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A) Tytut osiagnig¢cia naukowego:

»Ocena mozliwosci zastosowania fulerenolu Cg(OH);ss i innych hydroksyzwigzkow do
ochrony przed stresem oksydacyjnym generowanym radiacyjnie i chemicznie”

Powyzsze osiggniecie naukowe zostalo udokumentowane w formie jednotematycznego cyklu

publikacji. Oswiadczenia wspotautorow publikacji wehodzacych w sktad osiggnigeia naukowego
zawarte sg w Zatgczniku Z-3. Kopie publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego
znajduja si¢ w katalogu Z-Prace.

B) Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego:

Prace oryginalne:

I. Krokosz A. The effect of hypochlorite on human erythrocytes pretreated with X-radiation.
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Cell. Mol. Biol. Lett. 2003. 8 (1), 215-219; 1F(2003) 0,455; 1F(aktualny) 1,953; MNiSW 15.

2. Krokosz A, Szweda-Lewandowska Z. Changes in the activity of acetylcholinesterase and
Na,K-ATPase in human erythrocytes irradiated with X-rays. Cell. Mol Biol. Lett.. 2005. 10,
471-478; IF(2005) 0,829; [F(aktualny) 1,953; MNiSW 15.

3. Krokosz A., Koziczak R., Gonciarz M. and Szweda-Lewandowska Z. Study of the effect of
dose-rate on radiation-induced damage to human erythrocytes. Radiat. Phys. Chem., 2006. 75,
98-105; IF(2006) 0.870; IF(aktualny) 1,375; MNiSW 20.

4. Krokosz A, Rodacka A, Szweda-Lewandowska Z, Puchata M. Wptyw wybranych alkoholi na
uszkodzenia erytrocytéw czlowieka inicjowane RFT. w monografii ,,Blony Biologiczne”, red.
J. Gabrielska i P. Misiak, 2008, 225-228, ISBN 978-83-926758-0-8; MNiSW 4.

5. Grebowski J, Krokesz A, Puchala M. Membrane fluidity and activity of membrane ATPases
in human erythrocytes under the influence of polyhydroxylated fullerene, BBA Biomembranes
2013a, 1828(2), 241-248; IF(2011) 3,990; 1F(aktualny) 3,389; MNiSW 35.

6. Grebowski J, Krokoesz A, Puchala M. Fullerenol C¢(OH)s6 could associate to band 3 protein
of human erythrocyte membrane. BBA Biomembranes 2013b, 1828(9), 2007-2014; IF 3,389;
MNiISW 35.

Praca przegladowa:

7. Krokosz A. Fulereny w biologii. Postepy Biochemii, 2007. 53(1), 91-96; MNIiSW 5.

C) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Celem prowadzonych przeze mnie badan, skladajacych sie na monotematyczny cykl publikacji,
byto okreslenic mechanizmu dziatania promieniowania jonizujacego o niskiej wartosci LET
(promieniowanie gamma i promieniowanie X (200 kV)) i wybranych zwigzkéw chemicznych o
dziataniu pro- i antyoksydacyjnym na erytrocyty cztowieka w warunkach przedtuzonej inkubacji.
Poszukiwania nowych, skutecznych zwigzkéw chronigcych komorki przed szkodliwym
dziataniem promieniowania jonizujacego i nie powodujacych znaczacych dziatan ubocznych
wynikaja z coraz szerszego zastosowania promieniowania jonizujacego w zyciu czlowieka.
Szezegblne znaczenie ma to dla diagnostyki medycznej i radioterapii. Istotna wydaje si¢
mozliwo$é zmniejszenia niekorzystnych skutkéw dziatania promieniowania jonizujgcego na
pacjenta oraz personel. Ponadto promieniowanie jonizujgce ma szereg zastosowan
przemysfowych, gdzie istnieje ryzyko narazenia cztowicka na podwyzszone dawki
promieniowania jonizujacego.

Z drugiej strony, w radioterapii poszukuje si¢ zwigzkéw chemicznych pozwalajgcych zmniejszy¢

dawki terapeutyczne promieniowania i lekow przeciwnowotworowych.
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Promieniowanie jonizujace, o niskiej gestosci jonizacji, w organizmach zywych oddzialuje
glownie posrednio przez rodnikowe produkty radiolizy wody: rodnik hydroksylowy "OH,
anionorodnik ponadtlenkowy O, i nadtlenek wodoru H,O..

Skutki biologiczne dziatania promieniowania jonizujacego zaleza od wielu czynnikéw m. in. :
mocy dawki, dawki pochlonietej jednorazowo, rodzaju promieniowania i rodzaju komorek.

W pierwszym etapie prac okreslono wplyw mocy dawki na radiacyjne uszkodzenia
erytrocytow (Krokosz i wsp., 2006 [3]). Moc dawki jest jednym z podstawowych czynnikéw
fizycznych determinujacych efekty dzialania promieniowania jonizujacego na ukfady biologiczne
(Hall, 1972, 1991). Wraz z obnizaniem mocy dawki, a tym samym wydtuzaniem czasu
napromieniania dla okre$lonej dawki catkowitej, biologiczne skutki dzialania promieniowania sg
mniejsze. Zjawisko to tumaczy sie istnieniem napraw uszkodzen subletalnych podczas
wydtuzonego czasu ekspozycji (Bedford and Mitchell, 1973; Hall, 1991; Vral i wsp., 1992; Wells
i Bedford, 1983). Jednak istnieja rowniez doniesienia o efekcie odwrotnym, tzn. wzroscie
uszkodzen wraz z obnizaniem mocy dawki (Amundson and Chen, 1996; Konings, 1979; Stark,
1991). W przypadku peroksydacji lipidow inicjowanej promieniowaniem jonizujacym, efekt
zostal dobrze opisany i jest wynikiem wolnorodnikowego mechanizmu reakeji (Stark, 1991).
Obserwowano go rowniez dla biatek napromieniowanych w obecnosci lipidow (Koufen et al.,
2000; Hitschke et al., 1994). Jednak, w przypadku komdrek, wystgpowanie odwréconego efektu
mocy dawki (inverse dose-rate effect) jest uzaleznione od kilku czynnikéw m.in. wydajnosci
napraw uszkodzen subletalnych czy fazy cyklu komorkowego. Stad celem badan bylo okreslenie
czy moc dawki jest czynnikiem determinujgcym poziom uszkodzen w prostym uktadzie
komorkowym., tj. w bezjadrzastych erytrocytach cziowieka.

Wyniki uzyskane przeze mnie wskazuja, ze moc dawki jest czynnikiem modyfikujgcym
odpowiedz erytrocytéw cztowieka na promieniowanie gamma. Wykazatam, ze procesy takie jak:
hemoliza, peroksydacja lipidéw blonowych, zwi¢kszanie plynnosci dwuwarstwy lipidowe;,
uszkodzenie biatek blonowych i poziom utlenionej hemoglobiny zalezg od mocy dawki. Procesy
te monitorowano nastepujacymi metodami: spektrofotometrycznie: hemolize, na podstawie ilosci
uwolnionej hemoglobiny; peroksydacje lipidow, na podstawie ilosci produktow reagujacych z
kwasem tiobarbiturowym (TBARS); poziom utlenionej Hb na podstawie przyrostu absorbancji
przy 630 nm. Plynnos¢ dwuwarstwy lipidowej i poziom uszkodzenia biatek blonowych oceniano
za pomoca sond i znacznikéw spinowych. Zmiany w wartosciach parametrow opisujacych
wymienione procesy wskazuja na zwigkszony poziom uszkodzen komorkowych w erytrocytach
wraz z obnizaniem mocy dawki.

W pracy analizowano przebieg proceséw zainicjowanych dziataniem promieniowania gamma o

mocach dawki: 1,5 kGyh™', 2.2 kGyh™ i 4,0 kGyh'. Z krzywych dawka-efekt dla hemolizy
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(zalezno$¢ log(frakcja niezhemolizowana) od dawki) wyznaczono parametry opisujgce te krzywe
i pozwalajace oceni¢ wptyw mocy dawki, tzn. Dq — dawke rzekomoprogowa (dawke wyznaczong
z przecigeia eksponencjalnej czesci krzywej z osia dawki), Dy — odwrotnos¢ wspdlezynnika
kierunkowego odcinka prostoliniowego 1/, gdzie k mozna zdefiniowaé jako stalg szybkosci
hemolizy i Di; — dawke, ktéra inicjuje hemolize 63% erytrocytow (D3,=Dy+Dq). Dawka Dq
wzrasta z 1,46 kGy dla mocy dawki 1,5 kGyh™ do 4,13 kGy dla mocy dawki 4,0 kGyh™.
Podobnie zmienia si¢ parametr Ds;. Natomiast Dy maleje wraz ze wzrostem mocy dawki z 0,74
kGy do 0,33 kGy.

Hemolize poprzedzala intensywna peroksydacja lipidow, ktérej intensywnos¢ i poziom wzrastal
wraz z obnizaniem mocy dawki. Dla dawki 1,5 kGy poziom peroksydacji lipidow byt dwukrotnie
wyzszy przy mocy dawki 1,5 kGyh™ niz przy 4,0 kGyh'. Wyniki te wskazujg na istnienie
odwroconego efektu mocy dawki zaréwno dla przezycia erytrocytow, jak peroksydacji lipidow.
Jednak szybkosé hemolizy wykazuje prosty efekt mocy dawki.

Pomiary ptynnosci dwuwarstwy lipidowej, w zakresie dawek przedhemolitycznych, metodg EPR
wykazaty, ze mniejsza moc dawki wywoluje znaczniejsze uptynnienie dwuwarstwy lipidowej w
obszarze hydrofobowym blony plazmatycznej erytrocytow, co Kkoreluje ze zwiekszong
peroksydacja lipidow dla mniejszych mocy dawki. Podobny efekt zwigkszenia uszkodzen ze
zmniejszeniem mocy dawki zaobserwowano dla zmian w konformacji bialek blonowych, ktore
oznaczano metodg EPR z uzyciem znacznika spinowego MSL.

Intensywno$é procesow wewngtrzkomérkowego utleniania oceniano na podstawie poziomu
utlenionej hemoglobiny (MetHb) i glutationu w formie zredukowanej. Dla nizszej mocy dawki
obserwowano zwiekszona intensywnos¢ utleniania hemoglobiny. Dla dawki pochtonigtej 2,5 kGy
poziom MetHb wynosit odpowiednio okoto 35%, 20% i 10%, dla mocy dawek 1.5, 2.2'i 4.0
kGyh™.

Jedynym parametrem, ktéry nie zalezat od mocy dawki byt poziom glutationu zredukowanego
(GSH). Spadat on wyktadniczo ze wzrostem dawki.

Uzyskane wyniki potwierdzity po raz pierwszy, ze odwrocony efekt mocy dawki (inverse dose-
rate effect) wystepuje takze w komoérkach bezjadrzastych przy mocach dawek rzedu kGy, a nie
tylko w roztworach bioczasteczek co obserwowano wezesniej (Stark, 1991; Koufen i wsp., 2000).
Prace prowadzone w naszym laboratorium  wykazaly, ze hemoliza erytrocytow
napromieniowanych dawka podzielona na dwie frakcje, z przerwa pomigdzy kolejnymi
ekspozycjami, byta nizsza w poréwnaniu z hemoliza wywotang taka sama dawka, ale podang
jednorazowo (Zaborowski i Szweda-Lewandowska, 1997; Koziczak i wsp., 1999, 2003, Szweda-
Lewandowska i wsp., 2003). Efekt obserwowano zaréwno w warunkach tlenowych jak tez

beztlenowych. Sugerowano, ze relatywnie niskie dawki promieniowania jonizujacego wywotuja
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zmiany strukturalne i/lub funkcjonalne w erytrocytach, ktére czynig erytrocyty bardziej opornymi
na nastepng dawke promieniowania.

W kolejnej pracy badatam wplyw promieniowania X na hemolize erytrocytow
czlowieka indukowang podchlorynem sodu (Krokosz, 2003 [1]).
Ekspozycja erytrocytéw na podchloryn sodu prowadzi do pecznienia komorek, formowania
echinocytéw i hemolizy. Towarzyszy temu inhibicja ATPaz jonozaleznych, Na',K'-ATPazy i
Mg -ATPazy oraz utlenianie grup tiolowych biatek btonowych (Zavodnik i wsp., 2001).
Grupy tiolowe biatek oraz glutation sg preferowanymi tarczami dla podchlorynu (Pullar i wsp.,
2000). Zaréwno podchloryn, jak promieniowanie jonizujace inicjujg procesy utleniania
biomolekut. Interesujacym stato sie zagadnienie, czy efekt obnizania radiacyjnie indukowanej
hemolizy po zadzialaniu odpowiednio dobranej dawki promieniowania jonizujacego bedzie
obserwowany rowniez dla hemolizy wywotanej czynnikiem chemicznym. Krytycznymi
czynnikami wystgpienia efektu radioopornosci byty wielko$¢ pierwszej dawki oraz czas pomigdzy
dawkami. Najwicksze obnizenie hemolizy indukowanej radiacyjnie zaobserwowano dla dawki
wstepnej 400 Gy i czasu pomigdzy dawkami wynoszacego 3-3.5 godz. (Zaborowski i Szweda-
Lewandowska, 1997; Koziczak i wsp., 1999). W swojej pracy zbadalam wptyw wstepnego
napromieniowania promieniowaniem X w dawkach 40, 200 i 400 Gy na hemolizg erytrocytéw
czlowieka wywotang NaClO w stezeniu 0,250 mM. Zaobserwowatam, ze hemoliza erytrocytow
wstepnie napromieniowanych dawka 400 Gy i inkubowanych 3 godz. przed dodaniem
podchlorynu byla prawie dwukrotnie nizsza niz erytrocytéw wstgpnie nienapromieniowanych i
wynosita odpowiednio 13% i 22%. Efekt byl zalezny od czasu pomiedzy napromieniowaniem i
dodaniem podchlorynu. Dla przerwy wynoszacej | lub 4 godz. obserwowano obnizenie hemolizy
lecz w mniejszym stopniu. Wzgledna hemoliza erytrocytéw wstgpnie napromieniowanych (400
Gy) wynosita okolo 80% hemolizy erytrocytow traktowanych wylacznie podchlorynem zarowno
dla przerwy 1- jak 4-godzinnej.
Wstepne napromieniowanie erytrocytéw dawkami mniejszymi, 40 Gy lub 200 Gy, prowadzito do
zwickszenia hemolizy inicjowanej podchlorynem. Dla dawki wstepnej 40 Gy hemoliza
inicjowana podchlorynem wynosita 27%, gdy dla erytrocytow traktowanych wyltacznie NaCloO,
21%. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie zastosowane dawki promieniowania nie inicjowaly
hemolizy. Nie obserwowano tez podwyzszenia utleniania Hb wewnatrz erytrocytow.
Uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzaja, ze promieniowanie jonizujace wywoluje w
erytrocytach zmiany strukturalne i/lub funkcjonalne, ktére czynig erytrocyt bardziej oporny na
dziatanie kolejnego czynnika utleniajacego. Wystgpowanie radioopornosci w erytrocytach moze
by¢ zwigzane ze zmianami konformacyjnymi biatek oraz uporzadkowaniem lipidow blonowych

oraz wzajemnym oddziatywaniem pomigdzy tymi komponentami btony plazmatycznej. W innych
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pracach wykazatam, ze istnieje nieliniowa zaleznos¢ pomigdzy szeregiem parametrow
charakteryzujacych erytrocyt, np. ptynnoscia dwuwarstwy lipidowej na roznych  jej
glebokosciach,  konformacjg biatek blonowych, aktywnoscig Na,K-ATPazy a dawka
promieniowania (Szweda-Lewandowska i wsp., 2003; Krokosz i Szweda-Lewandowska, 2005
[2]). Wynika z tego, ze oporno$¢ erytrocytow czlowieka na inicjowang podchlorynem hemolizeg
jest zwigzana z istnieniem przejsciowego, unikalnego stanu konformacyjnego btony
plazmatycznej wywotanego przez scisle okreslong dawkg promieniowania. Uzyskane wyniki
wskazuja, 7e ekstrapolacja efektéw dziatania promieniowania dla niskich dawek z pomiaréw
wykonanych dla dawek wyzszych czgsto nie odpowiada rzeczywiste] odpowiedzi komorek.
Przykladem moze by¢ powstawanie odpowiedzi adaptacyjnej obserwowanej w wielu uktadach
komorkowych (Miura i wsp., 2002; Krokosz, 2003 [1]). Innym przykladem jest zjawisko
nadwrazliwosci na niskie dawki promieniowania (HRS - hyperradiosensitivity) (Short i wsp.,
2003; Wouters i wsp., 1996). Efekty te wiazano z uszkodzeniem DNA i jego udzialem w
mozliwych naprawach uszkodzen oraz czynnikami kontrolujgcymi wiernos¢ naprawy DNA,
szczegblnie systemu odpowiedzialnego za obrong antyoksydacyjng. Uzyskane przez nas wyniki
sugerujg. ze w roznych warunkach napromieniowania mozna zaobserwowal odmienne efekty
dziatania promieniowania i nie muszg one bezpo$rednio by¢ powigzane z uszkodzeniem DNA.
Kolejna praca dotyczy wplywu promieniowania X na aktywnos¢ wybranych enzymow
blony erytrocytarnej (Krokosz i Szweda-Lewandowska, 2005 [2]). Erytrocyty czlowieka nie
posiadaja jadra komorkowego i sa znacznie bardziej oporne na dzialanie promieniowania
jonizujacego niz komorki jadrzaste. Dlatego tez zmiany w aktywnosci enzymow btonowych,
acetylcholinoesterazy (AChE) i  Na,K-ATPazy, wybrano jako czuly wskaznik zmian
inicjowanych promieniowaniem. Zastosowano dawki 40, 200, 400 i 600 Gy. Dawki te, w
warunkach dos$wiadczenia, nie inicjowaly hemolizy, utleniania hemoglobiny, ani peroksydacji
lipidow. Dawka 600 Gy w niewielkim stopniu obnizata opornos¢ osmotyczng, zwigkszajac Csp z
59 mM do 64 mM. Z krzywych Lineweaver’a-Burka dla acetylocholinoesterazy wyznaczono
Vmax i Km. Dawki 40 i 200 Gy nie wplywaty na predkos¢ maksymalna enzymu, natomiast
dalsze zwiekszanie dawki spowodowato znaczng inhibicje AChE. Dawka 600 Gy obnizata Vmax
do 33% warto$ci wyjéciowej. Powinowactwo enzymu do substratu obnizalo sig dla dawki 200 Gy
(Km wyzsze o 58% wartosci wyjéciowej), natomiast 40 Gy nie wplywato na ten parametr. Dla
wyzszych dawek promieniowania, ze wzgledu na utratg aktywnosci przez enzym. obserwowano
pozorny wzrost powinowactwa enzymu (spadek wartosci Km). Aktywnos¢ Na,K-ATPazy
nieznacznie wzrastata do dawki 200 Gy. dla ktérej osiagngta 114% wartosci proby
nienapromieniowanej. Nastepnie aktywno$¢ zmniejszata si¢ wraz z dawka, osiggajac 94%

kontroli dla dawki 600 Gy.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze obydwa enzymy blonowe wykazujg odmienng wrazliwos¢ na
napromieniowanie w zakresie dawek przedhemolitycznych. Roznice te mogg wynika¢ z roznic w
strukturze obydwu biatek oraz z ich umiejscowienia w blonie erytrocytarnej. Ponadto, aktywnos¢
Na,K-ATPazy w duzym stopniu zalezy od, tatwo ulegajacych utlenieniu, grup tiolowych biatka,
natomiast AChE nie posiada grup tiolowych w centrum aktywnym (Harel i wsp., 1993; Soszynski
i wsp., 1996). Z drugiej strony wiadomo, ze na aktywno$¢ AChE erytrocytarnej wplywa
hydrofobowe s$rodowisko blony, w ktorym jest zakotwiczona i oddzialywania biatko-lipidy.
Oddzialywanie biatko-lipid zalezy od ptynnosci dwuwarstwy lipidowej. Na aktywnos¢ AChE,
ktora jest glikoproteing, wptywa takze tadunek powierzchniowy btony plazmatycznej (Klajnert i
wsp., 2004). Dalsze badania prowadzone w naszym zespole wykazaty, ze dawki promieniowania
do 600 Gy prowadza do zwiekszenia ptynnosci dwuwarstwy lipidowej w obszarze hydrofobowym
blony oraz zmiany konformacji bialek bionowych (Koziczak i wsp., 2003; Krokosz i Szweda-
Lewandowska, 2006), co moze wptywa¢ na aktywnos¢ enzyméw blonowych.

Bioragc pod uwage fakt, ze efekty zwigzane z dziataniem promieniowania jonizujacego w
uktadach biologicznych zwigzane sa gléwnie ze wzrostem stresu oksydacyjnego zwigzanego z
generowaniem reaktywnych form tlenu (RFT), substancje o dziataniu antyoksydacyjnym powinny
modytikowaé odpowiedZ na promieniowanie jonizujace oraz inne czynniki generujgce stres
oksydacyjny w komérkach.

W swoich badaniach skupitam si¢ na hydroksyzwiazkach zawierajacych od jednej do 36 grup
hydroksylowych. Byly to etanol (C;HsOH), mannitol (CsHg(OH)s) i fulerenol (Ceo(OH)s6).

Etanol i mannitol sa wydajnymi zmiataczami reaktywnych form tlenu. Etanol przenika do
komorek i jest w nich metabolizowany (Mesquita i wsp., 1999; Tyulina i wsp., 2000). Jest
powszechng uzywka i rozpuszczalnikiem wielu preparatow podawanych ludziom oraz
stosowanych w laboratorium. W wysokich  stezeniach (M) powoduje denaturacjg bialek,
rozpuszcza faze lipidowa bton komérkowych i prowadzi do $mierci komorek (Das i Vasudevan,
2007, Akkus i wsp., 1997). Jednak w stgzeniach, ktore moga wystepowaé w organizmie
cztowieka, rzedu mM, efekty jego dziatania mogg by¢ odmienne.

Mannitol nie wnika do komoérek i nie jest metabolizowany w organizmie. W wysokich stezeniach
(20%. okolo 1 M) jest podawany pacjentom w celu obnizenia cisnienia $rédczaszkowego. W
radioterapii jest stosowany do zwiekszenia przepuszczalnosci bariery krew-mozg, co jest
przydatne w diagnostyce i leczeniu guzoéw mozgu (Adam i wsp., 2005; Bermueller i wsp., 2000).

Celem kolejnej pracy bylo okreslenie wplywu mannitolu i etanolu na uszkodzenia
erytrocytéw czlowieka przez RFT generowane radiacyjnie oraz podczas przedluzonej

inkubacji* (glodzenia) (Krokosz i wsp., 2008 [4]).
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Mannitol (5-100 mM) dodany do zawiesiny erytrocytow tuz po zakonczeniu napromieniowania
dawkg 400 Gy zmniejszal poradiacyjng hemolizg, gdy jego stezenie bylo wyzsze od 20 mM.
Najbardzicj wyrazny efckt zaobserwowano dla stezenia 100 mM, gdy hemoliza osiggnela 13 % po
48 godz. inkubacji w poréwnaniu z 44% dla napromieniowanych erytrocytow inkubowanych bez
mannitolu. Analiza cytometryczna pokazala, ze mannitol nie hamowal pgcznienia erytrocytow,
ale zapobiegal uwalnianiu hemoglobiny. Mannitol, dzigki obecnosci 6 grup hydroksylowych,
moze oddzialywaé elektrostatycznie z powierzchnia blony plazmatycznej i uszczelnia
powstajace pory (Beutler i Kuhl, 1988). Potwierdzeniem tego mechanizmu oddziatywania jest
réwniez brak ochronnego wplywu na degradacje spektryny i biatka pasma 3 oraz tworzenie
agregatow biatkowych w blonie erytrocytarnej (oznaczane metodg SDS-PAGE).

Etanol (0,5-60 mM) nie wplywat na poziom hemolizy inicjowanej przechowywaniem erytrocytow
ani na ich wielko$¢. W nieznaczny sposob wptywal na ksztal erytrocytow.

Etanol hamowal natomiast utlenianie hemoglobiny i utlenianie glutationu. Podobnie do
mannitolu, etanol nie wptywal na degradacje spektryny i biatka pasma 3 ani na tworzenie
agregatow biatkowych w btonie erytrocytarne;.

Uzyskane wyniki wskazuja na réznice w oddziatywaniu badanych alkoholi wynikajace z ich
budowy chemicznej i roznic w metabolizmie. Etanol w stezeniu 60 mM, co odpowiada st¢zeniu
procentowemu 0,28%, nie prowadzi do zwigkszenia uszkodzen w erytrocytach, a ponadto chroni
przed procesami wewnatrzkomorkowego utleniania.

Kolejnym hydroksyzwigzkiem, ktérego efekty dzialania badalam jest fulerenol
Ceo(OH)s6. Fulerenole to hydroksylowe pochodne fulerenéw. Fulereny sa odmiang alotropowa
wegla, w ktorej atomy wegla tworzg regularne struktury przypominajgce swoim wygladem pitke
futbolowa. Najtrwalszg z nich jest Cep skladajaca si¢ z 20 pierscieni 6-cztonowych i 12 5-
czlonowych. Stwierdzono takze istnienie struktur Cso, Cze , Cgo i wigkszych. Fulerenole
(polihydroksyfulereny, fulerole) [Ceo(OH),] sa skutecznymi zmiataczami wolnych rodnikéw
generowanych w warunkach stresu oksydacyjnego w komorkach. Ta wlasciwos¢ powoduje, ze
fulerenole (Ceo(OH), n=18-24) okazaly si¢ grupa zwiazkow o dzialaniu antyoksydacyjnym.
dziatajg kardioprotekcyjnie, hepatoprotekceyjnie i neuroprotekcyjnie (oméwione w Krokosz, 2007
[7], Grebowski i wsp., 2013¢, 2013d). Ponadto, ze wzglgdu na kapsutkowa budowg fulerenoli i
obecno$é grup hydroksylowych na powierzchni weglowej klatki, dostrzega si¢ réwniez
mozliwos¢  zastosowania ich w diagnostyce medycznej do przenoszenia zwigzkow
kontrastujacych oraz do transportu lekéw. Jednak w niektorych uktadach badawczych fulerenole
moga rowniez wykazywaé charakter prooksydacyjny i dziata¢ toksycznie (Roberts i wsp., 2008;

Wielgus i wsp., 2010; Shimizu i wsp., 2013). Zalezy to m.in. od liczby grup ~OH przytgczonych
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do klatki fulerenu. Fulerenole wysokohydroksylowane (24 lub wigcej grup —OH) sa mniej
toksyczne od fulerenoli z niewielka liczba grup —OH (ponizej 12).

Moje badania skupily si¢ na wysokohydroksylowanym fulerenolu z liczba grup powyzej
30. Badania jego wplywu na erytrocyty i biatka blony erytrocytarnej (Grebowski i wsp.. 2013a
[5]) wykazaly, ze fulerenol adsorbuje si¢ do blon erytrocytarnych i powoduje wzrost plynnosci
blony plazmatycznej, zaréwno w hydrofilowej warstwie powierzchniowej jak tez wewngtrz
obszaru hydrofobowego. W badaniach tych zastosowano znaczniki fluorescencyjne ANS, TMA-
DPH i DPH. Wedtug Shinitzky i Barenholz (1978), anizotropia jest odwrotnie proporcjonalna do
plynnosci blony. Spadek anizotropii nastgpowal w obecnosci fulerenolu (100-150 mg/dm’) dla
wszystkich znacznikow, natomiast stgzenie 50 mg/dm® obnizato tylko anizotropi¢ ANS
lokujacego si¢ w powierzchniowych warstwach blony. Odplukanie fulerenolu roztworem PBS
powodowalo zanik oddziatywania fulerenolu dla znacznikéw z plytszych obszaréw btony, ANS i
TMA-DPH. Wskazuje to na wigzanie sie fulerenolu z blong poprzez stabe wigzania oparte na
oddzialywaniach elektrostatycznych, wigzania wodorowe, oddziatywania dwubiegunowe i
wigzania van der Waalsa.
Natomiast anizotropia DPH pozostawata obnizona pomimo odptukania fulerenolu co swiadezy o
wnikaniu fulerenolu do hydrofobowego wnetrza dwuwarstwy lipidowej blony.
Moje badania potwierdzaja wczesniejsze wyniki uzyskane metodami modelowania
molekularnego (Qiao i wsp., 2007), ze fulerenol jest w stanie wnika¢ w glab blony plazmatyczne,
chociaz transport ten jest znacznie bardziej utrudniony w poréwnaniu z niepodstawionym
fulerenem. Badania Qiao i wsp. (2007) wykazaly, ze czas przenikania Ceo(OH ) przez modelowa
blone komorkows z dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC) jest 9 rzedow wielkosci dtuzszy niz
czas przenikania Ce. Uzyskane wyniki pozostaja tez w zgodzie z danymi uzyskanymi przez
Monticelli i wsp., (2009), ktore potwierdzaja, ze hydrofilowe czasteczki Coo( OH)ag silniej od Ceo
adsorbuja sie do glow fosfolipidowych w blonie plazmatyczne;.
Mozliwosé wiazania si¢ fulerenolu z blong erytrocytarng potwierdzitam w doswiadezeniu, w
ktérym cienie erytrocytow inkubowano z fulerenolem przez 1 godz. w 37 °C. llos¢ fulerenolu
zwigzanego z btong byla proporcjonalna do st¢zenia fulerenolu i odwrotnie proporcjonalna do
koncentracji cieni erytrocytow. Przy stezeniu fulerenolu 150 mg/dm? i koncentracji cieni | mg/ml
ilo$¢ zwigzanego fulerenolu wynosita 6,76 1g/Mgpiaka bion @ Przy stezeniu fulerenolu 50 mg/dm3 1
tej samej koncentracji cieni 2,50 pg/mgpiaika bion- Ma to zwigzek prawdopodobnie z faktem, ze
zwiekszanie koncentracji cieni zwieksza lepkos¢ zawiesiny i hamuje dyfuzje fulerenolu do
wnetrza blony plazmatycznej. Xiao i wsp., [31] sugerowali, ze za wnikanie fulerenolu do blon sg
odpowiedzialne pewne biatka, z ktorymi fulerenol si¢ wigze tworzac koniugaty, ktére moga

wnikaé do komorki. Inni autorzy (Kam i wsp., 2006; Su i wsp., 2010; Iversen i wsp., 2011)




Dr Anita Krokosz | Zatycznik Z-1a

sugerowali, ze ze wzgledu na wielkos¢ czasteczki fulerenolu, endocytoza jest mechanizmem
odpowiedzialnym za transport fulerenolu przez btony plazmatyczne.

Biatka blonowe wykazujace aktywno$é ATPazows, ktére sg odpowiedzialne za utrzymanie
gradientu stezef kationdw po obydwu stronach btony kosztem hydrolizy ATP, odgrywaja bardzo
wazng role w funkcjonowaniu komorki. Wsrod ATPaz transportowych warto podkresli¢ rolg
Na/K-ATPazy, ktora transportuje kationy Na™ na zewnatrz i K' do wnetrza komorki (Vasic i wsp.,
2008) oraz role Ca-ATPazy, ktora odpowiada za transport kationow Ca’' na zewnatrz komorki
(Di Leva i wsp., 2008). Obydwa biatka wymagaja obecnosci kationow Mg do funkcjonowania
(Dzneladze i wsp., 2012). Zaburzenie funkcjonowania Na/K-ATPazy prowadzi do bardzo
powaznych skutkoéw dla komorki. Inicjuje apoptozg lub ,mieszana™ smier¢ komorki. Obnizenie
stezenia K* wewnatrz komorki prowadzi do zwigkszenia wewnatrzkomoérkowego stezenia Ca’',
ktore jest ekscytotoksyczne i prowadzi do nekrotycznej Smierci neuronow (Yu, 2003).

Kolejnym etapem badan bylo wiec, okreslenie wptywu fulerenolu na aktywno$¢ Na/K-ATPazy,
Ca-ATPazy i Mg-ATPazy (metodg spektrofotometryczng poprzez pomiar uwalniania fosforanu
nieorganicznego z ATP (P;)). Zaobserwowalam, ze fulerenol silnie hamuje aktywno$¢ wszystkich
badanych ATPaz jonozaleznych. Przy st¢zeniu fulerenolu 50 mg/dm’ aktywnos$¢ ATPaz spadala o
50-60% wartosci otrzymanej dla prob bez fulerenolu. Zwigkszenie stezenia fulerenolu do
150 mg/dm® powodowato spadek aktywnosci o 80%. Odplukanie fulerenolu miato niewielki
wplyw na odzyskanie aktywnosci przez Na/K-ATPaze i Ca-ATPaze. Aktywno$¢ zwigkszala si¢ o
8-14%. Natomiast odptukanie nie mialo zadnego wplywu na aktywnos¢ Mg-ATPazy. Wyniki
uzyskane przez innych badaczy dowodzity, ze fulerenol hamowal aktywnos¢ Mg-ATPazy
mitochondrialnej, uniemozliwiajac fosforylacjc ADP do ATP (Ueng i wsp., 1997). Zmiany
funkcjonalne w ATPazach moga wynika¢ z dwodch roznych efektow. Po pierwsze z
bezposredniego oddziatywania fulerenolu z biatkami enzymatycznymi. Na/K-ATPaza jest
tetramerem sktadajacym sie z dwoch katalitycznych podjednostek o i dwoch glikozylowanych
podjednostek B (Brugnara, 1997). Podjednostki B odpowiadajg za prawidlowe lokowanie enzymu
w blonie oraz regulujg aktywno$¢ podjednostek o (Antolovic, 2006). Czasteczki fulerenolu
wnikajac do btony plazmatycznej moga oddzialywaé z glikozylowanymi podjednostkami 3
wplywajac na aktywno$é enzymu. Sugestie te popieraja wyniki Calvaresi i Zerbetto (2010),
ktérzy metodami modelowania molekularnego wykazali mozliwosé¢ blokowania ATPaz poprzez
oddzialywanie z fulerenolami. Innym wyjasnieniem utraty aktywnosci przez ATPazy moze by¢
zmiana mikrolepkosci blony przez fulerenol, a w konsekwencji zmiana konformacji biatka i jego
aktywnosci (Mozzanti i wsp., 1992). Inhibicja Na,K-ATPazy w erytrocytach prowadzi do
zaburzenia rOwnowagi jonowej i osmotycznej hemolizy (Krokosz i Szweda-Lewandowska, 2006).

Podobne wyniki uzyskali Ciotkowski i wsp. (2012) badajac wptyw dendrymeréw PAMAM-OH
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na aktywnos¢ ATPaz jonozaleznych w blonach erytrocytarnych. Autorzy ci wykazali, Ze wigzania
wodorowe pomiedzy grupami —OH dendrymeru i powierzchnig blony s3 odpowiedzialne za
obserwowane przez nich zmiany aktywnoéci ATPaz. Fulerenol ma sferyczny ksztalt i duzg liczbe
grup —OH na powierzchni, wige podobne efekty mogg by¢ odpowiedzialne za obserwowane
przeze mnie zmiany w aktywnosci ATPaz.

Dalsze badania dotyczyly wplywu fulerenolu na erytrocyty w warunkach stresu
indukowanego przedluzona inkubacja* (Grebowski i wsp., 2013 [6]). W celu okreslenia
wplywu fulerenolu na integralno$¢ blony erytrocytarnej, komérki inkubowano z fulerenolem 50—
150 mg/dm® w 37 °C przez 3 i 48 godz. Okreslono poziom hemolizy i wyplyw jondw potasu
(metoda emisyjnej spektrometrii atomowej). Inkubacja prob przez 3 godz. nie prowadzita do
hemolizy ani do zwigkszonego uwalniania jonow K. Przedtuzona, 48 godz. inkubacja prowadzila
do autohemolizy erytrocytéw i wycieku jonow K. Fulerenol obecny w zawiesinie erytrocytow
powodowal niewielkie, zalezne od stezenia obnizenie autohemolizy. Dla st¢zenia 150 mg/dm’
efekt ochronny wynosit 20,3% hemolizy proby inkubowanej bez fulerenolu. Podobne wyniki
uzyskano dla wycieku K”. Dla 150 mg/dm’® fulerenolu, ilo$é potasu uwolnionego z erytrocytow
byla nizsza o 21,6%. Wyciek potasu z erytrocytow wynika z zaburzenia transportu aktywnego K'
spowodowanego uszkodzeniem Na,K-ATPazy lub brakiem ATP, ktore moga wystgpi¢ podczas
przediuzonej inkubacji erytrocytow (Krokosz i wsp., 2013a). Moje wczedniejsze badania
(Grebowski i wsp., 2013a [5]) wykazaty, ze fulerenol hamuje aktywnos¢ Na,K-ATPazy w wyniku
bezposredniego oddzialywania i poprzez zmniejszenie mikrolepkosci btony plazmatycznej.
Inhibicja Na,K-ATPazy w erytrocytach prowadzi do zaburzenia réownowagi jonowej i
osmotycznej hemolizy (Krokosz i Szweda-Lewandowska, 2005 [2]; Krokosz i Szweda-
Lewandowska, 2006). Jednak w przypadku fulerenolu, pomimo hamowania przez niego ATPaz
jonozaleznych, zaobserwowano niewielki efekt ochronny dla hemolizy i wycieku K". Blokowanie
wycieku K' mozna wyjasni¢ sterycznym blokowaniem kanaléw potasowych przez czasteczki
fulerenolu. Podobny efekt obserwowano dla fulerenu i nanorurek, dla ktorych efekt | blokowania”
byt zalezny od wielkosci i ksztaltu nanoczastek (Park i wsp., 2003) oraz dla alkoholu
wielowodorotlenowego, mannitolu (Krokosz i wsp., 2008 [4]). Kanaty jonowe moga by¢
otoczone przez czasteczki fulerenolu w wyniku oddziatywan elektrostatycznych i w ten sposob
wplywad na wymiang jonowa.

W celu okreslenia wplywu fulerenolu na biatka blonowe zastosowano elektroforez¢ SDS-PAGE
w warunkach redukujacych i nieredukujacych. Inkubacja cieni erytrocytow z fulerenolem w
stezeniu do 100 mg/dm’ przez 3 godz. nie powodowala zadnych zmian w profilu
elektroforetycznym bialek blonowych. Jednak inkubacja z fulerenolem w st¢zeniu 150 mg/dm3

prowadzita do obnizenia frakcji odpowiadajgcej aktynie z jednoczesnym wzrostem frakcji
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odpowiadajacej biatku pasma 3. Obserwacje te sugeruja, ze fulerenol moze polgczy¢ dwie
czasteczki aktyny, tworzac agregat o masie odpowiadajacej biatku pasma 3.

Wydluzenie inkubacji cieni erytrocytéw do 48 godz. prowadzito do zaniku pasma bialka 3 i
pojawieniu si¢ szerokiego pasma bialek o niskiej masie czasteczkowe] (smuzenia). Spowodowane
to bylo fragmentacja biatka pasma 3 w wyniku proteolizy lub fragmentacji inicjowanej
reaktywnymi formami tlenu (Rinalducci i wsp., 2012). Obecnos¢ podczas inkubacji fulerenolu we
wszystkich zastosowanych stezeniach zapobiegata degradacji biatka pasma 3, co moze swiadczy¢
o preferencyjnym wigzaniu si¢ fulerenolu do tego biatka blonowego, przez co nie ulega ono
fragmentacji. Duza liczba grup —OH na powierzchni fulerenolu daje mozliwos¢ do tworzenia
wigzan zarbwno z biatkami cytoszkieletu jak i z innymi czasteczkami np. lekami (Chaudhuri i
wsp., 2009). Ta wiasciwos¢ fulerenolu moze by¢ uzyteczna do opracowania protokofu
wykorzystujacego erytrocyty jako przenosniki lekow. Wykorzystanie zwigzkdéw z grupami
funkcyjnymi posiadajacymi silne powinowactwo do biatek cytoszkieletu erytrocytow jako
kotwic” opisal Krantz, (1997). Biatko pasma 3 jest glownym biatkiem transportujacym aniony w
erytrocycie, odgrywa wazng role w transporcie tlenu przez erytrocyty i stanowi kotwice dla wielu
enzymow glikolitycznych i spektryny. Zmiany w biatku pasma 3 wyzwalajg sygnaty w blonie,
ktére prowadza do usunigcia uszkodzonej komorki przez komorki Kupffera (D'Alessandro i wsp.,
2010). Poniewaz fulerenol jest pokryty polarnymi grupami —OH i moze wiaza¢ si¢ do biatka
pasma 3, jest obiecujacym zwigzkiem do zastosowania jako . kotwica”/tacznik.

Inkubacja przez 48 godzin prowadzi do powstania niewielkiej ilosci agregatow biatek poprzez
mostki -S-S-. Fulerenol tylko w najwyzszym z uzytych stgzen 150 mg/dm” zwiekszat ilos¢
agregatow. Agregaty te nie byly redukowane przez ditiotreitol, co potwierdza mozliwos¢ asocjacji
fulerenolu i biatka. Fulerenol Ceo(OH)s, przez wiazanie si¢ z biatkiem pasma 3, nie tylko
hamowal jego degradacje, ale réwniez zaburzal wigzanie spektryny, bialek pasma 4.114.2 oraz
aktyny co prowadzito do zmian w cytoszkielecie. Zmiany te byty widoczne w zmienionej
morfologii erytrocytéw monitorowanej za pomocg mikroskopii kontrastu fazowego 1 pomiaréw
cytometrycznych. Przediuzona inkubacja erytrocytow w 37 °C prowadzi do wyczerpania
zwiazkéw redukujacych i zmian strukturalnych i funkcjonalnych w bfonie, ktdre réwniez
prowadza do zmian w morfologii i wielkosci erytrocytow. Na podstawie histogramow
rozpraszania $wiatla w obszarze katow bocznych (SSC-A) stwierdzitam, ze fulerenol w stezeniu
150 mg/dm® po 3 godz. inkubacji wplywal na ksztatt i zewngtrzng struktury btony. Zmiany
nasility si¢ podczas przedtuzone] inkubacji, kiedy juz od stgzenia 100 mg/dm”® obserwowano
obnizong warto$¢ parametru SSC-A. Natomiast fulerenol nie mial wplywu na wielkos¢
erytrocytdbw oceniong na podstawie histograméw rozpraszania Swiatta w  obszarze katow

czolowych (FSC-A).
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Zmiany zaobserwowane za pomocg cytometrii przeptywowej pozostawaly w zgodzie z
obserwacjami mikroskopowymi erytrocytéw. Nie traktowane fulerenolem erytrocyty po 3 godz.
inkubacji w 37 °C mialy charakterystyczny ksztalt dyskocytow. Inkubacja z najwyzszym
stezeniem fulerenolu prowadzila do niewiclkich zmian w postaci wypustek, ktore sg typowe dla
echinocytow. Przedtuzona inkubacja prowadzila do transformacji echinocytarnej, ktora fulerenol
nasilat niezncznie.

Powstawanie echinocytéw jest wywolywane przez wiele czynnikow, w tym przez zmiany
konformacji biatka pasma 3. Biorac pod uwage. ze fulerenol hamuje aktywnos¢ ATPazowa
(Grebowski i wsp., 2013a [5]), moze réwniez zaburzaé dystrybucj¢ lipidow pomigdzy
zewnetrznym i wewnetrznym listkiem dwuwarstwy lipidowej, prowadzac do transformacji
echinocytarnej (Seigneuret i Devaux, 1984). Zmieniona morfologia moze takze wynika¢ z
oddzialywania nanoczastek fulerenolu z polarnymi glowami lipidéw. Jednak przedstawione
wyniki potwierdzaja, ze zmiany w morfologii erytrocytow wywolywane przez wysokie stgzenia
fulerenolu nie prowadzg do zwigkszenia hemolizy i wycieku jonow potasu, nawet zapobiegajgc

im w niewielkim stopniu.

* przedluzona inkubacja — inkubacja w czasic dluzszym niz 24 godz. w temp. 37°C.

Gléwnymi osiggnieciami prowadzonych przeze mnie badan sg:

e wykazanie, ze odwrécony efekt mocy dawki (inverse dose-rate effect) wystgpuje W
komorkach bezjadrzastych dla mocy dawek rzedu kGy. a nie tylko w roztworach
bioczasteczek,

e wykazanie, ze w bezjadrzastych erytrocytach czlowieka odpowiednio dobrana dawka
promieniowania jonizujgcego wywotuje opornos¢ na dziatanie chemicznego czynnika
utleniajacego (podchlorynu sodu) poprzez zmiany w uporzadkowaniu i funkcji blony
plazmatycznej,

o scharakteryzowanie roznic w ochronnym dziataniu powszechnie stosowanych w biologii i
medycynie hydroksyzwiazkéw, mannitolu i etanolu, na zainicjowane RFT uszkodzenia
erytrocytow,

e zaproponowanie mechanizmu oddziatywania wysoko hydroksylowanego fulerenolu
Ce(OH)s z blong plazmatyczng erytrocytéw poprzez wigzanie sie do bialek

transbtonowych,
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e wykazanic ograniczonej mozliwosci zastosowania fulerenolu do ochrony komorek przed
stresem oksydacyjnym, ze wzgledu na hamowanie aktywnosci ATPaz jonozaleznych i
zwickszanie plynnosci btony plazmatycznej,

e wykazanie mozliwoéci wykorzystania fulerenolu jako tacznika pomigdzy blong
plazmatyczna a zwigzkami o whasciwosciach biologicznych np.lekami, ktore moga zostac

przytaczone do czasteczki fulerenolu.

Wykorzystanie wynikow:

o uzyskane przeze mnie wyniki $wiadczg o wigzaniu si¢ fulerenolu do bialek
transbtonowych erytrocytéw co wskazuje na mozliwos¢ zastosowania fulerenoli jako
tacznikow do przenoszenia substancji np. lekow przez erytrocyty;

o dokfadne poznanie mechanizméw dzialania fulerenoli moze pozwoli¢ na wykorzystanie
go w radioterapii i chemoterapii do ochrony komérek prawidtowych i/lub jako uczulacza
wzmagajacego uszkodzenia komorek nowotworu;

e fulereny stanowia 30% wszystkich nanoczastek stosowanych w kosmetykach i sg rownie
popularne jak nanosrebro, dokladne poznanie mechanizméw ich dzialania w roznych
ukfadach biologicznych, pomoze w planowaniu zakresu ich stosowania, doborze stezen i
kontroli ich uwalniania do srodowiska naturalnego;

e badania dotyczace wplywu promieniowania jonizujgcego na uktady biologiczne
przyczynity sie do poszerzenia wiedzy dotyczacej efektéw jego dzialania. Biorac pod
uwage, Ze promieniowanie jonizujace ma szerokie zastosowanie w zyciu czlowieka, w
terapii, diagnostyce medycznej, przemysle i jako zZrodlo energii dokladne poznanie
mechanizmu jego dziatania przyblizy nas do wyjasnienia wielu radiacyjnych proceséw np.
zjawiska nadwrazliwosci na niskie dawki promieniowania (HRS) albo nabywania
radioopornosci;

e zwazywszy. Ze oddzialywanie promieniowania jonizujacego na komérki w warunkach
tlenowych, wiaze si¢ z powstawaniem rodnikéw OH- i 0>~ oraz H,O, w wyniku radiolizy
wody, otrzymane w pracy wyniki mogg postuzy¢ do projektowania $rodkéw chronigcych

przed czynnikami generujgcymi wolne rodniki.

Powyzsze wyniki badan, stanowigce gtéwne osiggnigcie naukowe postepowania

habilitacyjnego, przedstawitam na posiedzeniu Komisji Biochemiczno-Biofizycznej Wydziatu
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Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego w dniu 21 maja 2013 r. Tezy te zostaly

przyjete jednomysinie.

5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ nankowo-badawczych.

Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania przed uzyskaniem stopnia
doktora:

Jestem absolwentkg Wydzialu Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu t.odzkiego. Studia
ukonczytam w czerweu 1992 r. uzyskujac tytul magistra chemii. Prace magisterska pt.: ,,Badanie
polarograficznej aktywnosci wybranych zwiazkow fosfonowych” wykonatam w Zakladzie

Analizy Instrumentalnej pod kierunkiem prof. nadzw. UL dr hab. Wtodzimierza Jedrzejewskiego.

W czasie studidw uczestniczytam w dziatalnosci kota chemikow i dwukrotnie wyjezdzatam na
wakacyjne obozy naukowe, w latach 1989 i 1990, na ktérych badatam kwasowos¢ gleby i
wybranych stawow i ciekow wodnych Karkonoskiego Parku Narodowego. Wyniki tych prac

zostaly opublikowane w rozdziale monografii (Jaskulska i wsp., 1990).

W pazdzierniku 1992 r. zostalam zatrudniona na stanowisku asystenta w Katedrze Biofizyki, po
reorganizacji w Zakladzie Radiobiologii Katedry Biofizyki Molekularnej na Wydziale Biologii i

Nauk o Ziemi Uniwersytetu Lodzkiego.

Pracujac jako nauczyciel akademicki, w poczatkowym okresie pracy badawczej zajmowatam sig
toksycznoscia rodnikow wodorotlenowych generowanych radiacyjnie i chemicznie (w reakcji
Fentona) w uktadzie z izolowanymi blonami erytrocytarnymi oraz okresleniem ochronnej roli
glukozy i mannitolu w tych ukladach badawczych. Wyniki z tych badan zostaly opublikowane w

2 pracach (Krokosz i Szweda-Lewandowska, 1996; Krokosz i Szweda-Lewandowska, 1997).

W latach 1993-1995 uczestniczytam takze w badaniach w ramach projektu KBN Grant Nr
0402/S4/92/03  (1992—1995) pt. ,Oddzialywanie radiacyjnie generowanych rodnikow
alkoholowych, albuminowych i dekstranowych z hemoglobing czlowieka”. Wynikiem tych i
dalszych badan nad wptywem promieniowania jonizujgcego na hemoglobing cztowieka jest praca,
opublikowana w czasopismie z listy filadelfijskiej, dotyczaca oddziatywania rodnikow
nadtlenkowych alkoholi generowanych radiacyjnie na oksyhemoglobing czlowieka (Szweda-

Lewandowska i wsp., 1998).

Od 1995 r. rozpoczgtam badania do mojej pracy doktorskiej. Promotorem pracy doktorskie]

zostala prof. dr hab. Zofia Szweda-Lewandowska.
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Tematyka badan dotyczyla zagadnien zwiazanych z oddzialywaniem promieniowania gamma
(®Co) na erytrocyty czlowieka oraz okresleniem zmian poradiacyjnych towarzyszacych

nabywaniu opornosci przez erytrocyty cztowieka podczas napromieniowania ich dawkg dzielona.

Wynikiem dzialania promieniowania jonizujacego na komorki s gtéwnie uszkodzenia
generowane przez rodniki i czasteczki powstajagce w wyniku radiolizy wody, 4. rodniki
wodorotlenowe, anionorodniki ponadtlenkowe (tylko w obecnodci tlenu) i nadtlenek wodoru.
Uszkodzenia inicjowane przez reaktywne formy tlenu generowane radiacyjnie prowadzg do
hemolizy erytrocytow. Zaobserwowatam, ze wstepne napromieniowanie erytrocytow niska dawkg
(1j. nie wywolujaca hemolizy erytrocytow co najmniej do 24 godz. po napromieniowaniu)
powoduje obnizenie hemolizy po nastepnej dawce promieniowania w poréwnaniu z hemolizg po
dawce podanej jednorazowo (Koziczak i wsp., 1999). Zjawisko zmniejszania uszkodzen
poradiacyjnych po zastosowaniu napromieniowania dawka dzielong zaobserwowatam rowniez
podczas napromieniowania w N,O. Przy braku tlenu nie zachodza reakcje pomiedzy rodnikami
wytworzonymi radiacyjnie a tlenem czasteczkowym. Ponadto w N,O wydajnos¢ radiacyjna
powstawania rodnika wodorotlenowego jest dwukrotnie wyzsza niz podczas napromieniowania w

powietrzu oraz nie powstaje anionorodnik ponadtienkowy O

W celu wyjasnienia zjawiska radioopornosci erytrocytow prowadzitam badania nad wplywem
niskich dawek promieniowania gamma na zmiany strukturalne btony plazmatycznej erytrocytow
w warunkach tlenowych i beztlenowych. Z przeprowadzonych badan wynikato, ze pod wptywem
odpowiednio niskiej dawki promieniowania jonizujacego W erytrocytach czlowieka zachodza

procesy, ktore wywoluja szereg zmian strukturalnych i funkcjonalnych gléwnie w biatkach.

Gléwnym procesem, zachodzacym pod wpltywem napromieniowania w warunkach beztlenowych
i poprzedzajacym hemolize, byta agregacja bialek btonowych. Agregaty biatkowe powstawaly
przede wszystkim poprzez mostki —S—S—. Obnizenie ilosci biatka w pasmie spektryny i biatka
pasma 3 sugerowaly ich udzial w powstawaniu agregatéw. Procesom agregacji towarzyszyly
zmiany w konformacji bialek blonowych okreslane za pomoca znacznika spinowego 4-
maleimido-2,2.6.6-tetrametylopiperidino-N-oxyl (MSL), ktéry wigzat si¢ kowalencyjnie z
dostepnymi grupami —SH biatek blonowych. W warunkach beztlenowych, w zakresie dawek
przedhemolitycznych, obserwowano niewielki wzrost (10-16%) ptynnosci dwuwarstwy lipidowej
w obszarze hydrofobowym z jednoczesnym brakiem peroksydacji lipidow. Natomiast w
obecnodci tlenu hemoliza byla poprzedzona intensywna peroksydacjg lipidow oraz zwigkszeniem
plynnosci dwuwarstwy lipidowej zaréwno w obszarze hydrofobowym, jak powierzchniowym,
blisko polarnych glow lipidow. Towarzyszyly temu glgbokie zmiany w konformacji bialek

blonowych. Nie obserwowano natomiast agregacji bialek blonowych. Dopiero przy dawce
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promieniowania, ktéra zapoczatkowywata hemolizg obserwowano bardzo niewielkg agregacje
biatek. W erytrocytach napromieniowanych w obecnosci tlenu atmosferycznego, dawka inicjujaca
wystapienie radioopornosci stymulowala Na,K-ATPazg, natomiast w N>O aktywnosé tego
enzymu pozostawala na poziomie erytrocytow nienapromieniowanych.

Ze wzgledu na brak jadra komodrkowego w erytrocytach za wywotanie radioopornosci musza

odpowiada¢ zaobserwowane zmiany strukturalne.

Znaczna cze$é wynikéw uzyskanych w ramach przygotowania doktoratu opublikowano w 2
pracach w czasopismach z listy filadelfijskiej (Szweda-Lewandowska i wsp., 2003; Krokosz i

Szweda-Lewandowska, 2006).

W latach 1997-1999 otrzymywatam granty Uniwersytetu Lodzkiego dla  pracownikow

prowadzgcych badania w ramach przygotowywania rozprawy doktorskiej.
Od sierpnia 1997 do stycznia 1998 bytam stypendystka Polskiej Fundacji Badan Radiacyjnych.

We wrzesniu 1999 r. odbytam krotki staz naukowy w Centrum Radiacyjnym na Uniwersytecie J.
Liebiga w Giessen (Strahlenzentrum Justus-Liebig-Universitit GieBen), Niemcy, w zespole prof.
dr. Juergena Kiefera. Podczas stazu nauczylam sig¢ technik napromieniowania komorek
promieniowaniem o wysokiej wartosci LET oraz zapoznatam z mozliwosciami techniki FISH do
okreslania uszkodzen DNA. Prezentowalam réwniez wyniki swoich badan, do przygotowywanej

rozprawy doktorskiej, na seminarium instytutu.

Do czasu uzyskania stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w specjalnosci biofizyka moj
dorobek naukowy sktadat sig¢ z 2 prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach
znajdujazych sie w bazie JCR (z IF), 2 prac oryginalnych opublikowanych w recenzowanych
czasopismach anglojezycznych oraz | pracy doswiadczalnej stanowiacej rozdzial w monografii.
Wyniki badan prowadzonych przed doktoratem prezentowatam tez w postaci 15 komunikatéw

zjazdowych, w tym 4 na konferencjach migdzynarodowych.

Prace doktorskg pt.: ..Zmiany strukturalne blony plazmatycznej erytrocytu czlowieka w procesie
nabywania radioopornosci pod wplywem niskich dawek promieniowania jonizujgcego”
recenzowali: prof. dr hab. Bozenna Roszak-Rozycka z Katedry Fizyki i Biofizyki Akademii
Rolniczej we Wroctawiu (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy) i prof. dr hab. Grzegorz Bartosz z
Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu Eodzkiego. Obrona doktoratu odbyta sie w lipcu
2000 r., a stopien naukowy doktora nauk biologicznych w specjalnosci biofizyka uzyskatam

decyzja Rady Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Lodzkiego we wrzesniu 2000 roku.
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s

Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania po uzyskaniu stopnia
doktora:

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, od listopada 2000 r., zostalam zatrudniona na
stanowisku adiunkta i kontynuowatam badania nad wptywem promieniowania jonizujacego na
erytrocyty czlowieka oraz okresleniem mechanizmu nabywania opornosci przez erytrocyty
czlowieka po napromieniowaniu ich odpowiednio dobrang dawka promieniowania. Okreslilam
rowniez czy i w jaki sposob warunki napromieniowania wplywaja na wystgpowanie efektu
obnizenia uszkodzen erytrocytow inicjowanych radiacyjnie lub chemicznie. Wyniki badan z tej
tematyki opublikowano w 2 pracach, ktore w znacznej czgdci zawieraty rowniez wyniki uzyskane
w ramach przygotowania doktoratu (Szweda-Lewandowska i wsp., 2003; Krokosz i Szweda-
Lewandowska, 2006) oraz 4 pracach oryginalnych w czasopismach z IF (Krokosz, 2003 [1];
Koziczak i wsp., 2003; Krokosz i Szweda-Lewandowska, 2005 [2]; Krokosz i wsp., 2006 [3]).
Cze$¢ publikacji, w ktorych wykazano, ze w bezjadrzastych erytrocytach cztowieka
promieniowanie jonizujace wywoltuje zmiany w uporzadkowaniu i funkcji btony plazmatycznej
prowadzace do opornosci na dziatanie podchlorynu sodu i scharakteryzowanie funkcjonalnych
zmian w blonie erytrocytarnej pod wptywem przedhemolitycznych dawek promieniowania
jonizujacego o niskim LET, wchodzi w sklad osiagniecia naukowego omowionego wyzej,

bedgcego przedmiotem rozprawy habilitacyjnej.

Metody spektrofotometryczne i fluorymetryczne, ktore wykorzystywalam w swoich badaniach,
przygotowanie ze studiow chemicznych oraz nowo zdobyta wiedzg nad wykorzystaniem metod
instrumentalnych do analizy ukladow biologicznych wykorzystatam do napisania 4
podrozdzialéw w podreczniku akademickim .,Biofizyka. Wybrane zagadnienia wraz z
éwiczeniami™ pod red. Z. Jozwiak i G. Bartosza wydanym przez PWN w roku 2005. Ksigzka ta
uzyskala nagrode Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Podrgcznik doczekat sig juz trzech

dodrukéw w latach 2007, 2008 i 2012.

Moje dalsze badania zwigzane byly z okresleniem udziatu rodnikéw -OH i Clo™ w uszkodzeniach
erytrocytéw podczas napromieniowania w roztworze soli fizjologiczne] buforowangj fosforanami
(PBS), w ktdrym stezenie jondw CI™ jest wysokie i wynosi 145 mM (Komorowska i wsp., 2007,
Komorowska i wsp., 2008; Krokosz i wsp., 2008). PBS mozna traktowac jako najprostszy roztwor
odpowiadajacy warunkom fizjologicznym komoérek. Biorgc pod uwage, ze stezenie jonow
chlorkowych w surowicy i ptynach tkankowych jest rzgdu 100 mM, mozna przypuszczac, ze
rodniki wodorotlenowe, ktére powstang podczas napromieniowania tkanki, mogg by¢ w

znacznym stopniu zmiatane przez chlorki (Saran & Bors, 1997). Prowadzi to do powstania




Dr Anita Krokosz Zatacznik Z-1a

szeregu produktéw wtérnych, w tym Cl~ i HOC, ktore sa bardzo reaktywne i moga uszkadzac

komponenty komorkowe (Saran et al., 1993).

Potwierdzeniem tego efektu jest znacznie wyzsza hemoliza poradiacyjna erytrocytow
napromieniowanych w PBS w poréwnaniu z napromieniowanymi w izotonicznym buforze
fosforanowym. Na podstawie wynikéw uzyskanych w pracy Krokosz i wsp., (2008) mozna
wnioskowaé, ze rodniki OH sa bardziej wydajne w utlenianiu Hb i GSH. natomiast rodniki
zawierajgce chlor sg bardziej efektywne w uszkadzaniu blony plazmatycznej, prowadzac do
zwiekszonej hemolizy. Badania te sfinansowano z projektu finansowanego przez UL nr

505/365/W.

Uczestniczytam réwniez w pracach badawczych zespotu dr hab. B. Bukowskiej, prof. UL, z
Katedry Biofizyki Skazen Srodowiska UL, dotyczacych wplywu herbicydow fenoksyoctowych i
ich metabolitéw na erytrocyty czlowieka majace na celu okreslenie mechanizmu toksycznosci
kwasu 2.4-dichlorofenoksyoctowego in vivo (Bukowska i wsp., 2007; Bukowska i wsp., 2008).
W pierwszym etapie okre$lono oddziatywanie zwiazkow fenolowych, potencjalnych metabolitow
herbicydow  fenoksyoctowych, fenolu, 2.4-dichlorofenolu  (2,4-DCP),  2.4-dimetylofenolu
(2,4-DMP) i katecholu na erytrocyty. Celem byla odpowiedZ na pytanie, czy badane zwigzki
fenolowe utleniaja komponenty erytrocytow i co jest tarcza dla uszkodzefi inicjowanych przez
analizowane zwigzki fenolowe, biatka czy lipidy. Przeprowadzone badania wykazaty, ze rodza
podstawnika w pierécieniu fenolowym determinuje oddziatywanie zwiazku fenolowego na
komorke oraz zdolno$¢ do generowania reaktywnych form tlenu (Bukowska i wsp., 2007)
Wszystkie analizowane zwiazki utlenialy biatka erytrocytarne. przede wszystkim hemoglobing.
Natomiast tylko 2,4-DCP inicjowal peroksydacje lipidow. Nastepnie, okreslono bezposredni etekt
dziatania herbicydow fenoksyoctowych, 2,4-D i MCPA, na sondy fluorescencyjne:
dihydrorodaming 123 (H2R123) i 6-karboksy-2’,7 -dichlorofluorescyne (H2DCF) w ukladzie

komorkowym oraz chemicznym (nie zawierajgcym komorek).

Obydwie sondy sa szeroko stosowane jako markery stresu oksydacyjnego w komorce (Simarro
Doorten i wsp., 2006; Chen i wsp., 2005; Bartosz, 2006). Chociaz wiadomo, ze herbicydy
fenoksyoctowe znaczaco wplywaja na status oksydacyjny w erytrocytach, nie ma bezposrednich
dowodéw na ich zdolnosé do generowania wolnych rodnikow. Wykazano, ze szybkos¢ utleniania
sond fluorescencyjnych jest znaczaco wyzsza dla 2,4-D, podczas gdy zaréwno 2.4-D jak MCPA
w takim samym stopniu zwickszaja poziom grup karbonylowych w biatkach i nie powodujg
denaturacji hemoglobiny (Bukowska i wsp., 2008). Wyniki powyzszych prac pozwolily na
wyciggniecie wniosku, ze prooksydacyjne wiasciwosci herbicydow fenoksyoctowych zalezg od

lokalizacji i rodzaju podstawnikéw w pierscieniu fenolowym. Ponadto pozwolily na
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zaproponowanie przeze mnie lancucha reakcji jakim moze podlega¢ 2.4-D w komorkach,

wyjasniajacy mechanizm dzialania tego herbicydu.

Kolejne moje badania dotyczyly mozliwosci modyfikacji efektow dziatania reaktywnych form
tlenu generowanych radiacyjnie lub podczas przedtuzonej inkubacji przez mannitol, etanol i
melatoning (Krokosz i wsp., 2008 [4], Krokosz i wsp., 2013a). Melatonina wykazuje dzialanie
antyoksydacyjne w wielu ukladach eksperymentalnych, zardwno in vitro jak in vivo. Jednak
istnieja doniesienia o prooksydacyjnych wlasciwosciach melatoniny w niektorych uktadach
biologicznych (Albertini i wsp., 2006; Cristofanon i wsp., 2009; Ximenes i wsp., 2009). W
swoich badaniach wykazalam, ze wysokie stezenia (do 3 mM) melatoniny moga dziatac
prooksydacyjnie w erytrocytach zwiekszajac poziom RFT i utlenionej hemoglobiny. Jednoczesnie
melatonina dzialata ochronnie na blone plazmatyczna chronigc przed hemoliza. Tan i wsp. 2005,
zaproponowali, ze w ukladzie bez komorek NAD' jest przeksztatcany w NADH przy udziale

melatoniny i w konsekwencji NADH zwigksza powstawanie H.O, w wyniku reakeji:
NADH +03~ -»NAD * +H,0,

Powstajacy w powyzszej reakcji H.O, zwigksza utlenianie HbO,. W swojej pracy obserwowatam
zwickszong produkcje RFT i zwickszenie poziomu utlenionej Hb (metHb) dla melatoniny w
stezeniu powyzej 0.6 mM. Mozna przypuszczac, ze melatonina obecna w zawiesinie erytrocytow
pozbawionej glukozy, a wiec z niskim poziomem ATP i zwiazkéw redukujacych, prowadzi do

zwiekszenia poziomu nadtlenku wodoru.

W ostatnim czasie moje zainteresowania koncentrowaly si¢ na badaniu wlasciwosc
biologicznych fulerenéw i ich pochodnych - czasteczek o potencjalnych whasciwosciach
antyoksydacyjnych. Zainspirowala mnie do tego prof. dr hab. Zofia Szweda-Lewandowska
polecajac ksiazke ,,Najpiekniejsza molekuta> Hugh Aldersey-Williams’a opisujaca histori¢ ich
odkrycia oraz wspotpracy i rywalizacji w badaniach nad ,nowa” czasteczka. Poszukiwania
najnowszych publikacji na temat fulerenéw zaowocowaly pracg przegladowa LFulereny w
biologii™ (Krokosz, 2007 [7]), ktora wiaczytam w cykl prac stanowiacych osiggniecie bedace
przedmiotem rozprawy habilitacyjnej. Rozpoczgtam wstgpne badania z fulerenem Cep. Jednak, ze
wzgledu na praktycznie brak rozpuszczalnosci Cep W roziworach wodnych i trudnosci z
oznaczeniami w uktadach komorkowych, podjetam badania hydroksypochodnej fulerenu Cep.
fulerenolu Ceo(OH). 3. ktory otrzymatam z Cey modyfikujac metode Wang i wsp., (2005) w celu
przylaczenia wigkszej liczby grup -OH. Budowg chemiczng otrzymanego fulerenolu
potwierdzialam  wykonujgc analizy ~metodami: spektrofotometrii  UV-Vis  (Cary 1),

spektrofluorymetrii (Cary Eclipse), spektrofotometrii IR (NEXUS FT-IR), spektrometrii 'H NMR
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(Varian Gemini 200 MHz), spektrometrii BC NMR (Bruker Avance 111 600 MHz), spektrometrii
masowej MS-ESI (Varian S00MS) i analizy elementarnej. Prowadzone przeze mnie prace byly
nowatorskie i zainteresowaly, wowezas studentéw 11 r. biologii, ktorzy w ramach Naukowego
Kola Milodych Biofizykéw rozpoczeli pod moja opieka badania nad wlasciwosciami
fotodynamicznymi N-metylofuleropirolidyny. Badania te zaowocowaly zdobyciem nagrody im.
Opienskiej-Blauth przez studentéw Pauling Kazmierskg i Jacka Grebowskiego. na Kongresie
Biochemii i Biologii Komorki w 2008 r. Pan Jacek Grebowski postanowil kontynuowac badania
nad wplywem fulerendw i ich pochodnych na rézne uklady biologiczne w ramach pracy
magisterskiej wykonywanej pod mojg bezposrednig opiekg (promotor: prof. dr hab. Z. Szweda-
Lewandowska), ukonczonej w 2009 r., a nastgpnie w ramach studiéw doktoranckich. Mozliwosci
zastosowania fulerenéw w radiobiologii i fulerenoli w naukach biomedycznych zostaly opisane w
pracach przegladowych (Grebowski i Krokosz, 2010; Grebowski i wsp., 2013¢; Grebowski i wsp.,
2013d). Wyniki naszych badan nad wptywem fulerenofu Coo(OH)-39 na erytrocyty cztowieka, w
ktérych zaproponowano mechanizm jego oddziatywania z erytrocytami znajduja sie w dwoch
pracach, ktore wigczytam do cyklu publikacji bedgcego osiggnigciem rozprawy habilitacyjnej
(Grebowski i wsp., 2013a [3]; Grebowski i wsp., 2013b [6]). Wtasciwosci fulerenolu w ukladzie z
izolowanym biatkiem dehydrogenazg alkoholowa (ADH) w warunkach napromieniowania
promieniowaniem X opisano w pracy Krokosz i wsp., 2013b, ktora jest w trakcie korekty po
recenzjach. Prace, ktére prowadzono nad wplywem fulerenolu na uktady biologiczne zostaly
sfinansowane z projektow finansowanych przez UL nr 505/0383 i 505/0384 ("Modyfikacja
odpowiedzi na promieniowanie jonizujagce w komorkach krwi przez wybrane zwigzki
chemiczne™), ktorych bytam kierownikiem i z grantu NCN Preludium, realizowanego przez mgr
Jacka Grebowskego, nr 2011/03/N/ST4/01281 ,,Wyznaczenie stalych szybkosci reakcyi wysoko
hydroksylowanego fulerenu Ce(OH)z z produktami radiolizy wody i okreslenie mechanizmu
jego oddzialywania na erytrocyty czlowieka w warunkach stresu oksydacyjnego™. Grant
Preludium jest realizowany w ramach przygotowania rozprawy doktorskiej przez mgr J.

Grebowskiego, ktdrego jestem promotorem pomocniczym.

W swoich badaniach zajmowalam si¢ rowniez wplywem tlenu na radiacyjnie indukowane
uszkodzenia strukturalne i funkcjonalne dehydrogenaz: aldehydu 3-fosfoglicerynowego

(GAPDH) i mleczanowej (LDH) (Rodacka i wsp., 2012).

Kontynuowalam takze wspdlprace z zespolem dr hab. Bozeny Bukowskiej, prot. UL nad
mechanizmem inaktywacji acetylocholinoesterazy erytrocytarnej przez akarycydy, chlorfenwinfos
i bromfenwinfos oraz jego zanieczyszczenia, dihydro-bromfenwinfos i dibromo-bromfenwinfos

(Sosnowska i wsp.. 2013). W swojej czgsci pracy skupilam sig nad zaproponowaniem schematu
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reakcji inhibicji AChE przez badane zwigzki oraz matematyczng analizg wynikow i

wyznaczeniem statych inhibicji kompetycyjnej i mieszanej.

Obecnie kontynuuje badania nad mechanizmem dziatania fulerenolu Ceo(OH)3s W uktadach
biologicznych oraz uczestnicze jako wykonawca w realizacji projektu NCN  nr
2012/05/B/NZ1/00701, ktory zostal przyznany na lata 2013-2016, ,,Badanie indukowanych przez
reaktywne formy tlenu i azotu proceséw agregacji GAPDH i innych biatek bioracych udzial w
chorobach neurodegeneracyjnych. Ocena antyoksydantéw w przeciwdziataniu tym procesom™,

ktorego kierownikiem jest prof. dr hab. Grzegorz Bartosz.

Kontynuujac badania nad mechanizmem dziatania fulerenolu Cg(OH)s na erytrocyty. w
najblizszym czasie zamierzam okresli¢ oddziatywanie fulerenolu na poziom peroksydacji lipidow
i bialek blonowych inicjowanej promieniowaniem jonizujacym w warunkach przedluzonej
inkubacji. Badania te zostang wykonane z uzyciem sondy fluorescencyjnej C11-BODIPY581/591
dla peroksydacji lipidéw i metoda z oranzem ksylenolowym dla peroksydacji bialek. Ponadto,
okreslony zostanie wplyw promieniowania jonizujacego w obecnosci fulerenolu na aktywnos¢
enzymdw antyoksydacyjnych w erytrocytach. Zwazywszy, ze nasze dotychczasowe badania
wskazuja na adsorbowanie si¢ fulerenolu do blony plazmatycznej, okreslony zostanie udzial i rola
grup —SH biatek blonowych w oddziatywaniu fulerenolu z blong oraz mozliwos¢ ochrony przez
fulerenol grup —SH przed utlenianiem radiacyjnym. Okreslony zostanie takze wplyw fulerenolu i
promieniowania jonizujacego w obecnosci fulerenolu na aktywnos¢ acetylocholinoesterazy.
Enzym ten jest powszechnie stosowanym wskaznikiem stuzacym do okreslania toksycznosci

zwigzku.

Dalsze badania beda dotyczyé oddziatywania fulerenolu z jednojadrzastymi komorki krwi
obwodowej czlowieka (MNBC) oraz okreslenia cytotoksyczno$ci fulerenolu wobec komorek
$rodblonka naczyniowego HUVEC. Rozszerzenie badaf na komorki jadrzaste pozwoli pelniej
oszacowaé wlasciwosci biologiczne fulerenolu. Planuje si¢ okresli¢ integralnos¢ blony
plazmatycznej metodg uwalniania LDH, zmiany w aktywnoéci kaspazy 3, zmiany w blonowym
potencjale mitochondrialnym (za pomoca znacznika fluorescencyjnego DiOC6(3)) oraz zmiany

wielkosci i granularnosci komorek metoda cytofluorymetryczng.

Wykonane oznaczenia pozwolg zaproponowaé dokladniejszy mechanizm oddzialywania
fulerenolu Ceo(OH)3, na komorki oraz okre$li¢ dziatanie fulerenolu w warunkach stresu
oksydacyjnego generowanego radiacyjnie. Zwazywszy, ze oddzialywanie promieniowania
jonizujacego na komoérki w warunkach tlenowych, wiaze si¢ z powstawaniem reaktywnych form
tlenu w wyniku radiolizy wody, otrzymane w projekcie wyniki mogg takze odzwierciedla¢

dziatanie fulerenolu w warunkach stresu oksydacyjnego generowanego chemicznie lub przez
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promieniowanie UV. Uzyskane wyniki moga si¢ okaza¢ bardzo przydatne do oceny mozliwosci
zastosowania fulerenolu w kosmetykach i oceny bezpieczenstwa tych kosmetykoéw podczas
ekspozycji na promieniowanie stoneczne. Srodki na planowane badania planuje zdoby¢ skiadajac

wniosek do NCN o grant w konkursie typu OPUS.

M6j dorobek naukowy po obronie pracy doktorskiej obejmuje 16 recenzowanych prac
oryginalnych, 4 recenzowane prace przegladowe, 1 erratg, | rozdziat w podreczniku
akademickim. Cze$¢ wynikdéw zostala rowniez zaprezentowana na zjazdach krajowych i

migdzynarodowych (35 komunikatéw konferencyjnych).

Podsumowanie:

Méj calkowity dorobek naukowy obejmuje 27 recenzowanych publikacji, w tym 20 prac
opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej (17 oryginalnych, 2 przegladowe 1 1
errata), 2 artykuly w anglojezycznych czasopismach bez wspotczynnika oddziatywania IF, 2
artykuty przegladowe w polskojezycznych czasopismach bez wspolczynnika oddzialywania IF, 2
artykuly oryginalne w monografiach, 1 rozdziat w podrgczniku akademickim oraz 50
komunikatow zawierajacych wystgpienia posterowe i ustne (w tym 15 na konferencjach

miedzynarodowych).

Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych

Artykuty w czasopismach z listy 2
filadelfijskiej

Artykuty w recenzowanych
anglojezycznych czasopismach bez 2
wspotczynnika oddziatywania IF

Artykut oryginalny w monografii w jez. 1
polskim

Komunikaty zawierajace wystapienia

posterowe 15

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych

Artykuty w czasopismach z listy 18, w tym 2 artykuly przegladowe i 1
filadelfijskiej errata

Artykuty przegladowe w recenzowanych
czasopismach bez wspotczynnika 2
oddzialywania IF

Rozdziaty w podrg¢czniku akademickim 1
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Artykutl oryginalny w monografii w jez. 1

polskim

Komunikaty zawierajace wystapienia 35

posterowe i ustne N

Sumaryczny wspolezynnik wg roku wydania: 32,196
oddzialywania IF aktualny: 41,331
Sumaryczne punkty MNiSW (2012) 485
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