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1. Imie¢ i nazwisko.
Rafal Kretowski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne.
25.09.2014r. Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku; Wydzial Farmaceutyczny z
Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej, stopien doktora nauk medycznych, w
dyscyplinie biologia medyczna, tytul rozprawy doktorskiej ,,Regulacyjna rola biatka
opiekunczego ORP150 w metabolizmie kolagenu w komorkach raka sutka linii MCF -
7.” Promotor rozprawy doktorskiej: prof. dr hab. Marzanna Cechowska-Pasko.

09.06.2008r. Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, Wydzial Farmaceutyczny z
Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej, studia jednolite magisterskie na kierunku
Analityka Medyczna. Uzyskany tytut zawodowy: magister analityki medyczne;.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.
od 01.10.2008r. do 30.06.2016r. Zaklad Biochemii Farmaceutycznej Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej, Uniwersytet Medyczny w
Biatymstoku: asystent naukowo-dydaktyczny.

od 01.07.2016r. do obecnie Zaklad Biochemii Farmaceutycznej Wydzialu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej, Uniwersytet Medyczny w
Biatymstoku: adiunkt naukowo-dydaktyczny.

4. Omowienie osiagnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z
pozn. zm.).

a) Tytul osiagniecia naukowego:

Efekty dzialania nanoczastek krzemionki i zredukowanego tlenku
grafenu na wybrane komorki nowotworowe w warunkach in vitro.

Osiagnigcie naukowe stanowi cykl powigzanych tematycznie 4 oryginalnych artykutow
naukowych [H-1-H-4], o sumarycznym wspotczynniku oddziatywania Impact Factor (IF)
wynoszacym 22,128 i tacznej wartosci punktacji Ministerstwa Edukacji 1 Nauki (MNiSW)
wynoszacej 455, (520%). We wszystkich pracach jestem autorem korespondencyjnym.

* punktacja MNiSW z 2021r.

H-1 Kretowski Rafal, Kusaczuk Magdalena, Naumowicz Monika, Kotyfiska Joanna, Szynaka
Beata, Cechowska-Pasko Marzanna. The Effects of Silica Nanoparticles on Apoptosis and
Autophagy of Glioblastoma Cell Lines. Nanomaterials: 2017: 7, 8, E230, 22 pp.

IF = 3,504

MNiSW = 35 (100%)
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, prowadzeniu hodowli
komorek glejaka wielopostaciowego mozgu linii LBC3, LN-18 i fibroblastow skory ludzkiej
(CRL-1474) oraz analizie i interpretacji uzyskanych wynikow badan. Przeprowadzitem analizy
polegajgce na ocenie cytotoksycznosci SiNPs na wyzej wymienionych liniach komorkowych.
Ocenitem apoptoze, poziom RFT, potencjal btony mitochondrialnej, aktywnos¢ kaspazy-9 oraz
ekspresje biatka markerowego autofagii LC3 I/Il. Wykonatem analize mikroskopowgq
kwasnych organelli AVOs. Ponadto dokonatem opracowania i interpretacji wynikow badan,
przygotowania wszystkich rycin (z wyjgtkiem rycin obrazujgcych zeta potencjat i DLS) oraz
napisatem manuskrypt w jezyku angielskim. Jestem autorem korespondencyjnym. Moj udziat
szacuje na 70%.

H-2 Kretowski Rafal, Jabtonska-Trypu¢ Agata, Cechowska-Pasko Marzanna. The
Preliminary Study on the Proapoptotic Effect of Reduced Graphene Oxide in Breast Cancer
Cell Lines. International Journal of Molecular Sciences: 2021: 22, 22, 17 pp.

IF = 6,208

MNISW = 140

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, prowadzeniu hodowli
komorek raka sutka linii MDA-MB-231, Hs 5787, T47D, MCF-7 oraz ZR-75-1.
Przeprowadzitem analizy polegajgce na ocenie cytotoksycznosci rGO na wyzej wymienionych
liniach nowotworowych. Zbadatem wpbyw rGO na proliferacje komorek linii MDA-MB-231 i
ZR-75-1. Ocenitem apoptoze oraz poziom RFT. Wykonalem barwienie fluorescencyjne DAPI
oraz zbadatem zmiany morfologiczne komorek z wykorzystaniem barwienia fioletem
krystalicznym.  Ponadto  dokonatem opracowania i interpretacji wynikow badan,
przygotowania wszystkich rycin, napisania manuskryptu w jezyvku angielskim oraz
korespondencji z edytorem. Moj udzial szacuje na 80%.

H-3 Kretowski Rafal, Cechowska-Pasko Marzanna. The Reduced Graphene Oxide (rGO)
Induces Apoptosis, Autophagy and Cell Cycle Arrest in Breast Cancer Cells. International
Journal of Molecular Sciences: 2022: 23, 16, 20 pp.

IF = 6,208

MNiSW = 140

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, prowadzeniu hodowli
komorek raka sutka linii MDA-MB-231 i ZR-75-1 oraz fibroblastow skory ludzkiej (CRL-
1474). Przeprowadzitem analizy polegajqce na ocenie cytotoksycznosci rGO bez NAC oraz z
udziatem NAC na liniach nowotworowych raka sutka. Ocenitem potencjal blony
mitochondrialnej i cykl komorkowy. Dokonatem mikroskopowej analizy barwienia
fluorochromami bromkiem etydyny i oranzem akrydyny. Ocenitem poziom ekspresji kaspazy-9
i kaspazy-3 metodg cytometrii przeplywowej. Dokonatem analizy Western Blot bialek
markerowych Swiadczgcych o zatrzymaniu cyklu komorkowego, apoptozie oraz autofagii.
Ponadto opracowatem i zinterpretowatem wyniki badan. Przygotowalem wszystkie ryciny oraz
napisatem manuskrypt w jezyku angielskim i korespondowatem z edytorem. Moj udzial szacuje
na 80%.
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H-4 Kretowski Rafal, Jabtonska-Trypu¢ Agata, Cechowska-Pasko Marzanna. The Effect of
Silica Nanoparticles (SiNPs) on Cytotoxicity, Induction of Oxidative Stress and Apoptosis in
Breast Cancer Cell Lines. International Journal of Molecular Sciences: 2023: 24, 3, 14 pp.

IF = 6,208

MNiSW = 140

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, prowadzeniu hodowli
komorek raka sutka linii MDA-MB-231 i ZR-75-1. Przeprowadzitem analizy polegajgce na
ocenie cytotoksycznosci SINPs bez NAC oraz z udziatem NAC na liniach nowotworowych raka
sutka. Ocenitem apoptoze oraz potencjatl btony mitochondrialnej. Ocenitem poziom ekspresji
kaspazy-9 i kaspazy-3 metodq cytometrii przeplywowej. Ponadto opracowatem i
zinterpretowatem wyniki badan. Przygotowatem wszystkie ryciny oraz napisatem manuskrypt
w jezyku angielskim i korespondowatem z edytorem. Moj udziat szacuje na 80%.

b) Oméwienie celu badawczego w/w prac i osiagnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Nowotwory ztosliwe stanowia szczegélnie powazny problem zdrowotny 1
ekonomiczny w krajach rozwijajacych si¢. Na poczatku XX wieku zachorowalno$¢ na raka
stanowila 6sma z kolei przyczyne zgonéw w populacji ludzkiej. Z kolei kilkadziesiat lat
pozniej nowotwory stanowily juz druga, po chorobach ukladu krazenia, najczesciej
wystepujaca przyczyne zgondéw u ludzi (Licznerska B i in., 2012). Kazdego roku szacuje si¢
okoto 10 miIn nowych przypadkéw zachorowan na nowotwory. Wedlug Swiatowej
Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization — WHO) w 2030 roku na raka
zachoruje okoto 22 min ludzi, natomiast najwigkszy odsetek zachorowan bedzie dotyczyt
krajow rozwijajacych si¢ (Mattiuzzi C 1 in., 2019). Ponadto wedtug Polskiego Towarzystwa
Onkologicznego szacuje si¢, ze w 2025 roku zachorowalno$¢ na choroby nowotworowe
wzro$nie o okoto 25% w odniesieniu do danych epidemiologicznych z 2011 roku (Didkowska
J11n., 2009). Umieralno$¢ spowodowang nowotworami mozna zmniejszy¢ poprzez wdrozenie
wczesnej diagnostyki oraz opracowanie innowacyjnych strategii terapeutycznych (Mattiuzzi C
iin., 2019).

Komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ wystepowaniem licznych mutacji, ktore
pobudzaja cykl ich namnazania. Uszkodzone komorki podlegaja niekontrolowanym
podzialom, mechanizm programowanej $mierci ulega rozregulowaniu, a komorki
transformowane nowotworowo 0si3gaja niesmiertelnos¢. Idealng strategig terapeutyczng
byloby wybidrcze wyeliminowanie komodrek nowotworowych bez wplywu na zdrowe
komorki (Kelley KD 1 in., 2022). Innowacyjne metody leczenia, w tym rozwdj nauk
nanobiomedycznych, daza do odkrycia ,,inteligentnego leku” na raka. Jedna z podstawowych
metod leczenia chorych na nowotwory jest leczenie chirurgiczne, ktorego skutecznos¢ jest
zauwazalna, zwlaszcza u pacjentow, u ktorych nie miaty miejsca przerzuty. Oprocz leczenia
chirurgicznego cz¢sto stosuje si¢ radioterapi¢ 1 chemioterapie. Obecnie ograniczenia
radioterapii 1 chemioterapii dotycza niskiej selektywnosci zwigzanej z brakiem specyficznosci
wobec komorek nowotworowych oraz rozwojem zjawiska lekoopornosci. W celu
wyeliminowania dziatan niepozadanych oraz podniesienia specyficznosci
chemioterapeutykow wobec komdrek nowotworowych poszukiwane sg nowe strategie badan,
polegajace na wdrozeniu nanoczastek do leczenia chorych na nowotwory (Senga SS 1 in.,
2021).
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Nanotoksykologia jest jedna z dynamicznie rozwijajacych si¢ dziedzin nauk
zajmujacych sie toksyczno$cig nanomaterialdow. Obejmuje ona dziedziny wiedzy dotyczace
rodzaju 1 zrédel substancji nanotoksycznych oraz molekularnych mechanizméw ich dziatania
w organizmie cztowieka (Lewinski N 1 in., 2008).

Nanomaterialy obejmuja struktury materii, ktére maja jeden Iub wigcej
zewngtrznych wymiaréw w skali nano (1-100 nm). Struktury nanomateriatdow majg charakter
zaglomerowanych czastek lub ich agregatow, witdkien badz rurek o budowie prostej lub
zakrzywionej oraz powlok o zroéznicowanym ksztalcie. Nanomateriaty roéznig sie od
materiatbw w skali makro wlasciwosciami fizykochemicznymi i toksykologicznymi.
Wiasciwosci te wynikajg z innego rozktadu elektronow w czasteczce. Gestos¢ elektronow na
powierzchni nanoobiektéw jest wyzsza niz w przypadku obiektow w skali makro. W zwigzku
z tym badania nad nanoczgstkami prowadzone sg w szerokim zakresie wielu dziedzin nauki,
takich jak: elektronika, chemia, inzynieria materialowa, biotechnologia, nanotoksykologia
oraz medycyna. Nanoczastki obejmuja: nanorurki weglowe, grafen (QG), tlenek grafenu (GO),
zredukowany tlenek grafenu (rGO), nanoczastki krzemionki (SiNPs), liposomy,
dendrymery oraz nanoczastki magnetyczne (Almeida JP iin., 2011; Raj S11in., 2021).

Nanoczastki charakteryzuja si¢ wysokim stosunkiem powierzchni do ich objetosci.
Struktury te sa pordwnywalne z rozmiarami plazmidow DNA, immunoglobulin, enzymow
oraz produktow komodrkowych, takich jak egzosomy. Duza powierzchnia nanoczastek
pozwala na ich funkcjonalizowanie $rodkami farmakologicznymi stosowanymi w leczeniu
oraz obrazowaniu (Nune SK i in., 2009). Czynniki, ktéore warunkujg biodystrybucje
nanoczgstek w organizmie zywym, to: wielko$¢, ladunek powierzchniowy, dyspersja i
hydrofobowo$¢. Niewielkie rozmiary oraz wlasciwosci powierzchniowe nanoczastek
wptywaja na ich wchtanianie przez komorke droga endocytozy. Nanostruktury mniejsze niz 8
nm sg szybko eliminowane z organizmu przez nerki. Natomiast wigksze, powyzej 30 nm,
gromadza si¢ w komorkach. Zmiany powierzchniowe nanoczastek moga wplywa¢ na ich
hydrodynamiczny rozmiar, tadunek elektryczny oraz reaktywnos¢. Chociaz nanoczgstki maja
maly rozmiar i duzg powierzchnig, réznig si¢ pod wzgledem wlasciwosci endogennych, ktore
decyduja o ich biokompatybilnosci (Hoshyar N 1 in., 2016).

Poczatkowo uwazano, ze nanoczastki sa biologicznie oboje¢tne, w pdZniejszym
okresie zwrdcono uwage na fakt ich cytotoksycznego dziatania. Badania nanotoksykologiczne
potwierdzity cytotoksyczne dzialanie nanomaterialbw na komorki prawidlowe i
nowotworowe. Mechanizm cytotoksycznego dziatania w wigkszosci przypadkow polega na
generowaniu reaktywnych form tlenu (RFT), prowadzac do silnego stresu oksydacyjnego
(Horie M 1 1n., 2021).

Naruszenie rownowagi miedzy procesami oksydacyjnymi i1 antyoksydacyjnymi
prowadzi do stresu oksydacyjnego. RFT zawieraja w swojej czasteczce atomy tlenu z
niesparowanym elektronem, ktore cechujg si¢ duza reaktywnoscia, prowadzac do modyfikacji
chemicznych wielu makromolekut, w tym: biatek 1 lipidow oraz innych sktadnikéw komorki.
W przeciwienstwie do komorek prawidtlowych komorki transformowane nowotworowo
charakteryzujg si¢ podwyzszonym poziomem RFT. Przekroczenie granicznego stezenia RFT
w komorkach nowotworowych moze doprowadzi¢ do indukcji apoptozy i/lub autofagii
(Kretowski R 11n., 2022; Kretowski R 1 in., 2023).

Z danych literaturowych wynika, ze we wczesnym rozwoju komorek
nowotworowych autofagia peini role cytoprotekcyjng, pozwala komodrkom usunaé
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zagregowane bialka lub przetrwaé w niekorzystnych warunkach hipoksji. Autofagia
indukowana stresem opisywana jest rowniez jako $mier¢ komorkowa typu I, co wskazuje na
dualistyczny charakter tego procesu. Apoptoza odpowiada za eliminowanie komorek
nowotworowych z organizmu cztowieka. Pomigdzy tymi procesami zachodzi $cista korelacja,
natomiast zrozumienie molekularnych mechanizméw dziatania obydwu proceséw mogtoby
wptynagé¢ na opracowanie nowych strategii terapeutycznych majacych na celu zwiekszenie
efektywnosci terapii (Kretowski R 1 in., 2022). Ponadto mechanizm cytotoksycznego dziatania
nanoczastek na komorki nowotworowe obejmuje wptyw na ich morfologi¢ poprzez interakcje
z btong komoérkowa. Z danych literaturowych wynika, ze SiNPs oraz rGO dodane do pozywki
hodowlanej izoluja komoérki nowotworowe od $§rodowiska zewnetrznego, a takze blokujg
dostep tlenu oraz transport skladnikow odzywczych, niezbednych dla prawidlowego
funkcjonowania komorki (Kretowski R 1 in., 2017; Kretowski R 1 in., 2021). Oddzialywanie
SiNPs 1 rGO z powierzchnia komoérki w znacznym stopniu zalezy od ich wilasciwosci
fizycznych, takich jak: wielko$¢, ksztatt oraz w przypadku rGO — obecnos¢ ostrych krawedzi
(Zhang B i in., 2016; Kretowski R i in., 2017, Rahimi S i in., 2022). Wszystkie wyzej
wspomniane mechanizmy toksycznego dziatania omawianych nanostruktur moga indukowac
programowang $mier¢ komorki — apoptoze i/lub autofagie (Kretowski R 1 in., 2017).

Unikalne wiasciwosci fizykochemiczne nanoczastek sprawily, ze znalazty si¢ one w
obszarze zainteresowan wielu badaczy. Ze wzgledu na niezwykle wiasciwosci
fizykochemiczne nanoczastki sg przedmiotem wielu badan w celu ich wykorzystania w
teranostyce jako nosnik genow, lekow, w inzynierii tkankowej lub jako $rodki terapeutyczne
do leczenia chorych na nowotwory. Pomimo postepu w naukach nanobiomedycznych
mechanizm interakcji nanoczastek, w tym SiNPs oraz rGO, z zywym organizmem jest ztozony
1 wcigz daleki do petnego poznania oraz zrozumienia (Gehr P i in., 2018).

Wiasciwosci  fizykochemiczne SiNPs oraz rGO wynikaja z ich struktury
przestrzennej. SiNPs to kuliste amorficzne molekuly (Kretowski R 1 in., 2021), syntetyzowane
w réznych ksztattach 1 rozmiarach, a wtasciwosci ich powierzchni mozna tatwo modyfikowac
(Chen L 1 in., 2018). rGO powstaje na skutek chemicznej, termicznej lub elektrochemicznej
modyfikacji tlenku grafenu (GO). Charakteryzuje si¢ on strukturg dwuwymiarowg (2D) oraz
sktada sie z pojedynczej warstwy atomoéw wegla o hybrydyzacji sp’. Natomiast tGO jest
strukturg posrednig pomigdzy grafenem (G) a GO. W strukturze rGO znajduje si¢ mata liczba
grup funkcyjnych zawierajacych tlen. Dane eksperymentalne wskazuja, ze rGO zawiera okoto
25% tlenu w czasteczce w porownaniu do GO (Eatemadi A 1 in., 2014). rGO charakteryzuje
si¢ bardzo wysoka aktywno$cig elektrochemiczng w poréwnaniu do G. rGO wykazuje
szczegolne wlasciwosci fizykochemiczne: znacznie wyzszg niz w innych znanych tworzywach
polprzewodnikowych ruchliwo$cig elektronow oraz wyjatkowa wytrzymato$cia wigzan
pomiedzy poszczegdlnymi atomami warstwy grafenowej (Eatemadi A 1 in., 2014; Liao C 1 in.,
2018).

Zastosowanie nanoterapii otwiera nowe mozliwosci terapeutyczne w walce z
nowotworami, w tym z glejakiem wielopostaciowym moézgu oraz rakiem sutka, ktore do tej
pory wykazywaty duza oporno$¢ na standardowy schemat leczenia. Wykorzystanie SiNPs i
rGO moze stanowi¢ inspiracje¢ dla firm farmaceutycznych dazacych do pozyskania
nowoczesnych chemio-nanoterapeutykdéw, skierowanych wybidrczo w celu eliminacji
komorek nowotworowych.

Analizy nanotoksykologiczne prowadzone z wykorzystaniem linii komoérek ludzkich
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w hodowli in vitro stanowig obecnie kluczowy element badan przedklinicznych, poniewaz
pozwalaja na wykazanie wlasciwosci badanej substancji pozaustrojowo. Ich stosowanie
umozliwia eliminacj¢ badan na zwierzgtach na wczesnym etapie testow.

Nanomateriaty majg bardzo szerokie zastosowanie w terapii nowotworow ze
wzgledu na swoja wielofunkcyjnos¢ oraz wysoki poziom bioakumulacji.

Prezentowany cykl publikacji przedstawia kompleksowe badania prowadzone na
najlepszych z nanotoksykologicznego punktu widzenia modelach biologicznych stosowanych
na wstepnym etapie badan przedklinicznych in vitro.

Analizowane nanoczastki oraz modele badawcze wybrano uwzgledniajac
czestotliwos¢  wystepowania okreslonych typéw nowotworéw oraz ich oporno$¢ na
standardowy schemat leczenia i fakt, ze nadal brakuje danych literaturowych na temat stresu
oksydacyjnego, apoptozy i autofagii, indukowanych przez SiNPs oraz rGO.

W zwiazku z powyzszym glownym celem osiagniecia naukowego bylo zbadanie:
1. profilu nanotoksykologicznego rGO i SiNPs na wybranych liniach komorek
nowotworowych w poréwnaniu do prawidlowe;j linii fibroblastow.
2. efektow biologicznego dzialania, wybranych nanomaterialow w analizowanych
liniach komérkowych, determinujacych obserwowany efekt cytotoksyczny.

Omowienie uzyskanych wynikow

SiNPs sg jednymi z najczesciej stosowanych nanomateriatéw w réznych dziedzinach
medycyny ze wzgledu na dobrg biodystrybucje¢ oraz internalizacj¢ komérkowa (Chen L 1 in.,
2018). Celem mojej pracy byla ocena efektow komdrkowych 1 molekularnych dziatania SiNPs
na ludzkie komorki glejaka wielopostaciowego mozgu. Wiasciwosci fizykochemiczne SiNPs
sg waznymi czynnikami w badaniach nad ich nanotoksycznoscig. Pierwszym zagadnieniem,
ktore podjalem podczas pracy nad osiagni¢ciem naukowym, bylo wykazanie istotnej
roznicy w wartosci potencjalu zeta { i rozmiarach SiNPs w zaleznosci od osrodka
dyspersyjnego. Roznice te wynikaja z adsorpcji bialek surowicy na powierzchni SiNPs. Po
kontakcie SiNPs z ptynami biologicznymi (surowica i inne makroczasteczki) nastepuje
natychmiastowa adsorpcja bialek na powierzchni SiNPs w postaci warstwy zwanej korong
biatkowg. Poniewaz medium hodowlane zawiera 10% FBS, warstwa ta prawdopodobnie
adsorbuje si¢ na powierzchni SiNPs. Powloka biatkowa moze zmieni¢ zachowanie SiNPs,
potencjalnie modyfikujac stan agregacji 1 odpowiedz komdrkowa.

Kolejnym krokiem byly badania zmierzajace do okreslenia stopnia cytotoksycznego
dzialania, za pomocg spektrofotometrycznego testu MTT, trzech rdznej wielkosci SiNPs: 7
nm, 5-15 nm oraz 10-20 nm w komorkach glejaka wielopostaciowego mézgu linii LBC3,
LN-18 oraz fibroblastach skory ludzkiej (CRL-1474). Test MTT oparty jest na zdolnosci
dehydrogenazy mitochondrialnej do konwersji pomaranczowej, rozpuszczalnej] w wodzie soli
tetrazolowej do nierozpuszczalnego purpurowego formazanu. Po rozpuszczeniu powstatych
krysztatkow w HCl/izopropanolu powstaje barwny roztwor, ktorego intensywnos¢
zabarwienia mierzona jest spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 565 nm. Ilos¢ barwnego
MTT jest proporcjonalna do aktywno$ci oksydacyjnej mitochondriow komorki, a w $cisle
okreslonych warunkach doswiadczalnych — do liczby aktywnych metabolicznie, zywych,
komorek (Carmichael J i in., 1987; Stoktosowa S i in., 2006). Wybdr wyzej wspomnianych
linii komérkowych byt zwigzany z oceng wptywu SiNPs na dwa rézne molekularne modele
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komorek glejaka wielopostaciowego mozgu linii LBC3 i LN-18 oraz na komoérki prawidlowe;j
linii fibroblastoéw (CRL-1474).

Poziom cytotoksycznego dziatania nanoczastek zalezy przede wszystkim od: ksztattu
1 wielkos$ci, czasu ekspozycji i1 stezenia, biofunkcjonalizacji, czystosci chemicznej oraz
metody syntezy i stopnia agregacji w medium hodowlanym (Almeida JP i in., 2011;
Kretowski R 1 in., 2017). Komorki hodowalem we wzrastajacym zakresie stezen SiNPs od
12,5 pg/ml do 1000 pg/ml, natomiast odpowiedz komorkowg zbadalem po 24 h i 48 h
inkubacji. Z przeprowadzonych badan wynika, ze SiNPs, o wielko$ci 7 nm, 5-15 nm oraz
10-20 nm indukowaly, zalezng od wzrastajacej dawki i czasu inkubacji, cytotoksycznos¢
w komérkach glejaka wielopostaciowego mozgu, a w fibroblastach skory ludzkiej tylko
nieznacznie obnizaly zywotno$é. Do dalszych badan wybralem najbardziej efektywnie
dziatajace stezenia SiNPs (50 pg/ml i 100 pg/ml) oraz ich rozmiar w przedziale od 5 do 15
nm.

Wykorzystujac metode cytometrii przeptywowej, wykonalem test oparty na badaniu
integralno$ci blony komoérkowej z wykorzystaniem barwienia aneksyng V-FITC/PL
Stwierdzilem indukcje¢ apoptozy i nekrozy w komorkach linii LBC3, traktowanych 50
pg/ml i 100 pg/ml SiNPs, o wielkosci 5-15 nm, podczas gdy w komorkach linii LN-18
obserwowalem nekroze. Dlatego do dalszych badan wybratem lini¢ LBC3 w celu zbadania
mechanizmu apoptozy.

Apoptoza moze by¢ indukowana stresem oksydacyjnym, a zatem mitochondria
odgrywaja kluczowa role w tym procesie, poprzez generowanie reaktywnych form tlenu —
RFT: anionorodnika ponadtlenkowego (O2~), rodnika hydroksylowego (HO-) oraz nadtlenku
wodoru (H202). RFT uczestniczag w sygnalizacji komoérkowej, metabolizmie komérkowym 1
homeostazie. Akumulacja RFT w komodrkach nowotworowych moze prowadzi¢ do
uszkodzenia biatek, lipidow oraz kwasoéw nukleinowych (Villalpando-Rodriguez GE 1 in.,
2021). Stwierdzilem, ze SiNPs o wielkosci 5-15 nm indukowaly wzrost RFT, obnizaly
potencjal blony mitochondrialnej oraz powodowaly pecznienie i deformacj¢ blony
mitochondrialnej w komérkach linii LBC3. W zwiazku z powyzszym postanowitem zbadac
aktywnos$¢ kaspazy-9 uczestniczacej w wewnatrzpochodnej drodze apoptozy. Stwierdzitem
zalezna od dawki i czasu nasilona aktywnos¢ kaspazy-9 w komorkach linii LBC3.
Ponadto wykazalem wzrost ekspresji genow proapoptotycznych: Bim, Bax, Puma oraz
Noxa.

Poniewaz apoptoza moze by¢ indukowana na drodze autofagii zaleznej od AtgS
(Eisenberg-Lerner 1 in., 2009), zbadatem ekspresje czynno$ciowego markera autofagii, jakim
jest lipidacja biatka LC3, oraz ekspresje genu Azg5. Uzyskane wyniki wskazuja na wzrost
stosunku LC3II/LC3I oraz nasilona ekspresj¢ genu Azg5 w badanych komorkach.
Charakterystyczng cechg autofagii jest tworzenie na obszarze cytoplazmy autofagolizosomow.
Mikroskopowa obserwacje tych struktur prowadzitem w oparciu o fluorescencyjne barwienie
komorek bromkiem etydyny i1 oranzem akrydyny (Kregtowski R 1 in., 2017). Wykazalem
zalezny od czasu i dawki SiNPs, o wielkosci 5-15 nm, wzrost liczby komérek z kwasnymi
organellami pecherzykowatymi (ang. acidic vesicular organelles, AVOs). Uzyskane wyniki
sugeruja, ze SiNPs, o wielko$ci 5-15 nm, skutecznie hamuja wzrost komorek glejaka
wielopostaciowego mozgu na drodze indukceji apoptozy 1 autofagii.

Uzyskane wyniki opisane zostaty w pracy:



dr n. med. Rafal Kretowski
Zalacznik nr 3

H-1 Kretowski R, Kusaczuk M, Naumowicz M, Kotynska J, Szynaka B, Cechowska-Pasko
M. The Effects of Silica Nanoparticles on Apoptosis and Autophagy of Glioblastoma Cell
Lines. Nanomaterials (Basel) 2017, 21; 7(8): 230.

IF = 3.504

MNiISW =35 (*100); * punktacja MNiSW z 2021r.

W dalszym etapie badan poszerzylem warsztat badawczy o komorki raka sutka,
r6znych molekularnych podtypow, MDA-MB-231 (estrogenoniezalezne, ER-) oraz ZR-75-1
(estrogenozalezne, ER+). Celem pracy byla ocena wpltywu przeciwnowotworowego i
mechanizmu dziatania SiNPs, o wielko$ci 5—15 nm, w liniach komérkowych raka sutka. Do
dalszych badan na komodrkach raka sutka wybratem najbardziej efektywne ich stezenie 100
ng/ml, natomiast odpowiedz komoérkowa zbadatem po 48 h inkubacji. Przy pomocy testu
cytotoksycznosci (MTT) wykazalem, Ze SiNPs o wielkosci 5-15 nm indukowaly obniZenie
zywotno$ci komérek linii MDA-MB-231 i ZR-75-1. Stres oksydacyjny jest jednym z
kluczowych mechanizméw cytotoksycznego dziatania SiNPs na komorki nowotworowe.
Zachwianie réwnowagi pomigdzy syntezag RFT a zdolno$ciami antyoksydacyjnymi komoérek
okresla si¢ mianem stresu oksydacyjnego. Komodrki majace styczno$¢ z RFT wytworzyly
enzymatyczne i nieenzymatyczne mechanizmy obronne majace na celu ochrong integralnosci
bton komoérkowych 1 wnetrza komorki (Redza-Dutordoir M 1 in., 2016). RFT uczestniczg w
licznych procesach komorkowych, m.in.: we wzroscie komoérek, w proliferacji, réznicowaniu,
apoptozie 1 autofagii. Komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ podwyzszonym poziomem
RFT w odniesieniu do komorek prawidtowych. Wysokie stezenie RFT jest toksyczne dla
komorek. Natomiast umiarkowane st¢zenia RFT sg dobrze tolerowane przez komorki
nowotworowe, pobudzaja ich podziatl oraz proliferacj¢. Przekroczenie granicznego stezenia
RFT w komorkach nowotworowych prowadzi do indukcji apoptozy i/lub autofagii (Kretowski
R 1 in., 2023). Dziatanie wysokich stgzen RFT na komorki polega na: chemicznych
modyfikacjach oraz uszkodzeniach biatek (agregacja i denaturacja), lipidéw (peroksydacja),
weglowodanoéw oraz nukleotydow, zmianach na poziomie epigenetycznym, uszkodzeniach
mitochondriéw, a w konsekwencji prowadzi do mutacji lub silnych efektoéw destrukcyjnych
komorki (Redza-Dutordoir M 1 in., 2016). Istnieja dwa mechanizmy indukcji stresu
oksydacyjnego przez nanoczastki. Bezposredni mechanizm polega na powstawaniu RFT na
powierzchni nanoczastek na drodze fotokatalizy. Natomiast posredni mechanizm jest
zwigzany z generowaniem RFT na drodze uszkodzenia mitochondriow przez nanoczastki
(Horie M 1 in., 2021). Postanowilem zbada¢ wplyw SiNPs, o wielkosci 5—15 nm, na
wewnatrzkomorkowa produkcje RFT, peroksydacje lipidow — TBARS i zawarto$¢ grup
tiolowych -SH oraz stosunek GSH/GSSG w komorkach raka sutka liniit MDA-MB-231 i ZR-
75-1. W przeprowadzonych badaniach wykazalem, Zze SiNPs 5—15 nm indukowaly
syntez¢ RFT w badanych komorkach. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja na
zwigzek pomiedzy nasilona produkcja RFT a obnizeniem poziomu grup -SH, ktore sa
waznym markerem uszkodzen oksydacyjnych bialek pod wplywem SiNPs, o wielkoSci
5-15 nm. Ponadto SiNPs spowodowaly nasilenie peroksydacji lipidow (TBARS) i
obnizenie stosunku glutationu zredukowanego do glutationu utlenionego (GSH/GSSG),
ktore rowniez pozytywnie korelowaly ze wzrostem wytwarzania RFT przez komoérki
MDA-MB-231 oraz ZR-75-1. Dodatkowo zaobserwowalem, ze wstepne traktowanie
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komorek 5 mmol/l NAC redukowalo stres oksydacyjny (obnizalo wytwarzanie RFT oraz
ilos¢ TBARS, zwiekszalo stosunek GSH/GSSG i zawarto$¢ grup tiolowych) i, co ciekawe,
obnizalo cytotoksycznos¢ wywolana przez SiNPs, o wielkosci 5-15 nm. Ponadto z
przeprowadzonych badan wynika, ze wzmozona synteza RFT prowadzila do nasilenia
stresu oksydacyjnego, ktory indukowal cytotoksycznos$¢ oraz apoptoze w badanych
komorkach.

Zaprogramowana $mier¢ komorki jest jedng z najwazniejszych drég utrzymania
homeostazy w warunkach podziatu lub $mierci komorki (Elmore S i in., 2007). Poszukiwanie
nowych strategii terapeutycznych w walce z rakiem polega na wdrozeniu nanotechnologii do
badan in vitro. Uzyskane wyniki sugeruja, ze SiNPs, o wielkosci 5—15 nm, indukowaly
apoptoze¢ w komoérkach raka sutka linii MDA-MB-231 i ZR-75-1. W aktywacji
wewnatrzpochodnej $ciezki apoptozy istotng role odgrywaja mitochondria. Podczas
poszukiwania mechanizmu dziatania SiNPs, o wielkos$ci 5—15 nm, na komérki MDA-MB-231
1 ZR-75-1 metoda cytometrii przeptywowej zbadatem potencjal blony mitochondrialnej
(A¥Ym). Z przeprowadzonych badan wynika, ze SiNPs, o wielkosci 5—15 nm, wyraznie
redukowaly AWYm, w szczegdlnosci w komdérkach linii ZR-75-1. We wecze$niejszych
badaniach [H-1] prezentowatem wptyw SiNPs, o wielkosci 5—15 nm, na zmiany w
ultrastrukturze mitochondrium, a takze udowodnitem, Zze badane nanoczastki aktywowaty
apoptoze w komorkach LBC3 na drodze indukcji szlaku mitochondrialnego. SiNPs
powodowaty otwarcie mitochondrialnych poréw przejsciowe] przepuszczalnosci (ang.
permeability transition pore — PTP) i obnizaly potencjal blony mitochondrialnej (A¥m)
oraz indukowaly produkcje RFT — i w konsekwencji prowadzily do apoptozy. W celu
dodatkowego potwierdzenia, ze SiNPs, o wielkosci 5—15 nm, indukowaly apoptoze, w
badanych komoérkach, metoda cytometrii przeptywowej ocenitem ekspresje aktywnej formy
kaspazy-9 oraz kaspazy-3. Stwierdzilem, ze SiNPs, o wielkosci 5—15 nm, aktywowaly
kaspaze¢-9 oraz kaspaze¢-3 w komorkach linii MDA-MB-231 i ZR-75-1.

Z. przeprowadzonych badan wynika, ze SiNPs, o wielkosci 5-15 nm,
powodowaly indukcje stresu oksydacyjnego w komorkach raka sutka. Ponadto
prezentowane badania wyjasniaja mozliwe mechanizmy dzialania SiNPs, o wielkosci 5—
15 nm, w komorkach raka sutka linii MDA-MB-231 i ZR-75-1.

Uzyskane wyniki opisane zostaly w pracy:

H-4 Kretowski R, Jabtonska-Trypu¢ A, Cechowska-Pasko M. The Effect of Silica
Nanoparticles (SiNPs) on Cytotoxicity, Induction of Oxidative Stress and Apoptosis in Breast
Cancer Cell Lines. Int J Mol Sci. 2023, 24(3), 2037.

IF = 6.208

MNiSW = 140

Mechanizm cytotoksycznego dzialania SiNPs oraz rGO na komorki nowotworowe
obejmuje wptyw na ich morfologie, poprzez interakcj¢ z blong komorkowa (Krgtowski R 1 in.,
2017; Kretowski R 1 in, 2021). Z danych literaturowych wynika, ze rGO dodany do pozywki
hodowlanej izoluje komoérki nowotworowe od §rodowiska zewngtrznego, blokuje dostep tlenu
oraz transport sktadnikow odzywczych, w tym glukozy i aminokwasow, niezbednych dla
prawidlowego funkcjonowania komorki (Jarosz A 1 in., 2016). Szczego6lny efekt wptywu
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nanoczgstek na komorki nowotworowe moze by¢ obserwowany w momencie zahamowania
mechanizméw adaptujacych te komorki do niekorzystnych warunkoéw panujagcych w
mikrosrodowisku (Kretowski R i in., 2021). Oddzialywanie rGO z powierzchnig komorki w
znacznym stopniu zalezy od ich wtasciwosci fizycznych, takich jak: wielkos¢, ksztatt oraz w
przypadku rGO — obecno$¢ ostrych krawedzi. Hydrofobowy charakter rGO powoduje
wigzanie si¢ z lipidami blon komérkowych (Jarosz A i in., 2016). Celem tych badan byta
ocena wptywu rGO, w warunkach in vitro, na: cytotoksyczno$¢, zmiany morfologii,
proliferacje, stres oksydacyjny i apoptoz¢ w liniach komorkowych raka sutka. Wykorzystujac
test kolorymetryczny oparty na zdolnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) do
przeksztatcenia pirogronianu do kwasu mlekowego, ocenitlem cytotoksyczno$¢ na komoérkach
raka sutka linii: T-47D, MCF-7, ZR-75-1, MDA-MB-231 oraz Hs 578T. LDH wystepuje w
cytoplazmie wszystkich komérek. W momencie uszkodzenia btony komorkowej przez rGO
jest bardzo szybko uwalniany do pozywki hodowlanej. Pirogronian reaguje z 2.,4-
dinitrofenylohydrazyna. Prowadzi to do wytworzenia barwnego produktu reakcji — hydrazonu,
ktoérego maksimum absorpcji wynosi od 400 nm do 550 nm (Stoktosowa S i in., 2006). W celu
dodatkowego potwierdzenia, ze rGO wykazuje dzialanie cytotoksyczne na analizowane
komorki, postanowitem przeprowadzi¢ eksperyment z wykorzystaniem cytometru
przeptywowego, polegajacy na ocenie integralnosci btony komorkowej z jodkiem propidyny
(PI). Badane komorki hodowatem we wzrastajacym zakresie stezen rGO od 25 pg/ml do 300
pg/ml, a odpowiedz komoérkowa ocenialem po 24 h i 48 h inkubacji. Wykazalem, ze rGO
powodowal zalezne od czasu i dawki nasilenie uwalniania LDH do medium hodowlanego
komorek oraz wychwyt PI przez komérki linii MDA-MB-231 i ZR-75-1. Nie
stwierdzilem istotnego statystycznie wzrostu uwalniania LDH do medium hodowlanego
oraz wychwytu PI przez komdrki linii T-47D, MCF-7 oraz Hs 578T. Do dalszych analiz
wybralem estrogenoniezalezne (ER-) komorki raka sutka linii MDA-MB-231 i
estrogenozalezne (ER+) linii ZR-75-1 oraz rGO w stezeniu 100 pg/ml. Rézna wrazliwosé
komorek raka sutka na dziatanie rGO moze wynika¢ z rdéznic w ekspresji genow
uczestniczacych w procesie apoptozy 1 autofagii. Ponadto w celu walidacji wynikow
cytotoksycznosci, przeprowadzilem test proliferacji z wykorzystaniem fioletu krystalicznego.
Wykazalem zalezne od czasu i dawki zahamowanie proliferacji komorek MDA-MB-231 i
ZR-75-1. Moze by¢ ono spowodowane nie tylko stresem izolacyjnym wywotanym przez rGO,
ale rowniez stresem oksydacyjnym generowanym przez dlugotrwate narazenie komorek na
badang nanostrukture. Z przeprowadzonych badan wynika, ze rGO indukowal
wytwarzanie RFT w sposob zalezny od czasu i uzytej dawki w komorkach raka sutka
linii MDA-MB-231 i ZR-75-1. Zhang 1 in. wykazali, ze inkubacja komoérek HelLa z GO
zwigksza poziom RFT, zmniejsza aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i nasila
produkcje dialdehydu malonowego (Zhang B 1 in., 2016). Sasidharan i in. zasugerowali, ze
nanomateriaty weglowe moga indukowaé wewnatrzkomorkowe wytwarzanie RFT, a zjawisko
to bylo zwigzane z brakiem réwnowagi migdzy mechanizmami oksydacyjnymi i
przeciwutleniajgcymi (Sasidharan A i in., 2015). W badaniach wiasnych sugeruje, ze rGO
indukujac silny stres oksydacyjny, polegajacy m.in. na wzroscie RFT, mogl prowadzi¢ do
apoptozy komorek raka sutka linii MDA-MB-231 i ZR-75-1.

W dalszym etapie badan ocenitem wptyw rGO na poziom peroksydacji lipidow,
stosunek glutationu zredukowanego do glutationu utlenionego (GSH/GSSG) oraz poziom grup
tiolowych (-SH). Uzyskane wyniki wskazuja, ze rGO powodowal nasilenie poziomu
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peroksydacji lipidow (TBARS) i obnizenie stosunku GSH/GSSG, ktore roéwniez
pozytywnie korelowaly z obnizeniem zawartosci grup tiolowych oraz ze wzrostem
wytwarzania RFT w komoérkach linii MDA-MB-231 oraz ZR-75-1. W zwiazku z
powyzszym moge stwierdzi¢, ze rGO w badanych komoérkach powodowal uszkodzenie
dwuwarstwy lipidowej i bialek blonowych na drodze peroksydacji lipidow oraz
oksydacyjnych uszkodzen bialek.

RFT, powstajace pod wptywem rGO, moga aktywowaé kaskade kaspaz i
stymulowac¢ proces apoptozy (Jarosz A i in., 2016). Wykazalem, ze rGO indukuje apoptoze
i nekroze w komorkach linii MDA-MB-231 i ZR-75-1. Ponadto w celu walidacji wynikéw
cytometrycznych, oceny apoptozy i nekrozy przeprowadzilem barwienie fluorescencyjne z
wykorzystaniem DAPI. Stwierdzilem, ze komérki MDA-MB-231 i ZR-75-1 wykazywaly
typowe zmiany wystepujace w morfologii komorek apoptotycznych, polegajace na
obkurczeniu komorki, kondensacji chromatyny jadrowej, fragmentacji jadra
komoérkowego oraz tworzeniu cialek apoptotycznych. Nekroza, obserwowana w obydwu
liniach komérkowych, moze wynika¢ z uszkodzenia btony komérkowej oraz naglej redukcji
wewnatrzkomorkowych poktadow ATP i utraty rownowagi osmotycznej komoérki. Ponadto
barwienie fioletem Kkrystalicznym wykazalo, ze komdrki inkubowane z rGO
charakteryzowaly si¢ przyleganiem do blony komérkowej czarnych aglomeratow rGO.
Co ciekawe — zaobserwowalem kumulacje rGO w obszarze jadra komorkowego w
komodrkach MDA-MB-231. Ponadto komérki inkubowane z rGO byly bardziej owalne i
obkurczone w porownaniu do komoérek kontrolnych, inkubowanych bez rGO. Wyzej
opisane zmiany morfologiczne moga rowniez Swiadczy¢ o zapoczatkowanym procesie
apoptozy.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze rGO indukowal cytotoksyczno$¢ w
komorkach raka sutka linii MDA-MB-231 i ZR-75-1. Ponadto w obydwu liniach
komorkowych obserwowalem: aktywacje¢ stresu oksydacyjnego oraz apoptoze, obnizenie
proliferacji, kondensacje¢ i marginalizacje chromatyny jadrowej. Wyniki te sugeruja, ze
rGO wykazuje dzialanie przeciwnowotworowe, ktore moze by¢ wykorzystane podczas
terapii raka sutka.

Uzyskane wyniki opisane zostaly w pracy:

H-2 Kretowski R, Jabtonska-Trypu¢ A, Cechowska-Pasko M. The Preliminary Study on the
Proapoptotic Effect of Reduced Graphene Oxide in Breast Cancer Cell Lines. Int J Mol Sci.
2021, 22;22(22):12593.

IF = 6.208

MNiISW = 140

Z uwagi na fakt, iz moje poprzednie badania wykazaty cytotoksyczne dzialanie rGO
na drodze uszkodzenia btony komoérkowej, w celu walidacji tych wynikéw przeprowadzitem
badanie oceniajace cytotoksyczno$¢ z wykorzystaniem testu MTT. Celem pracy byto
poszukiwanie molekularnego punktu dziatania rGO na komorki raka sutka liniit MDA-MB-231
1 ZR-75-1. Badane komoérki hodowatem we wzrastajagcym zakresie stezen rGO od 10 pg/ml do
300 pg/ml, a odpowiedz komorkowa oceniatem po 24 h 1 48 h inkubacji. Do dalszych analiz
wybratem najbardziej efektywnie dzialajace st¢zenie rGO, a mianowicie 100 pg/ml.
Wykazalem, ze rGO powodowal zalezng od czasu i dawki redukcje zywotnosci komoérek
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raka sutka linii MDA-MB-231 i ZR-75-1. W przeciwienstwie do linii nowotworowych
fibroblasty skory ludzkiej (CRL1474) wykazywaly nieznaczne zmniejszenie zywotnosci
po inkubacji z 300 pg/ml rGO. We wczesniejszych badaniach (H-2) wykazatem, ze rGO
silnie indukowat wytwarzanie RFT w komorkach raka sutka linii MDA-MB-231 1 ZR-75-1.
W przeprowadzonych badaniach zaobserwowalem wspoélistnienie cytotoksycznego
dzialania rGO oraz nasilong syntez¢ RFT w komérkach linii MDA-MB-231 i ZR-75-1. W
celu udowodnienia cytotoksycznego dzialania RFT na komorki raka sutka przeprowadzitem
eksperyment z 5 mmol/l NAC. Z przeprowadzonych badan wynika, ze NAC nasilal
zywotnos¢ w badanych komoérkach inkubowanych w obecnosci 100 pg/ml rGO przez 24
h i 48 h. Ponadto wzrost produkcji RFT moze prowadzi¢ do uszkodzenia mitochondriow i
zaburza¢ potencjat btony mitochondrialnej (A¥m) (Kretowski R i in., 2022). Uzyskane
wyniki wskazuja, ze rGO indukowal apoptoz¢ oraz obnizal potencjal blony
mitochondrialnej w komorkach linii MDA-MB-231 i ZR-75-1. Ze wzgledu na obnizenie
potencjalu blony mitochondrialnej, zmiany morfologiczne komérek apoptotycznych
(barwienie bromkiem etydyny i oranzem akrydyny) sugeruje¢, ze rGO indukowal
apoptoze¢ na drodze mitochondrialnej. Mechanizm apoptozy indukowany przez
nanomateriaty polega na obnizeniu ekspresji biatek antyapoptotycznych Bcl-2 oraz nasileniu
syntezy bialek proapoptotycznych, takich jak Bim czy Bax (Kretowski R i in., 2022). W
badaniach wiasnych, wykorzystujac technike Western blot z immunoidentyfikacja, ocenitem
wptyw rGO na ekspresje biatek uczestniczacych w procesie apoptozy. Wykazalem, ze rGO
nasilal ekspresje bialka Bax oraz obnizal ekspresje bialek Bel-xl i Bel-2. Biatko Bax jest
zbudowane z domeny a-helikalnej, ktéra uczestniczy w tworzeniu kanatow w zewngtrznej
btonie mitochondrialnej i zwigksza jej przepuszczalno$¢ dla cytochromu c. Kompleks Apaf-1
faczy si¢ z cytochromem c i1 aktywuje kaspaz¢-9. Kaspaza-9 odgrywa istotng role w
mitochondrialnej drodze apoptozy. Aktywna kaspaza-9 prowadzi do aktywacji wykonawczej
kaspazy-3 (Elmore S i in., 2007). W badaniach wlasnych wykazalem zalezny od czasu
wzrost aktywnej kaspazy-9 i aktywnej kaspazy-3 oraz zwiekszona ekspresje PARP
(89kDa) w komorkach linii MDA-MB-231 i ZR-75-1.

Jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells — NF-xB) odgrywa istotng rol¢ regulacji transkrypcji genow
kodujacych biatka zwigzane ze stanem zapalnym, proliferacja komorek oraz apoptoza
(Kretowski R 1 in., 2022). W poprzedniej pracy (H-2) wykazatem, ze rGO spowodowal
zalezne od dawki 1 czasu obnizenie proliferacji komorek raka sutka. Mechanizm aktywacji
czynnika NF-kB przez RFT nie jest do konca zbadany. Zaobserwowalem, ze rGO obnizal
ekspresj¢ NF-xB P65 w komorkach MDA-MB-231 i ZR-75-1, co korelowalo z indukcja
apoptozy. Moze to sugerowac, ze rGO w stezeniu 100 pg/ml indukowal apoptoze poprzez
hamowanie P65 w komorkach raka sutka. W celu potwierdzenia wynikow dotyczacych
obnizonej proliferacji komorek przez rGO wykonatem oceng cyklu komorkowego. Analiza ta
wykazala istotnie podwyzszony procent komorek raka sutka wchodzacych w faze¢ S i
subG1, Swiadczacy o apoptozie. Dodatkowo metoda Western Blot zbadatem poziom
ekspresji biatek: P21 i1 P-P53, zaangazowanych w hamowanie cyklu komorkowego.
Stwierdzilem zalezny od czasu wzrost ekspresji P21 w obydwu liniach komorkowych i
dodatkowo nasilona ekspresj¢ P-P53 w komorkach linii ZR-75-1 traktowanych 100
pg/ml rGO przez 24 h i 48 h. Nasilona ekspresja P-P53 1 P21 w komdrkach ZR-75-11 P21 w
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komorkach linii MDA-MB-231 $§wiadczyta o zatrzymaniu cyklu komérkowego. Wang i in.
wykazali, ze GO hamowat cykl komorkowy w fazie S (Wang Y 1 in., 2020). Hashemi 1 in.
stwierdzili, ze czasteczki GO zwigkszaja synteze DNA poprzez generowanie RFT i uszkadzaja
DNA fibroblastow (Hashemi 1 E in., 2018). Sugeruje to, Ze zatrzymanie cyklu
komorkowego w fazie S moglo by¢ zwiazane ze wzrostem ekspresji bialtka P21.

W ostatnich latach wzrosta liczba badan dotyczacych apoptozy indukowanej rGO 1
autofagowej $mierci komoérek. Apoptoza i autofagia spelniaja odmienne funkcje oraz maja
rozne cechy morfologiczne 1 biochemiczne, jednak miedzy Sciezkami sygnatlowymi
kontrolujacymi zaré6wno fazy inicjacji, jak i1 egzekucji obu procesow zachodza liczne
interakcje. Autofagia chroni komorki przed apoptoza, ale w niektorych warunkach réwniez
moze przyczynia¢ si¢ do $mierci komérkowej (Xi H 1 in., 2022). W niniejszej pracy ocenitem
wptyw rGO na ekspresj¢ bialek markerowych autofagii (Atg5, P62 oraz LC3UII). Z
przeprowadzonych badan wynika, ze rGO (100 pg/ml) nasilal poziom ekspresji AtgS i
LC3-II oraz obnizal poziom ekspresji bialka P62 w komérkach MDA-MB-231 i ZR-75-1.
Uzyskane wyniki wskazuja na zalezno$¢ pomiedzy wzrostem ekspresji LC3-II oraz nasilong
ekspresja biatka AtgS.

Przeprowadzone badania sugeruja, ze rGO wywolywal cytotoksyczne dzialanie w
komorkach raka sutka linii MDA-MB-231 i ZR-75-1, ale nie w fibroblastach skory
ludzkiej. Co ciekawe — zaobserwowalem wspdlistnienie apoptozy i autofagii w badanych
komorkach nowotworowych.

Uzyskane wyniki opisane zostaly w pracy:

H-3 Kretowski R, Cechowska-Pasko M. The Reduced Graphene Oxide (rGO) Induces
Apoptosis, Autophagy and Cell Cycle Arrest in Breast Cancer Cells. Int J Mol Sci. 2022,
18;23(16):9285.

IF = 6.208

MNiSW = 140

Podsumowanie i element nowatorski prac stanowiacych osiagniecie naukowe:

Przedstawiony cykl prac stanowi uzupetlienie dotychczasowej wiedzy na temat
oddziatywan SiNPs oraz rGO z komoérkami nowotworowymi. Badania te przedstawiajg
mozliwy mechanizm cytotoksycznego dzialania, wyzej wspomnianych nanoczastek na drodze
indukcji stresu oksydacyjnego oraz aktywacji wewnatrzpochodnej drogi apoptozy 1 aktywacji
autofagii.

Wyniki otrzymane podczas badan prowadzonych nad wyzej opisanym osiggni¢ciem
naukowym maja nie tylko charakter poznawczy, ale rOwniez nowatorski.

Nowatorski charakter badan polegal na:
e Poszukiwaniu i identyfikacji molekularnych punktow uchwytu oraz mechanizméw
dziatania SiNPs 1 rGO na komoérki nowotworowe.
e Modyfikacjach molekularnych, pod wplywem dziatania badanych nanostruktur,
zachodzacych w obrebie komodrek nowotworowych, pozytywnie korelujac z
zahamowaniem ich proliferacji.
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e Wykazaniu, ze SiNPs oraz rGO mogg stanowi¢ doskonatg alternatywe jako
potencjalne nanochemioterapeutyki, wybiorczo niszczace komorki nowotworowe,
ktére do tej pory wykazywaty lekoopornos¢.

e Przedstawieniu, ze SiNPs oraz rGO moga stanowi¢ doskonale zrdédlo indukujace

apoptoze

1 autofagic w komoérkach nowotworowych réznych molekularnych

podtypow.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze:

PiSmiennictwo

Cytotoksyczno$¢ SiNPs, wzgledem komorek glejaka wielopostaciowego
mozgu, zalezata od ich: wielkos$ci, st¢zenia oraz czasu ekspozycji. W
przeciwienstwie do komoérek nowotworowych komorki prawidlowe byty
mniej wrazliwe na cytotoksyczne dzialanie SiNPs, o wielkosci 5—15 nm.
Badane nanoczastki wywolywaly stres oksydacyjny oraz indukowaty
apoptoze i autofagie w komorkach LBC3, podczas gdy w komoérkach linii
LN-18 — nekrozg.

SiNPs, o wielkosci 5—15 nm, wykazywaly cytotoksyczne dziatanie na
komorki raka sutka linii MDA-MB-231 1 ZR-75-1, stymulowaly w nich
wzrost poziomu peroksydacji lipidéw 1 obnizenie stosunku glutationu
zredukowanego do glutationu utlenionego oraz obnizaly poziomu grup
tiolowych, ktére pozytywnie korelowaly ze wzrostem syntezy RFT.
Stwierdzono, ze SiNPs w badanych komoérkach aktywowaty apoptoze droga
wewnatrzpochodng. Ponadto zaobserwowano cytoprotekcyjne dziatanie N-
acetylocysteiny, ktora chronita komoérki nowotworowe przed toksycznymi
skutkami dziatania SiNPs.

rGO wykazywat znaczng cytotoksyczno$s¢ wobec komorek raka sutka linii
MDA-MB-231 i ZR-75-1. Nie stwierdzono toksycznego dziatania badanego
nanomaterialu na fibroblasty skory ludzkiej oraz inne komorki
nowotworowe linii: Hs 578T, T47D, MCF-7. Wykazano hamowanie
proliferacji 1 indukcje apoptozy oraz nekrozy komérek MDA-MB-231 1 ZR-
75-1 hodowanych w obecno$ci rGO. Ponadto stwierdzono, ze rGO moze
oddziatywa¢ z blong komoérkowa komorek raka sutka.

N-acetylocysteina redukowata cytotoksyczne dzialanie rGO na komorki
MDA-MB-231 1 ZR-75-1. Ponadto rGO aktywowal wewnatrzpochodng
droge apoptozy, nasilat autofagie 1 hamowat cykl komorkowy. Przypuszcza
si¢, ze mechanizm przeciwnowotworowego dzialania rGO polegat na
aktywacji apoptozy 1 autofagii.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji
kultury, w szczegolnosci zagranicznej.

W mojej pracy naukowe] uczestniczylem w wielu badaniach majacych na celu
okres$lenie zmian molekularnych w komodrkach nowotworowych wywotanych réznymi
nanoczastkami. W ramach wspolpracy z prof. dr hab. Agnieszka Zofia Wilczewska,
kierownikiem Zakladu Polimerow i Syntezy Organicznej Uniwersytetu w Biatymstoku,
otrzymali$my do badan nanoczastki magnetyczne z powloka aminosiloksanowa (MNP@NH>)
oraz ich pochodne sfunkcjonalizowane kwasem foliowym (MNP@NH-FA). Nanosystemy
MNP@NH, i MNP@NH-FA zostaty zbadane pod katem potencjalnego zastosowania w
projektowaniu nowych narzedzi diagnostycznych oraz terapeutycznych raka jelita grubego w
warunkach in vitro oraz ksenograftow. W hodowli komorek raka jelita grubego linii DLD-1
obserwowalismy internalizacjg MNP@NH-FA 1 MNP@NH:> oraz ich jadrowa lokalizacje, a
takze obnizong zywotno$¢ powiazang z indukcjg apoptozy w badanych komorkach. Obecnos¢
kwasu foliowego na powierzchni nanosystemu skutkowata szybka eliminacja nanostruktur z
organizmu myszy. Ponadto zaobserwowali§my: nasilong retencj¢ MNP@FA, redukcj¢ masy

17



dr n. med. Rafal Kretowski
Zalacznik nr 3

guza i nasilong ekspresje aktywnej formy kaspazy-3 w mysim modelu ksenoprzeszczepu raka
jelita  grubego. Uzyskane wyniki pozwolity potwierdzi¢ wysoka aktywnosé
przeciwnowotworowa badanych nanosystemow. Efektem tych badan jest praca opublikowana
w periodyku o zasiggu migdzynarodowym (zalacznik 4, pkt I1, ppkt 4B, publikacja nr P13).

Dodatkowo wspotpraca z prof. dr hab. Agnieszka Zofia Wilczewska zaowocowata
otrzymaniem patentu. Przedmiotem wynalazku byt sposob otrzymywania multifunkcjonalnego
nanosystemu z rdzeniem z materialtu magnetycznego i powloka z polimeru. Metoda ta
polegala na syntezie nanostruktury magnetycznej z materialu magnetycznego, a nastgpnie
pokryciu jej polimerem z terminalnymi grupami aminowymi, przy czym przeprowadzono
funkcjonalizacj¢ wyzej wspomnianych grup aminowych kwasem foliowym, dialdehydem oraz
solami propidyny. Zgodnie z wynalazkiem wytworzone nanostruktury magnetyczne pokryto
poliaminopropylotrimetoksysilanem, nastepnie przeprowadzono funkcjonalizacje grup
aminowych kwasem foliowym, dialdehydem oraz zaczepiono na powierzchni sole propidyny
w wyniku reakcji z grupami aldehydowymi.

Otrzymane multifunkcjonalne nanoczastki mialy dualistyczny charakter,
magnetyczny oraz fluorescencyjny. Wnikaty one do komorek i lokalizowaly si¢ w jadrach
komoérkowych. Otrzymany multifunkcjonalny nanosystem umozliwia terapi¢ celowang lub
detekcje komorek, w szczegdlnosci tych zmienionych nowotworowo (zalacznik 4, pkt 3,
ppkt 3).

Podczas mojej pracy naukowej wspotpracowalem réwniez z prof. dr hab. Beatg
Kolesinska, kierownik Instytutu Chemii Organicznej Politechniki bLodzkiej. W ramach
wspotpracy otrzymaliSmy do badan nowe pochodne 1,3,5-triazyny o potencjalnym
przeciwnowotworowym mechanizmie dziatania. Badania byly prowadzone na komorkach
glejaka wielopostaciowego moézgu linii LBC3, LN-18 oraz LN-229. Najwigksza
cytotoksyczng aktywno$¢ zaobserwowaliSmy w grupie 1,3,5-triazyny z trzema grupami 2-
chloroetyloaminowymi (zwiazek f12). WykazaliSmy, ze f12 indukowal zalezna od czasu i
dawki cytotoksyczno$¢ oraz apoptoze we wszystkich trzech liniach glejaka
wielopostaciowego mozgu. Sugerujemy, ze zwigzek f12 moze by¢ potencjalnym kandydatem
do dalszych badan jako §rodek o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym. Efektem
wyzej opisanych badan jest praca opublikowana w periodyku z listy Filadelfijskiej (zalacznik
4 pkt 11, ppkt 4B, publikacja nr P19).

Opisane powyzej osiagniecie naukowe powstato podczas wspotpracy z dr hab. Agata
Jabtonska-Trypu¢ z Katedry Chemii, Biologii 1 Biotechnologii Politechniki Bialostockie;.
Wspolpraca ta polegata na ocenie parametréw stresu oksydacyjnego w komorkach glejaka
wielopostaciowego oraz raka sutka inkubowanych w obecnosci SiNPs oraz rGO (zalgacznik 4,
pkt I, ppkt 2, publikacja H-2 i H-4). Ponadto razem z dr hab. Agatg Jabtonska-Trypu¢
badatem wptyw nowych pochodnych, kompleksow doksorubicyny (DOX) z metalami (Mg,
Mn, Co, Ni, Fe, Cu, Zn) na apoptoze, cykl komorkowy, zywotno$¢, proliferacje i
cytotoksycznos¢ w komorkach raka sutka linit MCF-7. WykazaliSmy, ze wybrane kompleksy
metal-DOX (Mg-DOX, Mn-DOX oraz Ni-DOX) w stezeniu 0,5 uM istotnie redukowaty
zywotno$¢ 1 hamowaty proliferacj¢, indukowaty apoptoze i zatrzymanie cyklu komoérkowego
oraz nasilaty aktywno$¢ kaspazy-7 w komorkach linii MCF-7. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
doksorubicyne skompleksowang z okreslonymi metalami mozna uzna¢ za potencjalny lek
przeciwnowotworowy, ktory charakteryzuje si¢ wyzsza skutecznoscia niz zwigzek
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macierzysty. Efektem wyzej opisanych badan jest publikacja z listy Filadelfijskiej (zalacznik
4 pkt I1, ppkt 4B, publikacja nr P14).

W kolejnym etapie badan oceniliSmy wplyw doksorubicyny na stres oksydacyjny w
fibroblastach skory ludzkiej. Wykazalismy, ze DOX indukowata stres oksydacyjny oraz
prowadzita do apoptozy w badanych komorkach. Niekorzystne dzialanie DOX moze by¢
redukowane poprzez inkubacj¢ komorek z polifenolowymi zwigzkami, np. kwasem
cykoriowym (CA). Uzyskane wyniki badan dowodza, ze polaczenie DOX z CA wykazywato
dziatanie cytoprotekcyjne, hamowalo apoptoz¢ oraz redukowalo oksydacyjne uszkodzenia
wywotane DOX. Obecne badania wskazuja, ze CA moze stuzy¢ jako $rodek chronigcy
komorki przed zgubnymi skutkami stresu oksydacyjnego indukowanego chemioterapeutykami
Efektem wyzej opisanych badan jest publikacja z listy Filadelfijskiej (zalacznik 4 pkt I1, ppk
4B, publikacja nr P17).

Kolejnym nurtem badan we wspolpracy z dr hab. Agata Jablonska-Trypué byta ocena
wptywu kwasu traumatynowego (TA) — na parametry stresu oksydacyjnego oraz apoptozg w
komorkach raka sutka linii MCF-7. WykazaliSmy, ze TA hamowat proliferacje i obnizal
zywotno$¢ komorek, powodowatl uszkodzenia oksydacyjne struktur komérkowych oraz nasilat
aktywno$¢ kaspazy-7. Efektem wyzej opisanych badan jest publikacja z listy Filadelfijskiej
(zalacznik 4 pkt 11, ppkt 4B, publikacja nr P20).

Kolejne badania prowadzone we wspotpracy z dr hab. Agatg Jablonska-Trypué byly
zwigzane z oceng wptywu CA na mozliwo$¢ eliminacji stymulujacego dziatania pestycydow
na komorki czerniaka linii A-375 oraz toksyczny wptyw herbicydéw na komorki prawidtowe
skory ludzkiej — fibroblasty (CRL-1474). WykazaliSmy, Ze mezotrion stymulowat Zywotno$¢
komorek czerniaka linii A-375, jednak potaczenie dwoch badanych zwiazkow ujawnito, ze
preinkubacja komorek czerniaka z CA znacznie zmniejszata zywotno$¢ komorek
traktowanych mezotrionem. Ponadto wykazaliSmy, ze CA hamowal prooksydacyjng 1
proapoptotyczng aktywno$¢ mezotrionu w fibroblastach. Efektem wyzej opisanych badan jest
publikacja z listy Filadelfijskiej (zalacznik 4 pkt II, ppkt 4B, publikacja nr P21).

6. Informacja o  osiagnieciach  dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

a) Informacje o osiagni¢ciach dydaktycznych

e Prowadzenie ¢wiczen z Biochemii dla studentow III roku kierunku
Farmacja Apteczna, Il roku kierunku Analityka Medyczna, II roku kierunku
Kosmetologia oraz I roku kierunku Dietetyka.

e Opracowanie programu oraz prowadzenie zaj¢¢ fakultatywnych dla
studentow V roku Analityki Medycznej pt.: ,,Techniki zakladania 1
prowadzenia hodowli komérkowych”.

e QOpracowanie programu oraz prowadzenie seminariow dla studentow II
roku kierunku Kosmetologia pt.: ,,Budowa 1 organizacja macierzy
pozakomorkowej: kolagen”, oraz ,,Budowa, transport i transdukcja sygnatu
przez btony biologiczne”.
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e Prowadzenie zaje¢ praktycznych pt.: ,Cytometria przeptywowa -
mozliwosci zastosowania w badaniach biomedycznych 1
farmaceutycznych” dla studentéw III roku Szkoty Doktorskiej UMB.

e Pelnienie roli opiekuna naukowego doktorantki mgr Wiktorii Piskorz (I
rok Szkoty Doktorskiej Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku).

e Pehnienie roli promotora prac magisterskich:

» Agnieszka Patasz, tytut pracy: ,,Wplyw bortezomibu na apoptoze
komorek raka jelita grubego linit DLD-17, 2016.

» Luiza Chorchiel, tytut pracy: ,,Wplyw nanoczastek krzemu (SiNPs)
na autofagowa $mier¢ komorek glejaka linii LBC3 1 U-87MG, 2019.

= Justyna Alicja Kapelewska, tytut pracy: Wptyw nanoczastek krzemu
(SiNPs) na migracj¢ 1 inwazyjnos¢ komorek glejaka linii LBC3,
2019.

= Justyna Pociask, tytut pracy: ,,Wplyw grafenu na apoptoz¢ komorek
raka sutka liniit MDA-MB-231”, 2020.

*» Malgorzata Purwin, tytul pracy: ,,Wplyw grafenu na stres
oksydacyjny komorek raka sutka linii MDA-MB-231", 2020.

e Kursy podnoszace kwalifikacja dydaktyczne:

= Kurs Pedagogiki 1 Dydaktyki, Uniwersytet Medyczny w

Biatymstoku, 2010.

b) Informacje o osiagnieciach organizacyjnych
e Bylem czlonkiem Wydzialowej Komisji Rekrutacyjnej Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku w latach: 2010/2011; 2011/2012; 2012/2013;
2013/2014; 2014/2015; 2015/2016; 2016/2017.
e Razem z prof. dr. hab. Marzanng Cechowska-Pasko zorganizowali$my
Pracowni¢ Hodowli Komorkowych 1 Mikroskopii Fluorescencyjne;.

¢) Udzial w popularyzacji nauki
e Prowadzitem warsztaty ,,Metody hodowli 1 immunofluorescencyjnej analizy

komorek nowotworowych” w ramach XV 1 XVI Podlaskiego Festiwalu
Nauki i Sztuki, w latach 2017 1 2018.

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

a) Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych.
Biologia nowotworow jest gtéwnym nurtem prowadzonych przeze mnie badan od

poczatku mojej pracy naukowej w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku. Moja dziatalno$¢ naukowa wyraznie wykracza poza gtowny nurt
badan i wigze si¢ z zaangazowaniem w liczne wspodlprace opisane w punkcie 5. Kooperacje
pozwolily mi rozwing¢ liczne umiej¢tnosci interdyscyplinarne, ktore przenioslem na
ptaszczyzng Zaktadu Biochemii Farmaceutyczne;.
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Praca w Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej umozliwita mi poznanie licznych
technik badawczych, m.in.: hodowli komorkowych, technik radioizotopowych, cytometrii
przeptywowej, mikroskopii fluorescencyjnej oraz wielu innych stuzacych do oceny ekspresji
biatek. Metody te wykorzystalem podczas wykonywania eksperymentow wchodzacych w
sktad osiagnigcia naukowego.

Przeprowadzone badania przyczynily si¢ do poznania molekularnych mechanizmow
promujacych $mieré komorek nowotworowych w warunkach stresu oksydacyjnego i stresu
siateczki $rddplazmatycznej (stres ER) oraz wzbogacity dotychczasowa wiedz¢ na temat
mozliwosci adaptacyjnych komoérek nowotworowych do niekorzystnych warunkow
panujacych w mikrosrodowisku. Ponadto innowacyjne kierunki badan z wykorzystaniem
nanotechnologii (SiNPs oraz rGO) moga stanowi¢ nowoczesng strategi¢ terapeutyczng w
nowotworach, ktorych leczenie do tej pory stwarza duze trudno$ci, wynikajace z opornosci
wielolekowej lub aktywacji drog adaptacyjnych promujacych przezycie oraz proliferacje
komoérek nowotworowych.

W mojej dzialalnos$ci naukowej mozna wyrozni¢ nastepujace kierunki badan:
-> Ocena wplywu stresu siateczki Srédplazmatycznej na wybrane linie komorkowe.
Niedobor glukozy jest czynnikiem wywotujacym stres siateczki $rddplazmatycznej
(stres ER). W procesie tym dochodzi do akumulacji nieprawidlowo sfatldowanych biatek, w
ER, co pobudza ekspresj¢ gendéw biatek opiekunczych siateczki $rodplazmatycznej. W
zwigzku z powyzszym ocenie poddano syntezg i degradacje kolagenu, mechanizm obnizonej
apoptozy oraz starzenia w komoérkach raka sutka linii MCF-7 podczas stresu ER
indukowanego niedoborem glukozy.

e W ramach prac badawczych prowadzonych w Zaktadzie Biochemii
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wykazalismy,
ze stres ER wywolany niedoborem glukozy prowadzit do upo$ledzenia
biosyntezy kolagenu w komorkach raka sutka liniit MCF-7.

e StwierdziliSmy, Ze niedobor glukozy indukowat syntez¢ biatka opiekunczego
ORP150 w komorkach raka sutka linii MCF-7.

e ZaobserwowaliSmy, ze bialko opiekuncze ORPI150 chronilo nowo
syntetyzowany kolagen przed nadmierng degradacja stymulowang
niedoborem glukozy.

e W przeprowadzonych badaniach wykazaliSmy, ze w komorkach linii MCF-7
adaptujacych si¢ do stresu ER dochodzito do aktywacji szeregu procesow
promujacych proliferacje, m.in.: indukcje¢ ekspresji antyapoptotycznego
biatka opiekunczego ORP150, nasilenia ekspresji czynnika transkrypcyjnego
NF-kB, aktywacji autofagii oraz zahamowania procesu starzenia.

e Ponadto w przeciwienstwie do komorek MCF-7, fibroblasty skory ludzkiej
ulegaty starzeniu w warunkach niedoboru glukozy.

[P8] *Cechowska-Pasko M, Kretowski R. The effect of glucose deficiency on collagen
synthesis and degradation in breast cancer MCF7 cells. Farmaceutyczny Przeglad Naukowy:
2010: 6, s. 36-41.
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[P1] *Cechowska-Pasko M, Kretowski R, Bankowski E. Glucose deficiency reduces collagen
synthesis in breast cancer MCF7 cells. Cell Biol Int. 2011;35(2):141-5. doi:
10.1042/CBI20090383.

[P3] *Kretowski R, Styputkowska A, Cechowska-Pasko M. Low-glucose medium induces
ORP150 expression and exerts inhibitory effect on apoptosis and senescence of human breast
MCEF7 cells. Acta Biochim Pol. 2013;60(2):167-73.

[P11] Kretowski R, Borzym-Kluczyk M, Styputkowska A, Branska-Januszewska J,
Ostrowska H, Cechowska-Pasko M. Low glucose dependent decrease of apoptosis and
induction of autophagy in breast cancer MCF-7 cells. Mol Cell Biochem. 2016;417(1-2):35-
47. doi: 10.1007/s11010-016-2711-4.

*Prace przed uzyskaniem stopnia doktora

Niedobor glukozy czy hipoksja nasilajg gromadzenie niesfaldowanych bialek w
swietle ER. Biatka te ulegaja retrotranslokacji do cytoplazmy, a nast¢pnie sg degradowane
przez proteasom 26S w szlaku ERAD. Zaburzenia w funkcjonowaniu proteasomoéw majg
szczegblne znaczenie w progresji oraz przerzutowaniu nowotwordw jelita grubego. Wiadomo,
ze bortezomib wywoluje selektywnie apoptoze w komorkach szpiczaka, jednak mechanizm
jego dziatania w nowotworach innych typoéw (rak jelita grubego, rak sutka) jest nadal
nieznany. W zwigzku z powyzszym zbadano mechanizm apoptozy, indukowanej przez
selektywny inhibitor proteasoméw — bortezomibu, w komorkach raka jelita grubego linii
DLD-1.

e W ramach realizacji kolejnego zadania badawczego prowadzonego w
Zakltadzie Biochemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku wykazali$my, ze bortezomib powodowal $mier¢ komorek raka
jelita grubego linii DLD-1 na drodze apoptozy i nekrozy.

e StwierdziliSmy, Ze mechanizm cytotoksycznego dziatania polegal na
ostabieniu gléwnych drég transdukcji sygnatu zwigzanych z hamowaniem
ekspresji biatka opiekunczego GRP170 oraz obnizeniem ekspresji czynnika
transkrypcyjnego: HIF-1a 1 NF-kB.

[P9] Kretowski R, Styputkowska A, Cechowska-Pasko M. Efficient apoptosis and necrosis
induction by proteasome inhibitor: bortezomib in the DLD-1 human colon cancer cell line.
Mol Cell Biochem. 2015;398(1-2):165-73. doi: 10.1007/s11010-014-2216-y.

Silne cytotoksyczne dziatanie bortezomibu na komorki DLD-1 sklonito nas do
zbadania jego wpltywu na apoptoze komorek raka sutka linit MDA-MB-231 oraz fibroblastow
skory ludzkiej (CRL-1474). Badania prowadzone byly rowniez w Zakladzie Biochemii
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

e StwierdziliSmy, Ze bortezomib wykazywat silne proapoptotyczne dziatanie
wylacznie na komorki raka sutka linit MDA-MB-231.

e Ponadto wykazaliSmy, ze w przeciwienstwie do komoérek raka sutka
fibroblasty skory ludzkiej inkubowane w obecnosci bortezomibu nie ulegaty
apoptozie, ale wykazywaty indukowany proces starzenia oraz silng ekspresje
biatka opiekunczego ORP150 o dziataniu antyapoptotycznym.
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[P5] *Kretowski R, Borzym-Kluczyk M, Cechowska-Pasko M. Hypoxia enhances the
senescence effect of bortezomib-the proteasome inhibitor-on human skin fibroblasts. Biomed
Res Int. 2014;2014:196249. doi: 10.1155/2014/196249.

[P6] *Kretowski R, Borzym-Kluczyk M, Cechowska-Pasko M. Efficient induction of
apoptosis by proteasome inhibitor: bortezomib in the human breast cancer cell line MDA-MB-
231. Mol Cell Biochem. 2014;389(1-2):177-85. doi: 10.1007/s11010-013-1939-5.

*Prace przed uzyskaniem stopnia doktora

Rozregulowanie szlaku sygnatowego PI3K/AKT/mTOR powszechnie wystepuje w
glejaku wielopostaciowym moézgu oraz stanowi cele manipulacji terapeutycznych. Biorgc pod
uwage, ze aktywacja PI3K/AKT/mTOR sprzyja wzrostowi guza, przerzutom i opornosci na
terapie przeciwnowotworowe, inhibitory mTOR sg obiecujgcymi $srodkami w leczeniu glejaka
wielopostaciowego mozgu na drodze stresu ER.

e W ramach prac badawczych prowadzonych w Zakladzie Biochemii
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku stwierdziliSmy, ze
apitolisib (GDC-0980) indukowal zalezng od czasu 1 dawki cytotoksyczno$¢ 1
apoptoze w komorkach glejaka wielpostaciowego mézgu linii A-172.

e Najsilniejsza indukcje apoptozy zaobserwowaliSmy w linii A-172 po 48 h
inkubacji z 20 uM GDC-0980.

e Podwdjna blokada PI3K/mTOR, przez GDC-0980, znacznie hamowata
przezywalnos¢ ludzkich komorek glejaka wielopostaciowego mozgu i indukowata
apoptoze, niezaleznie od aktywacji DRS, za posrednictwem stresu ER.

e Sugerujemy, ze GDC-0980 wywierajac hamujacy wptyw na ekspresje PERK,
blokowat jego hamujacy wplyw na synteze biatek, prowadzac do nasilenia
translacji 1 indukcji apoptozy.

e Ponadto czynnik transkrypcyjny CHOP stymulowal synteze biatek i nasilat
apoptoze.

e Badania te sugeruja, ze GDC-0980 moze sta¢ si¢ kandydatem do dalszych analiz,
jako chemioterapeutyk w walce z glejakiem wielopostaciowym mozgu.

[P22] Omeljaniuk WJ, Kretowski R, Ratajczak-Wrona W, Jabtonska E, Cechowska-Pasko M.
Novel Dual PI3K/mTOR Inhibitor, Apitolisib (GDC-0980), Inhibits Growth and Induces
Apoptosis in Human Glioblastoma Cells. Int J Mol Sci. 2021;26;22(21):11511. doi:
10.3390/ijms222111511.

- Ocena wplywu stresu oksydacyjnego na fibroblasty skéry ludzkiej.
Kolejny nurt badah dotyczyl wplywu naturalnych zwigzkow, do ktdrych nalezy anetol,
na metabolizm kolagenu oraz apoptozg fibroblastow skory ludzkiej inkubowanych w
obecnosci nadtlenku wodoru — czynnika generujgcego stres oksydacyjny. Oprécz tego
zbadano starzenie replikacyjne oraz profil aktywnosci egzoglikozydaz, indukowanych stresem
wywotanym przez tert-butyl w fibroblastach skory ludzkie;.
e W ramach wspolpracy z Zakladem Chemii Medycznej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku stwierdzili§my, ze fibroblasty inkubowane w
obecnosci 300 uM H2O> syntetyzowatly znacznie mniej biatek kolagenowych
oraz wykazywaty wzrost apoptozy w poroéwnaniu do hodowli kontrolne;.
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e Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt, ze preinkubacja fibroblastow z 0,5 uM
anetolem chronita je przed zgubnymi skutkami stresu oksydacyjnego, a tym
samym nasilala syntez¢ kolagenu oraz przeciwdziatala apoptozie.

e Zmiany na poziomie syntezy kolagenu, a takze wbudowywanie
radioaktywnej proliny do bialek kolagenowych pozytywnie korelowaty z
ekspresja genu dla kolagenu typu L.

e Wykazalismy, ze H>O, nasilat aktywnos¢ MMP-2 i MMP-9. Wzrost
aktywnosci MMP-2 moglo przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia wydzielania
kolagenu przez fibroblasty do medium hodowlanego.

e Ponadto w ramach wspdlpracy z Samodzielng Pracowng Kosmetologii
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku stwierdzilismy, ze aktywnos$¢
badanych egzoglikozydaz, z wyjatkiem [-glukuronidazy, wykazywata
istotny wzrost aktywnosci zar6wno w hodowli fibroblastow z tert-butylem,
jak i bez.

e Zaobserwowali§my korelacje migdzy barwieniem SA-B-Gal a aktywnoscig
B-galaktozydazy w poszczegdlnych przedzialach czasowych, zarowno w
hodowlach komorkowych fibroblastow niepoddanych stresowi, jak i tych
inkubowanych z tert-butylem.

[P2] *Knas§ M, Zalewska A, Kretowski R, Niczyporuk M, Waszkiewicz N, Cechowska-Pasko
M, Waszkiel D, Zwierz K. The profile of lysosomal exoglycosidases in replicative and stress-
induced senescence in early passage human fibroblasts. Folia Histochem Cytobiol. 2012;
5;50(2):220-7. doi: 10.5603/thc.2012.0031.

[P7] *Galicka A, Kretowski R, Nazaruk J, Cechowska-Pasko M. Anethole prevents hydrogen
peroxide-induced apoptosis and collagen metabolism alterations in human skin fibroblasts.
Mol Cell Biochem. 2014;394(1-2):217-24. doi: 10.1007/s11010-014-2097-0.

*Prace przed uzyskaniem stopnia doktora

- Ocena wplywu deacetylaz histonow na komorki glejaka wielopostaciowego mozgu.

Inhibitory deacetylaz histonow odgrywaja kluczowa role w epigenetyce. Uczestniczg
one w regulacji ekspresji gendw zwigzanej z procesem nowotworzenia. Inhibitory te sg badane
jako leki przeciwnowotworowe nowej generacji, prowadza do nasilonej acetylacji histondw.
Zwiazki te moduluja strukture chromatyny, co prowadzi do zmian w ekspresji gendéw
majacych wplyw na szlaki sygnatowe, hamowanie przebiegu cyklu komorkowego oraz
indukcji apoptozy w komorkach nowotworowych. Fenylomaslan (PBA) 1 belinostat (Bel)
naleza do inhibitorow deacetylaz histondéw znanych z hamowania cyklu komoérkowego 1
aktywacji apoptozy w roznych liniach nowotworowych. OceniliSmy wpltyw deacetylaz
histonow, PBA i Bel na przezywalnos¢ komorek glejaka wielopostaciowego mozgu.

e W ramach prac badawczych prowadzonych w Zakladzie Biochemii
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku stwierdziliSmy,
ze w przeciwienstwie do komorek glejaka linii LN 229, komoérki LN-18 byly
niewrazliwe na cytotoksyczne dziatanie PBA.

e  Wykazaliémy, ze PBA hamowal wzrost, proliferacj¢ oraz indukowat apoptoze
w komorkach LN-229, gléwnie na drodze zmian w ich morfologii i
zatrzymaniu cyklu komoérkowego.
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Ponadto stwierdzili$my, ze PBA zwigkszal ekspresje biatka P21, podczas gdy
poziom ekspresji P53 pozostal niezmieniony.

Wykazali$my rowniez, ze PBA obnizal ekspresj¢ gendw antyapoptotycznych
Bcl-2, Bel-XL, jednak bez wigkszego wptywu na ekspresje proapoptotycznych
genow Bax i Bim.

WykazaliSmy, ze Bel indukowal apoptoz¢ oraz nasilat ekspresje
proapoptotycznych genéw Puma, Bim, Chop i p21 w komoérkach LN-229. W
komorkach linii LN-18 jedynie p2/ ulegalo wyraznej nadekspres;ji.

e Jednoczesnie stwierdziliSmy, ze komorki LN-229 traktowane Bel wykazywaty
nasilong ekspresj¢ biatek opiekunczych z rodziny GRP78 i GRP94.

e W zwiazku z zauwazalng nasilong ekspresja p21 w obu liniach komoérkowych
LN-18 1 LN-229 inkubowanych w obecnosci Bel wykazali§my zmniejszenie
liczby komorek w fazie S cyklu komoérkowego.

[P10] Kusaczuk M, Kretowski R, Styputkowska A, Cechowska-Pasko M. Molecular and

cellular effects of a novel hydroxamate-based HDAC inhibitor - belinostat - in glioblastoma

cell lines: a preliminary report. Invest New Drugs. 2016;34(5):552-64. doi: 10.1007/s10637-

016-0372-5.

[P12] Kusaczuk M, Kretowski R, Bartoszewicz M, Cechowska-Pasko M. Phenylbutyrate-a

pan-HDAC inhibitor-suppresses proliferation of glioblastoma LN-229 cell line. Tumour Biol.

2016;37(1):931-42. doi: 10.1007/s13277-015-3781-8.

- Ocena wplywu nanoczastek krzemionki na komérki nowotworowe.

Badania z zakresu onkologii do$wiadczalnej koncentruja si¢ na optymalizacji
nowych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na innowacyjne $rodki lecznicze. SiNPs
wykorzystywane w nanomedycynie to jeden z innowacyjnych kierunkéw badan w obszarze
diagnostyki, obrazowania oraz przyszto§ciowej terapii przeciwnowotworowej. Pomimo
intensywnych badan, ukierunkowanych na interakcje SiNPs z komérkami nowotworowymi,
ciagle brak jest wystarczajacych przestanek zmierzajacych do wyjasnienia mechanizmu ich
dziatania.

e W ramach projektow naukowych prowadzonych w Zakladzie Biochemii
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku stwierdzilismy,
ze SiNPs dzialaja cytotoksycznie na glejaka wielopostaciowego mozgu na
drodze indukcji apoptozy i nekrozy.

o Efekt cytotoksycznego dziatania zalezal od: czasu ekspozycji, wielkosci 1
zastosowanej dawki SiNPs.

e Aktywacja apoptozy w badanych komorkach byta zwigzana z generowaniem
RFT.

e W przeciwienstwie do komorek linii LBC3 1 LN-229 w komoérkach LN-18
inkubowanych z SiNPs, o wielkosci 5—15 nm, wykazali§my wylacznie
nekrozg oraz obnizong syntezy RFT.

e StwierdziliSmy nasilong ekspresje genéw enzymow antyoksydacyjnych oraz
zaburzenie potencjatu blony mitochondrialnej 1 obnizenie produkcji ATP w
komorkach linii LN-229.
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e Ponadto wykazaliSmy, w komorkach linii LN-229, nasilenie stresu siateczki
srodplazmatycznej oraz odpowiedz prozapalng na SiNPs.
e Sugerujemy, ze SiNPs, o wielkosci 5—15 nm, mogg wyzwala¢ rézne efekty
komodrkowe/molekularne, w zalezno$ci od: warunkow ekspozycji, wielko$ci
1 dawki, a takze typu komorek glejaka wielopostaciowego mozgu.
[P16] Kusaczuk M, Kretowski R, Naumowicz M, Stypulkowska A, Cechowska-Pasko M.
Silica nanoparticle-induced oxidative stress and mitochondrial damage is followed by
activation of intrinsic apoptosis pathway in glioblastoma cells. Int J Nanomedicine.
2018;12;13:2279-2294. doi: 10.2147/1IJN.S158393.
[P23] Kretowski R, Kusaczuk M, Naumowicz M, Cechowska-Pasko M. The Pro-Apoptotic
Effect of Silica Nanoparticles Depends on Their Size and Dose, as Well as the Type of
Glioblastoma Cells. Int J Mol Sci. 2021;30;22(7):3564. doi: 10.3390/ijms22073564.

-> ZwiazKki naturalne o potencjalnym dzialaniu przeciwnowotworowym.

Choroby nowotworowe sg czesta przyczyng $mierci wsrod populacji ludzkiej. W
terapii przeciwnowotworowej badane sg rozne zwiazki o potencjalnym dzialaniu hamujacym
rozw0j raka. W ostatnich latach zastosowanie w leczeniu chor6b nowotworowych znalazty
zwigzki pochodzenia naturalnego, takie jak flawonoid kwercetyna oraz pochodna kwasu
cynamonowego, kwas p-kumarowy.

e W ramach badan prowadzonych w Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku oraz Katedry Chemii Fizycznej,
Pracowni Bioelektrochemii Uniwersytetu w Biatymstoku wykazaliSmy
cytotoksyczne dzialanie kwercetyny oraz kwasu p-kumarowego na komorki
glejaka wielopostaciowego mozgu.

o StwierdziliSmy, ze kwercetyna oraz kwas p-kumarowy indukowaly stres
oksydacyjny 1 prowadzity do apoptozy. W przypadku kwercetyny byta to
droga zwigzana ze stresem ER.

e Ponadto wykazaliSmy, ze kwercetyna 1 kwas p-kumarowy wptywaty na
zmiany przepuszczalno$ci oraz tadunku powierzchniowego blony
komorkowej glejaka wielopostaciowego mozgu.

[P15] Kruszewski M, Kusaczuk M, Kotynska J, Gal M, Kretowski R, Cechowska-Pasko M,
Naumowicz M. The effect of quercetin on the electrical properties of model lipid membranes
and human glioblastoma cells. Bioelectrochemistry.  2018;124:133-141.  doi:
10.1016/j.bioelechem.2018.07.010.

[P18] Naumowicz M, Kusaczuk M, Kruszewski MA, Gal M, Kretowski R, Cechowska-Pasko
M, Kotynska J. The modulating effect of lipid bilayer/p-coumaric acid interactions on
electrical properties of model lipid membranes and human glioblastoma cells. Bioorg Chem.
2019;92:103242. doi: 10.1016/j.bioorg.2019.103242.

[P25] Kusaczuk M, Kretowski R, Naumowicz M, Styputkowska A, Cechowska-Pasko M. A
Preliminary Study of the Effect of Quercetin on Cytotoxicity, Apoptosis, and Stress Responses
in Glioblastoma Cell Lines. Int J Mol Sci. 2022;25;23(3):1345. doi: 10.3390/ijms23031345.

-> ZwiazKi syntetyczne o potencjalnym dzialaniu przeciwnowotworowym.
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Szybki postep w dziedzinie chemioterapii nowotworow zaowocowat wprowadzeniem
do badan eksperymentalnych syntetycznych zwigzkow o dzialaniu przeciwnowotworowym.
Metronidazol nalezacy do chemioterapeutykow =z grupy syntetycznych pochodnych
nitroimidazolu. Wykazuje dzialanie pierwotniakobdjcze oraz bakteriobdjcze wobec
drobnoustrojow beztlenowych.

e W ramach badan prowadzonych w Zaktadzie Biochemii Farmaceutyczne;j
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, oraz Zaktadzie Farmakologii
Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wykazalismy,
ze metronidazol obnizal zywotno$¢ komorek raka jelita grubego linii DLD-
1.
e StwierdziliSmy, ze metronidazol indukowal apoptoz¢ w badanych
komorkach.
e W badaniu ultrastrukturalnym zaobserwowali§my komoérki zmienione
apoptotycznie 1 nekrotycznie.
[P4] *Sadowska A, Kretowski R, Szynaka B, Cechowska-Pasko M, Car H. Metronidazole
decreases viability of DLD-1 colorectal cancer cell line. Cancer Biother Radiopharm.
2013;28(8):615-22. doi: 10.1089/cbr.2013.1485.

*Prace przed uzyskaniem stopnia doktora

b) Nagrody naukowe:

e Zespotowa nagroda naukowa I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku, 2012r.

e Nagroda naukowa III stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku, 2013r.

e Nagroda naukowa I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku, 2014r.

e Nagroda naukowa III stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku, 2015r.

e Nagroda naukowa I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku, 2017r.

e Nagroda naukowa I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku, 2018r.

e Nagroda naukowa I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku, 2019r.

e Nagroda naukowa III stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku, za uzyskanie w roku 2018 finansowania projektu pt.:
»Zredukowany tlenek grafenu (rGO) jako czynnik indukujacy hipoksje oraz
modulator apoptozy w komorkach raka sutka inkubowanych w obecnosci
inhibitora proteasomow”, 2019r.

e Nagroda naukowa I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku, 2021r.

¢) Stypendia naukowe:
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W roku 2012 zostalem stypendysta w ramach Europejskiego Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki: ,,Studiuje, badam, komercjalizuje - program
wsparcia doktorantow UMB”. Stypendium wspotfinansowane przez Uni¢
Europejska, w ramach Europejskiego Funduszu Spolecznego. Od
1.10.2012r. do 30.09.2013r.

d) Udzial w kursach, seminariach, szkoleniach i warsztatach

Szkolenie z zakresu technik mikroskopowych 1 mikrofotografii w
mikroskopach $§wietlnych, 2009.

Warsztaty mikroskopii wraz z cyfrowa analizg obrazu, 2010.

Seminaria z zakresu Western Bloting, 2010.

Szkolenie organizowane przez Beckton Dickinson Polska z cytometrii
przepltywowej, 2010.

Warsztaty mikroskopii fluorescencyjnej i hybrydyzacji in situ, 2011.
Szkolenie z zakresu wymagan i procedur akredytacji, 2011.

Kurs Biostatystyki, 2012.

Seminarium z zakresu Hodowli Komoérkowych, 2013.

Szkolenie w ramach projektu pn. ,,Studiuje, badam, komercjalizuje¢ —
program wsparcia doktorantow UMB”, 2013.

Letni Kurs Hodowli Komérek, Komorki macierzyste — zréb to sam, 2013.
Kurs z zakresu cytometrii przeptywowej, 2014.

Szkolenie z =zakresu technik Real-Time PCR w oznaczeniach
jakosciowych i ilosciowych, 2016.

Seminaria 1 warsztaty z zakresu skaningowego mikroskopu
elektronowego, 2016.

Szkolenie z zakresu nowoczesnych technik obrazowania i analizy
obrazow w badaniach przezyciowych, 2017.

Innowacyjne technologie do analizy komorek, 2017.

Szkolenie z zakresu innowacyjnych rozwigzan do hodowli komorek
ssaczych, 2019.

Szkolenie e-lerningowe — Przeciwdziatanie korupcji, 2020.

Szkolenie z zakresu zasad ochrony danych osobowych w Uniwersytecie
Medycznym w Biatymstoku zgodnie z RODO, 2020.

Szkolenie w zakresie nowoczesnych technik laboratoryjnych, 2023.
Szkolenie w zakresie hodowli guzéw nowotworowych — badania na
modelu in ovo, 2023.

e) Informacje o recenzowanych pracach naukowych.

Zostalem

zaproszony do recenzowania manuskryptow dla nastepujacych

czasopism:

Antioxidants, IF=7,657
Biomolecules, IF=6,064
Cancers, IF=6,575
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Cells, [F=7,666 .

International Journal of Nanomedicine, IF=7,033
Nanomaterials, IF=5,719

Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, IF=0,878
Veterinari Science, [F=2,518

f) Podsumowanie osiagnigcia naukowego

28 prac oryginalnych, opublikowanych w periodykach z listy
Filadelfijskiej, w 11 publikacjach jestem pierwszym autorem.

Udziat w dwoch projektach finansowanych ze $rodkéw Narodowego
Centrum Nauki. W jednym przypadku bylem wykonawcg, natomiast w
drugim przypadku bytem kierownikiem projektu.

Jeden uzyskany patent.

Wspotwykonawca i kierownik projektow finansowanych ze zrodet w
ramach dotacji statutowej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

41 streszczen zjazdowych.

Sumaryczny IF= 106,963.

Laczna wartos¢ punktow MEIN = 1796/2900%; * punktacja MNiSW z
2021r.

Index Hirscha wg. bazy Web of Science Core Collection: 13 (na dzien
13.02.23r.).

Liczba cytowan wg. bazy Web of Science Core Collection: 424 (380 bez
autocytowan), (na dzien 13.02.23r.).

(podpis wnioskodawcy)
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