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IV. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO WYNIKAJACEGO Z ART. 16
UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH 1
TYTULE NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACHI TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI
(DZ.U. 2016 poz. 882 ze zm.w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

Tytul osiagnigcia naukowego:

Osiagnigciem, stanowiacym podstawe do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora
habilitowanego, jest cykl siedmiu oryginalnych prac eksperymentalnych, ujetych pod
wspolnym tytutem:

»,Biochemiczne aspekty cytotoksycznosci nanoczastek srebra i zlota”

Stowa kluczowe: nanoczastki, cytotoksycznos¢, srebro

Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego:

Al. Barbasz A., O¢wieja M., Barbasz J.(2015) Cytotoxic activity of highly purified silver
nanoparticles sol against cells of human immune system. Applied Biochemistry and
Biotechnology 176(3); 817-834 (IF3915=1,606, punkty MNiSW=20pkt, liczba cytowan ws:
15). DOI: 10.1007/s12010-015-1613-3 autor korespondencyjny

Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegal na:

zaplanowaniu doswiadczen biologicznych

hodowli i r6znicowaniu dwoch linii komorek ludzkich

opracowaniu procedur i protokotéw oznaczanie zywotno$ci komorek
przeprowadzniu doswiadczen

analizie danych i interpretacji wynikoéw

napisaniu manuskrytptu

roli autora korespondujacego

YVVVVVYYY

Mo6j udzial procentowy szacuje¢ na 75%

A2. Barbasz, A..O¢wieja, M., Walas, S. (2017). Toxicological effects of three types of
silver nanoparticles and their salt precursors acting on human U-937 and HL-60
cells. Toxicology Mechanisms and Methods, 27(1), 58-71.(IF2016=1,595, punkty MNiSW
=15pkt, liczba cytowan wes: 1) DOI: 10.1080/15376516.2016.1251520  autor

korespondencyjny

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

» zaplanowaniu i przeprowadzniu doswiadczen biologicznych

» hodowli 1 r6znicowaniu dwoch linii komoérek ludzkich

» przeprowadzeniu doswiadczen obrazujacych oddziatywanie nanoczastek srebra
z wybranym biatkiem



wyznaczeniu medialnych dawek $miertelnych
analizie danych i interpretacji wynikow
napisaniu manuskrytptu

roli autora korespondujacego

YV VY

Mo6j udzial procentowy szacujg na 70%

A3. Barbasz, A.,O¢wieja, M., Roman, M. (2017).Toxicity of silver nanoparticles towards
tumoral human cell lines U-937 and HL-60. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 156
(1):  397-404 (IF;016 =3.887, punkty MNiSW =35pkt, liczba cytowan woes: 1) DOI:
10.1016/j.colsurtb.2017.05.027

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

zaplanowaniu i przeprowadzniu doswiadczen biologicznych

hodowli dwoch linii komorek ludzkich

opracowaniu procedur 1 protokotow pod kontem badan intergralnosci blony
komorkowej, obrony antyoksydacyjnej komorek

analizie danych i interpretacji wynikow

przygotowaniu ostatecznej wersji manuskrytptu

VV VVYYVY

Mo¢j udziat procentowy szacujg na 50%

A4.0¢wieja M.,Barbasz A.,Walsa S., Roman M., Paluszkiewicz C. (2017) Physicochemical
properties and cytotoxicity of cysteine-functionalized silver nanoparticles. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces. 160 (1); 429-437. (IF516 =3.887, punkty MNiSW =35pkt, liczba
cytowan wos: 0) DOI: 10.1016/j.colsurfb.2017.09.042

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

» zaplanowaniu i przeprowadzniu doswiadczen biologicznych
» hodowli dwoch linii komoérek ludzkich
» analizie danych i interpretacji wynikéw doswiadczen biologicznych

Mo6j udzial procentowy szacuj¢ na 30%

AS. Barbasz A., O¢wieja M. (2016) Gold nanoparticles and ions — friends or foes? As
they are seen by human cells U-937 and HL-60. Journal of Experimental Nanoscience
11(7), 564-58 (1F2016=0,863, punkty MNiSW=20pkt, liczba cytowan wos: 3).
DOI:10.1080/17458080.2015.1096024 autor korespondencyjny

Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegal na:



zaplanowaniu doswiadczen biologicznych

hodowli i r6znicowaniu dwoch linii komorek ludzkich
przeprowadzniu do$wiadczen

analizie danych 1 interpretacji wynikow

napisaniu manuskrytptu

roli autora korespondujacego

YVVVVYVYY

Mo6j udzial procentowy szacuj¢ na 70%

A6. Barbasz A., Kreczmer B., O¢wieja M (2016) Effects of exposure of callus cells of two
wheat varieties to silver nanoparticles and silver salt (AgNO3). Acta Physiologiae
Plantarum 38(76) (IFy016= 1,354, punkty MNiSW = 25 liczba cytowan wes: 10) DOL:
10.1007/s11738-016-2092-z autor korespondencyjny

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

zaplanowaniu doswiadczen biologicznych

przeprowadzniu do$§wiadczen

opracowaniu procedur i protokoléw pod kontem badan wptwyu nanoczastek srebra na
komorki kaluséw

analizie danych 1 interpretacji wynikow

zgromadzeniu i przegladzie fachowej literatury oraz przygotowaniu manuskryptu

roli autora korespondujacego

YVV VYYVYV

Mo6j udzial procentowy szacuj¢ na 60%

A7. Barbasz A., Kreczmer B., O¢wieja M. (2018) How the surface properties affect the
nanocytotoxicity of silver? Study of the influence of three types of nanosilver on two
wheat varieties. Acta Physiologiae Plantarum (2018) 40(31) (IF2016 = 1.364, punkty MNiSW
= 25 liczba cytowan wes: 0) DOI :10.1007/s11738-018-2613-z. autor korespondencyjny

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

zaplanowaniu do$wiadczen biologicznych
przeprowadzniu do$§wiadczen

analizie danych i interpretacji wynikow
napisaniu manuskrytu

roli autora korespondujacego

YVVYVYYV

Mo6j udzial procentowy szacuj¢ na 75%



Lacznie dla ww. cyklu publikacji:

Sumaryczna ilo$¢ punktow MNiSW
Punkty MNiSW przypisano na podstawie

ujednolicony wykaz czasopism naukowych za 175
lata 2013-2016 z dnia 26.01.2017.
Impact Factor (IF)
Impact Factor (IF) - zgodnie z rokiem
opublikowania (w przypadku publikacji z 2017 i 14,556
2018 podano IF56)
Liczba cytowan wedlug baz: Web of Science 30
Scopus 29
Google Scholar 34

Oswiadczenia wspdtautorow prac, szczegdtowo okreslajace ich indywidualny wktad w

powstanie tych prac zamieszczone sa w Zalaczniku nr 4.



Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagni¢tych wynikow wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

W ostatnich kilkudziesigciu latach nanoczastki metali znalazly szereg zastosowan
w wielu galgziach nauki i przemystu. Mianem nanoczastek definiuje si¢ obiekty, ktorych
jeden wymiar przestrzenny miesci si¢ w zakresie od 1 do 100nm (Kelsall i wsp., 2008).
Nanoczastki srebra (AgNPs), z racji dzialania antybakteryjnego, przeciwwirusowego
1 przeciwgrzybicznego sa wykorzystywane jako substancje ochronne. Unikalna fizykochemia
powierzchni AgNPs pozwala na modulowanie ich ksztattu, rozmiaru a przede wszystkim
aktywnos$ci biologicznej na etapie syntezy. Naukowcy opracowali wiele metod syntezy
nanoczastek srebra opartych zarowno o procesy dyspersyjne jak i1 kondensacyjne. Wedlug
innej klasyfikacji metody syntezy nanoczastek srebra dzieli si¢ na procesy fizyczne,
chemiczne oraz biologiczne. Do metod fizycznych zalicza si¢ min. ablacja laserowa, metody
sonochemiczne czy fotochemiczne (Mafuné 1 wsp., 2000). Metody biologiczne polegaja na
syntezie nanoczastek srebra z wykorzystaniem metabolizmu mikroorganizméow lub roslin
wyzszych (Mandal 1 wsp., 2006; Huang i wsp., 2007). Za najbardziej wydajne
1 tatwe uznaje si¢ metodg chemiczna. NajczgSciej stosowang jest synteza metoda redukcji
chemicznej jondw srebra z soli srebra (np. AgNO3) z uzyciem czynnika redukujacego. W celu
zwigkszenia stabilno$ci nanoczastek, proces czgsto prowadzi si¢ W obecnosci
wysokoczasteczkowych stabilizatorow organicznych (np. poliwinylopirolidonu, chitozanu),
lub srodkow powierzchniowo czynnych (jak np. dodecylosulfonianu sodu), ktéry ma chroni¢
nanoczastki srebra przed agregacja (Song i1 Kim., 2009). Synteza na drodze redukcji
chemicznej przebiega w trzech etapach. W pierwszym etapie w wyniku redukcji soli srebra
powstaja wolne atomy srebra. Nastgpnie atomy srebra w procesie nukleacji, zderzaja sig ze
soba 1 tworza stabilne jadra (o $rednicy ok. 1-2 nm). W drugim etapie obserwuje si¢ wzrost
nanoczastek, wynikajacy z dalszej redukcji jondw srebra na powierzchni powstatych jader,
z dyfuzji atomoéw lub z ich agregacji. W ostatnim etapie dodaje si¢ $rodki stabilizujace
powstate nanoczastki (Nath 1 Chilkoti, 2004; Goia i Matijevi¢, 1998).

Wedtug wielu teorii biobojcze wlasciwosci AgNPs sa $ci§le zwiazane z uwalnianiem
z ich powierzchni srebra jonowego na skutek procesow utleniajacego roztwarzania (Kittler

1 wsp.; 2010). Z drugiej za$ strony wiadomo, ze aktywno$¢ nanoczastek srebra bezposrednio
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badz posrednio modyfikuja rowniez molekuty stabilizatorow zaadsorbowane na ich
powierzchni, ktore w zalezno$ci od struktury i wiasciwosci moga maskowaé lub wzmacniac
aktywnos$¢ biologiczna nanoczastek nawet w poréwnaniu do srebra jonowego o tym samym
stezeniu (Jiang 1 wsp.; 2009, Kujda i wsp.; 2015; Mulvaney i1 wsp.; 1991; O¢wieja 1 wsp.;
2014; Silva 1 wsp., 2014). Nie wyjasnione pozostaja wciaz przemiany jakim ulegaja
nanoczastki w warunkach fizjologicznych.

Nastegpstwem tak szerokich zastosowan AgNPs staly si¢ badania ich wpltywu na
organizmy zywe 1 §rodowisko naturalne. Nanocytotoksykologia stara si¢ zgl¢bi¢ zagadnienia
zwiazane z wptywem nanoczastek na komoérki organizméw zywych. Do tej pory wykazano
toksyczne dzialanie AgNPs wzgledem licznych szczepdw bakterii, a takze grzybow, wirusow
oraz glonow (Marambio-Jones i Hoek 2010). W przypadku bakterii zaproponowano
nastgpujace mechanizmy dziatania AgNPs: 1) poczatkowy wychwyt jondéw srebra,
uwolnionych z powierzchni nanoczastek, ktory powoduje przerwanie produkcji ATP
1 wstrzymanie replikacji DNA, 2) generowanie reaktywnych form tlenu przez wspolne
dziatanie nanoczastek i1 jonow srebra, 3) uszkodzenie bton komoérkowych. Oddziatywanie
AgNPs z powierzchnia bakterii powoduje uszkodzenie komorek i przenikanie AgNPs do
wnetrza komorki. Otwory w btonach komérkowych obserwowano w przypadku komorek
E. coli po kontakcie z AgNPs (Choi 1 Hu, 2008, Raffi i wsp., 2008; Sondi i Salopek-Sondi
2004). Dziatanie przeciwbakteryjne zalezy od budowy $ciany komdrkowej bakterii. Bakterie
gram-dodatnie, o grubszej warstwie peptydoglikanu w $cianie komorkowej, sa mniej
wrazliwe na cytotoksyczne dziatanie nanoczastek srebra, niz bakterie gram-ujemne (Kim
1 wsp., 2007; Shivastava 1 wsp., 2007).

W  przypadku badan prowadzonych na mysich makrofagach (RAW 264,7),
stwierdzono, iz wraz ze wzrostem st¢zania i wydtuzeniem czasu inkubacji, zywotnos$¢ spada,
a sfagocytowane nanoczastki blokuja cykl komorkowy oraz indukuja stan zapalny poprzez
wzmozenie produkcji reaktywnych form tlenu i sekrecj¢ TNF-a. Proces ten nazwano
,mechanizmem konia trojanskiego” (Park i wsp., 2010; Ortowski i wsp. 2012).

Obecne w srodowisku AgNPs moga wnika¢ do organizmu ludzkiego przez inhalacje,
iniekcje, wraz z pokarmem lub przez skore (Wijnhoven i wsp. 2009). Prowadzone dotychczas
badania wskazuja na toksyczne dziatanie AgNPs, cho¢ doktadny mechanizm ich dzialania nie
zostal w pelni poznany i opisany (Bondarenko i wsp., 2013; Schrurs i Lison, 2012). Po
wniknigciu do organizmu AgNPs w poczatkowym etapie podlegaja ,,rozpoznaniu” przez
komorki ludzkiego uktadu immunologicznego, a nastgpnie sa translokowane wraz z krwia

1 ewentualnie moga ulega¢ akumulacji w gtownych organach, szczegdlnie w nerkach,
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watrobie, $ledzionie lub mozgu co wykazano na modelu szczurzym (Tang 1 wsp. 2009).
Wykazano, iz nanoczastki mniejsze niz 30 nm moga wnika¢ do wngtrza komoérek w drodze
endocytozy, a mniejsze niz 12 nm moga przenika¢ barier¢ krew-moézg (Oberdorster 1 wsp.,
2004; Sonavane 1 wsp., 2008; Conner 1 Schmid, 2003). W ukfadzie krwiono$nym
powierzchnia nanoczastek jest modyfikowana na skutek adsorpcji albumin, ktére stanowia
blisko 60% wszystkich bialek osocza. Albuminy osocza odpowiadaja za transport
egzogennych substancji takich jak kwasy tluszczowe, hem, bilirubina, leki czy jony metali
(Hu i wsp., 2009; Tian i wsp., 2005). Albumina wykazuje duze powinowactwo do
nieorganicznych nanoczastek i jest stosowana do ich ochrony przed agregacja (Brewer i wsp.,
2005; Zhang i wsp., 2005).

Wielu badaczy wykazalo cytotoksyczny wptyw AgNPs na ludzkie komorki (Arora
1 wsp., 2008; AshaRani i wsp., 2009; Braydich-Stolle i wsp., 2005; Hussain i wsp., 2005;
Hsin i wsp., 2008; Park i wsp., 2007; Foldbjerg i wsp., 2009; Kawata i wsp., 2009; Shin
1 wsp., 2007). Gtownym czynnikiem odpowiedzialnym za cytotoksycznos¢ AgNPs wydaje
si¢ by¢ ich rozmiar (Choi 1 Hu, 2008; Jiang 1 wsp., 2009; Park 1 wsp. 2011a, 2011b). Mozna
og6lnie stwierdzi¢, ze mniejsze nanoczastki wykazuja wigksza toksyczno$¢ wzgledem
komorek, co jest §cisle zwiazane z tym, ze sa one bardziej podatne na proces utleniajacego
roztwarzania. Jednakze mnogo$¢ czynnikoOw bezposrednio wptywajacych na proces
utleniajacego roztwarzania nanoczastek srebra ogranicza pelny opis tych procesow (Levard
1 wsp., 2012).

Rowniez nanoczastki ztota (AuN) sa przedmiotem szczeg6lnej uwagi ze wzgledu na
ich interesujace wlasciwosci elektrochemiczne, optyczne i termiczne oraz potencjalne
zastosowania w medycynie, biologii, chemii, fizyce i materiatoznawstwie (Rashid i wsp.,
2006). W literaturze AuN opisuje si¢ zaro6wno jako toksyczne i nietoksyczne (Goodman

1 wsp., 2004; Connor i wsp., 2005; Prnodet i wsp., 2006).



Cel badan

Gtownym celem badan stanowiacych przedmiot osiagnigcia naukowego byta
kompleksowa biochemiczna analiza wplywu wlasciwosci powierzchniowych nanoczastek
srebra 1 ztota na wybrane komorki. W szczegélnosci scharakteryzowano zywotnosé
komorek, stabilnos¢ blony komorkowej, produkcj¢ mediatorow stanu zapalnego oraz
enzymOw antyoksydacyjnych, dzialanie proapoptotyczne w badanych komorkach
wzgledem nanoczgstek srebra i zlota otrzymanych metodami redukcji chemicznej, oraz
substratéw uzytych do ich syntezy. Badania wykonano na dwdéch liniach ludzkich
komoérek ukladu immunologicznego (U-937 i HL-60) oraz na komorkach kalusa

pszenicy (Triticum aestivum L.).

Omowienie wynikéw badan

Powszechno$¢ wystgpowania AgNPs w $rodowisku wymaga przeprowadzenia
kompleksowych badan nad wptywem nanoczastek na funkcjonowanie komorek ludzi oraz
roslin. Podczas syntezy nanoczastek srebra metodami redukcji chemicznej aniony pochodzace
z soli srebra stanowiacej prekursor jonow srebra, nie biora udzialu w reakcjach chemicznych.
Z drugiej strony, utlenione formy reduktorow oraz czasteczki $rodkow stabilizujacych,
adsorbuja si¢ na powierzchniach nanoczastek lub moga tez tworzy¢ specyficzne kompleksy
1 w ten sposob posrednio wplywaé na aktywnos$¢ biologiczna  badanych suspensji
koloidalnych. Z tego powodu przebadano szczegdétowo bioaktywno$¢ o$smiu rodzajow
nanoczastek srebra otrzymanych przy uzyciu wybranych soli srebra, reduktorow
organicznych 1 nieorganicznych oraz dodatkowych czynnikow stabilizujacych, a takze
jednego rodzaju nanoczastek ztota. W Tab.l.i Tab.2. zestawiono informacje o badanych
nanoczastkach (A1-A7). Do syntezy nanoczastek wykorzystano organiczny reduktor (kwas
taninowy) lub zwiazek nieorganiczny (borowodorek sodu). Rozmiar pozyskanych
nanoczastek miescit si¢  w zakresie od 8 do 22 nm. Wszystkie stosowane w badaniach
nanoczastki zostaly scharakteryzowane z uzyciem wybranych metod fizykochemicznych.
Zastosowano pomiary ruchliwosci elektroforetycznej oraz metody spektroskopowe
(powierzchniowo wzmocniona spektroskopia ramanowska (SERS), ktéra pozwolita na
okreslenie wtasciwosci elektrokinetycznych nanoczastek oraz struktury chemicznej

stabilizatorow zaadsorbowanych na nanoczastkach, bezposrednio odpowiadajacej za kontakt z
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komorkami). Profil uwalniania srebra jonowego z powierzchni AgNPs $wiadczacy o ich
podatno$ci na procesy utleniajacego roztwarzania badano za pomoca adsorpcyjnej
spektrometrii atomowej (AAS).

W pierwszej czgsci badan skupiono si¢ na okresleniu znaczenia soli prekursorowej dla
bioaktywnosci nanoczastek srebra (Al, A2). Zastosowane w pracy Al nanoczastki zostaly
oczyszczone z nadmiaru reagentow za pomoca metody ultrafiltracji membranowej oraz
scharakteryzowane za pomoca wybranych metod fizykochemicznych. Celem pracy byto
zbadanie wptywu nanoczastek srebra na funkcjonowanie ludzkiej linii komorkowej HL-60
1 U-937. Eksperymenty przeprowadzono na komoérkach niezroznicowanych i zréznicowanych

do granulocytow oraz do mieszaniny monocytow i makrofagow.

Tabela 1. Zestawienie informacji o badanych nanoczastkach: rodzaju prekursora jondéw, reduktora
oraz stabilizatora uzytego do syntezy. Nazwy nanoczastek sa identyczne jak w publikacjach wlasnych,
Al1-A7).

Prekursor
Reduktor uzyty do
Nazwa jonéw srebra/ Stabilizator Publikacja
syntezy
zlota
Kwas taninowy
AgN AgNO - Al, A6
¢ e (Cr6H5:040)
Kwas taninowy
TAN AgNO -
SN (CreH5040)
Kwas taninowy
TAA CH;COOA - A2
e (Cr6H5:040)
Kwas taninowy
TAC AgClO -
S (CreH5040)
Borowodorek sodu
SBNM AgNO; (NaBH,) -
Borowodorek sodu Cytrynian sodu
SBTC AgNO; (NaBH,) (CcH;Nas0-) A3, A7
Borowodorek sodu Chlorowodorek
SBATE AgNO; (NaBH,) cysteaminy
¢ (HSCH,CH,NH,*HCI)
AgNPs
funkcjona- Borowodorek sodu .
lizowane AgNO; (NaBH,) Cysteina A4
cysteina
Kwas taninowy
AuN HAuCIO - AS
! o (Cr6H5:046)

Komorki uktadu immunologicznego obecne w organizmie ludzkim, zapewniaja jego ochrong
przed infekcjami powodowanymi przez drobnoustroje lub obce czastki, migdzy innymi
rébwniez nanoczastki metali. Linia modelowa komodrek promielocytarnych HL-60

wykorzystywanych do badan jest nieprzylegajaca w standardowych warunkach hodowli.
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Charakterystyczne dla komorek HL-60 jest ich zdolno$¢ do réznicowania si¢ na kilka typow
komorek linii mielomonocytowej. Ro6zne czynniki powoduja réoznicowanie tych komorek na
cztery sposoby, do: granulocytéw, monocytow, komorek makrofagopodobnych i eozynofili

(Colins 1987).

Tabela.2. Wybrane wlasciwosci fizykochemiczne badanych nanoczastek (A1-A7).

Srednica Potencjal zeta [mV]
hydrodynamiczna wyznaczony z ruchliwosci
Nazwa (] elektroforetycznej
nm Wyznacz.or.la “ nanoczastek dla T=298K ,
pomocg techniki DLS 1=0.001M, pH=7.0
AgN 17,045,0 "76+3
TAN 13,626,1 7542
TAA 14,7+4.3 -74x3
SBNM 9,0+3,0 -55+1
SBTC 13,044.0 -76+4
SBATE 8.0-44.0 +62£1
AgNPs -60%2
funkcjonalizowane 22,0+4,0
cysteinag
AuN 20,9+10,0 -64£5

W badaniach wybrano dwa sposoby réznicowania: do monocytow i makrofagdéw (przez
zastosowanie réznicowania 3 nM PMA w ciagu szesciu dni) i do granulocytéw (przez
traktowanie 1,5% DMSO, przez sze$¢ dni) na podstawie Murao i wsp., 1983, (A1, A2, A6). Z
badan innych autorow ustalono, ze dodatek zwiazku polarnego, takiego jak DMSO, powoduje
istotne  zmiany  wlasciwo$ci  morfologicznych, funkcjonalnych, enzymatycznych
1 powierzchniowych membranowych antygendw komorek, a w konsekwencji tworzenie
dojrzatych granulocytow (Colins 1987). Komérki linii HL-60, zréznicowane do komoérek
podobnych do neutrofili, wykazuja zwigkszona ekspresje antygenu CD11b, zdolnos¢ do
redukcji NBT 1 sa zdolne do fagocytozy (Olins 1 wsp., 2000). Roéznicowanie in vitro poza
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zmianami w funkcjach komoérek powoduje istotne zmiany w skladzie lipidow btony
komorkowej 1 ptynnosci blony komérkowej (Ip 1 Cooper, 1980).

Ponadto ludzkie monocytarne komorki U-937 traktowane estrami forbolu réznicuja
w monocyty 1 makrofagi (Harris 1 Ralph, 1985). Po réznicowaniu zawieraja niespecyficzne
esterazy, P-glukuronidazeg, elastaz¢ 1 lizozym. Komorki U-937 sa zdolne do produkeji
reaktywnych form tlenu tylko po aktywacji estrami forbolu (Harris i Ralph, 1985).

W badaniach dotyczacych dzialania AgN na Zywotno$¢ komorek po traktowaniu ich
tym zwiazkiem wykorzystano test MTT. Frakcja zywych komorek HL-60 zmniejszata sig
proporcjonalnie do stgzenia AgN niezaleznie od czasu kontaktu, podczas gdy zywotno$¢
komorek U-937 byla zalezna zardwno od stezenia, jak 1 czasu. Istotne roznice w przezyciu
komorek zaobserwowano w zaleznosci od stopnia zréznicowania komoérek. Dla obu linii
komorkowych zaobserwowano zwi¢gkszona przezywalnos¢ wyspecjalizowanych komorek
w poréwnaniu do nieréznicowanych komorek. Z wykorzystaniem mikroskopii sit
atomowych (AFM) udalo si¢ zaobserwowac otwory o S$rednicy okoto 700-2000 nm na
powierzchni komoérek po zetknigciu z nanoczastkami srebra (Al). Na tej podstawie mozna
domniemywac¢, ze mechanizm dziatania AgN na komorki ludzkie moze by¢ bardzo podobny
do mechanizmu opisanego dla bakterii. Obecno$¢ AgN zwigksza takze poziom
wewnatrzkomorkowego antyoksydantu - glutationu 1 tlenku azotu - jednego z mediatorow
stanu zapalnego. Przez wykazanie braku wptywu odcieku pozostajacego po syntezie AgN na
zywotno$¢ komorek, stwierdzono, ze cytotoksyczno$¢ nalezy przypisa¢ bezposredniemu
dzialaniu samych nanoczastek srebra (A1).

Nastepnie porownano wpltyw prekursorowej soli srebra na bioaktywno$¢ nanoczastek
srebra. Poréwnano wpltyw trzech soli: azotanu (V) srebra (AgNOs;), octanu srebra
(CH3COOAg) i nadchloranu srebra (AgClO4) oraz odpowiednich nanoczastek (TAN, TAA,
TCA) (A2) otrzymanych przy uzyciu wskazanych soli 1 kwasu taninowego jako czynnika
redukujacego. W przypadku obu linii komoérkowych sole srebra byly bardziej toksyczne
niz odpowiednie nanoczastki zastosowane w tym samym stezeniu. Na podstawie wynikow
doswiadczalnych wyznaczono medialna dawke $miertelng soli srebra i nanoczastek srebra
(Tab. 3).

Stwierdzono, ze zywotnos¢ komorek po traktowaniu dwiema formami srebra zalezata
od dawki srebra i stopnia réoznicowania komorek. Dodatek soli srebra w dawkach wigkszych
niz 5 mg/L powodowal zmniejszenie Zywotnosci komodrek o ponad 60%, podczas gdy dodatek
nanoczastek zmniejszat zywotno$¢ komorek srednio o 30% (Rys. 1). Cytotoksycznos¢

badanych nanoczastek zalezy od ich dawki i rodzaju komorek, na ktorych dziataja.
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Oznaczenie LDsy wskazatlo TAC 1 ich sol prekursorowa (AgClO4) jako najbardziej
cytotoksyczne z badanych substancji.
Tabela 3. Medialna dawka $miertelna (LDsy) wyznaczona dla komoérek ludzkich traktowanych przez

24 godziny solami srebra lub nanoczastkami srebra.(A2)

LDs, [mg/L/1x10° komérek]
U-937 HL-60
promonocyty | monocyty promielocyty | granulocyty | monocyty
/makrofagi
Sol AgNO; 23,76 23,99 21,20 21,65 20,79
Nanoczastki TAN 37,68 37,82 106,84 101,57 66,91
Sol CH;COOAg 24,04 26,51 21,34 23,96 20,27
Nanoczastki TAA 32,88 34,32 107,07 72,97 83,68
Sol AgClO4 22,40 20,09 20,65 27,10 22,32
Nanoczastki TAC 30,33 32,58 82,17 71,74 77,53

Obecnos¢ wszystkich typow nanoczastek zwigkszata produkcje NO przez komorki
odporno$ciowe, a nanoczastki TAC byly najbardziej immunogenne wsrdd analizowanych
AgNPs. TAC wykazywaly najwyzsze powinowactwo do BSA, a nadmiar biatka byt w stanie
wyeliminowa¢ cytotoksyczne dziatanie nanoczastek. To zroznicowane dzialanie wskazuje, ze
informacje o prekursorze syntezy powinny byé dolgczone do dostepnych w handlu
suspensji nanoczastek. Uzyskane i oczyszczone metoda filtracji membranowej, nanoczastki
srebra wykazywaly zréznicowane dzialanie w stosunku do ukladéw biologicznych, w

zaleznosci od uzytej soli prekursorowe;j.
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Rys.1. Zywotno$é¢ komorek U-937 po traktowaniu solami srebra lub AgNP. i A, B -komérki
U-937 lub C, D - U-937 aktywowane przez 1 dzien za pomoca 1 uM PMA. Zywotno$¢
komérek mierzono za pomoca testu MTT. Zywotnoéé wyrazono jako procent grupy
kontrolnej (komorki nie poddane traktowaniu PMA), po 24 godzinach inkubacji z solami
srebra lub AgNP. Punkty danych to §rednie = SD (5 oznaczen).(A3)

Wiasciwosci redukujace kwasu taninowego wykorzystano takze w syntezie
nanoczastek ztota (AuN) (AS5). Aby oceni¢ cytotoksycznos¢ AuN zbadano rowniez wplyw
odcieku pozostajacego po syntezie oraz soli ztota (HAuCly). Wykazano, ze odpornosé
komorek na dzialanie toksyczne AuN zalezy nie tylko od czasu inkubacji i dawkowania, ale
takze od etapow réznicowania komorek. Stwierdzono, ze po inkubacji promonocytow U-937
z 25 mg/LL AuN zywotno$¢ komoérek zmniejszyta si¢ o 25%, a makrofagow o 50%.
W przypadku komérek HL-60, niezaleznie od roznicowania, zywotno$¢ komorek zmniejszyta
si¢ o okoto 20% po traktowaniu suspensja AuN o stezeniu 25 mg/L. Udowodniono, ze AuN
indukowat ponad pigtnastokrotny wzrost produkcji tlenku azotu 1 zmniejszenie
wewnatrzkomdrkowego poziomu glutationu, co wskazywalo na odpowiedz zapalng komorek.
Mimo, ze aniony tetrachloro-ztota (III) (AuCls) nie wykazaly znaczacego wplywu na
zywotno$¢ komorek, spowodowaly pigciokrotny wzrost poziomu syntezy tlenku azotu.

Wykazano, zatem znaczacy wplyw anionow tetrachlorozlocianowych na propagacje
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stanu zapalnego, oraz ze AuN cechuje nizsza w poréwnaniu do nanoczastek srebra
cytotoksycznosé.

Dalsze badania prowadzono biorac pod uwage strukturg¢ stosowanych czynnikéw
stabilizujacych zaadsorbowanych na powierzchni nanoczastek, tadunek powierzchniowy
nanoczastek 1 proces uwalniania jonéw srebra (A3). Nanoczastki zostaty otrzymane metoda
redukcji chemicznej za pomoca borowodorku sodu. Dodatkowo zastosowano cytrynian sodu
lub chlorowodorek cysteaminy w celu wytworzenia ujemnego lub dodatniego tadunku
powierzchniowego nanoczastek (Tabela 1 1 2). Oceng zywotnosci komorek, integralnosci
btony komoérkowej, aktywnosci przeciwutleniajacej 1 indukcji stanu zapalnego wykorzystano
do oceny roznicy w odpowiedzi komorkowej na traktowanie nanoczastkami. Wyniki
wykazaty, ze dodatnio natadowane nanoczastki (SBATE) byly najmniej toksyczne, chociaz
wykazywaty podobny profil uwalniania jondéw, co obdarzone ujemnym tadunkiem
nanoczastki otrzymane przy uzyciu borowodorku sodu (SBNM). Nanoczastki stabilizowane
cytrynianem (SBTC) indukowaly aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w komdrkach
HL-60 i catkowita aktywno$¢ przeciwutleniajaca w komorkach U-937, pomimo odpornosci
na utleniajace roztwarzanie nanoczastek. Toksyczno$¢ niezmodyfikowanych nanoczastek
(SBNM) przejawiala si¢ w zaktdceniu integralno$ci btony, zmniejszeniu mitochondrialnych
funkcji komoérek 1 indukcji stanu zapalnego. Odkrycia te pozwolity stwierdzi¢, ze
mechanizmy cytotoksyczno$ci nanoczastek srebra sa kombinacja efektéw pochodzacych
od powierzchniowego tadunku nanoczastek, uwolnionych jondéw srebra oraz obecnosci
specyficznych czasteczek czynnika stabilizujacego. Z drugiej strony odpowiedZ komorkowa

na traktowanie nanoczastkami zalezy od dawki srebra i indywidualnych cech komorek
(Rys.2.).
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Rys.2. Schemat przedstawiajacy mechanizm dziatania nanoczastek srebra (A3).

W badaniach wykazano takze silna cytotoksyczno$¢ nanoczastek srebra
funkcjonalizowanych cysteina (A4). Metody przygotowania stabilnych nanoczastek srebra
funkcjonalizowanych cysteina znajduja si¢ w centrum zainteresowania naukowcoOw
pracujacych z nanomateriatami 1 systemami biologicznymi. Biorac pod uwage,
ze w zalezno$ci od pH roztworu wodnego cysteina wystgpuje w postaci kationu, anionu lub
jonu obojnaczego, oczekiwano, ze tadunek powierzchniowy takich stabilizowanych cysteina
AgNPs powinien silnie zaleze¢ od pH. Powinno to pozwoli¢ na nasladowanie wlasciwosci
réznych bialek i znaczne poszerzenie zastosowan tak stabilizowanych AgNPs. Waznym
osiggnigciem byto otrzymanie stabilnych funkcjonalizowanych cysteing AgNPs o zmiennym
tadunku w zaleznosci od pH. W publikacji A4 szczegotowo opisano wlasciwosci
fizykochemiczne otrzymanych AgNPs. Cytotoksyczno§¢ AgNP funkcjonalizowanych
cysteina badano przez ocen¢ zmian funkcji mitochondriow (test MTT) 1 integralno$ci blony
komorkowej (test LDH). Wyniki wykazaty zalezny od dawki wptyw AgNPs na zywotnos$¢
komorek. Stwierdzono, ze stezenie AgNPs wynoszace 15 mg/L spowodowato catkowite
zniszczenie komorek obu typow. W tym miejscu warto podkresli¢, ze zgodnie z najnowsza
wiedza, dzialanie cytotoksyczne stabilizowanych cysteing AgNPs w stosunku do linii
komorek nowotworowych nie zostalo wczesniej opisane w literaturze.

Uzyskane dla komorek ludzkich wyniki, zestawiono w tabeli 4.
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Tabela.4. Medialna dawka $miertelna (LDs,) wyznaczona dla nier6znicowanych komorek po 24h

inkubacji z nanoczastkami srebra.

LDs) [mg/L/1x10° komérek|
Nazwa
U-937 HL-60
AgN 11,32 20,05
TAN Reduktor 37,68 106,84
TAA organiczny 32,88 107,07
TAC 30,33 82,17
SBNM 3,50 3,43
SBTC 11,78 13,03
SBATE Redukior 45,67 13,90
AgNPs . .
funkcjona- nieorganiczny
: 5,70 2,25
lizowane
cysteing

Podsumowujac wszystkie uzyskane wyniki mozna okresli¢ skalg cytotoksycznosci dla
8 rodzajow przebadanych nanoczastek srebra wzgledem ludzkich komorek oraz wskazac

mechanizmy cytotoksyczno$ci nanoczastek srebra:

UWALNIANIE AKTYWNYCH
BIOLOGICZNIE MOLEKUt
STABILIZATORA

FADUNEK P i

ELEKTYRYCZNY A .
S c
STABILNOSC
Q/L

Eyfige

UWALNIANIE JONOW
SREBRA

Ag*
Agt
Ag;0 _LL\_. WEASCIWOSCI
Ag,0 POWIERZCHNIOWE
UTLENIANIE Ag,0
POWIERZCHNI
METALICZNEJ
W NANOCYTOTOKSYCZNOSC

TAN < TAA < TAC< SBATE< AgN < SBTC < AgNPs L-Cys < SBNM

Rys. 3. Mechanizmy wptywajace na cytotoksyczno$¢ nanoczastek srebra oraz skala
nanocytotoksycznos$ci dla badanych AgNPs (w oparciu o wynik badan wiasnych A1-A4).
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Wplyw nanoczqstek srebra na komorki kalusa pszenicy (Triticum aestivum L.)

Nie tylko organizmy zwierzg¢ce niekorzystnie reaguja na obecno$¢ AgNPs. Takze
w stosunku do wielu gatunkéw roslin opisano toksyczno$¢ AgNPs (Kumari i wsp., 2009; Yin
1 wsp., 2011; Lee 1 wsp., 2012, Vannini i wsp., 2014, A6, A7). AgNPs wplywaja na fizjologi¢
roslin, w tym kietkowanie nasion, wzrost 1 metabolizm komoérkowy. AgNPs powoduja
zmniejszenie funkcji mitochondriow, uszkodzenia blony komorkowej i stres oksydacyjny,
powodujacy uszkodzenie komorek (Gorczyca 1 wsp., 2015;A6). Generowane sa takze
reaktywne formy tlenu. Komoérkowy system obrony przeciwko reaktywnym forma tlenu
oparty jest na antyoksydacyjnym dzialaniu askorbinianu, glutationu, o-tokoferolu oraz
enzymoéw, glownie dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), peroksydaz i katalazy (Asada, 1992;
Noctor i Foyer, 1998). Ponadto toksyczno$¢ nanoczastek moze by¢ zwiazana z mozliwym
uwalnianiem substancji toksycznych z ich powierzchni, takich jak jony metali lub czasteczki
stabilizatorow (Franklin i wsp., 2007; Navarro i wsp., 2008).

Do badan wptywu nanoczastek srebra na komorki roslinne wybrano kalusy pszenicy
(Triticum aestivum L.), ros$liny waznej agronomicznie. Pszenica stanowi bowiem jedno
z najpowszechniej uprawianych zb6z zaréwno w Polsce, jak i na $wieci. Kultury kalusowe
wykorzystywane sa jako model do wykazania bezposredniego dziatania substancji
biologicznie czynnych na membrany komorek roslinnych. Zbadano cytotoksycznosé
azotanu(V)srebra, AgN, SBTC, SBNM i SBATE. Wszystkie z badanych nanoczastek
powodowaty zmiany w morfologii komodrek oraz uszkodzenie membran komérkowych jako
rezultat stresu oksydacyjnego. Jako inicjacj¢ mechanizméw obronnych wykazano wzrost
syntezy gtownie nieenzymatycznych antyoksydantéw (A6, A7). Ponadto, wyniki pokazaty, ze
dla komoérek pszenicy dodatnio natadowane nanoczastki srebra (SBATE) sa bardziej
cytotoksyczne niz natadowane ujemnie, powodujac wigksze zmiany parametrow
biochemicznych. Mechanizm cytotoksycznosci AgNPs jest suma wptywu tadunku
powierzchniowego i uwalniania jondw srebra z nanoczastek. Mozna stwierdzi¢, ze ladunek
powierzchniowy AgNPs ma kluczowe znaczenie dla stymulacji ,,odpowiedzi” komorek

roslinnych na obecnos$¢ nanoczastek srebra.
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Najwazniejsze osiagnie¢cia prezentowanych badan

>

Wykazanie korelacji miedzy aktywnoScia cytotoksyczna nanoczastek srebra,
a fizykochemicznymi wlasciwosciami ich warstwy stabilizujacej, ktore moga
implikowa¢ efekty posrednie (np. wplyw na kinetyke¢ uwalnia srebra jonowego)
badZz bezposrednie (np. toksyczno$¢ zaadsorbowanych molekul — synergizm,
kompleksowanie jonow srebra, oddzialywania z blonami komorkowymi).
Badania na poziomie komorkowym toksycznosci nanoczastek srebra pozwolily
stwierdzi¢ jak duze jest znaczenie procedury syntezy nanoczastek srebra, a tym
samym ich wlasciwos$ci powierzchniowych.

Rodzaj soli srebra uzytej do syntezy wplywa na bioaktywnos¢ nanoczastek.
Nanoczastki srebra otrzymane i stabilizowane za pomoca reduktora
nieorganicznego (borowodorek sodu) sa duzo bardziej cytotoksyczne niz
otrzymane za pomocg reduktora organicznego (kwas taninowy).

Stabilizator wplywa na cytotoksyczno$¢ nanoczastek srebra.

Jony zlota wykazuja dzialanie prozapalne, jednak nanoczastki zlota sa mniej
cytotoksyczne niz nanoczastki srebra wzgledem badanych komoérek.

Nanoczastki powoduja peroksydacje lipidow membran, poprzez indukcje stresu
oksydacyjnego wplywaja na generacj¢ reaktywnych form tlenu, przez co
uszkodzeniu ulegaja struktury komorkowe, a to prowadzi do Smierci komorki.
Ladunek powierzchniowy AgNPs ma kluczowe znaczenie dla rozwoju odpowiedzi
komorek roslinnych na obecno$¢ nanoczastek srebra. Nanoczastki obdarzone
ladunkiem dodatnim s3a bardziej cytotoksyczne niz nanoczastki o ladunku

ujemnym.

Podsumowujac, wiasciwosci fizykochemiczne nanoczastek srebra maja kluczowe

znaczenia dla ich bioaktywno$ci. Zaréwno prekursow jondw srebra dostarczony w postaci

soli, reduktor uzyty do syntezy oraz czynniki stabilizujace znaczaco wplywaja na

cytotoksyczno$¢ nanoczastek srebra. Przez dobor odpowiednich warunkow syntezy oraz

zwiazkoéw stabilizujacych mozliwe bedzie pozyskanie nanoczastek srebra o $cisle

okreslonych parametrach fizykochemicznych i zdefiniowanej cytotoksycznosci. Pozwala

to sadzi, iz mozliwe jest opracowanie metodyki syntezy nanoczastek srebra o dzialaniu

przeciwbakteryjnych, przeciwwirusowym czy przeciwgrzybicznym a rownocze$nie o

niewielkiej cytotoksycznosci wzglgdem komorek ludzkich. Modyfikacje powierzchni

nanoczastek za pomoca np. aminokwasoéw, moga stanowi¢ punkt wyjscia do syntezy
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nowych ztozonych lekdéw, przez mozliwos¢ dotaczania do powierzchni nanoczastek

wybranych biatek.
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V. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH

a) Podsumowanie dorobku naukowo-badawczego

Mo¢j dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje tacznie 20 oryginalnych prac naukowych
w tym 17 opublikowanych w czasopismach z listy JCR oraz 29 doniesien konferencyjnych.
Sumaryczne zestawienie informacji na temat dorobku naukowo - badawczego oraz
wskaznikow dokonan naukowych ujgto w formie tabeli (Tab. 5). Ponadto badania opisane
powyzej byly zostalty wykonane w ramach szeSciu projektow, w ktorych bytam wykonawca

lub cztonkiem zespotu badawczego.

Tabela 5. Wskazniki dokonan naukowych wg najwazniejszych baz danych (stan na dzien
12.03.2018)

Baza danych
Web of
Scopus Google Scholar
Science
Liczba publikacji 17 16 20
Liczba cytowan 147 155 200
h-index 8 8 8

Sumaryczny IF

Impact Factor (IF) - zgodnie z rokiem

35,356
opublikowania (w przypadku publikacji z 2017 i 3
2018 podano IF56)
Sumaryczna ilo$¢ punktow za
publikacje wg MNiSzW 407

Punkty MNiSW przypisano na podstawie
ujednolicony wykaz czasopism naukowych za lata
2013-2016 z dnia 26.01.2017.

b) przebieg pracy naukowo - badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Dziatalno$¢ naukowa rozpoczetam w roku 2005 wraz z podjeciem studiow doktoranckich
na Wydziale Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie. Dotaczytam wowczas do zespotu Zakladu Biochemii Analitycznej kierowanego

przez prof. dr hab. Andrzeja Kozika, zajmujacego si¢ migdzy innymi badaniami nad
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wiazaniem si¢ 1 aktywacja ukladu generacji kinin na powierzchni komoérek. Moje badania
stanowity kontynuacj¢ problematyki badawczej podjgtej przez mnie w pracy magisterskiej pt.:
,Badanie wiazanie wielkoczasteczkowego kininogenu do powierzchni komoérek mysich
makrofagow RAW 264,7”, napisanej pod opieka prof. dr hab. Andrzeja Kozika.
Badania, ktore wykonalam w ramach pracy doktorskiej (2005-2009) dotyczyly
scharakteryzowania wigzania poszczegélnych biatek uktadu kontaktu przez monocyty
1 makrofagi, a nast¢pnie opisania mechanizmu przebiegu procesu generacji kinin na
powierzchni komorek, od adsorpcji biatek do generacji kinin. Badania te w szczegdlnosci
polegaty na:
» scharakteryzowanie adsorpcji wszystkich biatek uktadu generacji kinin na powierzchni
modelowych komoérek monocytow i makrofagow,
» wyznaczenie parametrow wigzania poszczegdlnych bialek przez monocyty i makrofagi,
» okreslenie poprzez jakie biatka receptorowe HK oraz FXII wiazane sa przez monocyty
1 makrofagi,
» analiz¢ wplywu enzymow proteolitycznych makrofagéow na stabilnosé i funkcje
kininogenu
» scharakteryzowanie procesu produkcji kinin z biatek uktadu kontaktu zaadsorbowanych
na powierzchni monocytow 1 makrofagow, lub pozostatych w roztworze.
Uzyskane wyniki ztozyly si¢ na moja rozprawe doktorska zatytutowana ,,Adsorpcja
1 aktywacja uktadu generacji kinin na powierzchni monocytéw i makrofagdw”, napisana pod
opieka prof. dr hab. Andrzeja Kozika, ktora obronitam w dniu 9 pazdziernika 2009 roku.
Mo6j dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora obejmowal: 4
publikacje oryginalne (o tacznym IF =8,05 i punktach MNiSW =81) oraz 7 komunikatéw
konferencyjnych.

¢) przebieg pracy naukowo - badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu tytutu doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii, rozpoczgtam prace
w Instytucie Biologii, Uniwersytetu Pedagogicznego im. KEN w Krakowie.

Moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje: 16 publikacji
oryginalnych z tego 13 opublikowanych w czasopismach z bazy JCR (taczny IF, zgodny z
rokiem opublikowania — 27,306; sumaryczna liczba punktéw MNiSW, zgodnie z rokiem
opublikowania — 326). Ponadto, wyniki badan zostaly zaprezentowane w formie 22

komunikatéw konferencyjnych na konferencjach krajowych i migdzynarodowych. Sposrod
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prac naukowych, opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora, 7 oryginalnych prac
eksperymentalnych weszto w sklad osiagnigcia naukowego, bedacego przedmiotem

postgpowania habilitacyjnego.

d) Kierunki prowadzonych badan nie uwzglednione w osiagnigeciu naukowym

Moje zainteresowania badawcze skupity si¢ wokodt cytotoksyczno$ci nanoczastek metali
wzgledem komorek, ale takze zaangazowalam si¢ w inne badania zwigzane zarowno z
procesami zachodzacymi w roslinach w warunkach suszy, oraz odpowiedzia komorek
ros$linnych na dzialanie mykotoksyny. Mniejsze tematy badawcze stanowily zagadnienia
rozwijane w licznych pracach magisterskich, ktorych bylam opiekunem naukowym.

Profil moich zainteresowan badawczych jest ukierunkowany gléwnie na zagadnienia
zwigzane z toksyczno$cia wybranych substancji na poziomie komodrkowym zardéwno

wzgledem komorek zwierzgcych jak i ro§linnych.

» Cytotoksycznos¢ wybranych pestycydow wzgledem ludzkich komorek

Pestycydy zwane tez Srodkami ochrony roslin sa to zaréwno substancje naturalne jak
1 syntetycznie otrzymane substancje chemiczne, ktorych gtownym zadaniem jest zwalczanie
szkodliwych badz niepozadanych organizméw. Do wspomnianych szkodliwych organizmow
zalicza sig grzyby, owady jak 1 chwasty wystepujace zazwyczaj na obszarach uprawnych badz
na terenach hodowli. Wspolczesnie wystgpujace srodki ochrony roslin stanowia zazwyczaj
mieszaning ztozona z kilku zwiazkéw. Najistotniejsza rolg odgrywa tak zwana substancja
aktywna. Oprocz wspomnianej substancji, w sktad pestycydu wchodza inne substancje
wspomagajace jej dziatanie. Pestycydy sa bardzo powszechnym przedmiotem badan
w dzisiejszych czasach. Ich nazwa wywodzi si¢ z jezyka greckiego pestis — zaraza, i z jezyka
tacinskiego caedo— zabijaé, sa to substancje ktore moga bardzo negatywnie wplywaé na stan
naszego zdrowia, a nawet zycia. Przy obecnym stanie gospodarki i konkurencji na rynku,
hodowcy i sprzedawcy usituja osiagna¢ jak najlepsze rezultaty w hodowli i uprawie roslin
1 daza do uzyskania produktow o tadnym, przyciagajacym konsumenta wygladzie. W wielu
przypadkach uzyskuja zamierzony efekt przy uzyciu substancji biobdjczych. W moich
badaniach ocenie poddano dziatanie trzech popularnych substancji z grupy insektycydow,
fungicydow 1 herbicydow na komorki ludzkiego uktadu immunologicznego. Sa to
deltametryna, chlorotalonil i glifosat. Na poziomie komérkowym stwierdzitam roznice w
cytotoksycznosci badanych pestycydow zalezna od stezenia, ale takze od dlugosci czasu

narazenia komorek, oraz r6zna odporno$¢ dla badanych linii komoérkowych. Celem, badan
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jest okreslenie mozliwego mechanizmu dziatania wybranych pestycydéw na komorki poprzez

badanie aktywnosci biochemicznej komorek. Publikacja w przygotowaniu.

»  Wplyw kwasu hialuronowego na ludzkie komorki

Hialuronian (hialuronian sodu, kwas hialuronowy, HA), jest skladnik macierzy
pozakomorkowej (ECM), jest naturalnym polisacharydem o duzej masie molowej. HA nalezy
do grupy substancji znanych jako glikozoaminoglikany (GAG) o masie molowej do 10 Da.
Ten wielkoczasteczkowy GAG ulega rozktadowi in vivo na mniejsze fragmenty, a nawet na
oligosacharydy. Czynnikami sprawczymi depolimeryzacji HA sa zaréwno reaktywne formy
tlenu, jak 1 bialka enzymatyczne, takie jak hialuronidaza, beta-glukuronidaza lub
heksozoaminidaza. W swojej makroczasteczkowej postaci hialuronian odgrywa rolg
homeostatyczng organizmu, nie begdac w stanie aktywowac proceséw immunologicznych .

Pomimo szerokiego zastosowania kwasu hialuronowego zaré6wno w medycynie jak

1 kosmetologii brakuje danych o bezposrednim wplywie jego czasteczek na komorki.
Oddziatywanie tego zwiazku $cisle zalezy zar6wno od formy podania, jak rowniez od
rozmiaru czasteczek HA. Dlatego celem badan byto zbadanie wptywu HA o réznej masie
czasteczkowej, na funkcjonowanie komorek ludzkiego uktadu immunologicznego. Zbadano
zywotno$¢ komorek wzgledem dlugosci HA oraz czasu inkubacji, a takze oznaczono
zawarto$¢ uniwersalnego mediatora stanu zapalnego (NO) w medium hodowlanym komorek
traktowanych HA. Nastgpnie sprawdzano, czy HA wiaze si¢ na powierzchni wybranych
komorek. Wykonano rowniez do§wiadczenia okreslajace bezposredni wplyw tego zwiazku na
modelowe membrany komodrkowe. Badania prowadzone byly w ramach projektu
»Strukturalna 1 funkcjonalna charakterystyka oddziatywania kwasu hialuronowego oraz
produktow jego degradacji z komérkami” Nr 28 Badania Mtodych Naukowcow przyznany
przez Dziekana Wydziatu Geograficzno-Biologicznego UP (2015). Wyniki badan zostaly
opublikowane (Zat. nr 5, C13).

» Wplyw zearalenonu na komorki
W ramach wspolpracy z prof. dr hab. Marig Filek z Instytutu Fizjologii Ro$lin Polskiej
Akademii Nauk uczestniczylam w badaniach nad cytotoksyczno$cia zearalenonu
(mykotoksyny) wzgledem zarowno komoérek roslinnych i ludzkich, oraz  poszukiwaniu
ewentualnych substancji o dziataniu ochronnym dla komorek. Zearalenon (ZEA),
produkowany przez niektére gatunki Fusarium, jest jedna z najsilniejszych, niesteroidowych

substancji z grupy ksenoestrogenéw. W dotychczasowych badaniach wykazano wysoka
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cytotoksyczno$¢ badanej mykotoksyny, a takze wstgpnie okreslono mechanizm dziatania na
komorki ludzkie. Selenian (VI) sodu (Na,SeO,) badano jako substancje ochronna, ktoéra
wykazuje dziatanie, poczawszy od wplywu na ekspresj¢ genow, przez reakcje z reaktywnymi
formami tlenu do regulacji uktadu odpornosciowego. W ramach wlasnego zadania
badawczego przeprowadzitam testy zywotnosci 1 integralnosci btony komodrkowej, ktore
wykazaly cytotoksyczno$§¢ ZEA zalezna od dawki 1 linii komorkowej. Utrata integralno$ci
btony komorkowej wywotana przez ZEA jest redukowana przez dodatek selenianu.
Stwierdzono, ze dodatek selenianu zmniejsza efekt cytotoksyczny wywotany przez ZEA.
Efektem traktowania ZEA komorek byto obnizenia produkcji cytokin prozapalnych, ktore
byty redukowane przez dodatek selenianu. Stwierdzono, takze wptyw ZEA na aktywno$¢
enzymoOw antyoksydacyjnych w komorkach ludzkich. Badania prowadzone sa w ramach
projekt: Strukturalno-funkcjonalne modyfikacje w uktadach naturalnych i modelowych
membran komorek pszenicy eksponowanych na toksyng grzybowa (zearalenon) - badania
ochronnych wlasciwosci selenu i1 brasinosteroidow” Nr 2014/15/B/NZ9/02192. Publikacja
w przygotowaniu. Wyniki badan prezentowane byly w formie dwoch doniesien

konferencyjnych (Zal. nr 5, D18 1 D29).

» Adaptacja roslin w warunkach stresu suszy i zasolenia

W ramach wspolpracy z Instytutu Fizjologii Roslin Polskiej Akademii Nauk prowadzitam
réwniez badania nad reakcja wrazliwych i1 odpornych genotypoéw pszenicy (Triticum aestivum
L.) na stres suszy i stres solny. Stres suszy stanowi gléwny czynnik wplywajacy na
metabolizm roslin i obnizenie jako$ci i ilosci plonéw roslin uprawnych. Informacja
o tolerancji ro$lin na czynniki stresogenne pozwala wprowadzi¢ do uprawy genotypy
o zwigkszonej odpornosci na stresy srodowiskowe. Oceniano takie parametry jak zmiany
przyrostu §wiezej masy, zawartosci wody, wyplywu elektrolitow z tkanek oraz stopnia
peroksydacji lipidow, w stosunku do ro$lin kontroli. Badano takze aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych oraz osmoportektantow (prolina, poliaminy). Stwierdzono, przydatno$é¢
parametrow biochemicznych takich, jak oznaczanie zawarto$ci proliny czy poliamin jako
wskaznika zdolnosci danych genotypow roslin do adaptacji w warunkach zaro6wno stresu
suszy jak 1 zasolenia. Stwierdzono, ze stresowi suszy towarzyszy zmniejszenie przyrostu
$wiezej masy ro$lin i zawarto$§ci wody w tkankach oraz wzrost wyptyw elektrolitow z
komorek 1 peroksydacji lipidow btonowych. Badania te pozwolilty na opisanie mechanizmu
dziatania stresu suszy u odmian pszenicy odpornych i wrazliwych. Badania te prowadzone

byly w ramach projektu ,,Fizykochemiczne wskazniki oddzialywan poliamin z innymi
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antyoksydantami w warunkach stresu suszy i zasolenia” Numer projektu: 556/N-
/COST/2009/0 - projekt miedzynarodowy niewspétfinansowany Akcja COST FA0605
INPAS oraz w ramach projektu ,Badanie stanu osmotycznego w adaptacji do warunkéw
suszy” Nr UDA-POIG.01.03.01-00-101/08-00. Wyniki badan ukazaty sie w formie publikacji
(Zal. nr 5, C12). oraz byly prezentowane w formie 7 doniesien konferencyjnych (Zal. nr 3,
D10, D11, D13, D14,D15, D16, D20).
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