznaczenie odpowiednio malonylodialdehydu (MDA)
i zaawansowanych produktéw utleniania bialek (AOPP) w osoczu oraz
8-hydroksydeoksyguanozyny (8-OHdG) w surowicy. Narazenie zawodowe na metale
ciezkie skutkowato wzrostem stezenia MDA we krwi palacych i niepalacych hutnikow
w poréwnaniu do 0s6b z grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano natomiast statystycznie
istotnej réznicy w stezeniu 8-OHdG w surowicy palacych i niepalacych pracownikow
huty miedzi w poréwnaniu do niepalgcych oséb grupy kontrolnej. W grupach hutnikéw
(palacych i niepalgcych) wykazano dwukrotnie wyzsze stezenie AOPP oraz wskaznik
AOPP/albumina w poréwnaniu do grup kontrolnych (palacych i niepalacych). Wykazano
robwniez, ze narazenie zawodowe na metale ciezkie powoduje wiekszy wzrost stezenia
AOPP niz dym tytoniowy. Narazenie zawodowe w hutnictwie skutkuje réwniez
wzrostem stezenia markerdw stresu oksydacyjnego ale moze takze powodowad
zaburzenia w stezeniu gléwnych frakcji bialek w surowicy. Wykazano wigksze stezenie
a2-globulin w surowicy hutnikéw palacych i niepalacych w stosunku do grupy kontrolnej
oraz nizsze stezenie al-globulin u hutnikéw palacych. Ponadto stwierdzono dodatnig
korelacje miedzy stezeniem Cd we krwi a stezeniem frakcji zawierajacych globuliny ol
1 02. Stwierdzono, ze stezenie Cd w moczu koreluje negatywnie z frakcjg al i a2-
globulin. Zbadali$my réwniez wplyw narazenia zawodowego na metale ciezkie, i dym
tytoniowy na aktywnos$¢ paroksonazy i y-glutamylotranspeptydazy, a takze na stezenie
glutationu. ZaobserwowaliSmy zmniejszong aktywno$¢ paraoksonazy 1 wyzszg
aktywnos$¢ y-glutamylotranspeptydazy w surowicy hutnikéw w poréwnaniu z grupami
kontrolnymi. We krwi hutnikdw palacych wykazano ujemng korelacje pomiedzy
aktywnos$cig paraoksonazy i wartoscia BMI, a takze miedzy aktywnoscig paraoksonazy
i paleniem papieroséw.

Podsumowujgc, wykazaliSmy, ze ekspozycja na wysokie stezenia arsenu, kadmu
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i olowiu moze prowadzi¢ do zmian w stgzeniu markeréw stresu oksydacyjnego
i aktywnosci enzyméw. Wykazano, ze dym tytoniowy jest glownym zrodtem Cd we krwi
hutnikéw, natomiast kumulacja Pb i As zalezy przede wszystkim od narazenia
zawodowego. Przeprowadzone badania wykazaly, ze zawodowa ekspozycja na metale
ciezkie oraz palenie papieroséw generuja wolne rodniki, ktére wywierajg dziatanie
toksyczne na lipidy i bialka. Obserwowane anomalie w profilach biatkowych hutnikéw
oraz aktywnosci y-glutamylotranspeptydazy i aktywnosci paraoksonazy w surowicy,
moga by¢ waznymi markerami przy ocenie narazenia na metale ciezkie i we wczesne]

diagnozie wywotanych przez nie chordb.

<> Ocena wplywu narazenia na ksenobiotyki dymu tytoniowego na profil bialkowy

i transport zelaza we krwi kobiet ci¢gzarnych oraz rozwéj plodu

Powyzsze zagadnienie stalo si¢ przedmiotem pigciu prac doswiadczalnych oraz jednej
pracy pogladowej, zamieszczonych na tamach Reprod. Toxicol., Fetal Pediatr. Pathol.,
Environ. Toxicol. Pharmacol., PLoS One [zatacznik 3, publikacje IL.A.4, ILA.7, IL.A.12,
II.A.13, I1.A.15, I1.A.21].

Calkowita punktacja dla prac tworzacych cykl wynosi: IF=13,359; Pkt. MNiSW=152.

Palenie tytoniu jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych uzywek na Swiecie.
Szacuje sie, ze w Polsce okoto 25% kobiet pali, z czego w czasie cigzy kontynuuje palenie
az 12%. Narazenie na dym tytoniowy w czasie ciazy wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
wad plodu, porodu przedwczesnego, niskiej masy urodzeniowej  czy
wewnatrzmacicznego zahamowania wzrostu (IUGR). WykazaliSmy, ze palenie
papieroséw przez kobiety cigzarne powoduje wzrost stezenia Cd we krwi oraz zaburzenie
homeostazy Zn, pierwiastka niezwykle istotnego dla rozwoju ciazy, ktérego stezenie
spada w przebiegu ciazy.

Analizujac wplyw palenia papieros6w na rownowagg pro/antyoksydacyjng u kobiet
ciezarnych, zaobserwowali$my wzrost stezenia markeréw stresu oksydacyjnego: MDA
i 8-OHdG oraz aktywnosci enzymu antyoksydacyjnego Cu/Zn SOD w osoczu kobiet w
ciazy z IUGR, ktérych to warto$ci wzrastaly dodatkowo u kobiet palgcych papierosy.
Zaobserwowalismy natomiast spadek stezenia glutationu i aktywnosci peroksydazy

glutationowej we krwi kobiet z IUGR palacych papierosy. Czterokrotny wzrost stezenia
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MT zaobserwowano w osoczu kobiet w cigzy z IUGR, ktoéry dodatkowo byl nasilony
przez palenie papieroséw, co potwierdza indukujacy wplyw ksenobiotykéow dymu
tytoniowego na status tego antyoksydanta. Zaobserwowane zmiany w stezeniu markeréw
stresu jak rowniez w stezeniu i aktywnosci antyoksydantow wskazuja, ze ekspozycja na
dym tytoniowy zaburza réwnowage pro/antyoksydacyjna u kobiet w ciazy z IUGR.

Narazenie na dym tytoniowy powodujac wzrost stezenia Cd we krwi kobiet w cigzy
moze prowadzi¢ do podwyzszonego ryzyka zaburzen przebiegu cigzy. Cd odktadajac sie
w lozysku wpltywa na metabolizm mikroelementéw, takich jak Zn i Fe, majacych
kluczowe znaczenie dla prawidlowego rozwoju plodu. Uwaza sie¢, ze akumulacja Cd
w tozysku zaburza transport Zn do uktadu krazenia dziecka. WykazaliSmy, ze wymiary
ptodu koreluja negatywnie ze stezeniem Cd u matek narazonych na ten metal cigzki. Cd
wplywa na stezenie oraz budowe bialek surowicy krwi. WykazaliSmy wplyw dymu
tytoniowego na kluczowe frakcje biatkowe u zdrowych kobiet w cigzy. Zaobserwowano
réznice w profilu biatkowym (al-globulin, B-globulin, y-globulin) u kobiet ciezarnych
palacych w poréwnaniu do kobiet ciezarnych niepalgcych. Stezenie al-antytrypsyny
1 a2-makroglobuliny bylo nizsze w grupie niepalacych, niz w grupie palacych
i korelowato negatywnie ze stezeniem Cd. Stosunek Zn/Cd korelowal ujemnie ze
stezeniem a.1-, a2- i B-globulin.

Wykazalismy, ze ekspozycja na dym tytoniowy kobiet w cigzy wpltywa réwniez na
sialacje transferyny (Tf), glikoproteiny odpowiedzialnej za transport zelaza w organizmie
m.in. do lozyska. U kobiet z anemig z niedoboru zelaza czesciej wystepujga porody
przedwczesne 1 nizsza waga urodzeniowa dziecka. Czasteczka Tf sklada sie
z pojedynczego tancucha polipeptydowego oraz dwdch bocznych, rozgatezionych
fancuchow oligosacharydowych, w sklad ktérych wchodzg: N-acetyloglukozamina,
mannoza, galaktoza oraz kwas sialowy. W zaleznos$ci od ilosci przytaczonych reszt
kwasu sialowego mozna wyrdznié¢ dziewieé¢ izoform transferyny (od 0 do 8 reszt kwasu
sialowego). Wskazuje si¢ na wystepowanie we krwi zmiennie usialowanej Tf (sialoTf)
zardwno podczas proceséw fizjologicznych (cigza) jak i patologicznych (np. wzrost
poziomu  niskosialowanej transferyny u  oséb  spozywajacych  alkohol).
W przeprowadzonych przez nas badaniach, réwniez zaobserwowaliSmy zmiany
wsialacji Tf u kobiet cigzarnych. W przebiegu cigzy obserwowaliSmy wzrost
procentowego udziatu stezenia 2-, 5- i 6-sialo Tf i spadku 3- i 4-sialo Tf. Palenie tytoniu
ma wplyw na liczbe reszt kwasow sialowych w Tf i wydaje sie zmieniaé konwersje jej

izoform w przebiegu cigzy, co moze zakldcaé transport zelaza, a w konsekwencji
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wplywa¢ na rozwdj 1 zywienie ptodu. W trzecim trymestrze cigzy zaobserwowano nizsze
stezenie izoformy 4-sialoTf i wyzsze stezenie 5-sialoTf w surowicy kobiet niepalacych
zIUGR w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W dniu porodu stezenie 2-sialoTf bylo
znaczaco nizsze, a stezenie 3-sialo Tf bylo wyzsze w surowicy kobiet niepalgcych.
Stezenie 4-sialo bylo nizsze w surowicy kobiet palacych z IUGR niz w grupie kontrolne;.

Wzrost stezenia Cd we krwi spowodowany paleniem papieroséw, ma wptyw na
gospodarke zelaza wynikajaca m.in. ze zmiany sialacji transferyny. Kobiety
z niedoborem zelaza, ktére palily, rodzity wezesniej niz kobiety niepalace, bez niedoboru
zelaza. Stezenie Cd, ale nie stezenie kotyniny, dodatnio korelowalo ze sialacjg Tf we krwi
kobiet z niedoborem zelaza, ktére palily; stezenie 3-, 4-, 5- i 6-sialoTf korelowalo ujemnie
z plodowymi parametrami biometrycznymi. U kobiet palacych wraz ze wzrostem
narazenia na Cd zmniejszata si¢ rOwniez waga urodzeniowa dziecka. Wykazany zwigzek
miedzy stezeniem Cd a biometrycznymi parametrami ptodu obserwowano tylko w grupie
cigzarnych z niedoborem zelaza, co sugeruje addytywny efekt tych dwéch czynnikow
i wskazuje, ze matki z niedokrwistoscia mogg by¢ bardziej podatne na toksycznosé Cd
1 zaburzony rozwdj ptodu.

Intrygujacy jest rowniez zwigzek pomiedzy statusem zelaza a dtugoscia telomerow,
niekodujgcych fragmentdw na koficach chromosoméw. Zagadnienie to podsumowalismy
w pracy dotyczacej wplywu stresu oksydacyjnego indukowanego zelazem na dlugosé
telomer6w. Indukcja stresu oksydacyjnego moze zachodzi¢ przez zwigkszone stezenie
zelaza w organizmie, prowadzac w konsekwencji do skracania telomeréw. Opisalismy
skracanie chromosoméw w czesciach telomerowych u pacjentéw z pierwotna
hemochromatozg oraz u pacjentéw przyjmujgcych suplementy zawierajace zelazo.
Zwigkszony poziom wysycenia Tf jest rowniez zwigzany z obecnoscig krétszych
telomeréw w chromosomach leukocytow.

Podsumowujgc, palenie tytoniu przez kobiety w cigzy ma negatywny wplyw na
rozwdj plodu i zwigksza ryzyko zaburzen ciazy poprzez zmiane réwnowagi
pro/antyoksydacyjnej i poziomu mikroelementéw. Palenie wptywa na stezenie, strukture
i funkcje biatek, potencjalnie prowadzac do negatywnych skutkéw w przebiegu ciazy.
We krwi kobiet ciezarnych palacych papierosy wykazano zaburzony profil biatkowy (a1-
globulin, B-globulin, y-globulin) w poréwnaniu do kobiet ciezarnych niepalacych.
Zwigkszone stgzenie Cd we krwi palacych wptywa na gospodarke zelaza i zmiane sialacji
Tf. We krwi kobiet palgcych z niedoborem zelaza zaobserwowano pozytywna korelacje

stezenia kadmu z 3-sialoTf, 4-sialoTf, 5-sialoTf i 6-sialoTf oraz negatywna korelacje
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z wymiarem dwuciemieniowym, obwodem gtéwki, obwodem brzuszka oraz dtugoscia
kosci udowej ptodu. Zaobserwowane zmiany sugerujg zwigzek miedzy statusem zelaza,

transportem zelaza do ptodu i zaburzeniami rozwoju ptodu.

< Metody detekcji metalotioneiny oraz wplyw czynnikéw biologicznych,

Srodowiskowych i procesu nowotworzenia na jej stezenie

Powyzsze zagadnienie stalo si¢ przedmiotem publikacji obejmujgcych cztery prace
doswiadczalne oraz pie¢ prac poglagdowych, zamieszczonych na tamach J. Chromatogr-
Sci., J. Trace Elem. Med. Biol., J. Nanopart. Res., Colloid Surf. B - Biointerfaces., Int. J.
Electrochem. Sci., J. Metallomics Nanotechnol., Curr. Drug Targets., J. Pharm. Biomed.
Anal., Pharmacol. Ther. [zatacznik 3, publikacje I1.A.8, I1.A.9, I1.A.10, I1.A.16, II.A.23,
ILA24, [1.A.25, T1.A.29, T1.D.3].

Catkowita punktacja dla prac tworzacych cykl wynosi: IF = 28,304; MNiSW = 240

Ze wzgledu na niskg mase czasteczkowa i unikalng strukture pierwszorzedowa,
opracowanie metod izolacji, separacji i detekcji MT stwarza wiele probleméw, zwlaszcza
w osigganiu zadowalajacej czutosci i swoistosci. W pracy poglagdowej podsumowalismy
liczne badania poswiecone optymalizacji warunkéw detekcji MT metoda elektroforezy
kapilarnej takich jak powierzchnia kapilary, rodzaje elektrolitu, modyfikatoréw lub
rodzaj detektora. Technika, ktéra badalismy rozdziat MT jest zminiaturyzowana forma
elektroforezy kapilarnej - chip-CE. WykazaliSmy jej zastosowanie réwniez w analizie
komplekséw MT z kropkami kwantowymi (QDs). QDs sa to fluorescencyjne nanoczastki
(NPs) o unikalnych wiasciwosciach optycznych, ktére pozwalajg na ich wykorzystanie
jako sond w obrazowaniu chemicznym, biologicznym, immunologicznym
i molekularnym. QDs zwigzane z docelowymi ligandami, takimi jak peptydy lub mate
czasteczki, mogg by¢ stosowane jako selektywne i czule biomarkery w obrazowaniu
molekularnym. Analizujgc oddziatywanie ludzkiej MT z czterema rodzajami CdTe QDs
(niebieskie, zielone, z6lte i czerwone QDs) wykazali$my, ze technika chip-CE umozliwia
obserwacje powstatych kompleksow. Zaobserwowalismy réwniez, ze zmiany w zakresie
okoto 6-7 kDa, wartosci odpowiadajgce monomerowi MT, zalezg od hydrodynamicznych
srednic QDs, MT silniej oddziatuje z mniejszymi QDs (niebieska CdTe QD), a stabiej

z wigkszymi QDs (czerwona CdTe QD). Wykazaliémy réwniez, ze niekadmowana MT
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oddziatuje silniej z QDs niz MT wysycona Cd. Zgodnie z naszg wiedza, technika chip-
CE zostata po raz pierwszy zastosowana w badaniu oddziatywan CdTe QDs z MT.
Stabilnos¢ utworzonych komplekséw ludzkiej MT i CdTe QDs oceniali$my przy uzyciu
intensywnosci fluorescencji oraz woltamperometrii réznicowej. Wykazalismy, ze
wielkos¢ QDs ma wplyw na ich interakcje z ludzkg MT, a takze na stabilno$¢ tych
kompleksow.

MT wigze jony cynku, ktérych gléwne znaczenie w organizmie oparte jest na ich
strukturalnej roli w wielu biatkach, w tym czynnikach transkrypcji, enzymach
antyoksydacyjnych i MTs. Ze wzgledu na rolg Zn w wielu kluczowych procesach
fizjologicznych jego homeostaza jest scisle kontrolowana. Mechanizmy kontrolujace
opieraja si¢ gléwnie na transporterach jonéw cynku i bialkach o niskiej masie
czasteczkowej - MTs. OmoéwilisSmy funkcje Zn w bialkach ze szczegélnym
uwzglednieniem stresu oksydacyjnego. Podsumowalismy réwniez testy stosowane do
wykrywania Zn w ztozonych matrycach biologicznych.

Stezenie MT jest regulowane przez wiele czynnikow, przede wszystkim przez jony
metali m.in. cynku i kadmu, cytokiny, glukokortykoidy i wolne rodniki. Czynniki te
zalezg od czynnik6w biologicznych takich jak ple¢, cigza i wiek, a takze od czynnikéw
srodowiskowych, w tym stosowania doustnych $rodkéw antykoncepcyjnych i palenia
papierosow. WykazaliSmy wplyw tych czynnikéw na stezenie MT w lizacie
erytrocytarnym i w osoczu. Wyzsze stezenie MT zaréwno w lizacie erytrocytarnym, jak
1 w osoczu wystepowalo u kobiet w poréwnaniu z mezczyznami. Ponadto wskazalismy,
ze cigza powoduje wzrost stezenia MT w osoczu, podczas gdy doustne srodki
antykoncepcyjne powoduja wzrost stezenia MT w lizacie erytrocytarnym. Réwniez
palenie papieroséw powodowalo wzrost stgzenia tego biatka w osoczu. U kobiet w ciazy,
kobiet przyjmujgcych doustne srodki antykoncepcyjne i kobiet palacych
obserwowali$my nizsze stezenia GSH w poréwnaniu z grupa kontrolna, co wskazuje na
wystgpowanie stresu oksydacyjnego. Stezenie GSSG u kobiet palacych byto wyzsze niz
w grupie kontrolnej, wskazujagc na utlenianie glutationu. U kobiet w cigzy oraz
przyjmujgcych doustne $rodki antykoncepcyjne zaobserwowano obnizone stezenie
GSSG, co wskazuje, ze inne procesy obok utleniania wptywajg na stan glutationu.

Podsumowalismy réwniez metody analizy MT réwniez na poziomie jej ekspresji
w chorobach nowotworowych oraz strategii, w jaki sposéb mozna wykorzystaé te wiedze
w terapii przeciwnowotworowej. Zmiany w ekspresji MT sg zwigzane z procesem

kancerogenezy réznych typéw nowotworéw zlodliwych u ludzi lub z bardziej
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agresywnym fenotypem i opornoscia terapeutyczna. Informacja o wzorze ekspresji MT
moze by¢ pomocna w analizie odpornosci na leki i zastosowaniu prawidlowe;j
chemioterapii. Mikromacierze dajg mozliwos¢ analizy ekspresji izoform MT, nie tylko
w nowotworach, ale takze w innych chorobach, zwlaszcza cukrzycy, otytosci, chorobach
ukladu krazenia, starzeniu sig, osteoporozie, zaburzeniach psychiatrycznych oraz
efektach dziatania toksycznego lekow.

Zastosowanie MT jako nowego s$rodka terapeutycznego przeciwko stresowi
oksydacyjnemu i w kardioprotekcji analizowane jest pod katem jej zdolnosci do
zwigkszania chemoopornosci wobec niektorych rodzajow powszechnie stosowanych
cytostatykow. Podsumowalismy wigc podstawowe typy wolnych rodnikéw tworzonych
przez antracykliny i gtéwne procesy ich usuwania. Gtéwna uwage skupili$my na roli MT
w detoksyfikacji metali i lekéw. Gloéwnym mechanizmem dziatania antybiotykow
antracyklinowych, poza interkalacja w strukture DNA/RNA, hamowaniem
topoizomerazy DNA i usuwaniem histonu z chromatyny, jest powstawanie réznych form
wolnych rodnikéw, co prowadzi do nieodwracalnego uszkodzenia komoérek rakowych.
Najpowazniejszym niekorzystnym dzialaniem antracyklin jest kardiomiopatia
prowadzgca do zastoinowej niewydolnosci serca, wywolanej przez te same mechanizmy,
podczas gdy MT moze chroni¢ przed stresem oksydacyjnym wywolanym przez

antracykliny.

< Wplyw ksenobiotykéw, w tym lekéw, na aktywnos$é dysmutazy
ponadtlenkowej i funkcje receptoréw sprzezonych z bialkiem G oraz analiza

czystoSci i wlasciwosci pro/antyoksydacyjne lekéw

Powyzsze zagadnienie stalo si¢ przedmiotem publikacji obejmujgcych jedng prace
doswiadczalng oraz trzy prace pogladowe, zamieszczonych na famach Environ. Toxicol.
Pharmacol., Toxicol. in Vitro oraz Acta Pol. Pharm [zatacznik 3, publikacje II.A.11,
II.A.19, I1.A.20, II.A.27].

Catkowita punktacja dla prac tworzgcych cykl wynosi: IF = 7,544; Pkt. MNiSW = 85

Wiele srodowiskowych ksenobiotykéw hamuje aktywno$¢ Cu/Zn SOD.
Podsumowalismy dziatanie inhibitoréw Cu/Zn SOD, ktére mozna znalezé nie tylko
w przemystowych Sciekach, papierosach i srodkach chemicznych, ale réwniez, ktére

uzywane sa jako leki, substraty do produkeji lekéw lub s3 produktem biotransformacji
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lekow. Wplyw tych zwigzkéw na Cu/Zn SOD prowadzi do jej inhibicji z powodu:
chelatowania jonéw miedzi, rozwijania struktury enzymu, wplywajac na reszty
aminokwasowe niezbgdne do utrzymania jej aktywnosci.

Leki mogg wptywa¢ nie tylko na aktywnos¢ enzyméw (np. SOD) ale réwniez mieé
wplyw na transmisje sygnatow przez receptory. Blisko jedna trzecia lekéw obecnych na
rynku farmaceutycznym wplywa na funkcje receptoréw sprzezonych z biatkiem G
(GPCRs). Podsumowalismy wplyw zmian w transmisji sygnatu przez GPCRs, ktére sa
punktem lgczacym szlaki wielu lekéw, na powstawanie choréb i terapie lekami.
Wystgpujace w nich mutacje wiaza sie z szerokim spektrum choréb o rdznej etiologii.
Wiele mutacyjnych zmian w genach kodujacych GPCRs moze zmienié terapie lekowa
Juz istniejgcych choréb: niewydolnosé serca (receptory adrenergiczne), astme (receptory
cysteinylo-leukotrienowe). Badania dotyczace —struktury i funkcji  genetycznie
zmodyfikowanych GPCRs pozwalajg poznaé réznorodne mechanizmy jego dzialania, co
z kolei moze przyczyni¢ si¢ do poszerzenia wiedzy na temat etiologii i farmakoterapii
wielu obecnie nieuleczalnych choréb. Aktywnos$é stosowanych lekéw moze si¢ zmieniac
w zaleznosci od obecnosci zanieczyszezen obecnych w preparacie. Podsumowalismy
rowniez zastosowanie technik elektroforezy kapilarnej w badaniu czystosci lekéw
przeciwnowotworowych. Potencjalne zanieczyszczenia moga mie¢ wysokg toksycznosé
1 nie wywotywaé pozadanego efektu terapeutycznego. Wykazalismy, ze doniesienia
dotyczace separacji lekow, takich jak cisplatyna, karboplatyna, lobaplatyna, metotreksat,
tamoksyfen, paklitaksel od ich pochodnych, ktére sa ich potencjalnymi
zanieczyszczeniami, pokazuja, ze elektroforeza kapilarna zapewnia odpowiednie
narzedzia do analizy zanieczyszczen tych lekow przeciwnowotworowych.

Zbadalismy réwniez wplyw lekéw heterocyklicznych z pojedyncza grupg tiolowa
(tiamazol,  merkaptopuryng) i  ditiolowych  lekéw alifatycznych  (kwas
dimerkaptobursztynowy, ditiotreitol) w warunkach stresu oksydacyjnego indukowanego
wodoronadtlenkiem tert-butylu na hemoglobine. Wyniki badan scalajg informacje
W zakresie zréznicowania mechanizméw reakcji lekéw tiolowych w zaleznosci od
struktury chemicznej: alifatycznej lub cyklicznej jak réwniez liczby i pozycji
podstawnika —SH w czasteczce. Wykazali$my, Zze mesna, tiopronin i kaptopryl, podczas
stresu  oksydacyjnego, moga zapobiegaé toksycznym modyfikacjom hemoglobiny
w przeciwienstwie do wykazanych zdolnosci prooksydacyjnych N-acetylocysteiny,
N-acetylopenicylaminy i penicylaminy. Podczas utleniania hemoglobiny leki

z podstawnikiem tiolowym na drodze wielokierunkowych interakcji w procesach
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wolnorodnikowych moga wplywa¢ modyfikujaco na forme i ilo§é powstajacych
oksydatywnych produktéw. Takie dzialanie w zastosowanym ukladzie modelowym
nalezy uzna¢ za efekt toksyczny. Uzyskane przez nas dane eksperymentalne moga
postuzy¢ do oceny efektow prooksydacjnych réznych lekow tiolowych stosowanych

w leczeniu wielu choréb przebiegajacych w warunkach stresu oksydacyjnego.

<> Zastosowanie nanotechnologii w analizie bialek oraz nanoczasteczek

W transporcie lekéw przeciwnowotworowych

Powyzsze zagadnienie stalo si¢ przedmiotem publikacji obejmujacych dwie prace
doswiadczalne, trzy prace pogladowe, dwie prace do$wiadczalne w suplementach
czasopism oraz cztery prace doswiadczalne w petnotekstowych materiatach zjazdowych
zamieszczonych na tamach: Int. J. Mol. Sci, Nanomaterials, Nanomedicine (Lond.), Int.
J. Nanomed., Klin. Onkol. suppl., NANOCON [zatacznik 3, publikacje II.A.17, I1.A.18,
IL.A.22,11.A.26,11.A.28, 11.D.4, I1.D.5, IL.D.6, I1.D.7, IL.D.8, I.D.9].

Calkowita punktacja dla prac tworzacych cykl wynosi: IF = 20,137 ; Pkt. MNiSW =170
oraz Pkt. MNiSW = 25 w suplementach i materialach zjazdowych

We wspoélczesnie opracowywanych systemach mikromacierzy faczy sie wiele
technik opartych na nanotechnologii. Podsumowali$my wykorzystanie mikromacierzy
biatkowych, jako waznego narzedzia badawczego do wykrywania i analizy bialek,
oddzialywan biatko-biatko i wielu innych zastosowan. Wykorzystanie nanomateriatow
1 opartych na nanotechnologii technik unieruchomienia pozwala rozszerzy¢ powierzchnie
dla immobilizacji bioczasteczek, co skutkuje lepszymi wiasciwosciami wigzania
substratu, zmniejszonym sygnalem tla i ulepszonymi uktadami reporterowymi
zwigkszajagcymi  czuto$¢ testow. PodsumowaliSmy zastosowanie nanoczastek
w konstruowaniu mikromacierzy biatkowych, immobilizacji i detekcji bialek. Rozwoj
nanotechnologii daje nowe mozliwosci w dziedzinie zastosowan nanomedycznych, od
metod diagnostycznych po ukierunkowane nanotransportery. OpisaliSmy rowniez
mozliwosci zastosowania nanotechnologii w procesie skuteczniejszego sposobu
podawania selenu. Podsumowalismy wiedze na temat nanoczastek selenu, ich
biologicznych skutkéw w organizmie, mechanizméw absorpcji i nanotechnologicznych

zastosowan do podawania doustnego. Tradycyjne suplementy selenu na 0g6t majg niski
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stopien wchtaniania i zwigkszona toksycznos¢. Opracowanie innowacyjnego systemu
transportu zwigzkéw selenu, pomogloby zwiekszyé biodostepnosé tego pierwiastka
1 umozliwitoby jego kontrolowane uwalnianie w organizmie. Selen w nanoskali wzbudzit
duze zainteresowanie jako dodatek do zywnosci, szczegdlnie dla 0séb z niedoborem
selenu, ale takze jako $rodek terapeutyczny bez znaczacych efektow ubocznych.

Terapia celowana w chorobach onkologicznych stanowi duze wyzwanie dla
zaawansowanej — nanomedycyny.  ZaprojektowaliSmy i  zbadaliémy  kilka
nanotransporterow, w tym oparte na chitozanie umozliwiajacym tworzenie
nanoczgsteczek (NPs). Te NPs moga wiaza¢ jony metali, gtéwnie cynku stabilizujgcego
strukturg chitozanu. Komérki nowotworéw zlosliwych czesto silnie ekspresjonujg MT,
dlatego poprzez zwigkszone powinowactwo MT do jonéw cynku, nanotransporter zostat
ukierunkowany na tkanke¢ nowotworowg z wysokim stgzeniem MT. Zmiany
w metabolizmie aminokwasoéw raka prostaty objawiajg sie miedzy innymi wzrostem
ilosci sarkozyny. Dlatego tez zmodyfikowalismy dodatkowo chitozan przez przytaczenie
przeciwcial przeciw sarkozynie (AntiSar). Otrzymane NPs testowano pod wzgledem
toksycznosci i nie zaobserwowano znaczacego hamowania wzrostu w zadnym
z analizowanych system6éw modelowych (Saccharomyces cerevisiae, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli). Aktywnos¢ hemolityczna przygotowanych NPs byta podobna
do aktywnosci kontrolne;j.

Nanoczasteczki chitozanu zastosowali$my réwniez jako nosniki leku w celu
ukierunkowanego dostarczania DOX. Przygotowane nanonosniki byly, jak powyzej,
stabilizowane i funkcjonalizowane przez jony cynku wbudowane w szkielet
nanoczasteczki chitozanu. Wykorzystalismy réwniez wysoka ekspresje sarkozyny
w komoérkach raka prostaty i kierowanie nanoczastek odbywalo sie poprzez AntiSar
obecne na powierzchni nanostruktur. PotwierdziliSmy zdolno$¢ tych nanoczastek
z AntiSar, zwigzanych z DOX, do wigzania sic z czgsteczkg sarkozyny. Otrzymane
kompleksy sg perspektywicznym narzedziem w ukierunkowanej terapii lekowej
z uzyciem specyficznego oddziatywania z sarkozyna w nowotworach prostaty.

W celu zastosowania CdTe QDs, zwigzanych z AntiSar w ukierunkowanej terapii
raka prostaty z wykorzystaniem efektu fotodynamicznego, przeprowadzilismy badanie
interakcji CdTe QDs z albuming surowicy bydlecej iz AntiSar. Zaobserwowalismy
spadek intensywnosci znormalizowanego sygnatu fluorescencyjnego w obecnosci BSA

lub AntiSar o 70-90%. Wielkosé poszezegolnych QDs wplywata na intensywnosé
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oddzialywan z bioczasteczka. Nanokonstrukty powinny zatem by¢ ukierunkowane
zgodnie z tymi danymi eksperymentalnymi do ich zamierzonego zastosowania.

DOX - czgsto stosowana w leczeniu, nie tylko nowotworéw prostaty, ale przede
wszystkim nowotwordéw piersi - pomimo swojej skutecznosci terapeutycznej, wykazuje
wysoka kardiotoksycznos¢. Szacuje sie, ze okoto 5-10% rakéw sutka jest
uwarunkowanych genetycznie mutacja w genie BRCA2, dlatego tez opracowalismy
nanotransporter o oczekiwanym dzialaniu cytostatycznym bez znaczacych efektéw
toksycznych. Kompleksy C60-DOX zmodyfikowano oligodeoksynukleotydem (ODNT1)
reprezentujgcym specyficzng sekwencje do zwigzania kompleksu do mutacji punktowej
w genie BRCA2. W celu udowodnienia interakcji zaprojektowano magnetyczng
nanoczasteczke zlota modyfikowang sekwencja komplementarng do testowego
nanotransportera. Oddzialywanie kompleksu C60-DOX-ODN1 z komplementarng
czasteczka (ODN2-Fe>03-AuNP) zostato nastepnie potwierdzone kilkoma niezaleznymi
technikami. WykazaliSmy, ze zaproponowane kompleksy sa funkcjonalne w wiazaniu
z sekwencja docelowa.

WykazaliSmy réwniez nowe interesujace mozliwosci syntezy nanoczastek zlota
(AuNPs) i srebra (AgNPs) w zaleznosci od zastosowanej temperatury czy ekstraktow
roslinnych. Stosujac rézne temperatury syntezy (20, 40, 60, 80 i 100°C) otrzymalismy
AuNPs o r6znej wielkosci i potencjale (wielko$é od 17 do 37 nm, potencjat zeta od -32
do -44 mV). AuNPs wykazywaly znaczaca aktywnos¢ podobng do aktywnosci
peroksydazy, ktéra monitorowano w obecnosci tetrametylobenzydyny i nadtlenku
wodoru. Proponowany system zastosowano w immunodetekcji ludzkiej IgG, w ktorej
przeciwciata anty-IgG zmodyfikowano za pomoca AuNPs. Otrzymalismy réwniez pieé
typow NPs srebra (AgNPs) z wykorzystaniem syntezy nieorganicznej i pie¢ typéw
AgNPs z wykorzystaniem zielonej syntezy (ekstraktow roslinnych). AgNPs wytworzone
w drodze fitosyntezy rozrézniano zgodnie z ekstraktem roslinnym wchodzacym
wreakcje syntezy. Do fitosyntezy wykorzystano ekstrakty Camellia sinensis (zielona
herbata), Tagetes erecta (nagietek), Hypericum perforatum (ziele dziurawca
zwyczajnego) i Allium cepa (cebula). AgNPs otrzymane w drodze fitosyntezy miaty
wyzszg zdolno$¢ do zmiatania wolnych rodnikéw. AgNPs zsyntetyzowane przy uzyciu
zielonej herbaty wykazywaly najwyzsza aktywnosé przeciwbakteryjng wobec S. aureus
1 E. coli.

Nanoczastki mogg byé stosowane w terapii i leczeniu w takich dziedzinach jak

obrazowanie medyczne czy szybkie testy diagnostyczne. Nanotechnologia jest réwniez
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przysztoscig w transporcie celowanym lekow. WykazalisSmy mozliwosci zastosowania
nanotransporterow w celowanym dostarczaniu lekéw poprzez rozpoznanie przez
przeciwciata czy przez komplementarna do zmutowanej formy genu BRCA2 sekwencje.
Zaprojektowalimy i sprawdzilismy funkcjonalno$é¢ kilku nanotransporteréw w tym
oparte na chitozanie. Pokazaliémy zastosowanie QDs w znakowaniu biatek oraz nowe

mozliwosci syntezy AuNPs i AgNPs z aktywnosciami m.in przeciwbakteryjnymi.
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