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1. Imie i nazwisko
Sylwia Terpitowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe- z podaniem nazwy, miejsca i

roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2000

2007

2008

2010

2011

dyplom ukonczenia studiéw wyzszych, kierunek biologia,
specjalnos¢ mikrobiologia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej, tytul pracy magisterskie;j:
sopontaniczne 1 indukowane in vitro wytwarzanie cytokin w
komérkach podscieliska szpiku kostnego oséb chorych na ostrqg
biataczke szpikowq i szpiczaka mnogiego”. Praca wykonana pod

kierunkiem prof. dr hab. Martyny Kandefer-Szerszen

dyplom ukoniczenia studiéw podyplomowych ,Zarzqdzanie
projektami spotecznymi’ (finansowanymi z EFS) na Wydziale Nauk

Spotecznych Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawtla II

stopien naukowy doktora nauk weterynaryjnych z zakresu
immunologii uzyskany na podstawie rozprawy doktorskiej pt.
~Wplyw chromu i zelaza na metabolizm fibroblastéw i komérkowe
mechanizmy obronne u myszy’ pod kierunkiem prof. dr hab.
Andrzeja K. Siwickiego na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Na wniosek

recenzentow wyrézniona przez Rade Wydzialu

dyplom ukonczenia studiéw podyplomowych ,,Podyplomowe Studia
w Zakresie Audytu Wewnetrznego w Sektorze Finanséw
Publicznych” mna Wydziale Prawa, Prawa Kanonicznego i

Administracji Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawla II

dyplom ukoniczenia studiéw podyplomowych ,Ksztalcenie kary
akademickiej do roli wyktadowcéw przedmiotu Ochrona wlasnosci
intelektualnej’, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii

Curie-Sklodowskiej
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2012 dyplom wukonczenia studiéw podyplomowych ,Diagnostyka
molekularna” na  Wydziale AgrobioinZynierii  Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych.

Od 2000 roku do dzi§ na Katolickim Uniwersytecie Lubelskim Jana Pawta II

na nastepujacych stanowiskach:

2000 — 2005 asystent naukowo-dydaktyczny w Katedrze Biologii Komérki,
Instytutu Ochrony Srodowiska, Wydzialu Matematyczno-
Przyrodniczego, Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana
Pawla II

2005 -2010 samodzielny referent w Biurze Wspodlpracy z Zagranicg KUL

2010-obecnie adiunkt w Pracowni Biologii Srodowiska, Kierownik Pracowni
Biologii Srodowiska Instytutu Inzynierii Srodowiska,

Wydzialu Zamiejscowego KUL w Stalowej Woli
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w
Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

Tytul osiagniecia naukowego/artystycznego
Badania in vitro nad efektami dzialania i interakcjami chromu(lll), zelaza(IlI),

molibdenu(Ill) oraz niklu(Il).

Prace wchodzace w sklad jednotematycznego cyklu publikacji

Publikacja IF pkt.
MNiSW
4.1 Terpilowska S.* Siwicki A.K. (2018) Interactions 4,427 35

between chromium(Ill) and iron(Ill), molybdenum(III)
or nickel(ll): cytotoxicity, genotoxicity and

mutagenicity studies. Chemosphere, 201, 780-789.

4.2 Terpilowska S.,* Siwicki A.K. (2018) Cell cycle and 1,890 35
transmembrane mitochondrial potential analysis after
chromium(IIl), iron(Ill), molybdenum(Ill) or nickel(Il)
and their mixture treatment. Toxicology Research,

DOI: 10.1039/c8tx00233a
4.3 Terpilowska S.,* Siwicki A.K. (2019) Pro- and 3,296 25

antioxidant activity of chromium(Ill), iron(IlI),
molybdenum(Ill) or nickel(ll) and their mixtures,
Chemico-Biological Interactions, 298, 43-51.

Razem 9,613 95

* - autor korespondencyjny

Wartoéci punktowe MNiISW (wg wykazu czasopism punktowanych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego) oraz wartosci wskaznikow IF (Impact Factor wg listy Journal Citation Reports - JCR)
poszezegolnych prac podano zgodnie z rokiem wydania publikacji. Wklad Wnioskodawcy w wyzej wymicnione

prace przedstawiono w zataczniku nr 4, natomiast o§wiadczenia wspdtautora w zataczniku nr 6.
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Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéow wraz z

omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wstep

Mikroelementy to pierwiastki, ktére w organizmach ludzi i zwierzat
wystepuja w stezeniu ponizej 1 pg/g mokrej tkanki. Naleza do nich m.in.
zelazo, chrom, nikiel oraz molibden. Pomimo niskiego ich stezenia w plynach
ustrojowych czy tkankach, sa one niezbedne do regulacji wielu szlakéw
metabolicznych na poziomie komoérkowym. Do organizméw zwierzat i ludzi
dostaja sie droga oddechowa, poprzez skére oraz w najwickszym stopniu
poprzez przewdd pokarmowy. Przyjmowane sa wraz z dieta, ale tez w formie
preparatéw witaminowo-mineralnych, suplementéw diety czy napoi
energetycznych, ktérych spozycie ostatnio znacznie wzrosto. W ostatnich
latach coraz wigcej pierwiastkéw przedostaje sie do organizméw ludzi i
zwierzat wraz ze stosowanymi na szeroka skale biomaterialami. Sg to
materialy uzywane do konstruowania sztucznych organéw, przyrzadow
rehabilitacyjnych lub implantéw zastepujacych cale organy lub ich czeSci.
Oficjalna ich definicja brzmi: jest to substancja inna niz lek, albo kombinacja
substancji syntetycznych, lub naturalnych majaca na celu uzupelnienie lub
zastgpienie narzadu lub jego czeSci w celu pelnienia funkcji fizjologicznych
przez okreS§lony czas (Bauer i wsp., 2013; Patel i wsp., 2012). Biopierwiastki
wchodzace w sklad biomateriatow w Srodowisku plynéw tkankowych moga
uwalniaé¢ sie do organizmu wywolujac efekty toksyczne. Nalezy zaznaczy¢, ze
pomimo uzycia ich w wielu galeziach medycyny ich metabolizm nie zostal w
pelni poznany.

Chrom jest pierwiastkiem powszechnie wystepujacym w przyrodzie.
Wystepuje na wielu stopniach utlenienia, tj. -2, O, +2, +3, +4, +5 oraz +6.
Najbardziej rozpowszechnione sg zwigzki chromu III oraz VI. Wykazano, ze
zwigzki chromu VI sg toksyczne, natomiast uwaza sie, ze zwigzki chromu III
sg nietoksyczne (Rudolf i Cervinka, 2003). Zwiazki chromu VI sa 1000 razy
bardziej toksyczne niz zwigzki chromu(Ill) (Hininger i wsp., 2007). Zwigzki
chromu(VI) do komérek dostajg sie wykorzystujac kanaty blonowe dla jonéw
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siarczanowych (Figgitt i wsp., 2010). Wewnatrz komoérki jony Cro*
redukowane sg poprzez formy przejSciowe: Cr>*, Cr** do jonéw Cr3+ (Valko i
wsp., 2006). Te formy przejSciowe i produkty posrednie reakcji redukcji, tj.
wolne rodniki tlenowe moga oddzialywac¢ na organella komérkowe. Natomiast
jony Cr3* dostaja do komorki na drodze transportu biernego lub endocytozy
(Eastmond i wsp., 2008). Zwiazki chromu(lll) negatywnie oddziatuja na
mitochondria, jadro komérkowe, mikrofilamenty oraz lizosomy. Wykazano, ze
jony Cr3* moga wiazac si¢ bezposrednio z DNA tworzac addukty Cr-DNA i
potaczenia krzyzowe pomiedzy niciami DNA (O'Brien i wsp., 2003). Ponadto
wykazano, ze Cr(II) moze obniza¢ wiernos¢ polimerazy DNA (Galaris i
Evangelou, 2002). Wiele badan wskazuje na udzial chromu(Ill) w regulacji
aktywnosci receptora insulinowego, w prawidlowym metabolizmie bialek,
thuszczow oraz weglowodanéw (Baghi 1 wsp., 2002).

Zelazo, to mikroelement niezbedny do prawidlowego przebiegu wielu
proces6w komoérkowych (Srai i wsp., 2002). Jest on obecny w centrach
aktywnych enzymoéw nalezacych go grupy oksydaz, katalaz, peroksydaz,
cytochroméw, akonitazy, reduktazy rybonukleotydowej oraz syntetazy tlenku
azotu. Sa to enzymy zaangazowane w kluczowe szlaki metaboliczne, tj.
synteze DNA i RNA, transport elektronéw podczas oddychania
wewnatrzkomorkowego i proliferacje komoérek (Lieu i wsp., 2001). Jednak jak
wykazano, zelazo moze tez byé toksyczne. Glownie dlatego, iz jest
zaangazowane w powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych (Hirsh i wsp.,
2002a; Hirsh i wsp., 2002b). Moga one powodowac utlenianie zasad DNA,
powstawanie wigzan krzyzowych w DNA lub pomiedzy DNA a biatkami (Valko
i wsp., 20060). Ponadto obserwowano obnizanie zawartosci
wielonienasyconych kwaséw  tluszczowych w  Dblonach, hamowanie
aktywnosci enzyméw komorkowych, obnizanie stgzenia ATP, hamowanie
aktywnosci komplekséw I-III lancucha oddechowego oraz dehydrogenazy
bursztynianowej (Hirsh i wsp., 2002a; Hirsh i wsp., 2002b)

Nikiel wystepuje na wielu stopniach utlenienia, tj. -1, +1, +2, +4 oraz
+4. Jednak najczeSciej spotykany jest na +2 stopniu utlenienia. Nikiel po
przedostaniu sie do komérki moze wywolywaé efekty toksyczne, prowadzac

do apoptozy. Wywolywac tez moze aberracje chromosomowe, uszkodzenia
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chromosoméw i transformacje morfologiczne komoérek. Opisany dotychczas
mechanizm mutagennego dzialania niklu opiera si¢ na modyfikacjach
histonéw. Obserwowano wzrost ilosci histonu H3K4me3, a spadek H3K9me3
(Klein i M. Costa, 2015; Arita i wsp., 2012).

Molibden jest pierwiastkiem niezbednym do  prawidlowego
metabolizmu komérek. NajczeSciej wystepuje na nastepujacych stopniach
utlenienia: +2, +3, +4 and +6 (Tallkvist i Oskarsson, 2015). Wystepuje w
centrach aktywnych wielu enzyméw: oksydoreduktazy ksantynowej,
oksydazy aldehydowej, mitochondrialnej reduktazy amidoksymowej,
reduktazy azotynowej, oksydazy ksantynowej, dehydrogenazy ksantynowej,
oksydazy siarczynowej (Mendel, 2013)

Cel

Celem badan bylo okreslenie wplywu chromu(lll), zelaza(lll), niklu(Il)
oraz molibdenu(Ill) na metabolizm komoérek prawidlowych i nowotworowych
oraz okreSlenie rodzaju interakcji pomig¢dzy chromem(lll) a zelazem(III),

chromem(Ill) a niklem(II) oraz chromem(III) a molibdenem(III).

Materialy i metody

Badania prowadzono mna dwéch linach komérkowych: mysich
fibroblastach embrionalnych BALB/3T3 clone A31 cells (American Type
Culture Collection CCL-163) oraz komérkach nowotworu watroby HepG2
cells (American Type Culture Collection HB-8065). Komoérki inkubowano z
chlorkiem chromu, chlorkiem zelaza, chlorkiem niklu oraz tréjtlenkiem
molibdenu w zakresie stezenn 100-1400 pM. W celu okreslenia typu interakcji
komoérki inkubowano z mieszaninami pierwiastkéw: chlorek chromu w
stezeniu 200 pM z chlorkiem zelaza, chlorkiem niklu lub tréjtlenkiem
molibdenu o stezeniu 1000 pM. W drugim przypadku stosowano mieszanine
chlorek chromu w stezeniu 1000 pM z chlorkiem zZelaza, chlorkiem niklu lub
trojtlenkiem molibdenu o stezeniu 200 pM. Po 24 godzinach inkubacji
wykonywano nastgpujace testy:
1. Cytotoksycznosé- test redukcji MTT, test uwalniania dehydrogenazy

mleczanowej, test pochlaniania czerwieni obojetnej (NRU),
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Genotoksycznosé: test kometowy, test mikrojadrowy,
Analiza faz cyklu komoérkowego,
Analiza blonowego potencjalu mitochondrialnego,

Stezenie rodnikow tlenowych, stezenie dialdehydu malonowego (MDA)

o o os L N

Pomiar aktywnosci enzyméw ukladu antyoksydacyjnego: dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy glutationowej (GPx).

Wykonywano réwniez dla podanych stezen pojedynczych pierwiastkéw i ich
mieszanin test AMES’a, przy uzyciu szczepéw Salmonella Typhimurium

TA98 oraz TA100.

Omowienie wynikow i dyskusja

Wykorzystanie szerokiego wachlarza testéw do badania metabolizmu
komoérek mialo na celu okreslenie wplywu poszczegdlnych mikroelementow,
jak iich mieszanin na funkcje komoérek prawidtowych i nowotworowych.

Linie komoérkowe stanowia doskonale narzedzie do badan
skriningowych toksycznoS§ci réznych substancji aktywnych biologicznie. Sg
wykorzystywane w pierwszym etapie oceny aktywnosci biologicznej réznych
zwiazkow oraz okresSlenia ich potencjalnej toksycznosci. Pozwalaja na
ograniczenie uzycia do badan zwierzat laboratoryjnych w pierwszych etapach
badann nad nowymi substancjami. Zgodnie z zasadg 3R (Reduction,
Replacement, Refinement) linie komoérkowe sa stosowane do oceny
toksycznosci substancji, ale wiele z metod posiada walidacje przeprowadzong
w European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animals Testing -
EURL ECVAM, przez co zastepuja testy na zwierzetach. Jedng z czesto
uzywanych linii komoérkowych jest linia mysich fibroblastéw plodowych.
Stosowana jest ona w zwalidowanej metodzie oznaczania ostrej toksycznos$ci
oraz fototosycznosci z uzyciem czerwieni obojetnej. Ponadto linie BALB/3T3
zaproponowano jako model komérkowy do badania zmian morfologicznych i
biochemicznych po zadziataniu pierwiastkéw (Mazzotti i wsp., 2002). Innag
linia czesto uzywana w badaniach toksycznosci jest linia HepG2. Jest to linia
nowotworu watrobo-komérkowego (Fang i Beland, 2009; Schoonen i wsp.,
2005). Linia ta jest rekomendowana w protokole OECD do wykonania testu

mikrojadrowego.
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Wszystkie testy uzyte w niniejszych badaniach wykonywane bytly
zgodnie zaleceniami EURL ECVAM, protokotami OECD (Guideline no. 471,
Guideline no. 487), czy Polskimi Normami (PN-EN ISO 10993-3:2008).

Do badan cytotoksycznoS$ci uzyto nastepujacych testéow: redukcji MTT-
okreSlajacego metabolizm mitochondriéw, uwalniania dehydrogenazy
mleczanowej-  okreSlajacego integralno$é¢ blony komoérkowej oraz
pochlaniania czerwieni obojetnej- okreslajacej aktywnosé lizosomow. Uzycie
roznych testéw pozwala okreslic wrazliwo§é organelli komérkowych na
badane substancje (Chiba i wsp., 1998).

Do okreslenia genotoksyczosci uzyto testu kometowego oraz tworzenia
mikrojader. Test kometowy shuzy do wykrywania uszkodzen w DNA, tj.
jednoniciowych i dwuniciowych peknieé¢ w DNA, modyfikacji chemicznych
(miejsca purynowe, niestabilne addukty) i enzymatycznych (uszkodzenia
oksydacyjne) (Czubaszek i wsp., 2014) Uszkodzone fragmenty DNA pod
wplywem pola elektrycznego migruja i tworzg strukture przypominajaca
komete, ktora obserwuje si¢ pod mikroskopem (Pu i wsp., 2015). Test
mikrojadrowy wykorzystywany jest do wykrywania peknieé chromosoméw i
uszkodzenn wrzeciona kariokinetycznego. Mikrojadra tworzg sie z
acentrycznych chromatyd, fragmentéw chromosoméw lub 2z calych
chromosoméw, ktére w czasie anafazy nie przemieszczajg sie do biegunéw
komoérki, a po zakonczeniu telofazy nie sa wlaczane do jader potomnych
(Fenech, 2008). W tescie AMES’a okreslana jest zdolno$§é do wywotywania
mutacji powrotnej w genie odpowiedzialnym za synteze histydyy. Czynniki
mutagenne wywolujace ta mutacje powoduja przywroécenie zdolnosci syntezy
tego aminokwasu w szczepach Salmonella Typhimurium. Uzycie réznych
szczepow tych drobnoustrojow pozwala na okreslenia réznych typéw mutacji.
W opisywanych badaniach uzyto szczepoéw TA98, ktéry identyfikuje mutacje
typu przesuniecie ramki odczytu, natomiast szczep TA100 mutacje typu
zamiany pary zasad (Koztowska i wsp., 2012).

Cykl komorkowy sklada sie z nastepujacych faz: GO, G1, S, G2 oraz M.
PrzejScie pomiedzy kolejnymi fazami =zalezy od aktywnosci cyklin i
zwigzanych z nimi kinaz zaleznych od cyklin. Utworzenia kompleksu kinaza-

cyklina zalezna od kinazy i nastgpujaca reakcja fosforylacji uaktywnia
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powstaly kompleks. Kompleksy te sa niezbedne do przechodzenia przez
komérke kolejnych punktéow kontrolnych. Ochrone taka zapewniaja punkty
kontrolne G1 oraz G2 podczas cyklu komoérkowego Ich pokonanie przez
komérke umozliwia wejScie w mitoze tylko komoérek, ktérych DNA jest wolny
od mutacji lub innych uszkodzen (Le i Richardson, 2002).

Analiza  potencjalu  mitochondrialnego pozwala identyfikowaé
substancje biologiczne o potencjale proapoptotycznym. Jednym z
parametrow charakteryzowanych w komérkach apoptotycznych jest
uwalnianie cytochromu C 2z mitochondrium, =zaburzenie transportu
elektron6w w lancuchu oddechowym oraz utrata mitochondrialnego
potencjalu blonowego. Spowodowana jest ona dziataniem wolnych rodnikéw
tlenowych.

Wiele substancji aktywnych biologicznie indukuje w komorce stres
oksydacyjny, w wyniku, ktérego syntetyzowane sa wolne rodniki tlenowe
(ang. Reactive Oxygen Species, ROS). Jest to zjawisko fizjologiczne w
komoérce. Kiedy jednak stezenie ROS jest wysokie, a enzymy ukladu
antyoksydacyjnego przestaja sobie radzi¢ z jego skutkami dochodzi¢ moze do
uszkodzen poszczegdlnych struktur komorkowych. Wolne rodniki tlenowe, to
grupa zawierajaca wiele réoznych zwigzkow. W badania opisywanych ponizej
zastosowano test wykrywajacy rodniki: hydroksylowy, anionorodnik
ponadtlenkowy oraz inne rodniki wystepujace w komodrce przy uzyciu
pochodnej fluoresceiny- dwuoctanu 2’,7-dichlorofluoresceiny (DCFDA).
Drugi z uzytych testéow stuzyl do wykrywania koncowego produktu procesu
peroksydacji lipidow- dialdehydu malonowego. Proces ten sklada sie z trzech
etapow: inicjacji, propagacji i terminacji. W pierwszym etapie pod wplywem
ksenobiotyku lub rodnikéw: hydroksylowego (--OH), nadtlenkowego (-LOO-),
alkoksylowego (-LO-) lub alkilowego (-L+) atom wodoru zostaje oderwany od
czasteczki wielonienasyconego kwasu tluszczowego. W tym etapie powstaje z
czasteczki kwasu tluszczowego rodnik alkilowy. W kolejnej fazie rodniki te
reaguja z tlenem tworzac wolne rodniki nadtlenkowe (-LOO-), ktore odrywaja
atomy wodoru od kolejnych czasteczek wielonienasyconych kwaséw
thuszczowych. W wyniku tego procesu powstaje nadtlenek kwasu

ttuszczowego i kolejny rodnik alkilowy. Reakcja ta powtarza sie wielokrotnie,
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w wyniku czego wzrasta stezenie nadtlenkéw kwaséw tluszczowych.
Terminacja procesu peroksydacji rozpoczyna sie¢ w przypadku reakcji
pomiedzy wolnymi rodnikami, ktéra prowadzi do powstania produktu, ktéry
nie jest juz wolnym rodnikiem. Produktami peroksydacji lipidéw sa dimery
fosfolipidéw, okso- i hydroksykwasy. Dalsze przemiany tych zwiazkow
prowadza do powstania m.in. dialdehydu malonowego, ktéry jest
wskaznikiem procesu peroksydacii lipidow (Grosicka-Maciag, 2011).

Komoérki posiadaja mechanizmy chroniace je przed negatywnym
wplywem wolnych rodnikéw tlenowych na struktury komoérki. Nalezg do nich
enzymy: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) oraz peroksydaza
glutationowa (GPx). Dysmutaza ponadtlenkowa to enzym katalizujacy
reakcje rozkladu anionorodnika ponadtlenkowego do nadltlenku wodoru i
tlenu. Tak powstaly nadtlenek wodoru moze by¢ rozkladany przez katalaze
lub peroksydaze glutationowg do wody. Peroksydaza glutationowa ponadto
redukuje nadtlenki lipidéw powstale np. w procesie peroksydacji lipidow
(Czajka, 2006). Tak, wiec SOD, CAT ora GPx razem stanowia bariere
ochronng przed dzialaniem wolnych rodnikéw tlenowych oraz produktéw

utleniania lipidow.

Chrom to pierwiastek rozpowszechniony w przyrodzie. Ponadto, bardzo
popularne staly si¢ suplementy diety zawierajace chrom(Ill). Przeprowadzone
badania wykazaly, ze chlorek chromu w stezeniach 100 i 200 uM stymulowatl
proliferacje komoérek linii BALB/3T3 w tescie redukcji MTT. W pozostalych
dawkach (400-1400 pM) obserwowano istotny statystycznie zalezny od dawki
spadek zywotnosci komorek linii BALB/3T3 oraz HepG2 zauwazalny w tescie
redukcji MTT, pochtaniania czerwieni obojetnej oraz uwalniania
dehydrogenazy mleczanowej. W testach redukcji MTT i NRU znacznie
wrazliwsza okazata sie linia HepG2- spadki zywotnosci komoérek byly wyzsze
niz w przypadku linii BALB/3T3. Ponadto na podstawie wyznaczonych
wartosci ICso mozna wywnioskowaé, Ze najbardziej wrazliwa na dziatanie
chromu(Ill) jest blona komodrkowa, kolejno mitochondria 1 lizosomy 1 to w
obu liniach komoérkowych (praca nr 4.1). Obserwacje poczynione w tescie

redukcji MTT potwierdzily badania przeprowadzone metoda cytometrii
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przeplywowej dotyczace blonowego potencjalu mitochondrialnego. Inkubacja
obu linii komérkowych z chlorkiem chromu w zakresie stezenn 100-1400 uM
powodowala istotny statystycznie zalezny od dawki spadek potencjatu
mitochondrialnego obserwowany w obu liniach komérkowych (praca nr 4.2).
Wyniki te sugeruja, iz gléwny mechanizm toksycznego dzialania chromu(IIl)
opiera sie na generacji wolnych rodnikéw tlenowych.

Negatywny wplyw chlorku chromu obserwowano réwniez w testach
genotoksycznosci i mutagennosci. W teScie kometowym wykazano istotny
statystycznie, zalezny od dawki wzrost liczby komet po inkubacji z chlorkiem
chromu. Sugeruje to destrukcyjny wplyw chromu(lll) na DNA. W dostepnej
literaturze opisywano, iz chrom moze wiazaé¢ si¢ bezpoSrednio do DNA
tworzac addukty z DNA i polaczenia krzyzowe pomiedzy niciami DNA
(O'Brien i wsp., 2003). Gléwny mechanizm opiera si¢ na reakcji jonéw Cr3* z
ujemnie natladowanymi grupami fosforanowymi lub bezposrednio z guaning
(Snow i Xu, 1991). Pozytywny wyniku testu kometowego prezentowany w
pracy nr 4.1 Swiadczy tez, o tym, ze chlorek chromu wywoluje przerwy w
dwuniciowym 1 jednoniciowym DNA oraz powstawanie miejsc AP-
nieposiadajacych zasad purynowych ani pirymidynowych. Skutkuje to
uszkodzeniem struktury DNA. Jesli takie miejsca nie zostang usuniete przez
enzymy naprawcze moga powodowac¢ mutacje. Uszkodzony DNA nie powinien
by¢ replikowany oraz wchodzi¢ do mitozy. Ochrone taka zapewniajg punkty
kontrolne G1 oraz G2 podczas cyklu komérkowego. Genotoksyczne dziatanie
chromu(Ill) potwierdzaja analizy faz cyklu komoérkowego. W pracy nr 4.2
opisano wplyw chlorku chromu na cykl komérkowy. Zwigzek ten powodowat
wraz ze wzrostem stezen spadek liczby komoérek w fazie GO/G1, ale wzrost w
fazie G2/M. Sugeruyje to, iz chrom(Ill) zatrzymuje cykl komoérkowy w fazie
G2/M w obu badanych liniach komoérkowych. Oznacza to, DNA zawiera
mutacje, ktore nie moga by¢ dalej powielane. Dai i wsp. (2009) wskazal, ze
chrom(Ill) moze wywolywa¢ mutacje typu substytucji, transwersji, delecji i
insercji. Badania wykonane w pracy nr 4.1 wskazuja, ze chlorek chromu
wywoluje czeSciej mutacje typu przesuniecia ramki odczytu, a rzadziej
mutacje zamiany pary zasad. Ponadto analiza faz cyklu komorkowego

pokazuje, iz po zadziataniu chlorku chromu wzrasta procent komoérek w fazie
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subG1 (praca nr 4.2). Sa to komoérki, ktére wymknely sie spod mechanizmow
kontrolnych komoérki i replikuja jadra komérkowe, bez podziatu cytoplazmy.
Efektem takiego procesu sg obserwowane w obrazach mikroskopowych
komorki wielojadrzaste lub olbrzymie. Ponadto proces ten moze prowadzié¢ do
apoptozy, ktéra rowniez byla obserwowana w preparatach mikroskopowych
(praca nr 4.1). W teScie mikrojadrowym okre§lano zaburzenia procesu
podzialu komoérki i uszkodzenia wrzeciona podzialowego. W tesScie tym
wykazano istotny statystycznie, zalezny od dawki wzrost liczby komoérek
zawierajacych jedno lub wigcej mikrojader w obu badanych liniach
komoérkowych (praca nr 4.1). Wyniki te potwierdzaja obserwacje
mikroskopowe komoérek wielojadrzastych, w ktérych dochodzi do zaburzen
funkcjonowania wrzeciona podzialowego.

Badania innych autoréw sugeruja, ze uszkodzenia organelli
komérkowych, tj. blony komoérkowej, mitochondriéw, lizosomoéw, jadra
komoérkowego, wrzeciona kariokinetycznego oraz zaburzenia metabolizmu
komorki, tj. oddychania czy podzialu wywolywane sa przez wolne rodniki
tlenowe powstajace na skutek dziatania chromu(Ill). Dlatego w pracy nr 4.3
podjeto probe oceny wplywu chlorku chromu na powstawanie wolnych
rodnikow tlenowych, stezenie dialdehydu malonowego oraz aktywnosc¢
enzymow antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy oraz
peroksydazy glutationowej. Po inkubacji obu linii komérkowych
obserwowano zalezny od dawki, powyzej stezenia 400 pM, wzrost stezenia
wolnych rodnikéw oraz dialdehydu malonowego. W przypadku dysmutazy
ponadtlenkowej oraz katalazy w stezeniach 100 oraz 200 puM ich aktywnos§é
rosla, natomiast powyzej stezenia 400 pM spadala. Natomiast aktywnos¢
peroksydazy glutationowej spadala wraz ze wzrostem stezenia chlorku
chromu. Obserwacje te poczyniono dla obu linii komérkowych. Wyniki te
zgodne sg z obserwacjami innych autoréw, ktorzy réwniez w niskich
stezeniach  chromu(Ill) obserwowali wzrost aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej i katalazy (Dlugosz i wsp., 2012; Chen i wsp., 2018). W
wyzszych stezeniach aktywno§é enzymoéw spadala, jak sugeruja autorzy,
najprawdopodobniej na skutek zniszczenia przez jony Cr(Ill) miejsc

aktywnych enzymoéw (Chen i wsp., 2018). Ponadto jak wynika z badan
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przedstawionych w pracy nr 4.3 spadek aktywnosci enzyméw skorelowany
jest ze wzrostem stezenia wolnych rodnikéw tlenowych, ktérych stezenia
ro$nie do stopnia, w ktérym enzymy antyoksydacyjne nie sa w stanie ich
neutralizowac.

Kolejny analizowanym pierwiastkiem bylo zelazo. Jest to pierwiastek
pelniacy wazna role w wielu procesach metabolicznych komoérki (Srai i wsp.,
2002). Bierze udzial w syntezie DNA oraz RNA, proliferacji komoérek oraz
oddychaniu komoérkowym, tj transporcie tlenu i elektronow (Lieu i wsp.,
2001). Badania przeprowadzone w testach cytotoksycznos$ci (praca nr 4.1)
wykazaly, ze linia HepG2 jest bardziej wrazliwa na toksyczne dziatanie
chlorku zelaza niz linia BALB/3T3. Zaréwno w tescie redukcji MTT, jak i
NRU zelazo powodowalo wieksze spadki zywotnosci komérek nowotworowych
niz prawidlowych. Ponadto w obu testach spadek zywotnosci obserwowano
dopiero od dawki 800 pM dla linii BALB/3T3, natomiast Zywotno$¢ komoérek
linii HepG2 spadala juz od dawki 100 pM. Sugeruje to, iz mitochondria
komérek nowotworowych sg bardziej wrazliwe na toksyczne dzialanie
zelaza(lll). Obserwacje te potwierdzaja wyniki uzyskane w pracy nr 4.2, w
ktérych zaobserwowano zalezny od dawki spadek mitochondrialnego
potencjatu btonowego po inkubacji obu linii komérkowych z chlorkiem zelaza
w zakresie stezenn 400-1000 uM. Spadki wartosci tego parametru byly wyzsze
w przypadku linii HepG2. W teScie uwalniania LDH, ktéry okres§la wrazliwos¢
blony komoérkowej na dzialanie badanego zwiazku, chlorek zelaza wykazywatl
podobng toksycznos¢é w stosunku do obu linii. Nieznacznie bardziej wrazliwa
byla linia BALB/3T3. Wyniki otrzymane z testéw cytotoksyczno$ci i analizy
mitochondrialnego potencjalu btonowego oraz prace innych autoréow
sugeruja, iz za efekt toksyczny zelaza odpowiedzialne sa wytwarzane pod
wplywem tego pierwiastka wolne rodniki tlenowe (Eid i wsp., 2016). Badania
wykonane w pracy nr 4.3 sugeruja, Zze chlorek zelaza zakresie stezen 100-
1400 pM generuje nie tylko wolne rodniki tlenowe akumulowane wewnatrz
komoérki, ale tez w poréwnaniu do innych badanych pierwiastkow wysokie
stezenie dialdehydu malonowego. Zwiazek ten jest koncowym produktem
peroksydacji lipidéow blony komérkowej. Ponadto badania He i wsp. (2008)

sugeruja, ze zelazo(Ill) reaguje z kwasem nitrylotrioctowym (w stosunku 1:1)
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i oddzialuje negatywnie na stabilno§¢ blony komoérkowej. Badania tych
samych autoréw wskazuja, ze zelazo obniza aktywnos§c¢ fosfatazy alkalicznej,
dysmutazy ponadtlenkowej oraz peroksydazy glutationowej (He i wsp., 2008).
W badaniach zawartych w pracy nr 4.3 obserwowano réwniez spadek
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy oraz peroksydazy
glutationowej. Dwa pierwsze enzymy odpowiedzialne sg za neutralizowanie
anionorodnika ponadtlenkowego. Jednak stezenie rodnika jest na tyle
wysokie, ze uniemozliwia ten proces. Natomiast peroksydaza glutationowa
odpowiedzialna jest m.in. za neutralizacje nadlenkéw lipidow. Jednak jak
zaobserwowano proces peroksydacji lipidéw jest tak nasilony (wysokie
stezenie MDA), Zze GPx nie moze pelni¢ swojej funkc;ji.

Jak wykazano wolne rodniki tlenowe maja tez negatywny wplyw na
jadro komoérkowe i procesy podzialu komoérki. W tescie kometowym
zaobserwowano wzrost liczby komet wraz ze wzrostem stezenia chlorku
zelaza. Nalezy jednak zauwazy¢, ze linia BALB/3T3 jest bardziej wrazliwa na
genotoksyczne dzialanie chlorku zZelaza. Oznacza to, ze Zelazo(lIl) powoduje
powstawanie przerw w dwuniciowym i jednoniciowym DNA oraz miejsc AP.
Ponadto zanotowano wzrost liczby mikrojader. W teScie mutagennosci
stwierdzono, ze moze wywolywaé zaré6wno mutacje typu zamiany pary zasad,
jak i przesuniecia ramki odczytu (praca nr 4.1). Genotoksycznos¢ chlorku
zelaza potwierdzaja tez badania faz cyklu komérkowego (praca nr 4.2).
Obserwowano spadek odsetka komérek bedacych w fazie S oraz G2/M, ale
wzrost komoérek w fazie GO/G1 i subG1l wraz ze wzrostem stezenia chlorku
zelaza (praca nr 4.2). Oznacza to zahamowanie syntezy DNA. Zelazo wplywa
na aktywno§¢ enzymu reduktazy rybonukleotydowej oraz hamuje synteze
DNA. Ponadto aktywnosc¢ kinazy cykliny A, E oraz D jest hamowana w
obecnosci zelaza (Troadec i wsp., 2006). To wszystko wplywa na
zahamowanie cyklu komoérkowego w fazie GO/G1l. Ponadto pojawienie sie
komérek w fazie subGl sugeruje zaburzenia podzialu komorki, co bylo
obserwowane w preparatach mikroskopowych. Zauwazalne byly komorki
olbrzymie i wielojadrzaste. Ponadto obserwowano objawy apoptozy:

wakuolizacje cytoplazmy i paczkujaca blone komoérkowsa (praca nr 4.1). Za te
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efekty odpowiedzialne sa wolne rodniki tlenowe oraz ostabiony uktad
antyoksydacyjny komérki (praca nr 4.3).

Nikiel i jego zwigzki sg powszechnie uzywane w przemys$le. Organizmy
ludzi i zwierzat maja z nimi czesty kontakt. W dostepnej literaturze
opisywano wplyw niklu na DNA réznych komoérek. Rzadziej wykonywano
badania cytotoksycznosci tego pierwiastka. W badaniach prezentowanych w
pracy nr 4.1 wykazano, ze chlorek niklu obniza zywotno§¢ komoérek obu
badanych linii w teScie redukcji MTT oraz NRU, ponadto wzrost uwalniania
LDH. Jednak linia HepG2 byla bardziej wrazliwa na dzialanie chlorku niklu
w tescie redukcji MTT i NRU. Badania przeprowadzone przez Jia i Chen
(2008) wskazuja, ze toksycznosé niklu wynika ze zdolnoSci wytwarzania
wolnych rodnikéw tlenowych. Wzrost ich stezenia prowadzi do utraty
transblonowego potencjatu mitochondrialnego, co z kolei moze prowadzi¢ do
zaburzenia oddychania wewnatrzkomérkowego (praca nr 4.2). Wynika to
rowniez z tego, iz nikiel hamuje aktywno$é dehydrogenazy bursztynianiowej
(Wang i wsp., 2012). W badaniach przedstawionych w pracy nr 4.3
wykazano, ze chlorek niklu wraz ze wzrostem stezenia powoduje przede
wszystkim wzrost syntezy wolnych rodnikow tlenowych, a w mniejszym
stopniu dialdehydu malonowego. Wzrost stezenia ROS i MDA jest
skorelowany ze spadkiem aktywnoS§ci enzyméw antyoksydacyjnych.
Swiadczy to nie tylko o aktywnosci prooksydacyjnej, ale réwniez oznacza, iz
nikiel(II) ostabia mechanizmy obronne komoérki. Potwierdzajg to tez badania
innych autoréw (Kalaivani i wsp., 2014; Salnikow i wsp., 2000; Chen i wsp.,
2003).

Dane literaturowe jednoznacznie wskazujg na genotoksyczne dziatanie
niklu. Wykazano, Ze nikiel powoduje wzrost stezenia histonu H3K4me3, ale
spadek H3K9me3, co moze nasila¢ powstawanie mutacji i uszkodzenia w
DNA (Chen i wsp., 2003; Arita i wsp., 2012; Hu i wsp.). W badaniach
przeprowadzonych w pracy nr 4.1 wykazano, ze wraz ze wzrostem stezenia
chlorku niklu wzrasta liczba komet w obu badanych liniach komoérkowych.
Jednak bardziej wrazliwa na dzialanie badanego zwiazku byla linia
BALB/3T3. Rowniez test mikrojadrowy potwierdza genotoksyczne dziatanie

chlorku niklu. W tym tescie réwniez linia BALB/3T3 okazala si¢ bardziej
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wrazliwa niz linia HepG2. Ponadto w preparatach mikroskopowych
obserwowano komorki olbrzymie, ze zwakuolizowang cytoplazma,
posiadajace wyglad charakterystyczny dla apoptozy. W tescie AMES’a
nikiel(Il) wywoluje mutacje przesuniecia ramki odczytu silniej niz zmiany par
zasad (praca nr 4.1). Te zmiany w DNA nie pozostaja bez wplywu na
prawidtowosé przebiegu cyklu komoérkowego. Obserwowano spadek odsetka
komoérek znajdujacych si¢ w fazach GO/G1l i S, natomiast rosnie w fazie
G2/M (praca nr 4.2). Ponadto pojawia sie¢ pik subGl, co potwierdzaja
obserwacje mikroskopowe. Podobne obserwacje poczynili inni autorzy (Lee i
wsp., 2016; Chen i wsp., 2010; Shiao i wsp., 1998). Uzyskane wyniki
ukazuja, ze chlorek niklu hamuje cykl komérkowy w fazie G2/M. Lee i wsp.
(2016) sugeruje, iz zahamowanie cyklu komoérkowego w fazie G2/M
nastepowalo na skutek zahamowania aktywnos$ci cdkl poprzez stymulacje
ekspresji p53 and p21WAF1/CIP1,

Ostatnim z analizowanych pierwiastkéw byl molibden(IlI). Pierwiastek
ten okazal sie nietoksyczny w teScie redukcji MTT w zakresie stezen 100-
1400 pM. Podobne obserwacje poczyniono Ww teScie uwalniania
dehydrogenazy mleczanowej. W obu linach komérkowych nie udalo sie
wyznaczy¢ wartosci ICso. Jedynie w tescie NRU zaobserwowano wigksza
toksycznos§¢ tréjtlenku molibdenu w stosunku do linii BALB/3T3 (praca nr
4.1). Jednak trojtlenek molibdenu okazal sie genotoksyczny i to w stosunku
do obu linii komérkowych. W obu testach: kometowym oraz mikrojadrowym
obserwowano wzrost odpowiednio liczby komet oraz komoérek zawierajacych
mikrojadra. Obserwacje mikroskopowe wskazuja na indukcje przez badany
zwiazek apoptozy. Komoérki posiadaja charakterystyczny ksztalt, z ciatkami
apoptotycznymi i skondensowana chromatyna. Bardziej wrazliwa w obu
testach byla linia HepG2. W tescie AMES’a wykazano, ze trjtlenek
molibdenu czesciej wywoluje mutacje typu przesuniecia ramki odczytu niz
zamiany pary zasad (praca nr 4.1). Oznacza to uszkodzenia w DNA, ktéry nie
moze by¢ powielany w procesie replikacji. W badaniach wykonanych w pracy
nr 4.2 wykazano, ze po inkubacji obu linii komérkowych z trdjtlenkiem
molibdenu w zakresie stezen 100-1000 pM maleje odsetek komorek

bedacych w fazie GO/G1 oraz S, a rosnie komoérek w fazie G2/M. Oznacza to
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zahamowanie cyklu komérkowego na etapie punku kontrolnego G2/M, co
zapobiega powielaniu zmutowanego materialu genetycznego. Podobne
obserwacje poczynil Siddiqui i wsp. (2015). Badania tego autora sugeruja, ze
za destrukcyjng aktywno§¢ molibdenu odpowiadaja wolne rodniki tlenowe.
Potwierdzaja to wyniki uzyskane w pracy 4.3. Obserwowano wzrost stezenia
ROS i MDA. Ponadto spadek aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych, ktore
nie pelnia swojej funkcji ochronnej. Potwierdzaja to tez wyniki uzyskane w
pracy nr 4.2, w ktérej obserwowano spadek transmembranowego potencjalu
mitochondrialnego, za ktoéry odpowiedzialny jest wzrost stezenia wolnych
rodnikow tlenowych.

Substancje aktywne biologicznie moga oddzialywaé na siebie
zmieniajagc wielko§¢é lub rodzaj efektéw toksycznych. Interakcje moga
zachodzi¢ w fazie toksokinetycznej i/lub toksodynamicznej. Wyrédznia sie
nastepujace rodzaje interakcji: addytywnos¢, synergizm lub antagonizm.
Efekt antagonistyczny wystepuje, gdy efekt dzialania dwoch substancji jest
mniejszy niz suma tych substancji uzytych oddzielnie. Z efektem
synergistycznym mamy do czynienia, gdy efekt dzialania substancji razem
uzytych jest wyzszy niz suma efektéw substancji uzytych pojedynczo. Gdy
suma efektéw dzialania pojedynczych substancji rowna jest efektowi uzycia
ich réwnoczesnie mowimy o addytywnosci (Fedevare Rapport).

Do badan interakcji wybrano dawki pierwiastkéw na podstawie testéow
cytotoksycznosci z pierwszego etapu badan. W dawce 200 pM w przypadku
wszystkich pierwiastkow nie obserwowano zahamowania proliferacji
komorek, a czesto jej stymulacje. Natomiast w dawce 1000 pM obserwowano
efekt toksyczny- znaczny spadek zywotnoS§ci.

Przebadano nastepujace kombinacje:
chlorek chromu o stezeniu 200 pM plus chlorek zelaza o stezeniu 1000 pM,
chlorek chromu o stezeniu 200 pM plus chlorek niklu o ste¢zeniu 1000 pM,
chlorek chromu o stezeniu 200 pM plus trojtlenek molibdenu o stezeniu
1000 pM,
chlorek chromu o stezeniu 1000 uM plus chlorek zelaza o stezeniu 200 uM,
chlorek chromu o stezeniu 1000 pM plus chlorek niklu o stezeniu 200 pM,
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chlorek chromu o stezeniu 1000 uM plus tréjtlenek molibdenu o stezeniu
200 pM.
i wykonano wszystkie testy jak w przypadku pojedynczych pierwiastkow.

W interakcji chlorku chromu o stezeniu 200 pM z chlorkiem niklu lub
trojtlenkiem molibdenu o stezeniu 1000 pM obserwowano antagonizm-
chlorek chromu uzyty w stezeniu 200 pM wykazywal dzialanie ochronne
przed skutkami toksycznego dzialania chlorku niklu lub tréjtlenku
molibdenu o stezeniu 1000 pM. Obserwacje takie poczyniono w testach
cytotoksycznosci, gdzie obserwowano wzrost zywotnos§ci komoérek w
poréwnaniu do komoérek inkubowanych z ww. zwigzkami w dawce 1000 pM
(praca nr 4.1). Ponadto obserwowano spadek liczby komet i mikrojader oraz
liczby mutacji w komérkach w poréwnaniu do komérek inkubowanych z ww.
zwiazkami o stezeniu 1000 pM (praca nr 4.1). Ta samg obserwacje
poczyniono w tescie cytometrycznym- nastepowal wzrost mitochondrialnego
potencjalu blonowego. W innym teScie cytometrycznym- analizy faz cyklu
komoérkowego rowniez obserwowano spadek odsetka komoérek bedacych w
fazie subG1l, a ponadto odsetek komoérek znajdujacych sie¢ w fazach GO/G1,
S oraz G2/M byl poréwnywalny z komérkami kontrolnymi (praca nr 4.2).
Obserwacje te potwierdzily badania poziomu wolnych rodnikéw tlenowych i
MDA- spadalo ich stezenie w poréwnaniu do komoérek inkubowanych z ww.
zwiazkami o stezeniu 1000 pM oraz nastepowal wzrost aktywnosci SOD, CAT
oraz GPx (praca nr 4.3). Mechanizm takiego dzialania chromu wyjasniajg
badania przeprowadzone w pracy nr 4.3. Chlorek chromu w niskich
dawkach, tj. 100 oraz 200 puM nie powodowal stresu oksydacyjnego w
komorce- poziom wolnych rodnikéw tlenowych oraz MDA byl poréwnywalny
do Lkomoérek kontrolnych, ponadto stymulowal aktywno§é enzymoéw
antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy. Jednoczes$nie
jak wykazano w pracy nr 4.3 chlorek niklu oraz tréjtlenek molibdenu o
stezeniu 1000 pM indukowal stres oksydacyjny i obnizal aktywnos§¢
enzymow antyoksydacyjnych. Potwierdzaja to obserwacje innych autoréow.
Badania przeprowadzone przez Dlugosza i wsp. (2012) oraz Chen’a i wsp.

(2018) wykazaly, ze chrom(Ill) w niskich dawkach powoduje wzrost
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aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy. Te obserwacje byly
zgodne 2z badaniami zawartymi w pracy nr 4.3. Prawdopodobnie ta
aktywnos$¢ lezy u podstaw funkcji ochronnej chromu(Ill) wobec niklu(Il) i
molibdenu(lll). Wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy
powoduje spadek aktywnosci wolnych rodnikéw wobec mitochondriéw, blony
komoérkowej czy DNA. Zaobserwowany w pracy nr 4.3 spadek aktywnosci
enzymatycznej katalazy w dawkach wyzszych jest zwiazany z niszczeniem
miejsca aktywnego tego enzymu przez jony chromu(Ill) (Chen i wsp., 2018).
Ponadto wykazano, ze chrom(lll) w niskich dawkach powoduje wzrost
procesywnosci i aktywnosci polimerazy, ale spadek wiernosci replikacji
(Galaris i Evangelou, 2001, Snow i Xu, 1989), dlatego w teScie AMES’a
obserwowano pojedyncze mutacje w obserwowanej interakcji.

Zniszczenie miejsca aktywnego katalazy przez jony chromu(Ill)
powoduje, ze w interakcji chlorek chromu o stezeniu 1000 pM plus chlorek
niklu lub tréjtlenek molibdenu o stezeniu 200 pM nie wykazywal wlasciwosci
ochronnych. Co wigcej obserwowano wzrost syntezy wolnych rodnikow
tlenowych oraz MDA, a spadek aktywnoSci dysmutazy ponadtlenkowej,
katalazy oraz peroksydazy glutationowe;j.

W interakcji chlorku chromu o stezeniu 200 pM plus chlorek Zelaza o
stezeniu 1000 pM zaobserwowano efekt synergistyczny. Zaréwno w testach
cytotoksycznosci, genotoksycznoSci, jak i1 mutagennosci obserwowano
nasilenie toksycznosci (praca nr 4.1). Obserwacje te potwierdzono tez w
tescie cytometrycznym- nastepowal spadek mitochondrialnego potencjalu
blonowego w poréwnaniu do komoérek obu linii inkubowanych z chlorkiem
chromu i chlorkiem zelaza samodzielnie. Ponadto w komérkach
inkubowanych réwnoczesnie z oboma pierwiastkami obserwowano wzrost
odsetka komoérek znajdujacych sie w fazie subG1l i GO/G1 (praca nr 4.2).
Dane literaturowe wskazuja, ze zaréwno chrom(lIl), jaki i zelazo(Ill) moze
generowa¢ w komorce wolne rodniki tlenowe. W badaniach przedstawionych
pracy nr 4.3 wykazano, ze chrom(IIl), jaki i zelazo(Ill) generuja powstawanie
wolnych rodnikéw tlenowych, jak i oslabienie ukladu antyoksydacyjnego.
Jednak w przypadku zelaza(Ill) duzo silniej zachodzila peroksydacja lipidéw i

powstawaly produkty ich utlenienia, m. in. MDA. W interakcji chlorku
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chromu w dawce 200 pM plus chlorek zelaza w dawce 1000 uM, nawet
stymulacja aktywnosci, przez chrom(lll) o stezeniu 200 pM, enzymoéw
katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej, jest niewystarczajaca, gdyz enzymy te
nie neutralizuja produktéw peroksydacji lipidow. Ponadto aktywnos¢
peroksydazy glutationowej byla bardzo niska i dlatego neutralizacja
produktéw utleniania lipidéw jest niemozliwa. Produkty te silniej toksycznie
oddzialywaja na organella komoérkowe niz rodniki hydroksylowe (Kohgo i
wsp., 2008). Efekt toksyczny po rownoczesnej inkubacji komérek obu linii z
chlorkiem zelaza i chlorkiem chromu moze wynikaé¢ tez ze zdolnosci
oddzialywania na DNA. Chrom(Ill) oddzialuje bezposrednio na zasady
azotowe i reszty fosforanowe, natomiast zelazo(lll) oddzialuje na zasady
azotowe w DNA wywolujac efekty toksyczne (Moriwaki i wsp., 2008). Te

mechanizmy prowadza do synergizmu w dzialaniu obu pierwiastkéw.

Wnioski
Analiza uzyskanych wynikéw badan pozwolila na wyciagniecie szeregu

wnioskow, z ktoérych najwazniejsze przedstawiono ponizej.

1. Najbardziej wrazliwa na dzialanie chromu(lll) jest blona komérkowa,
kolejno mitochondria i lizosomy w komérkach prawidlowych i
nowotworowych.

2. Mitochondria komérek nowotworowych sg bardziej wrazliwe na toksyczne
dzialanie Zelaza(Ill) niz linii prawidlowe;.

3. Komoérki linii HepG2 sg bardziej wrazliwe na toksyczne dzialanie niklu(Il)
niz BALB/3T3.

4. Chrom(Ill), zelazo(Ill), nikiel(Il) oraz molibden(Ill) wywoluja przerwy w
dwuniciowym i jednoniciowym DNA oraz powstawanie miejsc AP-
nieposiadajacych zasad purynowych ani pirymidynowych.

5. Chrom(IIl), molibden(lll) oraz nikiel(Il) wywoluje czeSciej mutacje typu
przesuniecia ramki odczytu, a rzadziej mutacje zamiany pary zasad.

6. Zelazo(lll) wywoluje mutacje typu zamiany pary zasad, jak i przesuniecia

ramki odczytu
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7. Chrom(Ill), zelazo(Ill), nikiel(Il} oraz molibden(Ill) powoduja zaburzenia
funkcjonowania wrzeciona podzialowego prowadzac do replikacji jadra
komorkowego, bez podzialu cytoplazmy.

8. Chrom(Ill), zelazo(Ill), nikiel(Il) oraz molibden(Illl) generuje synteze
wolnych rodnikéw tlenowych.

9. Zelazo(lll) wywoluje peroksydacje lipidow.

10. Chrom(Ill) w niskich stezeniach stymuluje aktywnos§é enzymow
antyoksydacyjnych, a w wyzszych hamuje ich aktywnos¢.

11. Zelazo(lll), nikiel(Il) oraz molibden(lll) hamujg aktywnos$é¢ enzymoéw
antyoksydacyjnych

12. Chrom(Ill), nikiel(Il) oraz molibden(lll) powoduje zatrzymanie cyklu
komoérkowego na etapie punku kontrolnego G2 /M

13. Zelazo(Ill) powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego na etapie punku
kontrolnego GO/G1.

14. Chrom(Ill) oddzialuje synergistycznie z zelazem(III).

15. Chrom(Ill) oddzialuje antagonistycznie z niklem(II) i molibdenem(III)-
pelni funkcje ochronne przed wysokimi dawkami niklu(Il} i

molibdenu(IlI).

Podsumowanie

Celem badan przedstawionych w niniejszym opracowaniu bylo
poznanie metabolizmu chromu(Ill), a takze zelaza(Ill), niklyu(ll) i
molibdenu(Ill). Ponadto charakteru interakcji pomiedzy chromem(Ill) a
pozostalymi pierwiastkami. Jest to bardzo istotny problem we wspoélczesnej
medycynie. W ostatnich latach notuje sie wzrost przyjmowania preparatéw
witaminowo-mineralnych oraz suplementéw diety. Rowniez na szeroka skale
stosowane sa biomaterialy zawierajace te mikroelementy. W organizmach
ludzi i zwierzat moze dochodzi¢ do przekroczenia bezpiecznych stezen
pierwiastkow oraz do nieznanych dotad interakcji. Dlatego tak duze
znaczenia maja otrzymane wyniki. Sa one pierwszymi doniesieniami w
literaturze dotyczacymi interakcji pomiedzy chromem(Ill), a zelazem(IIl) lub
niklem(Il) lub molibdenem(Ill), co utrudnialo przeprowadzenie dyskusji z

wynikami prac innych autoréw.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagnieé naukowo-badawczych:

Studia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi ukonczylam w 2000 roku
obrong pracy magisterskiej pt. ,Spontaniczne i indukowane in vitro
wytwarzanie cytokin w komoérkach podscieliska szpiku kostnego oséb chorych
na ostrq biataczke szpikowq i szpiczaka mnogiego”. W tym samym roku
zostalam zatrudniona, jako asystent naukowo-dydaktyczny w Katedrze
Biologii Komoérki, Wydzialu Matematyczno-Przyrodniczego Katolickiego
Uniwersytetu Lubelskiego. Od poczatku mojej pracy naukowej moje

zainteresowania skupialy sie wok6t metabolizmu pierwiastkéw oraz
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zastosowania metod alternatywnych w badaniu ich metabolizmu.
Pierwiastkiem, ktory wzbudzal moje szczegbélne =zainteresowanie byt
chrom(IIl). Byt to pierwiastek, ktérego mechanizm nie byl poznany, a w
literaturze pojawialo si¢ coraz wiecej nowych doniesienl na temat jego udziatu
w aktywacji receptora insulinowego, czy metabolizmie ttuszczy. Coraz wigcej
tez moéwilo sie¢ o jego roli w redukcji masy tkanki tluszczowej. Oprécz
chromu(lll) drugim pierwiastkiem, ktéry znalazl sie w kregu moich
zainteresowan byl wanad(V). Jego metabolizm byl lepiej poznany. Bardzo
interesowaly mnie mozliwosci interakcji obu pierwiastkéw. Uczestniczytam
ponadto w okresleniu interakcji selenu(IV) i cynku(ll) z wanadem.

W wyniku przeprowadzonych badan wustalono, ze chlorek chromu
powoduje przesuniecie krzywej opornosci osmotycznej erytrocytéow u
szczurow, ktére otrzymywaly w wodzie do picia chlorek chromu. Ponadto,
obserwowano wzrost minimalnej, $redniej oraz maksymalnej opornoSci
osmotycznej erytrocytow pod wplywem Cr(lll). Dodatkowo po zadziataniu
tego pierwiastka obserwowano w mikroskopie elektronowym zniszczenie
blony erytrocytéw- wypuklenia blony komoérkowej. Swiadczyé to moze o
aktywnosci prooksydacyjnej tego pierwiastka. Te obserwacje potwierdzity
koleje badania, w ktérych chlorek chromu u szczuréw powodowal wzrost
stezenia MDA.

Pierwsze badania mnad wplywem chromu(Ill) oraz wanadu(V)
stosowanych razem i osobno przeprowadzitam na linii komérkowej BALB. W
tych badaniach stwierdzono, ze zarowno chrom(IIl) jak i wanad(V) powoduje
spadek zywotnosci komoérek wykazany w tescie redukcji MTT. Ponadto
obserwacje mikroskopowe wykazaly, ze po zadzialaniu obu pierwiastkéw
spadal odsetek komorek dzielacych sie. Ponadto po zadzialaniu wanadu(V)
nastepowal wzrost liczby komérek dwu- i wielojadrzastych, a spadek liczby
komoérek olbrzymich, natomiast po inkubacji fibroblastéw z chromem(Ill)
obserwowano spadek liczby komoérek dwujadrzastych i olbrzymich, a wzrost
liczby komorek wielojadrzastych. W kolejnych badaniach komorki
inkubowano z chromem(lll) i wanadem(V) réwnocze$nie oraz wykonywano

preinkubacje z chromem(lll), a nastepnie komérki inkubowano 2z
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wanadem(V). Wykazano, ze chrom pelni funkcje ochronne w stosunku do
toksycznego dziatania wanadu(V).

Jak juz wspomnialam uczestniczylam tez w badaniach nad wptywem
selenu(lV) i1 cynku(ll) na metabolizm fibroblastéw. W badaniach tych
wykazano, ze selenin sodu hamuje proliferacje mysich fibroblastéw. Ponadto
powoduje wzrost liczby komoérek olbrzymich. Natomiast Cynk(Il) pelnit
funkcje ochronne przed toksycznym dzialaniem wanadu(V).

Wyniki badan zostaly opublikowane w pracach i prezentowane na
konferencjach naukowych: PD1, PD2, PD3, PD4, PD5, PD6, PD7, PD8, PDO,
PD10.

Badanie interakcji chromu(IIl) i zelaza(Ill) in vitro i in vivo (wyniki
badan zostaly opublikowane w pracach i prezentowane na konferencjach
naukowych: Al, A2, A3, A4, A6, A9, A10, S1, S2, S4, S5, R3, R5, P1, P2,
P4, P5)

W roku 2006 rozpoczelam wspélprace z Katedra Mikrobiologii i
Immunologii Klinicznej na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, z prof. dr hab. Andrzejem K. Siwickim,
pod kierunkiem, ktérego przygotowalam rozprawe doktorska. Po uzyskaniu
stopnia doktora nauk weterynaryjnych w roku 2010 zostatam zatrudniona w
nowo utworzonym Instytucie InZynierii Srodowiska. W roku 2011 zostalam
kierownikiem Pracowni Biologii Srodowiska. W nowo utworzonym zespole
badawczym kontynuowalam rozpoczete w pracy doktorskiej badania nad
interakcjami chromu(Ill} i zelaza(lll). W badaniach tych wykazalam, zZze u
myszy: chrom(Illl) oraz zelazo(lll) powoduje spadek wydzielania IL-1, bez
zmian w wydzielaniu IL-6, aktywnosSci proliferacyjnej limfocytéw, aktywnosci
metabolicznej fagocytéow, poziomu y-globulin i aktywnoSsci lizozymu u myszy,
ktorym dootrzewnowo podawano Cr(III) lub Fe(Ill). Réwnoczesne stosowanie
obu pierwiastkéw powoduje synergizm ich dzialania in wvivo. Ponadto
chrom(Ill) oraz zelazo(Ill) podawane réwnocze$nie powoduje przesuniecie
krzywej oporno$ci osmotycznej erytrocytéw myszy, co oznacza synergizm w
nasileniu aktywnosci hemolitycznej. Ponadto stezenie zelaza w surowicy krwi

spada po podaniu chromu(Ill). Podobne obserwacje poczyniono dla catkowitej
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zdolnoSci wigzania zelaza (total iron-binding capacity, TIBC) oraz indeksu
saturacji transferryny (index of transferin saturation, ITS). Réwnoczesne
podawanie zwierzetom zelaza(lll) i chromu(Ill) powoduje spadek poziomu
zelaza w surowicy krwi, TIBC oraz ITS.

Chrom(III) w zakresie stezen 50-800 pM powodowal spadek zywotnosci
fibrpblastow oraz indukcje apoptozy in vitro. Ponadto wzrost wydzielania IL-
1, a spadek IL-6 in vitro. Zelazo(lll) w zakresie stezen 50-800 pM powodowato
spadek zywotnoSci fibroblastéow oraz indukcje nekrozy in vitro. Ponadto
wzrost wydzielania IL-1, a spadek IL-6 in vitro. Chrom(Ill} w dawce 50 pM
pelni ponadto funkcje ochronne przed cytotoksycznoscia wywolang przez
zelazo(lll) (w dawce 500 pM) w komérkach linii BALB/c 3T3, podczas
rownoczesnej inkubacji z oboma pierwiastkami.

Jednak preinkubacja komorek linii BALB/c 3T3 z Fe(Ill) o stezeniu 50
UM chroni przed toksycznoscig wywotang Cr(Ill) w dawce 500 pM.

W prowadzonych badaniach stwierdzono ponadto, ze preinkubacja
komorek linii HepG2 (nowotworu watrobo-komérkowego) w dawce 200 oraz
400 pM z Fe(lll), a nastepnie z chromem (III) powodowala spadek odsetka

komoérek w fazie S oraz dzielacych sie.

Badanie interakcji zelaza(lll) z niklem(II) (wyniki badan zostaly
opublikowane w pracach: All, Al14)

Zarowno nikiel(ll), jak i zelazo(Ill} wywolywalo zalezny od dawki spadek
zywotnosci komorek: mysich fibroblastéw oraz linii nowotworowej HepG2 w
zakresie stezen 400-1400 pM. Spadek zywotnoSci obserwowany byl w tescie
redukcji MTT, uwalniania dehydrogenazy mleczanowej oraz pochlaniania
czerwieni obojetnej. W niskich stezeniach (100 i 200 puM) obserwowano
wzrost zywotnosci. Ponadto w testach genotoksycznosci obserwowano
zalezny od dawki wzrost liczby komet oraz mikrojader po inkubacji z oboma
pierwiastkami. Dodatkowo w preparatach mikroskopowych obserwowano
komorki olbrzymie, wielojadrzaste lub apoptotyczne, tj. z ,paczkujaca”
cytoplazmag oraz silnie zwakulizowane w obu liniach komoérkowych. W tescie
mutagennosci stwierdzono, ze chlorek niklu wywoluje mutacje typu

przesuniecia ramki odczytu czesciej niz zamiany pary zasad. Natomiast
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chlorek zelaza z podobna czestotliwoscig wywoluje oba typy mutacji.
Rownoczesna inkubacja obu linii komoérkowych 2z chlorkiem zelaza w
stezeniu 200 pM i chlorkiem niklu w stezeniu 1000 uM oraz chlorkiem zelaza
w stezeniu 1000 uM i chlorkiem niklu w stezeniu 200 uM wywotywata efekt
synergistyczny obserwowany w testach cytotoksycznosci. Jedynie w tescie
redukcji MTT zaobserwowano ochronne dziatanie niskich dawek zelaza(Ill)-
200 uM w stosunku do toksycznych dawek niklu(Il)- 1000 uM. U podstaw
takiego dzialania zelaza(lll) lezy prawdopodobnie jego wplyw na prawidlowe
dzialanie dehydrogenazy bursztynianowej. Podobne obserwacje poczyniono w
testach genotoksycznosci oraz mutagennosci. Zelazo(Ill) w stezeniu 200 pM

pelni funkcje ochronne w stosunku do niklu(Il} w stezeniu 1000 uM.

Badanie interakcji zelaza(IIl) z molibdenem(Ill) (wyniki badan zostaly
opublikowane w pracach: A15, A16)

Kolejna analizowana interakcja byla interakcja zelaza(Ill) i
molibdenu(Ill). Tutaj tez zaobserwowano zalezny od dawki spadek zywotnosci
komoérek linii BALB/3T3 oraz HepG2 w tescie redukcji MTT w zakresie
stezen 400-1400 pM. Natomiast w teScie uwalniania LDH tréjtlenek
molibdenu nie wykazywal toksycznosci. Podobnie w tescie pochtaniania
czerwieni obojetnej w linii nowotworowej. Natomiast chlorek zelaza byt
toksyczny we wspomnianych powyzej testach w zakresie stezernn 400-1400
pM. Oznacza to, ze trojtlenek molibdenu nie jest toksyczny wobec blony
komorkowej w obu linach komérkowych oraz wobec lizosoméw linii
nowotworowej. W testach kometowym oraz mikrojadrowym stwierdzono
wzrost liczby komet oraz mikrojader odpowiednio. Ponadto w preparatach
obserwowano komorki apoptotyczne. W teScie mutagennosci stwierdzono, ze
tréjtlenek molibdenu wywoluje mutacje typu przesuniecia ramki odczytu
czesciej niz zamiany pary zasad. Natomiast chlorek zelaza z podobnag
czestotliwoscia wywoluje oba typy mutacji. Natomiast w badanych
interakcjach: chlorek zelaza w stezeniu 200 pM plus tréjtlenek molibdenu w
stezeniu 1000 pM oraz chlorek zelaza w stezeniu 1000 pM plus tréjtlenek

molibdenu w stezeniu 200 pM wykazano dzialanie synergistyczne obu
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pierwiastkow w obu badanych liniach w testach cytotoksycznosci,

genotoksycznosci oraz mutagennos§ci.

Badania interakcji molibdenu(III)/(V) z chromem(III) lub niklem(II) lub
kobaltem(II) lub zelazem(Ill) (wyniki badan zostaly opublikowane w
pracach i prezentowane na konferencjach naukowych: S9, R9)

Podjelam réwniez badania nad interakcjami molibdenu(Ill)/(V) z
chromem(Ill) lub niklem(II) lub kobaltem(Il) lub zelazem(Ill). W testach
genotoksycznosci tréjtlenek molibdenu i chlorek niklu a zakresie stezeri 100-
1400 pM powodowaly zalezny od dawki wzrost liczby mikrojader i komet.
Ponadto w preparatach mikroskopowych obserwowano komoérki olbrzymie,
wielojadrzaste, ze zwakuolizowana cytoplazmag i objawami apoptozy zaréwno
w komorkach prawidlowych jak i nowotworowych. Réwnoczesna inkubacja
komoérek linii BALB/3T3 oraz HepG2 z tréjtlenkiem molibdenu w stezeniu
200 lub 1000 pM i chlorkiem niklu w stezeniu 1000 lub 200 uM odpowiednio
wywolywala efekt synergistyczny. Ten typ interakcji obserwowano réwniez w
testach cytotoksycznoSci w komérkach linii BALB/3T3 inkubowanych z
molibdenem(V) z chromem(Ill) lub niklem(II) lub zelazem(IIl) lub kobaltem(II)

w kombinacjach stezen jak powyzej.

Badanie metabolizmu kobaltu(II) i jego interakcji z chromem(III) (wyniki
badan zostaly opublikowane w pracach i prezentowane na konferencjach
naukowych: R7, R10)

Badatlam réwniez wplyw kobaltu na metabolizm komorek. Okres§lano
wplyw kobaltu(ll) w zakresie stezen 200-1400 pM na funkcje mitochondriéw,
blony komoérkowej, lizosoméw, DNA oraz mozliwo§é wywolywania mutacji.
Kobalt oddzialuje toksycznie na mitochondria, lizosomy oraz blone
komoérkowa, co oznaczano w tescie redukcji MTT, pochtaniania czerwieni
obojetnej oraz uwalniania dehydrogenazy mleczanowej odpowiednio. Ponadto
powodowat wzrost liczny komet i liczby mikrojader prowadzac do apoptozy.
Okazalo sie, ze wywolywal tez mutacje typu zmiany ramki odczytu i zamiany
pary zasad. Okreslano réwniez interakcje chlorku kobaltu o stgzeniu 200 pM

plus chlorku chromu o stezeniu 1000 pM lub chlorku kobaltu o stezeniu
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1000 uM plus chlorku chromu o stezeniu 200 yM. W badanych interakcjach
w preparatach mikroskopowych obserwowano komoérki apoptotyczne.
Ponadto w testach cytotoksycznosci obserwowano synergizm w negatywnym

oddziatywaniu na mitochondria i blone¢ komérkowa.

Wiekszo§¢ z zaprezentowanych badan prowadzona byla w tych samych
warunkach doswiadczalnych: te same stezenia, linie komoérkowe i testy,
dlatego na podstawie prowadzonych przeze mnie badanh nad interakcjami

pierwiastkéw opracowano diagram:

synergizm
antagonizm
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Badanie aktywnoSci przeciwwirusowej chromu(Ill), zelaza(III) i niklu(II)
(wyniki badan zostaly opublikowane w pracach i prezentowane na
konferencjach naukowych: A8, S8, P10, R4)

Ciekawym aspektem badan nad interakcja chromu(lll) i zelaza(Ill) bylo
badanie ich aktywnosci antywirusowej. Wykazano, Ze chlorek chromu oraz
chlorek zelaza w stezeniach 200, 400, 600, 800, 1000 uM pierwiastki uzyte
samodzielnie hamuja namnazanie wirusa HSV-1 oraz BVDV. Natomiast
uzyte rownoczesSnie w nastepujacych interakcjach: 1) chlorek chromu w
stezeniu 200 uM plus chlorek zelaza w stezeniu 1000 pM, 2) chlorek chromu
w stezeniu 1000 pM plus chlorek zelaza w stezeniu 200 uM,3) chlorek
chromu w stezeniu 400 pM plus chlorek zelaza w stezeniu 800 uM oraz 4)
chlorek chromu w stezeniu 800 pM plus chlorek zelaza w stezeniu 400 pM
dzialaja synergistycznie w spadku liczby kopii DNA obu zastosowanych
wirusow.

Ponadto badano wplyw chromu(Ill} i niklu(Il) na replikacje¢ wirusa
BVDV. Wykazano, ze chlorek chromu i chlorek niklu uzyte samodzielnie w
stezeniach 100-1400 uM hamuja namnazanie wirusa BVDV. Natomiast uzyte
rownocze$nie w interakcjach chlorek chromu w stezeniu 200 pM plus
chlorek niklu w stezeniu 1000 pM lub dzialajg chlorek chromu w stezeniu
1000 pM plus chlorek niklu w stezeniu 200 puM wykazuja synergizm w

dzialaniu przeciwwirusowym.

Badania genotoksycznosci i cytotoksycznoSci pranobexu inozyny
(wyniki badan zostaly opublikowane w pracach i prezentowane na
konferencjach naukowych: Al12, A13)

Uczestniczylam réwniez w badaniach nad wplywem pranobexu inozyny
na zywotno§¢ komoérek linii BALB/3T3 oraz HepG2. Pranobex inozyny to
mieszanina inozyny z kwasem 4-acetamidobenzoesowym i 1-dimetyloamino
2-propanolem (w stosunku molowym 1:3). Stosowany jest w infekcjach
wirusowych, jako lek hamujacy namnazanie wiruséw i jako preparat
immunomodulujacy.. Badania wykonywane byly w ramach projektu:
Badania nad innowacyjnym lekiem o dziataniu immunostymulacyjnym u

zwierzqt (POIG.01.03.01-28-108/12) finansowanego ze Srodkéw Narodowego
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Centrum Badan i Rozwoju. Mialy na celu okreslenie cytotoksycznoSsci,
genotoksycznosci i mutagennosci tego zwiazku w stosunku do linii
prawidlowych i nowotworowych. Wykazano w testach cytotoksycznosci, ze
linia nowotworowa byla wrazliwa na jego cytotoksyczne dziatanie. W testach
genotoksycznosci, réwniez linia nowotworowa byta bardziej wrazliwa na

toksyczne dziatanie pranobexu inozyny.

Inne osiagniecia (zostaly opublikowane w A5, A7, RM1, RM2, RM3,
RM4, RMS5, RM6, RM7, RM8, RM9, RM10, RM11, RM12, RM13, RM14,

RM15, S6, S7, R1, R2, P3, P6, P7, P8, P9, M1, M2).

Poza szeregiem ukierunkowanych badan nad interakcjami pierwiastkow
przygotowalam szereg opracowan dotyczacych metabolizmu réznych
pierwiastkow, witamin, a takze najnowszych osiagnie¢ medycyny i
nowoczesnych substancji w niej stosowanych. Nalezg tu zywnos§é
funkcjonalna, nanozwiazki czy biomateriaty.

Efektem mojej dziatalnosci sa dwie monografie (M1, M2), w ktéorych
zebrano obszerne informacje dotyczace podstaw biologii komoérki czy
mikrobiologii, ale takze praktyczne aspekty pracy w laboratorium

mikrobiologicznym.

/" ———

Sj[wuuz ?MPL U“wblﬂo__
\,

Strona 35 —_—



