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1. Głównym celem projektu jest zbadanie roli kanałów jonowych potencjału przejściowego (TRP) ankiryny 1 
(TRPA1) oraz melastatyny 2 (TRPM2) w fizjologii limfocytów T w kontekście hipoksji oraz ich zaangażowania 
w potencjalną regulację odpowiedzi immunologicznej. 
Limfocyty T są komórkami układu odpornościowego, zaangażowanymi w reakcje obronne przeciwko 
patogenom, takim jak wirusy, ale także odgrywające kluczową rolę w przypadku nowotworów i chorób 
autoimmunologicznych. Biologia limfocytów T jest jednak złożona i wiele czynników reguluje ich prawidłowe 
funkcjonowanie. Obecnie powszechnie wiadomo, że na odpowiedź immunologiczną mogą wpływać takie 
czynniki jak temperatura, pH czy hipoksja. Hipoksja jest dobrze udokumentowana jako czynnik negatywnie 
wpływający na fizjologię limfocytów T, hamujący ich aktywację, cytotoksyczność czy metabolizm. Co ważne, 
obecne dane wskazują, że tzw. metaboliczne punkty kontrolne mają duże znaczenie w regulacji funkcji 
limfocytów T.  
Kanały jonowe TRP są rodziną receptorów, które reagują na różne bodźce ze środowiska zewnętrznego i 
przekazują informacje do wnętrza komórki za pomocą m.in. sygnalizacji wapniowej. Dwa białka z rodziny 
kanałów TRP, a mianowicie TRPA1 i TRPM2, mogą być aktywowane przez hipoksję i następujący po niej stres 
oksydacyjny. Z tego względu nasza hipoteza zakłada istnienie związku między hipoksją a TRPA1 i -M2, który 
potencjalnie może wpływać na fizjologię limfocytów T, na przykład w mikrośrodowisku nowotworowym. 
Metody: 
Nasz model badawczy opiera się na pierwotnych ludzkich limfocytach T, izolowanych z krwi zdrowych dawców. 
Projekt będzie skupiał się na hipoksji oraz kanałach jonowych TRPA1 i TRPM2. W pierwszym kroku ustalimy 
ekspresję TRPA1 i TRPM2 w odpowiedzi na hipoksję, korzystając z technik real time PCR, Western Blot, i 
skorelujemy to z procesem aktywacji limfocytów T. Aby potwierdzić aktywację i właściwą odpowiedź na 



hipoksję, sprawdzimy również poziomy ekspresji markerów aktywacji (np. CD69, CD25) oraz markerów 
hipoksji (np. HIF1-α). Ponadto, zbadamy rolę TRPA1 i TRPM2 w „wyczuwaniu” hipoksji, stosując inhibitory 
TRPA1 i TRPM2. Inhibitory TRPA1 i TRPM2 zostaną zweryfikowane przy użyciu testu Fura-2 pozwalającego 
na pomiar stężenia jonów wapnia. Oceniać będziemy, czy hamowanie TRPA1 i TRPM2 wpływa na fizjologię 
limfocytów T pod względem aktywacji, proliferacji, apoptozy, cytotoksyczności (produkcji granzymu B i 
perforyny przez komórki CD8+), produkcji wybranych cytokin oraz ekspresji cząsteczek kontrolujących 
odpowiedź immunologiczną, np. PD-1. Do analizy wykorzystamy cytometrię przepływową, ELISA, real time 
PCR oraz Western Blot. Dodatkowo, ocenimy wpływ hamowania TRPA1 i TRPM2 na metabolizm limfocytów 
T, analizując ich oddychanie przy użyciu Oxygraph, produkcję reaktywnych form tlenu (ROS), poziomy 
mleczanu i ATP wewnątrzkomórkowego. 
Wpływ wyników: 
Wyniki projektu mogą przyczynić się do lepszego zrozumienia biologii limfocytów T i odpowiedzi 
immunologicznej, szczególnie w kontekście hipoksji w mikrośrodowisku nowotworowym (TME). Co 
najważniejsze, wyniki projektu mogą również umożliwić opracowanie nowatorskich strategii leczenia chorób 
autoimmunologicznych i nowotworowych oraz poprawę immunoterapii opartej na limfocytach T. 
Doktorat będzie realizowany w ramach projektu NCN. 
Promotor pomocniczny: dr Joanna Katarzyna Bujak (Instytut Biologii, SGGW) 
 
2. Głównym celem projektu jest zbadanie mechanizmu uszkodzeń i naprawy DNA po ekspozycji na czynnik 
genotoksyczny, substancję rakotwórczą - pył miejski (PM, ang. particulate matter), ze szczególnym 
uwzględnieniem roli kanałów jonowych w odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR, ang. DNA damage 
response). Chociaż mechanizmy DDR zostały szeroko zbadane, większość prac koncentruje się na 
sygnalizacji, w której pośredniczą białka cytozolowe lub jądrowe, a nie białka związane z błoną – kanały 
jonowe. Do naszych badań wybraliśmy białko, które jest kluczowym regulatorem fizjologii komórki – kanał 
potasowy o dużej przewodności aktywowany wapniem (BKCa, KCa1.1, KCNMA1). Białko to jest obecne w 
wielu różnych typach komórek. Wykazano jego obecność również w ludzkich komórkach nabłonkowych 
oskrzeli (HBE, ang. human bronchial epithelial cells) naszego układu oddechowego – pierwszej bariery 
kontaktowej wdychanych cząstek, w tym PM. 
Według ostatnich badań wdychanie cząstek stałych prowadzi do uszkodzenia DNA. Jednak aktualna wiedza 
na temat udziału kanału BKCa w odpowiedzi na uszkodzenia DNA i naprawy po ekspozycji na PM jest 
ograniczona. W związku z tym, w oparciu o badania wstępne postawiliśmy hipotezę, że kanał potasowy BKCa 
może być kluczowym elementem odpowiedzi na uszkodzenie DNA komórki, aktywowanym przez PM. Po 
pierwsze, aby przetestować naszą hipotezę, wygenerowaliśmy linię komórkową HBE z delecją podjednostki α 
kanału BKCa (HBE ΔαBKCa) przy użyciu technologii CRISPR/Cas9. Ponadto ekspozycja na PM spowodowała 
wzrost dwuniciowych pęknięć DNA w komórkach HBE ΔαBKCa w porównaniu z grupami kontrolnymi, co po 
raz pierwszy sugeruje rolę BKCa w odpowiedzi na uszkodzenie DNA. Aby przetestować naszą hipotezę, 
popartą wstępnymi wynikami, realizacja projektu obejmie następujące zadania badawcze:  
a) Ocena skutków biologicznych indukowanych przez PM na poziomie komórkowym, w tym przeżywalności 
komórek, proliferacji, apoptozy, cyklu komórkowego, detekcja oraz analiza różnych typów uszkodzeń DNA 
przy użyciu mikroskopii konfokalnej, cytometrii przepływowej i nowatorskich platform o wysokiej 
przepustowości. 
b) Analiza ekspresji genów związanych ze szlakiem sygnalizacji cyklu komórkowego, uszkodzeń i naprawy 
DNA po ekspozycji na PM z wykorzystaniem linii komórkowej HBE wt oraz HBE ΔαBKCa dwiema metodami: 
real-time PCR oraz techniką sekwencjonowania wysokoprzepustowego oraz walidacja wybranych szlaków 
DDR na poziomie białek z wykorzystaniem techniki western blot. 
c) Farmakologiczna modulacja kanałów BKCa: z wykorzystaniem specyficznych aktywatorów i inhibitorów 
kanałów BKCa w celu modulacji aktywności kanałów w komórkach HBE typu dzikiego i zbadania wpływu na 
markery DDR, wydajność naprawy DNA, przeżywalność komórek i apoptozę. 
Uzyskane wyniki w niniejszym projekcie przyczynią się do poszerzenia wiedzy z zakresu kanałów jonowych, a 
tym samym do lepszego zrozumienia mechanizmów odpowiedzi komórkowej na uszkodzenia DNA. Ponadto 
uzyskane w projekcie analizy transkryptomiczne szlaków DDR mogą również wskazać na kanał BKCa jako 
nowy czynnik modulujący wrażliwość komórek nie tylko na PM jako czynnik uszkadzający DNA, ale także na 
inne czynniki genotoksyczne, takie jak promieniowanie, szeroko stosowane w wielu terapiach 
przeciwnowotworowych. Zrozumienie molekularnych mechanizmów odpowiedzi na uszkodzenia DNA na 
genotoksyczne czynniki środowiskowe, w tym PM, może również dostarczyć informacji na temat opracowania 
nowych strategii leczenia chorób neurodegeneracyjnych i raka płuc. 
Promotor pomocniczy: dr Kamila Maliszewska-Olejniczak (Instytut Biologii, SGGW) 
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