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Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych lub artystycznych

01.10.1997 - 29.02.1998, Asystent w Zakladzie Biologii Komorki i Mikroskopii
Elektronowej, Instytutu Biologii, Wyzszej Szkoly Pedagogicznej im. Jana
Kochanowskiego w Kielcach.

05.01.1998 - 30.10.2002, Mlodszy asystent w Laboratorium Wod
Powierzchniowych i Sciekow Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej

w Kielcach.

01.11.2002 - 30.09.2004, Specjalista biolog w Zakladzie Biologii Medycznej,
Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach (do 2018 r. funkcjonujacy pod
nazwa Zaktadu Biologii Komorki 1 Mikroskopii Elektronowe;j).

01.10.2004, Adiunkt do chwili obecnej w Zaktadzie Biologii Medycznej, Instytutu

Biologii, Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach.
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4 Omowienie osiggni¢¢ naukowych, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1.
pkt 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1
nauce (Dz.U. z 2021 r. poz. 478 z pdz.zm.).

Osiagniecie naukowe stanowi cykl powigzanych tematycznie 6 artykulow
naukowych opublikowanych w latach 2018 — 2024 w recenzowanych czasopismach

znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR).

4.1 Tytul osiggnigcia naukowego

Zmiany mikroskopowo-ultrastrukturalne i biochemiczne w watrobie wywolane
czynnikami fizycznymi i chemicznymi analizowane

w doswiadczalnym modelu myszy

4.2 Wykaz publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego

P1. Lysek-Gladysinska M*, Wieczorek A, Walaszczyk A, Jelonek K, Jozwik A,
Pietrowska M, Dorr W, Gabrys D, Widlak P. Long-term effects of low-dose mouse
liver irradiation involve ultrastructural and biochemical changes in hepatocytes that
depend on lipid metabolism. Radiat Environ Biophys. 2018 May;57(2):123-132. doi:
10.1007/s00411-018-0734-9.

IF2018: 1,267; MNiSW: 25 (10 cytowan)

Moj wkiad w powstanie tego artykutu polegal na stworzeniu koncepcji pracy,
technicznym przygotowaniu materiatu badawczego, archiwizacji probek oraz ich
ocenie ultrastrukturalnej i histologicznej, zbieraniu i przeglgdzie literatury,
interpretacji uzyskanych wynikow, przygotowaniu tekstu manuskryptu, redakcji
manuskryptu i zapewnieniu spojnosci catej pracy, korespondencji z redakcjg

czasopisma wraz z odpowiedziami na recenzje.

P2. Wieczorek A, Lysek-Gladysinska M, Walaszczyk A, Jelonek K, Smolarz M,
Pietrowska M, Gabrys D, Kulik R, Widlak P. Changes in activity and structure of
lysosomes from liver of mouse irradiated in vivo. Int J Radiat Biol. 2018
May;94(5):443-453. doi: 10.1080/09553002.2018.1451005.

IF2018: 2,266; MNiSW: 35 (5 cytowan)
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Moj wktad w powstanie tego artykutu polegal na stworzeniu koncepcji pracy,
technicznym przygotowaniu materiatu badawczego, zbieraniu probek oraz ich ocenie
ultrastrukturalnej i histologicznej, przeglgdzie literatury, przygotowaniu wnioskow

badawczych i tekstu manuskryptu, zapewnieniu integralnosci catego badania.

P3. Lysek-Gladysinska M*, Wieczorek A, Walaszczyk A, Jelonek K, Pietrowska M,
Widtak P, Kulik R, Gabry$ D. Late effects of ionizing radiation on the ultrastructure
of hepatocytes and activity of lysosomal enzymes in mouse liver irradiated in vivo.
Metabolites. 2024 Apr 9;14(4):212. doi: 10.3390/metabo 14040212

1F2024:3,7; MNiSW: 100 (1 cytowanie)

Moj wktad w powstanie tego artykutu polegal na stworzeniu koncepcji pracy
technicznym przygotowaniu materiatu badawczego, archiwizacji probek oraz ich
ocenie ultrastrukturalnej i histologicznej, wykonaniu i analizie badan biochemicznych,
zbieraniu i przeglgdzie literatury, interpretacji uzyskanych wynikow badan, redakcji
manuskryptu, zapewnieniu spojnosci catego badania, korespondencji z redakcjg

czasopisma wraz z odpowiedziami na recenzje.

P4. Lysek-Gladysinska M*, Wieczorek A, Jozwik A, Walaszczyk A, Jelonek K,
Szczukiewicz-Markowska G, Horbanczuk OK, Pietrowska M, Widtak P, Gabrys$ D.
Aging-related changes in the ultrastructure of hepatocytes and cardiomyocytes of
elderly mice are enhanced in ApoE-deficient animals. Cells. 2021 Feb 26;10(3):502.
doi: 10.3390/cells10030502.

IF2021: 7,666; MEiN: 140 (15 cytowan)

Moj wktad w powstanie tego artykutu polegal na stworzeniu koncepcji pracy,
technicznym przygotowaniu materiatu badawczego, archiwizacji probek oraz ich
ocenie ultrastrukturalnej i histologicznej, wykonaniu i analizie badan biochemicznych,
zbieraniu i przeglgdzie literatury, interpretacji uzyskanych wynikéw badan, redakcji
manuskryptu, zapewnieniu spojnosci catego badania, pozyskaniu funduszy na
publikacje (grant specjalny Rektora UJK), korespondencji z redakcjg czasopisma

wraz z odpowiedziami na recenzje.

P5. Wieczorek A, Lysek-Gladysinska M, Krol T, Kordos K, Kosinska K, Atanasov

AG, Strzalkowska N, Jozwik A. Biochemical and morphological changes in mouse



Zatgcznik nr 3

liver induced by mistletoe toxins. Food Chem Toxicol. 2019 Jul;129:229-238. doi:
10.1016/.£ct.2019.04.044.

IF2019: 4,679; MNiSW: 100 (2 cytowania)

Moj wkitad w powstanie tego artykutu polegal na stworzeniu koncepcji pracy,
technicznym  przygotowaniu  materiatu  badawczego,  wykonaniu  analiz
ultrastrukturalnych i histologicznych, opracowaniu i dyskusji ~ wynikow,

przygotowaniu wnioskow koncowych i edytowaniu tekstu manuskryptu.

P6. Tewari D, Jozwik A, Lysek-Gladysinska M, Grzybek W, Adamus-Bialek W,
Bicki J, Strzatkowska N, Kaminska A, Horbanczuk OK, Atanasov AG. Fenugreek
(Trigonella foenum-graecum L.) Seeds dietary supplementation regulates liver
antioxidant defense systems in aging mice. Nutrients. 2020 Aug 24;12(9):2552. doi:
10.3390/nu12092552.

IF2020: 5,719; MNiSW: 140 (35 cytowan)

Moj wktad w powstanie tego artykutu polegal na wspotudziale w okresleniu celow
badawczych i zaplanowaniu badan, wykonaniu analiz biochemicznych, opracowaniu

wynikow, edytowaniu tekstu manuskryptu.

* Autor korespondencyjny

Laczny wspotczynnik oddziatywania IF (Impact Factor) publikacji wchodzacych w
sktad osiggnigcia naukowego zgodnie z rokiem ich opublikowania: IF= 25,297

Suma punktow MNiSW/MEIN zgodnie z rokiem opublikowania: 540 pkt

Suma cytowan publikacji wg. Web of Sciences™: 322 (bez autocytowan 303)
Indeks Hirscha: 11

dane wg serwisu Web of Sciences™, pazdziernik 2025.

Oswiadczenia wspotautorow okres$lajace indywidualny wklad w powstanie

wskazanych publikacji naukowych znajduja si¢ w Zatgczniku 7.
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4.3 Wstep

Watroba odpowiada za regulacje gospodarki energetycznej organizmu oraz
odgrywa kluczowa role¢ w utrzymaniu homeostazy wewnatrzustrojowej. Jest to
wielofunkcyjny narzad o hierarchicznej budowie, ztozony z licznych zrazikow
watrobowych, ktore dzialaja jako funkcjonalne jednostki tkanki. Sposrod wszystkich
komoérek tworzacych tkanke watroby, hepatocyty stanowia okoto 80% 1 sa
odpowiedzialne za metabolizm weglowodandw, synteze biatek, detoksykacje
ksenobiotykow, a takze uczestniczag w procesie wydzielania z6tci (1). Watroba jest
uwazana za narzad, ktory utrzymuje swoja funkcje homeostatyczng dzigki
podwdjnemu krazeniu krwi, obfitym rezerwom i zdolno$ciom regeneracyjnym,
rowniez w stanach chorobowych wywotanych przez miazdzyce, cukrzyce i
nadci$nienie t¢tnicze. Wykazano wielokrotnie, ze niedokrwienie oraz niewydolnos¢
serca moga negatywnie wplywa¢ na funkcjonowanie watroby (2). Wzrost cisnienia
krwi zylnej spowodowany niewydolnoscia serca moze prowadzi¢ do atrofii
hepatocytow i obrzeku okotozatokowego, co uposledza dyfuzje tlenu i sktadnikéw
odzywczych do komorki. W efekcie dochodzi do przekrwienia watroby, tagodnej
z6taczki 1 nieprawidlowosci w parametrach enzymow watrobowych (3,4).

Ze wzgledu na potozenie anatomiczne i petnione funkcje watroba czg¢sto jest
narazona na dzialanie r6znych zewnetrznych czynnikoéw pochodzenia chemicznego
czy fizycznego. Moga one dziala¢ na watrobe jednorazowo lub wielokrotnie
prowadzac do zmian o charakterze ostrym lub przewlektym, uposledzajac
rownoczesnie wszystkie lub wybidrczo tylko niektore z jej funkcji. Przewlekle
uszkodzenie watroby moze prowadzi¢ do zmian poziomu enzyméw watrobowych,
parametroOw osocza krwi czy zmian martwiczo-zapalnych widocznych w obrazie
histologicznym tkanki. Zostaje zaburzona homeostaza wewnatrzkomorkowa efektem
czego dochodzi do zmian w ultrastrukturze hepatocytow widocznych dopiero na
poziomie transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM).

Dzialajace czynniki maja wptyw na zachodzace w komorkach i tkankach liczne
procesy metaboliczne, ktorych przebieg zalezy od szybkosci syntezy i degradacji
podstawowych zwigzkoéw energetycznych. Procesy te sa3 w duzej mierze regulowane
przez hydrolazy lizosomalne, takie jak fosfatazy, proteazy, glikozydazy,
aminopeptydazy i inne, ktore degraduja materiat pochodzenia wewnatrzkomorkowego

1 pozakomorkowego np. uszkodzone organeclle i agregaty biatkowe, w procesach
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zaleznych od ATP (5,6). Uklad lizosomalny jest bardzo dynamiczng, wysoce
reaktywna struktura, ktora odgrywa wazng role w adaptacyjnych reakcjach komodrek
w odpowiedzi na szeroki zakres czynnikow stresowych, poprzez przywracanie
wewnatrzkomorkowej homeostazy biochemicznej (7). Zmiany w uktadzie
lizosomalnym sg szeroko stosowane do monitorowania wptywu réznych czynnikow
na fizjologi¢ komorki i jako wskazniki jej uszkodzenia (8,9). W trakcie autofagii
lizosomalnej uszkodzone organella zostaja otoczone btong tworzac autofagosom,
ktéry nastepnie ulega fuzji z lizosomem tworzgc autofagolizosom w ktérym dochodzi
do rozktadu miedzy innymi biatek, weglowodanow, lipidow. Autofagia lizosomalna
jest aktywna na poziomie podstawowym w wiekszo$ci zdrowych, prawidtowych
komorek, ale moze by¢ roéwniez silnie indukowana przez rozne czynniki fizyczne czy
chemiczne i stanowi¢ wazne zrédto energetyczne dla komorki w stanach zaburzenia
jej homeostazy (10,11).

Zrozumienie mechanizmow odpowiedzi komorek na dzialanie czynnikow
stresowych, takich jak promieniowanie jonizujace, zmiany towarzyszace starzeniu
organizmu czy ekspozycja na zwigzki chemiczne pochodzenia roslinnego, ma istotne
znaczenie zaré6wno poznawcze, jak 1 aplikacyjne. Czynniki te moga bowiem
modulowa¢ aktywnos¢ uktadu lizosomalnego, prowadzac do aktywacji lub
zahamowania procesOw degradacji wewnatrzkomoérkowej, co w konsekwencji
wpltywa na réwnowage miedzy procesami adaptacyjnymi a destrukcyjnymi w
komorce.

Badania w tym zakresie pozwalajg lepiej zrozumie¢ mechanizmy odpowiedzi tkanek
prawidlowych na stres komdrkowy, co moze przyczyni¢ si¢ do optymalizacji strategii
radioterapii, ograniczenia skutkow ubocznych leczenia onkologicznego, a takze do

oceny potencjatu ochronnego lub toksycznego substancji pochodzenia naturalnego.

4.4 Cel naukowy badan

W swoim osiggnieciu naukowym skupitam si¢ na tematyce zwigzanej z dwoma
gléwnymi zagadnieniami dotyczacymi:
1) Wcezesnych i péznych efektow oddzialywania promieniowania jonizujacego na
zmiany morfologiczne i biochemiczne w tkance watrobowej, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem ultrastruktury mlodych i starzejacych sie, zréoznicowanych

genetycznie hepatocytow myszy (P1-P4).
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2) Efektow odzialywania substancji chemicznych pochodzenia roslinnego na

zmiany biochemiczno-morfologiczne w watrobie myszy (P5, P6).

Celem pierwszego zagadnienia wiaczonego do osiggnigcia naukowego bylo
wykazanie zmian popromiennych w watrobie myszy po napromienianiu obszaru serca.
Cel ten zostal zrealizowany poprzez:

1) Oceng poznych zmian histologicznych i ultrastrukturalnych oraz zmian aktywnosci
hydrolaz lizosomalnych w watrobie a takze parametrow biochemicznych osocza
krwi u myszy zrdznicowanych genetycznie, przeprowadzona 60 tygodni po
radioterapii konwencjonalnej z zastosowaniem promieniowania X o napigciu 200
kV, generowanym w urzadzeniu Y XLON MG325.

2) Analize aktywno$ci hydrolaz lizosomalnych we frakcji lizosomalnej
1 pozalizosomalnej, oznaczenie poziomdéw biatek LC3-II i p62 zwigzanych z
autofagia lizosomalng, a takze ocen¢ zmian histologicznych i ultrastrukturalnych w
watrobie myszy C57Bl/6J, przeprowadzong kilka godzin po napromienianiu
jednorazowa dawka 8 Gy z zastosowaniem promieniowania X o wysokiej energii
(6 MeV) generowanego w przyspieszaczu liniowym Clinac 2300.

3) Oceng pdéznych zmian histologicznych, ultrastrukturalnych i biochemicznych,
obejmujacych aktywnos$¢ hydrolaz lizosomalnych w watrobie myszy C57BL/6J,
przeprowadzong 40 tygodni po ekspozycji na niskie, umiarkowane i wysokie dawki
(0,2Gy, 2Gy, 8Gy i 16 Gy) promieniowania X o wysokiej energii (6 MeV)
generowanym w przy$pieszaczu liniowym Clinac 2300.

4) Ocen¢ zmian histologicznych, ultrastrukturalnych  oraz  parametrow
biochemicznych w watrobie starzejacych si¢ myszy, w korelacji ze zmianami

zachodzacymi w sercu.

Poniewaz zwigzki naturalne czgsto charakteryzujg si¢ wysoka aktywnoscig
biologiczng, a niekiedy toksycznoscig, celem drugiego zagadnienia wchodzacego
w sktad cyklu habilitacyjnego bylo zbadanie odzialywania substancji chemicznych
pochodzenia roslinnego na zmiany zachodzgce w watrobic myszy.

Cel ten zostat zrealizowany poprzez:

1) Oceng permeabilizacji btony lizosomalnej (LMP) na podstawie relokacji enzymow

z frakcji lizosomalnej do cytozolowej oraz ocen¢ zmian histologicznych 1

ultrastrukturalnych w watrobie myszy po iniekcji Iscadoru P.

10
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2) Oceng aktywnos$ci enzymow uktadu obrony antyoksydacyjnej w watrobie myszy

po suplementacji paszy nasionami kozieradki (7rigonella foenum-graecum L.).

4.4.1 Wprowadzenie do tematyki badan

Realizacja pierwszego zagadnienia byla mozliwa dzigki odbyciu stazy
naukowych (w latach 2012 i 2013) w Centrum Onkologii w Gliwicach (obecnie
Narodowy Instytut Onkologii) oraz udzialowi projektach badawczych takich jak: 7
Program Ramowy Europejskiej Wspolnoty Energii Atomowej w ramach umowy o
dotacje nr 211403 (CARDIORISK) oraz w ramach grantu MNiSW (N 402 6856 40)
(zal.4). M) udziat w badaniach zaowocowal wspotpraca, ktorej efektem sg cztery
publikacje (prace P1-P4) stanowigce cz¢$¢ cyklu habilitacyjnego. Zesp6t badawczy z
ktérym wspotpracowatam, zajmowal si¢ analizg uszkodzen komorek i tkanek
indukowanych przez promieniowanie jonizujace w sercu myszy.

Glownym celem moich badan bylo poglebienie wiedzy na temat wplywu
napromieniania obszaru serca na zmiany histologiczne, ultrastrukturalne oraz
biochemiczne w watrobie myszy. Do badan tych wykorzystalam myszy pochodzace
ze Zwierzetarni Technische Universitit w Dreznie (praca P1) oraz Zwierzetarni
Doswiadczalnej Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach (prace P2, P3, P4).

Wybranym modelem badawczym byly myszy Apo E”~ z usunietymi allelami
genu apolipoproteiny E, u ktorych rozwijaja si¢ liczne zaburzenia, w tym miazdzyca,
choroba niedokrwienna serca i mozgu oraz niektére nowotwory. Z tego wzgledu sg
one powszechnie stosowanym modelem w badaniach nad miazdzyca. Drugg grupe
stanowily myszy szczepu C57BL/6J, u ktorych nie wystepuje taka mutacja a ktore
charakteryzuja si¢ prawidlowym metabolizmem lipidowym. Wykorzystanie tych
dwoch szczepow myszy umozliwito ocen¢ zmian w zaleznosci od predyspozycji
genetycznych.

Drugie zagadnienie wchodzace w sklad mojego cyklu habilitacyjnego
dotyczyto efektow odziatywania substancji chemicznych pochodzenia roslinnego
(ekstraktow roslinnych) na watrobe myszy. Realizacja tego zagadnienia byta mozliwa
dzigki odbyciu kolejnych stazy naukowych w Instytucie Genetyki i Biotechnologii
Zwierzat PAN w Jastrzgbcu (6wczesny Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN),
co umozliwilo przygotowanie kolejnych dwoch publikacji (PS5, P6) wiaczonych do
cyklu habilitacyjnego.
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W tych badaniach modelem doswiadczalnym byly myszy typu Swiss, popularny
szczep myszy laboratoryjnych, charakteryzujacy si¢ wysoka plodnoscia
1 uniwersalnoscig w zastosowaniach badawczych, ktore pochodzity ze Zwierzgtarni
Instytu Genetyki i Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzebcu .

Wszystkie badania przeprowadzono po uzyskaniu zgody wiasciwych Komisji

Bioetycznych.

Materialy i metody

W pracach (P1-P5) do oceny histologicznej i ultrastrukturalnej wykorzystatam
fragmenty watroby zatopionej w zywicy epoksydowej, ktéra po spolimeryzowaniu
charakteryzuje si¢ duzg twardoscig 1 spoistoscig. Umozliwito to przygotowanie sekcji
potcienkich (o grubosci 0,5-1 pum), pozwalajacych na uzyskanie obrazu rozleglych
obszarow tkanki i ocen¢ zmian histologicznych w watrobie myszy przy uzyciu
mikroskopii $wietlnej. Natomiast sekcje ultracienkie (o grubosci 40—-60 nm)
analizowatam w wysokorozdzielczym transmisyjnym mikroskopie elektronowym w
celu  uzyskania niezwykle wartosciowych danych dotyczacych zmian
ultrastrukturalnych organelli komérkowych w hepatocytach myszy, ktérych nie mozna
pozyska¢ innymi technikami mikroskopowymi. Obrazowanie z wykorzystaniem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej przeprowadzitam w publikacjach (P1-PS5)
wchodzacych w sktad cyklu habilitacyjnego.

Uzupehieniem oceny histologicznej 1 ultrastrukturalnej byty badania
biochemiczne, obejmujace pomiar aktywnosci modelowo wybranych enzymow
lizosomalnych, reprezentatywnych dla funkcji lizosomow (prace P1 - P5).

W celu oceny czynnosci watroby oznaczono w osoczu krwi parametry
biochemiczne takie jak aminotransferaza alaninowa (ALT), aminotransferaza
asparaginianowa (AST), y-glutamylotransferaza (GGT), lipaza, cholesterol frakcji
lipoprotein o duzej gestosci (HDL), cholesterol frakcji lipoprotein o matej gestosci
(LDL), cholesterol catkowity i trojglicerydy (TG) (prace P1 i P4).

W publikacji (P6) oznaczono w watrobie endogenne antyoksydanty, takie jak
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa GPx, reduktaza
glutationowa (GR), ktére metabolizujg toksyczne produkty posrednie i chronig przed
uszkodzeniami indukowanymi przez reaktywne formy tlenu (ROS). Ponadto oceniono
aktywno$¢ wymiatania wolnych rodnikdw oceniajac stezenie witaminy C 1 zdolnos¢

redukcji DPPH, zawarto$¢ fenoli catkowitych oraz poziom malonodialdehydu (MDA).
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4.5. Omowienie pierwszego osiggnigcia wchodzacego w sktad cyklu habilitacyjnego

Weczesne 1 pozne efekty oddzialywania promieniowania jonizujacego na zmiany

morfologiczne i biochemiczne w tkance watrobowej, z uwzglednieniem

ultrastruktury hepatocytow myszy mlodych i starzejacych sie, zré6znicowanych

genetycznie (prace P1-P4)

P1. Lysek-Gladysinska M, Wieczorek A, Walaszczyk A, Jelonek K, Jozwik A,
Pietrowska M, Dorr W, Gabrys D, Widlak P. Long-term effects of low-dose mouse
liver irradiation involve ultrastructural and biochemical changes in hepatocytes that
depend on lipid metabolism. Radiat Environ Biophys. 2018 May;57(2):123-132. doi:
10.1007/s00411-018-0734-9

Podwyzszone ryzyko chordb serca jest opdznionym skutkiem ubocznym
radioterapii raka piersi (12). Ekspozycja serca na niskie i1 S$rednie dawki
promieniowania jonizujacego powoduje niewielki, ale statystycznie istotny wzrost
ryzyka chorob sercowo-naczyniowych czegsto prowadzacy do zgonu (13,14).
Zaburzenia rytmu serca, niedokrwienie, zapalenie mig¢$nia sercowego i zapalenie
osierdzia, a czasem nawet ostra niewydolnosc¢ serca wystepujaca po radioterapii, moga
rowniez negatywnie wptywac¢ na funkcjonowanie innych narzadéw, w tym watroby
(2). W zwiazku z tym coraz wigkszg uwage poswieca sie dlugoterminowym skutkom
miejscowej ekspozycji serca na promieniowanie w konteks$cie narzagdoéw, ktore nie
byly bezposrednio napromieniane, ale mogly zosta¢ dotknigte wywotang
promieniowaniem dysfunkcja uktadu sercowo-naczyniowego.

Praca (P1) wchodzaca w sktad cyklu habilitacyjnego koncentruje si¢ na ocenie
p6znych zmian popromiennych w watrobie myszy podczas ukierunkowanego
napromieniowania serca. Watroba i serce sg anatomicznie i fizjologicznie potagczone
za posrednictwem uktadu naczyniowego, dlatego istotne jest badanie ztozonych
interakcji sercowo-watrobowych, zwlaszcza wtedy, gdy jeden z narzadéw narazony
jest na dziatanie promieniowania jonizujacego.

W przeprowadzonych badaniach ocenitam oddziatywanie pojedynczej dawki
promieniowania jonizujacego (2 1 8 Gy) podanej w obrgbie serca. Do badan
wykorzystalam myszy, ktore byly napromieniane w Technische Universitét
promieniowaniem X, uzywajac aparatu Y XLON MG325, dzialajacego przy napieciu
200 kV 1 natgzeniu pradu lampy 20 mA 1 z filtrem wigzki 0,6 cm Cu, co dawalo moc
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dawki 0,8 Gy/min. Taki sposdb napromieniania serca powodowal jednoczesna,
niewielka ekspozycje watroby na dawki nieprzekraczajace odpowiednio 30 i 120
mGy. Ocenilam zmiany morfologiczno - ultrastrukturalne i biochemiczne w tkance
watrobowej myszy z niedoborem apolipoproteiny E i1 prawidlowym poziomem
ApoE” po 60-ciu tygodniach od radioterapii.

Uszkodzenia tkanek wywotane promieniowaniem jonizujacym aktywuja
procesy zapalne, nie tylko miejscowe, ale rowniez systemowe, ktore skutkuja
zwigkszong rotacja komorek blaszki miazdzycowej 1 stresem oksydacyjnym (15).
Efekty te moga sprzyja¢ tworzeniu si¢ kropelek lipidowych poprzez wytwarzanie
reaktywnych form tlenu (RFT), ktére utleniaja lipidy juz obecne w watrobie i promuja
powstawanie innych RFT (12,16).

W badaniu morfologicznym tkanki watrobowej wykazalam u myszy ApoE”" istotny
wzrost ztogéw lipidowych, ktorych liczba rosta wraz ze wzrostem mocy dawki. Ze
wzgledu na obecnos¢ duzych ilosci kropelek lipidowych, hepatocyty myszy z
niedoborem ApoE s3 bardziej podatne na procesy oksydacyjne, ktére moga by¢
dodatkowo nasilone z powodu innych konsekwencji wynikajacych z
napromieniowania serca. Utlenianie lipidéw sprzyja obnizeniu stabilnosci bton
komoérkowych i dalszemu wytwarzaniu RFT, co powoduje zablokowanie lizosomalne;j
autofagii niezb¢dnej do utrzymania homeostazy komdrkowej (9,17-19). Ponadto, w
hepatocytach u obu szczepdw myszy, wykazalam wzrost liczby lizosomow
pierwotnych, wakuoli autofagowych zawierajacych uszkodzone mitochondria w
porownaniu ze zwierzetami kontrolnymi nienapromieniowanymi.

Analiza poziomu kilku enzymdw watrobowych w osoczu myszy wykazata zwigkszona
aktywno$¢ ALT, AST, GGT i lipazy we krwi co potwierdza uszkodzenie watroby
(20,21). Warto zauwazy¢, ze poziomy tych markerdw uszkodzenia watroby byly
obnizone w osoczu myszy z prawidlowa ekspresja ApoE, co najwyrazniej
odzwierciedla wyzszag odporno$¢  hepatocytow na zmiany wywotane
promieniowaniem (efekt ten przypuszczalnie zwigzany jest z autofagia
cytoprotekcyjna aktywowana u tych zwierzat). Z drugiej strony, w osoczu
napromieniowanych myszy ApoE ' “stwierdzono podwyzszony poziom lipazy
watrobowej, potwierdzajacy akumulacje lipidow 1 uszkodzenie hepatocytow
wywolane promieniowaniem.

Stwierdzilam istotne zmiany morfologiczno-ultrastrukturalne u myszy ApoE™

natomiast zmiany w aktywno$ci hydrolaz lizosomalnych zwigzane =z
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promieniowaniem wystapity jedynie u zwierzat z prawidlowym poziomem ApoE, co
koreluje z obrazem zmian ultrastrukturalnych i sugeruje sprawniej zachodzace procesy
degradacji lizosomalnej u tych myszy.

Podsumowujac powyzsze badania, nalezy podkre§li¢, ze po raz pierwszy

wykazalam wystepowanie tego typu zmian strukturalnych i1 funkcjonalnych w

hepatocytach myszy, zwiazanych z ogodlnoustrojowym uszkodzeniem wywolanym

przez niskie i umiarkowane dawki promieniowania X dostarczane do serca.

Co wiecej, uzyskane dane wskazuja na istotna role metabolizmu lipidow w watrobie

badanych zwierzat. Wykazalam istnienie funkcjonalnej interakcji miedzy réznymi

aspektami uszkodzenia hepatocytow u myszy z niedoborem apolipoproteiny E (ApoE"

) po napromieniowaniu serca, w tym stwierdzonej akumulacji uszkodzonych

mitochondriéw, gromadzeniu lipidow oraz zmianach w aktywno$ci enzymow

lizosomalnych, ktére wskazuja na zahamowanie autofagii  lizosomalnej.

Ponadto uzyskane wyniki badan potwierdzaja istnienie zwiazku miedzy uszkodzeniem

serca wywolanym promieniowaniem, a funkcjami watroby, co ma istotne znaczenie

dla zapewnienia bezpiecznej i skutecznej radioterapii.

P2. Wieczorek A, Lysek-Gladysinska M, Walaszczyk A, Jelonek K, Smolarz M,
Pietrowska M, Gabrys D, Kulik R, Widlak P. Changes in activity and structure of
lysosomes from liver of mouse irradiated in vivo. Int J Radiat Biol. 2018
May;94(5):443-453. doi: 10.1080/09553002.2018.1451005.

Radiobiolodzy nieustannie staraja si¢ zlokalizowaé poczatkowe uszkodzenia
spowodowane promieniowaniem jonizujagcym w organizmach zywych. Chociaz
badania koncentrujg si¢ gldwnie na uszkodzeniach DNA 1 mechanizmach jego
naprawy, liczne badania pokazuja, ze rowniez inne struktury komorkowe biorg czynny
udzial w mechanizmie uszkodzenia komoérek po napromieniowaniu (22).
Promieniowanie jonizujace generuje reaktywne formy tlenu (RFT), ktore sa glownag
przyczyng uszkodzen lizosomdéw, w tym labializacji ich bton i uwalniania enzymow
lizosomalnych, co moze prowadzi¢ do powaznego uszkodzenia komoérek, a nawet
Smierci (11,23,24). Powstajace zmiany strukturalne 1 funkcjonalne w komorkach
obejmuja uszkodzenie blony komodrkowej, jadra komoérkowego, mitochondridw,
aparatu Golgiego, siateczki srédplazmatycznej, peroksysomow, czy lizosomow (25).

Celem drugiej publikacji byl wykazanie efektow napromieniania serca

réoznymi dawkami na bardzo wczesne zmiany w obrebie watroby. W pracy (P2)

15



Zatgcznik nr 3

zbadalam kilkugodzinny efekt oddzialywania promieniowania jonizujacego na
aktywno$ci enzymow lizosomalnych oraz zmiany morfologiczne w hepatocytach
myszy C57BIl/6J. Napromieniano obszar catego serca dawka jednorazowg 8 Gy z
wykorzystaniem promieniowania X o wysokiej energii (6 MeV), generowanym na
przyspieszaczu liniowym Clinac 2300. Dawk¢ promieniowania niecelowo
dostarczong do watroby oszacowano na podstawie planu leczenia opartego na
tomografii komputerowej i zgodnie z tg oceng $rednia dawka dostarczona do catej
watroby wynosita 4,9 Gy. Dodatkowo okreslono, ze 50% objetosci watroby otrzymato
dawke 4 Gy i wyzsza, podczas gdy 10-15% objetosci watroby napromieniowano
dawkami ponizej 1 Gy i ta cze$¢ watroby pobrano do analiz 12, 36 1 120 godzin po
radioterapii.

Zbadano aktywno$ci wybranych enzymoéw lizosomalnych w pozyskanej

frakcji lizosomalnej i pozalizosomalnej, oznaczono poziomy biatek LC3-II i p62
zwigzanych z autofagia lizosomalng oraz oceniono zmiany histologiczno -
ultrastrukturalne w watrobie myszy.
Lizosomy sg organellami, ktore odgrywaja kluczowa role w reakcjach adaptacyjnych
komoérek na czynniki stresowe, takie jak promieniowanie jonizujace stosowane w
radioterapii onkologicznej i nieonkologicznej (10,26). W zwigzku z tym w niniejszym
badaniu skoncentrowatam si¢ gtdwnie na ocenie permeablizacji btony lizosomalne;j
(LPM) analizujac relokacje enzymow z frakcji lizosomalnej do pozalizosomalnej
frakcji tkanki watrobowej. Wykazatam obecnos¢ wszystkich analizowanych enzymow
we frakcji pozalizosomalnej, co wskazuje na wzrost przepuszczalnosci blony
lizosomalnej 1 ich potencjalny wyciek do cytozolu.

Roéwniez mitochondria s3 jednym z glownych ,,pozajadrowych’ celow
promieniowania jonizujacego, a zmiany w ich strukturze i funkcji obserwuje si¢
w napromieniowanych komoérkach. Promieniowanie jonizujace powoduje dysfunkcje
mitochondridow poprzez zmian¢ aktywnosci kompleksow tancucha transportu
elektronow, wzrost przepuszczalno$ci blony mitochondrialnej 1 zwigkszonej produkcji
wolnych rodnikéw (RFT) (27).

Wykazalam, ze juz po kilkunastu godzinach (12 h) od napromieniowania serca w
hepatocytach myszy nastapit wzrost liczby matych, nieuszkodzonych mitochondriow,
prawdopodobnie powstalych w wyniku ich podzialéw. W kolejnych godzinach po
napromieniowaniu (36h 1 120h) doszio do zwigkszenia liczby obrzeknigtych

mitochondriow z przerwang btong oraz obnizenia catkowitej ich liczby w przeliczeniu
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na komorke w porownaniu do kontroli. Zmiany te moga by¢ efektem eliminacji
uszkodzonych  mitochondriow 1  stanowi¢  mechanizm  cytoprotekcyjny.
W obrazie ultrastrukturalnym stwierdzitam zwiekszong liczbe autofagosoméw
zawierajacych uszkodzone mitochondria, jednak bez cech nasilonej degradacji
lizosomalnej. Rowniez analiza poziomu markerowych bialek autofagowych (LC3-II 1
p62) nie potwierdzita zwigkszonej aktywnosci autofagii, co koreluje z obrazem zmian
ultrastrukturalnych badanych hepatocytow.

Na uzyskane wyniki badan mogly wptywa¢ czynniki zwigzane z duza
heterogenno$cia rzeczywistej dawki oraz tzw. ,efektem sasiedztwa” (bystander
effect), indukowanym przez sygnaly emitowane przez komorki watroby bezposrednio
napromieniowane wyzszymi dawkami (do 5 Gy). Nie bez znaczenia mogly miec
rowniez efekty systemowe pochodzace bezposrednio z napromieniowanego serca.

Uzyskane wyniki stanowia nowy i istotny wklad w rozwoj biologii radiacyjnej,

poniewaz jednoznacznie udokumentowaly zmiany lizosomdéw oraz w procesach

autofagii w odpowiedzi komoérkowe] na promieniowanie jonizujace in Vvivo.

Osiagniecie to poszerza wiedze na temat mechanizmoéw radiowrazliwosci 1 adaptacji

komoérek do dzialania niskich dawek promieniowania, a takze stanowi podstawe do

dalszych badan nad procesami ochronnymi i naprawczymi w organizmach poddanych

ekspozycii radiacyine;.

P3. Lysek-Gladysinska M, Wieczorek A, Walaszczyk A, Jelonek K, Pietrowska M,
Widtak P, Kulik R, Gabrys$ D. Late effects of ionizing radiation on the ultrastructure
of hepatocytes and activity of lysosomal enzymes in mouse liver irradiated in vivo.
Metabolites. 2024 Apr 9;14(4):212. doi: 10.3390/metabo 14040212

Po radioterapii moga wystapi¢ powiklania wczesne, pojawiajace si¢ w okresie
do 3 miesiecy, ktore najczesciej sg przemijajace oraz pdzne, ktore bardzo czgsto sa
trwale i1 rzadko odwracalne, za te ostatnie uznaje si¢ zmiany wystepujace po 3
miesigcach od radioterapii. Powiklania pdzne stanowig najwigkszy problem
ograniczajacy stosowanie radioterapii w leczeniu onkologicznym.
W zwigzku z tym w kolejnej pracy (P3) zajetam si¢ oceng pdéznych zmian
indukowanych w watrobie po napromienianiu obszaru serca niskimi, umiarkowanymi
jak 1 wysokimi dawkami (0,2Gy, 2Gy, 8Gy 1 16 Gy). Szacunkowe dawki
promieniowania dostarczone do analizowanej tkanki watrobowej myszy wynosity

odpowiednio 0,025Gy, 0,25Gy, 1Gy 1 2Gy. Przeprowadzitam badania histologiczne,
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ultrastrukturalne 1 biochemiczne obejmujace zmiany aktywnos$ci enzymow
lizosomalnych w tkance watrobowej myszy CS57BL/6J. Tkanki analizowano 40
tygodni po napromieniowaniu z wykorzystaniem promieniowania fotonowego 6MeV
na przyspieszaczu liniowym Clinac 2300.

Analiza biochemiczna wykazata istotny wzrost aktywnos$ci hydrolaz lizosomalnych,
zwlaszcza katepsyny D i L, jedynie po $redniej dawce 2 Gy dostarczonej do dystalne;j
czgsci watroby (przy zastosowanej dawce 16 Gy na obszar serce). Ocena histologiczna
sekcji potcienkich tkanki watrobowej myszy nie wykazata znamiennych zmian.
Jednak analiza ultrastrukturalna hepatocytow wykazata pozne skutki dziatania
promieniowania jonizujacego w postaci zwigkszonej liczby lizosomoéw pierwotnych
1 wakuoli autofagowych, uszkodzonych mitochondriow szczegélnie w tkankach
napromieniowanych dawkami 0.25 Gy i wyzszymi. Etiologia tych zmian moze by¢
wieloczynnikowa i moze wynika¢ m.in. z niezamierzonego napromieniowania
dystalnej czesci watroby lub z funkcjonalnej interakcji watroby z napromieniowanym
sercem. Wyniki badan wykazaly indukcje uszkodzen w ultrastrukturze hepatocytow
oraz zmiany parametréw biochemicznych wywotanych dzialaniem promieniowania
jonizujacego, ktore wskazuja na adaptacyjna odpowiedz komdrkowa na miejscowe
napromieniowanie serca a cz¢sciowo i1 watroby. Bioragc pod uwage silne powigzanie
funkcjonalne migdzy watrobg a uktadem sercowo-naczyniowym, nalezy uwzglednic
wpltyw uszkodzenia serca bezposrednio wystawionego na wysokie dawki
promieniowania (od 0,2 Gy do 16 Gy) na zmiany obserwowane w watrobie.
W dhuzszych okresach wystepowanie zmian moze odzwierciedla¢ funkcjonowanie
calej watroby 1 fakt, Zze duza jej czg§¢ byla wystawiona na wyzsze dawki
promieniowania.

Przeprowadzona analiza ultrastruktury hepatocytéw w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym dostarczyta szczegOlowych informacji 0 zmianach
w poszczegolnych organellach komérkowych, co w polaczeniu z analizg aktywnos$ci
enzymoéw lizosomalnych pozwolito uzyska¢ petniejszy obrazu patologicznych zmian
komorkowych.

Istothym osiagnieciem naukowym byvlo wykazanie pdznych zmian

ultrastrukturalnych i biochemicznych w hepatocytach myszy po napromieniowaniu in

vivo. Stwierdzono, ze promieniowanie X indukuje zalezne od dawki uszkodzenia

organelli komoérkowych oraz zmiany w aktywnos$ci enzymoéw lizosomalnych,

odzwierciedlajace procesy przystosowawcze zachodzace w obrebie watroby.
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Na obserwowane zmiany mogly réwniez wplywaé posrednie efekty uszkodzenia

serca, ktore jest funkcjonalnie powiazanego z watroba. Uzyskane wyniki dostarczyly

nowych informacji o mechanizmach odpowiedzi adaptacyjnej tkanek na

promieniowanie jonizujace in vivo 1 stanowia istotny wklad w rozwoj biologii

radiacyjne;.

P.4 Lysek-Gladysinska M, Wieczorek A, Jozwik A, Walaszczyk A, Jelonek K,
Szczukiewicz-Markowska G, Horbanczuk OK, Pietrowska M, Widtak P, Gabrys D.
Aging-Related Changes in the Ultrastructure of Hepatocytes and Cardiomyocytes of
Elderly Mice Are Enhanced in ApoE-Deficient Animals. Cells. 2021 Feb
26;10(3):502. doi: 10.3390/cells10030502.

Nie tylko czynniki zewngtrzne, takie jak opisane powyzej promieniowanie, ale
roOwniez sam proces starzenia wptywa na zmiany w tkankach. Charakteryzuje si¢ on
postepujaca utratg homeostazy na poziomie komérkowym, tkankowym 1 calego
organizmu, co prowadzi do zmniejszonej zdolnosci reagowania na stres, spadku
funkcjonalnosci oraz zwigkszonego ryzyka zachorowalnosci 1 $miertelnosci (28).

Na poziomie komérkowym nasilone wraz z wiekiem procesy oksydacyjne

prowadza do uszkodzen m.in. mitochondriow, lizosomow, peroksysoméw, siateczki
Srddplazmatycznej, przyczyniajac si¢ do obnizenia funkcjonalnosci réznych szlakdéw
katabolicznych (29-31). Akumulacja uszkodzonych makroczasteczek i organelli jest
jedng z istotnych zmian morfologicznych wystepujacych w starzejacych sie
komorkach (32).
Procesy starzenia sg przyspieszane przez palenie papierosow, spozywany w nadmiarze
alkohol, $wiatto ultrafioletowe 1 inne czynniki $rodowiskowe. Ponadto otytos¢,
miazdzyca i1 dyslipidemia powoduja szereg zmian w watrobie i predysponuja do
dysfunkcji tego narzadu. Starzenie biologiczne wigze si¢ z réznymi zmianami
morfologicznymi 1 funkcjonalnymi, jednak mechanizmy tych zjawisk pozostaja
niejasne w wielu tkankach 1 narzadach (33).

Ponadto wszelkie nieprawidtowos$ci zachodzace wraz z wiekiem w watrobie
znajdujg odzwierciedlenie rowniez w pracy serca, co podkres§la zwigzek funkcjonalny
miedzy tymi narzadami (34). Uszkodzenie watroby znane jako ,,hepatopatia sercowa”,
jest powszechng cechg roznych zaburzen hemodynamicznych i moze by¢ zwigzane

z ostra lub przewlekta niewydolnoscig serca (35).
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Starzenie si¢ komorek nie jest definiowane przez pojedynczy marker, lecz
charakteryzuje si¢ kombinacja wielu wskaznikow, takich jak ekspresja inhibitoréw
cyklu komorkowego, wzrost aktywnosci lizosomalnej 3-galaktozydazy oraz zmiany
morfologiczne, obejmujgce m.in. powiekszenie rozmiarow hepatocytow, zwigkszenie
liczby komorek poliploidalnych czy zmniejszenie liczby mitochondriow
u starzejacych si¢ myszy (36).

Myszy sa cenionym modelem badawczym, poniewaz ze wzgledu na
anatomiczne 1 fizjologiczne podobienstwo do cztowieka rozwijaja wiele podobnych
jednostek chorobowych o zblizonym podtozu genetycznym. Dostarczaja one cennych
informacji o mechanizmach zmian biologicznych na poziomie komoérkowym
1 tkankowym. Podobienstwo struktury genoéw i biatlek myszy oraz ludzi jest na tyle
wysokie, ze poznanie funkcjonowania genéw i biatek myszy w duzym stopniu
umozliwia zrozumienie podtoza chordb u cztowieka (37,38). Szybki metabolizm tych
zwierzat pozwala na obserwacje oraz analiz¢ wywotanych zmian chorobowych w
krotkim czasie.

Chcac oceni¢ zmiany zachodzace w tkance watrobowej u starzejacych sig
myszy w zalezno$ci od uwarunkowan genetycznych, ponownie wybratam dwa
szczepy: 17-miesieczne myszy o fenotypie dzikiego typu (C57BL/6J) oraz myszy z
nokautem genu apolipoproteiny E (ApoE™/"). Nastepnie przeanalizowalam zmiany
histologiczne, ultrastrukturalne oraz biochemiczne w watrobie, odnoszac je do
obserwowanych zmian w sercu.

Wykazalam w badaniu histologicznym wzrost liczby kropli lipidowych w
tkance watrobowej starszych (17-miesigcznych) myszy z niedoborem apolipoproteiny
E, co potwierdza zaburzony metabolizm lipidowy. Nie stwierdzono natomiast innych
istotnych zmian morfologicznych. Badania ultrastrukturalne wykazaty wzrost ilo$ci
uszkodzonych mitochondriow u starszych myszy obu szczepdw, jednak zmiany
zwigzane ze starzeniem byly bardziej istotne u myszy ApoE/. Ponadto w
hepatocytach tych myszy stwierdzono inkluzje lipidowe w jadrach komorkowych, a
w cytoplazmie krople lipidowe i tzw. ,,pigment starczy’’ lipofuscyn¢. Gromadzenie
si¢ uszkodzonych makroczasteczek 1 organelli jest jedng z najbardziej dotkliwych
zmian w starzejacych si¢ komodrkach i1 wigze si¢ ze obnizenie aktywnosci rdznych
szlakow katabolicznych w tym procesow degradacyjnych z udziatem lizosomow
(7,39). Przeprowadzona analiza ultrastrukturalna wykazala zahamowanie proceséw

autofagowych w starzejacych sie hepatocytach. Nie wykazano wzrostu liczby wakuoli
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autofagowych 1 lizosomow wtérnych potwierdzajacych wzrost degradacji
lizosomalnej. Stwierdzono natomiast wzrost liczby lizosomow pierwotnych, obecnos¢
dobrze rozwinigtego szorstkiego retikulum endoplazmatycznego w poblizu
mitochondriow, co moze wskazywaé na prawidlowo zachodzgcag syntezg biatka w
hepatocytach.

Ponadto wykazano wzrost aktywno$ci lizosomalnej B-galaktozydazy, bedacej
biochemicznym markerem starzenia bez istotnych roéznic mi¢dzy rdéwnowiekowymi
myszami dzikiego typu i1 z nokautem genu ApoE. Natomiast ocenione biomarkery
osocza wykazaty wzrost poziomu cholesterolu i HDL u starszych myszy z niedoborem
ApoE, co korelowato z obecnoscig komorek piankowatych w tkance serca u tych
zwierzat. Ta obserwacja potwierdza, ze brak apolipoproteiny E prowadzi do wzrostu
VLDL (lipoprotein o bardzo niskiej gestosci) i pozostatosci chylomikronéw w osoczu
oraz wzrostu tworzenia si¢ komorek piankowatych w naczyniach prowadzac w
konsekwencji do miazdzycy. Wzrost catkowitego cholesterolu 1 trojglicerydow,
przeksztatcenie profilu lipoprotein, zmniejszenie syntezy i liczby receptorow ApoE,
zmniejszenie aktywnosci enzymow lipolitycznych 1 intensywnosci utleniania kwasow

thuszczowych to znane gldéwne zmiany w metabolizmie lipidow u myszy ApoE”

(37,40).

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze fenotyp myszy ApoE =z

hipercholesterolemia charakteryzuje sie bardziej nasilonym starzeniem tkanki

watrobowe] w poréwnaniu do myszy szczepu dzikiego. Wyniki te stanowig istotny

wklad w poznanie mechanizmdw starzenia sie watroby oraz zaburzeh metabolicznych

wynikajacych z niedoboru apolipoproteiny E. Przyczyniaja sie rOwniez do lepszego

zrozumienia wspoOlzalezno$ci miedzy procesami starzenia, funkcja lizosomow,

metabolizmem lipidow 1 uszkodzeniem mitochondridow, co poglebia wiedze na temat

patologii metabolicznych w starzejacej sie watrobie myszy.
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4.6 Omodwienie drugiego osiagnigcia wchodzacego w sktad cyklu habilitacyjnego

Efekty odzialywania substanciji chemicznych pochodzenia roslinnego na zmiany

biochemiczno-morfologiczne w watrobie myszy (P5. P6).

P5. Wieczorek A, Lysek-Gladysinska M, Krol T, Kordos K, Kosinska K, Atanasov
AG, Strzalkowska N, Jozwik A. Biochemical and morphological changes in mouse
liver induced by mistletoe toxins. Food Chem Toxicol. 2019 Jul;129:229-238. doi:
10.1016/5.fct.2019.04.044

Zwiazki naturalne cze¢sto charakteryzujg si¢ wysoka aktywnoscig biologiczna,
a czasami roéwniez toksyczno$cig. Poniewaz watroba stanowi glowny narzad
zaangazowany w metabolizm ksenobiotykow, jest czesto celem dziatania réznych
toksyn w tym zwigzkow, ktore sa przeksztalcane w toksyczne metabolity w wyniku
lokalnej konwersji.

Iscador P jest standaryzowanym preparatem pozyskanym z jemioty (Viscum
album L.) rosngcej na sosnie (Pinus silvestis). Preparat ten zawiera szereg substancji o
potencjalnej aktywnosci farmakodynamicznej, w tym wiskotoksyny (w wysokim
stezeniu), wiskuminy (w §ladowych ilo$ciach) i inne biologicznie czynne zwigzki takie
jak zwiazki alkaloidopodobne (tyramina, fenyloetyloamina, cholina i acetylocholina),
liczne flawonoidy (kwercetyna), fenylopropanoidy (kwas kawowy, kwas ferulowy i
kwas synapinowy), biatka i peptydy o wigkszej gestosci (np. wiskumamid),
aminokwasy, kilka enzymdw, fitosterole (j-sitosterol, stigmasterol i ich odpowiednie
glikozydy), triterpeny (B-amyryna, octan B-amyryny, kwas betulinowy, kwas
oleanolowy, kwas ursolowy), mono-, oligo- i polisacharydy (metyloester 1 —a4 kwas
galakturonowy, ramnogalakturonany), polialkohole (1D-1-O-metylo-muko-inozytol,
mannitol, kebrachitol, pinitol i wiskumitol) oraz mineraty. Wszystkie te sktadniki
mogg przyczynia¢ si¢ do wiasciwosci farmakodynamicznych ekstraktu, jednak rola
poszczegbdlnych zwigzkdéw nie zostata dotychczas w petni poznana (41).

Iscador P jest stosowany w terapii onkologicznej glownie w leczeniu
nowotworow skéry w tym czerniaka. Watroba jest jednym z najczestszych miejsc
przerzutow, stanowigc 25% wszystkich przerzutdéw do narzadéw miazszowych
(42,43). W kolejnej pracy oceniono wptyw pojedynczej iniekcji Iscadoru® P na
procesy degradacji lizosomalnej w komorkach watrobowych myszy, 24 148 godzin po

ekspozycji in vivo na dawki 0,1 mg, 1 mg oraz 2 mg/kg m.c. Nasz protokot badania
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opieral si¢ na schematach leczenia stosowanych u pacjentéw onkologicznych i1 byt
dostosowany do masy ciata myszy.

Prawidtowe funkcjonowanie organizmu opiera si¢ na utrzymaniu homeostazy
biatkowej, czyli zachowaniu rownowagi pomigdzy procesami syntezy i degradacji
biatek. Przemiany biatek musza by¢ pod statg i $cistag kontrolg m.in. lizosomalnego
systemu degradacyjnego, ktéry uczestniczy w wiekszosci prawidtowych procesow
fizjologicznych oraz jest powigzany z wieloma stanami patologicznymi. System ten
odgrywa istotng role¢ w reakcjach adaptacyjnych komoérek w odpowiedzi na szeroki
zakres czynnikdéw stresowych, umozliwiajac przywrocenia homeostazy biochemicznej
(44), (45). Systemy degradacyjne sa szeroko wykorzystywane do monitorowania
wpltywu roznych czynnikow na komorki 1 stanowig wazne wskazniki ich uszkodzenia.

W kolejnym badaniu ocenitam permeabilizacje btony lizosomalnej (LMP) na
podstawie relokacji enzymoéw z frakcji lizosomalnej do cytozolowej w watrobie
myszy. Wykazatam, ze Iscador P powoduje obnizenie aktywnos$ci wszystkich
hydrolaz lizosomalnych (oprocz katepsyn) w osadzie lizosomalnych, a takze wzrost
aktywnos$ci aminopeptydaz i B-D-glukuronidazy w cytozolu. Jednakze, pomimo
membranotropowych wilasciwosci wiskotoksyn, nie stwierdzono istotnego efektu
labilizujacego na blony lizosomalne. Jedynie aktywnos$¢ B-D-glukuronidazy zostata
przeniesiona do supernatantu frakcji lizosomalnej. Badania ultrastrukturalne
hepatocytow wykazaty powickszenie mitochondréw i1 wzrost ich ilosci oraz
zmniejszenie ilosci kanatow szorstkiego retikulum endoplazmatycznego. Wykazano
obszary cytoplazmy wolne od organelli, co wydaje si¢ by¢ morfologicznym
wskaznikiem toksyczno$ci ekstraktu z jemioty.

Istotnym osiagnieciem przeprowadzonych badan bylo wykazanie nowego

spektrum dzialania Iscadoru P (ekstraktu z jemioly sosnowej) obejmujacego

zaburzenia wewnatrzkomorkowych proceséw degradacji lizosomalnej. Uzyskane

wyniki po raz pierwszy potwierdzily, ze mimo obecno$ci w preparacie wiskotoksyn o

wla$ciwosciach membranotropowych, Iscador P nie powoduje istotnej labilizacji blon

lizosomalnych, lecz prowadzi do modulacii aktywnos$ci enzymdéw lizosomalnych.

Natomiast badania ultrastrukturalne wykazaly istotne zmiany w organellach

komoérkowych komoérek watrobowych, stanowiace morfologiczny  wskaznik

toksycznego dziatania ekstraktu z jemioty. Uzyskane wyniki maja istotne znaczenie

poznawcze, gdyz poszerzaja wiedze o mechanizmach oddzialywania preparatow z

jemioly na poziomie komérkowym. Wskazuja one, ze dzialanie to moze by¢ zwigzane
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zarowno z hamowaniem syntezy bialek przez wiskotoksyny. jako i z udzialem innych

skladnikéw ekstraktu. Osiagniecie to wnosi istotny wkiad w toksykologiczna ocene

bezpieczenstwa biologicznie czynnych ekstraktow roslinnych stosowanych w terapii

wspomagajacej. Stanowi rowniez punkt wyjScia do dalszych badan nad

mechanizmami ich dzialania w konteks$cie ochrony i funkciji watroby.

P6. Tewari D, Jozwik A, Lysek-Gladysinska M, Grzybek W, Adamus-Biatek W,
Bicki J, Strzatkowska N, Kaminska A, Horbanczuk OK, Atanasov AG. Fenugreek
(Trigonella foenum-graecum L.) Seeds dietary supplementation regulates liver
antioxidant defense systems in aging mice. Nutrients. 2020 Aug 24;12(9):2552. doi:
10.3390/nu12092552.

Dotychczas opisaltam wystgpowanie niekorzystnych zmian w watrobie
wywolanych napromienianiem serca, procesem starzenia oraz zastosowaniem
preparatu z jemioty. Istotnym zagadnieniem pozostaje jednak poszukiwanie sposobow
na popraw¢ jej funkcjonowania. Komoérki, w tym hepatocyty, chronione sg przed
nadmiernym dziataniem reaktywnych form tlenu (RFT) przez szereg systemow
antyoksydacyjnych. Obejmuja one zarowno przeciwutleniacze nieenzymatyczne, jak
i enzymatyczne (46). Wykazano, ze dieta bogata w antyoksydanty wzmacnia
mechanizmy obronne komorek i1 ogranicza poziom RFT. Przeciwutleniacze hamuja
reakcje utleniania, wchodzac w interakcje z czynnikami utleniajagcymi lub z
posrednimi produktami utleniania, takimi jak wolne rodniki. Udowodniono réwniez,
ze dieta obfitujaca w zwiazki polifenolowe zmniejsza uszkodzenia i modyfikacje
indukowane stresem oksydacyjnym, a tym samym redukuje ryzyko rozwoju wielu
chordb (47).

Dlatego w kolejnej pracy (P6) po raz pierwszy oceniono wplyw suplementacji
paszy nasionami kozieradki (7rigonella foenum-graecum L.) na systemy ochrony
antyoksydacyjnej w watrobie starzejacych sie myszy. Nasiona kozieradki zawierajg
kilka zwigzkow kumaryny, a takze szereg alkaloidow w tym np. trygonelina,
gentianina i karpaina, ale gtéwnymi zwigzkami bioaktywnymi sg polifenole takie jak
rapontycyna 1 izowiteksyna. Ze wzgledu na tak bogaty sktad roslinie tej przypisuje si¢
wiele korzystnych efektow farmakologicznych m.in.  przeciwzapalnych,
przeciwutleniajacych 1 wielu innych (48,49).

Oznaczono aktywno$¢ endogennych enzymdw antyoksydacyjnych, takich jak

dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa (GPx) 1 reduktaza
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glutationowa (GR), ktére odgrywaja kluczowa role w neutralizowaniu reaktywnych
form tlenu (RFT) i ochronie komorek przed uszkodzeniami oksydacyjnymi.
Dodatkowo przeanalizowano catkowitg aktywnos$¢ przeciwutleniajaca metodqg DPPH,
zawarto$¢ fenoli ogotem, stezenie witaminy C oraz poziom malonodialdehydu (MDA)
jako wskaznika peroksydacji lipidow.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze u starszych myszy przed suplementacja

aktywno$¢ enzymow GPx 1 GR byla wyzsza niz po wilaczeniu do diety nasion
kozieradki. Moze to wskazywac, ze suplementacja, poprzez ograniczenie powstawania
reaktywnych form tlenu, uruchamia mechanizmy sprzezenia zwrotnego prowadzace
do obnizenia aktywno$ci tych enzymow. Jednocze$nie zaobserwowano wzrost
aktywnosci SOD, co moze by¢ wynikiem wysokiej zdolnosci kozieradki do
neutralizowania wolnych rodnikow.
Zwigkszona zawarto$¢ fenoli ogotem oraz silniejszy, zalezny od dawki efekt
wychwytywania wolnych rodnikéw (DPPH) potwierdzaja, ze suplementacja diety
nasionami kozieradki wspiera endogenne mechanizmy obrony antyoksydacyjnej i
wspomaga procesy hepatoprotekcyjne u starzejacych si¢ myszy.

Przeprowadzone badania poszerzaja wiedze na temat biologicznej aktywno$ci

nasion kozieradki i ich potencjalu jako naturalnego zrdédla zwiazkéw o dziataniu

przeciwutleniajacym. Uzyskane wyniki maja istotne znaczenie zarOwno poznawcze

jak 1 aplikacyijne, gdyz moga stanowi¢ podstawe do opracowania strategii diet

profilaktycznych wspierajacych funkcije watroby oraz przeciwdzialajacych skutkom

stresu oksydacyjnego w procesie starzenia sie organizmu.

4.7 Podsumowanie

Zakres badan przedstawionych w osiagni¢ciu naukowym dotyczyt okreslenia
wplywu promieniowania jonizujacego stosowanego w terapiach onkologicznych i
nieonkologicznych oraz zwigzkow roslinnych o potencjalnych wlasciwosciach
leczniczych na wybrane parametry morfologiczne i1 biochemiczne w tkance
watrobowej myszy. Analizowano roéwniez zmiany zwigzane ze starzeniem si¢
organizmu u myszy zrdéznicowanych genetycznie w poréwnaniu z miodymi
osobnikami.

Za najwazniejsze osiagniecia w przedstawionym cyklu publikacji uwazam
nastepujgce wnioski:
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1) Uszkodzenia hepatocytow wywotane promieniowaniem oraz zmiany reaktywnos$ci
uktadu lizosomalnego sa $cisle zalezne od uwarunkowan genetycznych myszy,
dawki promieniowania i czasu, jaki uptynat od radioterapii.

2) Bioragc pod uwage $ciste powigzania funkcjonalne miedzy watroba a uktadem
sercowo-naczyniowym, nalezy uwzglednia¢ wplyw popromiennych uszkodzen
serca bezposrednio narazonego na wysokie dawki promieniowania na zmiany
obserwowane w watrobie.

3) Wykazalam zmiany histologiczne, ultrastrukturalne i biochemiczne zwigzane ze
starzeniem si¢ watroby u myszy z niedoborem apolipoproteiny E, wskazujace na
zaburzenia metabolizmu lipidow, uszkodzenia mitochondridow oraz ograniczong
aktywnos$¢ proceséw autofagowych. Wyniki te stanowig istotny wkiad w poznanie
mechanizmdw starzenia i patologii metabolicznych w watrobie.

4) Wykazatam nowe spektrum dziatania Iscadoru P, obejmujace zaburzenia
wewnatrzkomorkowych procesow degradacji lizosomalnej oraz zmiany w
ultrastrukturze hepatocytow, ktoére mogg stanowi¢ morfologiczny wskaznik
toksycznosci ekstraktu z jemioty sosnowe;.

5) Uzyskane wyniki dostarczyly wyraznych dowodow wskazujacych na modulujace
dzialanie nasion kozieradki dodawanych do diety, ukierunkowane na systemy
obrony antyoksydacyjnej w watrobie myszy, a takze na ich potencjalne korzysci
dla populacji starzejacych sie organizmow.

6) Wykazalam przydatno$¢ analiz morfologicznych z wykorzystaniem transmisyjnej
mikroskopii elektronowej do uzyskania szczegotowych informacji o zmianach
ultrastrukturalnych w hepatocytach myszy. Polaczenie tych analiz z oceng
aktywnosci enzymow lizosomalnych oraz parametrami biochemicznymi osocza
umozliwia uzyskanie pelniejszego obrazu patologicznych zmian komoérkowych
1 stanowi cenne narzedzie diagnostyczne w badaniach nad hepatotoksycznoscia

oraz procesami naprawczymi watroby.

4.8 Przyszte cele naukowe

W przysztych badaniach planuj¢ kontynuacje i rozwinig¢cie dotychczasowych prac,
koncentrujac si¢ na analizie mechanizméw molekularnych dotyczacych badan nad
udziatem lizosomow, proceséw autofagii i1 stresu oksydacyjnego w odpowiedzi

watroby na czynniki uszkadzajace, z wykorzystaniem technik omicznych (proteomika,
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transkryptomika, metabolomika). W kolejnym etapie planuj¢ weryfikacje uzyskanych
wynikow badan w modelach blizszych cztowiekowi (np. modelach myszy
humanizowanych) oraz poszukiwanie nowych strategii  profilaktycznych
1 terapeutycznych opartych na naturalnych substancjach bioaktywnych o potencjale
hepatoprotekcyjnym.

Moje zainteresowania naukowe koncentruja si¢ rowniez na projektach dotyczacych
badania wlasciwosci  fizykochemicznych, w tym badan mikroskopowych
nanomaterialow, elektroprzgdzonych nanowtokien 0 wlasciwosciach
przeciwbakteryjnych, wykorzystywanych w leczeniu trudno gojacych si¢ ran.
Modyfikacje tych nanowldkien biomakromolekutami, takimi jak biatka o dzialaniu
przeciwbakteryjnym, oraz nanoczgsteczkami metali np. nanosrebrem wymagaja
szczegotowe] analizy ich wlasciwosci, zwlaszcza z zastosowaniem metod
mikroskopowych, takich jak transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM) czy
skaningowy mikroskop elektronowy (SEM). W najblizszym czasie planuj¢ aplikowaé
o finansowanie projektow badawczych zarowno w konkursach krajowych (np. NCN)

oraz mi¢dzynarodowych, w tym w ramach programu Horyzont Europa.
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artystyczng realizowang w wigcej niz jednej uczelni, instytucji
naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagraniczne;j

Istotnym etapem w moim rozwoju naukowym bylo odbycie licznych stazy
naukowych w Instytucie Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu (obecnie
Instytut Genetyki 1 Biotechnologii Zwierzat PAN) oraz nawigzanie wspolpracy z dr
hab. Arturem Jozwikiem. Podczas tych stazy prowadzitam badania na réznych
gatunkach zwierzat, takich jak myszy, strusie, indyki i1 krowy. Dzigki temu
udoskonalitam  swoje umiejetnosci  w  zakresie analiz  biochemicznych,
morfologicznych 1 ultrastrukturalnych komorek pozyskanych od zwierzat
doswiadczalnych. W trakcie badan poznatam rowniez nowe metody badawcze, ktore
znaczgco wzbogacily mdj warsztat pracy i umiejetnosci eksperymentalne. Wspotpraca
naukowa zaowocowata opublikowaniem siedmiu manuskryptow w tym czterech
wchodzacych do cyklu habilitacyjnego i trzech prac badawczych opublikowanych
poza tym cyklem, przedstawionych ponizej:
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Cieslak A., Gogulski M., Kaminska A., Michalczuk M., Lysek-Gladysinska M.,
Atanasov A.G. The activity of glycosidases in turkey muscles as influenced by the
form and level of Cu, Zn, Mn dietary supplementation. Animal Science Papers and
Reports, 2018, 36(3) 297-310.

Zostaly rowniez przygotowane cztery prace pogladowe prezentowane ponizej
dotyczace zwigzkéw roslinnych o potencjalnych wiasciwosciach leczniczych, takich
jak berberyna, antocjany, imbir czy Zywno$¢ funkcjonalna.
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Horbanczuk O, Charuta A, Szafranska K, Matachowska E, Wieczorek M,
Siddiquea BN, Hrg D, Frazzini S, Rossi L, Singla RK, Wieczorek A, Lysek-
Gladysinska M, Chandragiri SS, Adamska O, Stolarczyk A, Klusek J, Szymanska-
Czerwinska M, Niemczuk K, Hejna M, Sztandarski P, Jaszczyk A, Michnowska H,
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4) Matin M, Yeung AWK, Joshi T, Tzvetkov NT, Matin FB, Strzatkowska N, Ksepka
N, Wysocki K, Tomasik C, Mickael ME, Szymanska-Czerwinska M, Niemczuk K,
Koszarska M, Frazzini S, Rossi L, Adamska O, Kaminska A, Lapinski M,
Stolarczyk A, Pirgozliev VR, Lysek-Gladysinska M, Wieczorek A, Lach K,
Lawinski M, Lagoa R, Boukhari RE, Fatimi A, Lisco G, Piazzolla G, Triggiani V,
Petrykowski S, Siwiec D, Karpinski TM, Pottorak A, Wierzbicka A, Marchewka J,
Horbanczuk JO, Jozwik A, Atanasov AG. Ginger: a total-scale analysis of the
scientific literature on a widely used spice and phytotherapeutic. Animal Science

Papers and Reports vol. 42 (2024) no. 4, 349-364, doi: 10.2478/aspr-2023-0042.

Istotny wplyw na mdj rozw6j naukowy miato rowniez nawigzanie wspotpracy
z dr hab. Dorotg Gabry$ z Narodowego Centrum Onkologii w Gliwicach, ktora byta
kierownikiem czgsci polskiej projektu CARDIORISK realizowanego w ramach
mig¢dzynarodowego grantu Euratom 7th Framework Programme for Nuclear Research
and Training. W projekcie tym bratam udzial jako wykonawca zadania celem ktérego
byta analiza zmian ultrastrukturalnych w hepatocytach i kardiomiocytach oraz zmian
biochemicznych zachodzacych w obrebie watroby po napromienianiu obszaru serca.
Wyniki tych badan zostalty zaprezentowane w publikacjach wchodzacych w sktad
mojego cyklu habilitacyjnego i konferencji naukowych (zal. 4). Kolejny wspolnie
realizowany temat badawczy dotyczyt analizy toksycznego dziatania promieniowania
jonizujacego i antracyklin na uktad sercowo-naczyniowy w ramach projektu MNiSW
(N402 6856 40), w ktorym bylam wykonawca zadania. Wyniki tych badan byly
prezentowane na kongresach i sag w trakcie publikacji (zal. 4).

Odbycie dwoch kolejnych stazy w latach 2012 - 2013 w Centrum Badan
Translacyjnych i Biologii Nowotworéw Centrum Onkologii w Gliwicach (obecnie
Narodowy Instytut Onkologii) umozliwito réwniez nawigzanie wspOtpracy z prof.
Monika Pietrowska, ktéra zaprosita mnie do udziatu w projekcie dotyczacym analizy
egzosomoOw uwalnianych z komorek raka gtowy i szyi w odpowiedzi na czynniki
genotoksyczne. W ramach grantu (NCN2013/11/B/NZ7/01512) bylam wykonawca
zadania polegajacego na analizie ultrastruktury egzosomoéw w transmisyjnym
mikroskopie elektronowym w probkach uzyskanych z hodowli komérkowych oraz z
surowicy krwi pacjentow. Uzyskane wyniki badan zostaly opublikowane w pracy:
Jelonek K, Wojakowska A, Marczak L, Muer A, Tinhofer-Keilholz I, Lysek-
Gladysinska M, Widlak P, Pietrowska M. lonizing radiation affects protein

33



Zatgcznik nr 3

composition of exosomes secreted in vitro from head and neck squamous cell
carcinoma. Acta Biochim Pol. 2015;62(2):265-72, doi: 10.18388/abp.2015_970 w
ktorej przeanalizowano sktad biatkowy egzosoméw uwalnianych in vitro z komoérek
wystawionych na dziatanie promieniowania jonizujgcego (dawka 2 Gy) i porownano
go ze skladem egzosoméw pochodzacych z komodrek  kontrolnych
(nienapromieniowanych). Egzosomy wydzielane z komorek FaDu, pochodzacych z
ludzkiego ptaskonablonkowego raka glowy 1 szyi analizowano metoda LC-MS/MS.
Stwierdzono, ze ekspozycja komorek na promieniowanie jonizujgce spowodowata
istotne zmiany w sktadzie biatkowym egzosomow. W egzosomach pochodzacych z
komorek kontrolnych zidentyfikowano 217 bialek, natomiast w egzosomach z
napromieniowanych komorek 384 biatka, w tym 148 biatek wspolnych, 236 biatek
wykrytych wylacznie po napromieniowaniu 1 69 nie wykrytych po napromieniowaniu.
Wsréd biatek specyficznych dla egzosomoéw komorek napromieniowanych znalazty
sie biatka zaangazowane w transkrypcje, translacje, obrot biatek, podziat komorkowy
oraz sygnalizacj¢ komorkowsg. Wyniki te wskazujg, ze tadunek egzosomalny
odzwierciedla wywotane promieniowaniem zmiany w procesach komorkowych,
takich jak przejSciowe zahamowanie transkrypcji i translacji czy aktywacja szlakow
sygnalizacji stresowej.

W kolejnym artykule: Abramowicz A, Wojakowska A, Marczak L, Lysek-
Gladysinska M, Smolarz M, Story MD, Polanska J, Widlak P, Pietrowska M. Ionizing
radiation affects the composition of the proteome of extracellular vesicles released by
head-and-neck cancer cells in vitro. J Radiat Res. 2019 May 1;60(3):289-297. doi:
10.1093/jrr/rrz001, zbadano profil proteomu egzosoméw uwalnianych in vitro przez
napromieniowane komorki UM-SCC6 pochodzace z ludzkiego raka glowy 1 szyi oraz
zidentyfikowano procesy zwigzane z biatkami poddanymi dziataniu promieniowania.
Egzosomy 1 inne male pecherzyki zewnatrzkomorkowe oczyszczano metoda
chromatografii z pozywek, zebranych 24 godziny po napromieniowaniu komorek
pojedyncza dawka 2, 4 lub 8 Gy, a nastgpnie biatka identyfikowano metodg shotgun
LC-MS/MS. Zidentyfikowano biatka specyficzne dla egzosoméw, kodowane przez
1217 unikalnych genow. Stwierdzono 472 bialka, ktérych liczebno$¢ w egzosomach
byta istotnie zmieniona pod wptywem promieniowania (przy kazdej z zastosowanych
dawek), w tym 425 o zwickszonej i 47 o obnizonej ekspresji. Najliczniejsza grupe
(369) stanowity biatka, ktorych liczebnos¢ wzrastata po zastosowaniu wszystkich

dawek promieniowania (>2 Gy). Kilka terminéw ontologii genéw byto powigzanych
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z biatkami egzosomow poddanych dzialaniu  promieniowania. Wsréd
nadreprezentowanych procesOw znalazty si¢ te zwigzane z odpowiedzig na
promieniowanie, metabolizmem reaktywnych form tlenu, naprawag DNA,
pakowaniem chromatyny i faldowaniem biatek. Zatem zawartos¢ bialkowa
egzosomOw uwalnianych przez napromieniowane komorki wskazuje na ich
potencjalng role w posredniczeniu w odpowiedzi na promieniowanie jonizujace.

W trakcie dwumiesigcznego stazu zagranicznego (maj-lipiec, 2014) na
University of East Anglia, Norwich Medical School, Norwich, UK, uczestniczytam
w badaniach realizowanych w ramach projektu prof. Toma Wilemana dotyczacego
choroby Le$niewskiego-Crohna. Jest to schorzenie charakteryzujaca si¢ przewlektym
stanem zapalnym jelit, wynikajagcym z nieprawidlowego mikrobiomu, zlego
odzywiania raz uwarunkowan genetycznych. Stwierdzono réwniez zaburzenia w
procesach degradacji lizosomalnej. Uczestniczylam w badaniach na myszach z
nokautem genu autofagii (Atg 16L17") u ktorych dochodzi do zaburzenia procesow
autofagii lizosomalnej. Celem moich badan byta analiza zmian submikroskopowych
w komorkach Paneta i Gobleta, enterocytach 1 organoidach jelitowych, a takze ocena
polaczen migdzykomoérkowych, ktore ulegaja modyfikacjom podobnym o
obserwowanych w przebiegu choroby Lesniewskiego-Crohna. Podczas stazu
udoskonalitam umiejetnos§ci w  zakresie hodowli fibroblastow oraz hodowli
organoidow jelitowych wyizolowanych z komoérek macierzystych jelit myszy Atg
16L17 oraz hodowli organoidéw w tréojwymiarowej matrycy zewnatrzkomoérkowej
(Matrigel-3D).

Kontynuujagc tematyke zwigzang z promieniowaniem jonizujagcym podjelam
robwniez wspolprace z grupa badawcza prof. Andrzeja Wojcika z University of
Stockholm, Department of Molecular Biosciences, The Wenner-Gren Institute,
oraz dr hab. Beata Brzozowska z Zakladu Fizyki Biomedycznej Uniwersytetu
Warszawskiego. Efektem tej wspotpracy jest publikacja: ,,Akuwudike P, Lopez-
Riego M, Ginter J, Cheng L, Wieczorek A, Zycienska K, Lysek-Gladysinska M,
Wojcik A, Brzozowska B, Lundholm L. Mechanistic insights from high resolution
DNA damage analysis to understand mixed radiation exposure’> DNA Repair (Amst).
2023 Oct;130:103554. W badaniu tym ocenitam zalezno$¢ mig¢dzy lokalizacja pekniec
dwuniciowego DNA wewnatrz jadra a strukturg chromatyny, za pomocag
wysokorozdzielczej  transmisyjnej  mikroskopii  elektronowej.  Barwienie

immunocytochemiczne z drugorz¢gdowym przeciwcialem YH2AX sprzgzonym z
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nanoczastkami zlota wykazalo najwigkszy stopien uszkodzen (w oparciu o ilosé
nanoczasteczek ztota- YH2AX) w komoérkach napromieniowanych promieniowaniem
alfa tuz przed promieniowaniem gamma (tzw. wigzka mieszang), a nast¢pnie w
komoérkach napromienionych promieniowaniem alfa, a w dalszej kolejnosci
promieniowaniem gamma. Ogniska YH2AX indukowane przez promieniowanie
wigzka mieszang mialy tendencje¢ do lokalizowania si¢ w obszarach euchromatyny
(Jasniejsze rejony w obrazie TEM), jednak ogniska zawierajace najwicksza liczbe
nanoczgstek ztota, tj. wigksze ogniska reprezentujgce ztozone uszkodzenia DNA,
utrzymywaly sie w rejonach heterochromatyny. Frakcjonowane napromienianie
wigzka mieszang, podawane codziennie, wywotato najsilniejsze obnizenie zywotnosci
komoérek oraz zdolno$ci tworzenia kolonii w liniach MDA-MB-231 1 U20S
(osteosarcoma), w pordwnaniu z innymi rodzajami promieniowania oraz z ekspozycja
ostrg. Zjawisko to mozna cze$ciowo tlumaczy¢ nawracajacym uszkodzeniem
oksydacyjnym DNA o niskim LET w kazdej frakcji oraz opdzniona rekompaktacja
chromatyny po napromienianiu o wysokim LET, co potwierdzily niskie poziomy
markera heterochromatyny H3K9me3 zaobserwowane dwie godziny po ostatniej
frakcji wigzki mieszanej w komoérkach MDA-MB-231.

Podsumowujac, wczesne roznice w odpowiedzi komorkowej na zlozone
uszkodzenia DNA moga prowadzi¢ do silniejszego efektu cytotoksycznego
indukowanego przez frakcjonowang ekspozycje, co wskazuje na potencjalne
znaczenie terapeutyczne potaczonego napromieniania o wysokim 1 niskim LET.
Wyniki tych badan zostaly rowniez opublikowane w materiatach konferencyjnych

47th Annual Meeting of the European Radiation Research Society (zat.4).

Nawigzanie wspolpracy z grupa badawcza z University de Alcala w Hiszpani
zapoczatkowalo nowy etap moich badan, czego efektem jest pie¢ publikacji.
Wspoélne badania dotyczyty opornosci bakterii Gram-ujemnych na antybiotyki oraz
poszukiwaniu alternatywnych metod ich zwalczania. Sposréd wielu alternatyw dla
antybiotykow, dwie wydaja si¢ by¢ najbardziej obiecujace, a mianowicie substancje
zwigkszajace przepuszczalno$¢ bton komorkowych 1 enzymy niszczace S$ciany
komorkowe bakterii. Przeanalizowano mechanizm strategii transportu lizozymu przy
uzyciu dwoch typow karbosilanowych dendronizowanych nanoczasteczek srebra
(DendAgNP), niemodyfikowanych glikolem polietylenowym (PEG) 1 PEGylowanych

(PEG-DendAgNP), w celu zwigkszenia przepuszczalno$ci blony zewnetrznej 1
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degradacji peptydoglikanu. Wyniki badan zostaly opublikowane w pigciu
publikacjach prezentowanych ponize;.

W pracy ,,Skrzyniarz K, Sanchez-Nieves, J de la Mata FJ, Lysek-Gladysinska M,
Lach K, Ciepluch K. Mechanistic insight of lysozyme transport through the outer
bacteria membrane with dendronized silver nanoparticles for peptidoglycan
degradation. Int J Biol Macromol. 2023, May 15;237:124239 doi:
10.1016/j.1jbiomac.2023.124239, wykazaliSmy, ze DendAgNP moga gromadzi¢ si¢ na
powierzchni komorki bakteryjnej, niszczac btone zewnetrzng, a tym samym
umozliwiajac lizozymom penetracj¢ do wnegtrza bakterii i zniszczenie $ciany
komorkowej. Z drugiej strony PEG-DendAgNP maja zupehlie inny mechanizm
dziatania. Lancuchy PEG zawierajace zlozony lizozym spowodowaly agregacje
bakterii 1 wzrost lokalnego stezenia enzymu w poblizu btony bakteryjnej, tym samym
hamujac wzrost bakterii. Jest to spowodowane gromadzeniem si¢ enzymu w jednym
miejscu na powierzchni bakterii 1 wnikaniem do niej poprzez niewielkie uszkodzenie
btony z powodu interakcji nanoczasteczek z btong. Wyniki tego badania poszerzyty
wiedze odnosnie skuteczniejszych nanonos$nikow biatek przeciwdrobnoustrojowych.

W kolejnej naszej publikacji ,,Skrzyniarz K, Takvor-Mena S, Lach K, Lysek-
Gladysinska M, Barrios-Gumiel 0, Cano J, Ciepluch K. Molecular mechanism of
action of imidazolium carbosilane dendrimers on the outer bacterial membrane - From
membrane damage to permeability to antimicrobial endolysin’’. J Colloid Interface
Sci. 2024 Jul, 665:814-824, doi: 10.1016/.jcis.2024.03.130, zbadalismy kationowe
uktady dendrytyczne takie jak dendrymery imidazoliowe karbosilanow . WybraliSmy
jeden typ z pojedyncza grupa kationowa (metyloimidazolium) i1 drugi z ta sama grupa
kationowa, ale przylaczony do grupy funkcyjnej (z fragmentem pirydylowym),
zdolnej do nawigzywania interakcji z btonami poprzez wigzanie wodorowe lub
oddzialywania elektrostatyczne jonowo-dipolowe. WykorzystaliSmy r6zne modele
zewnetrznej btony bakterii Gram-ujemnych: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa i Acinetobacter baumannii. Dodatkowo oceniliSmy taczny wplyw
dendrymerow i antybakteryjnej endolizyny na P. aeruginosa. Nasze wyniki pokazuja,
ze mechanizm dzialania zalezy od rodzaju dendrymeru i sktadu lipidowego btony.
Wykazalismy rowniez, Ze zmiana ptynnosci blony i przepuszczalnos$ci dla endolizyny
przez dendrymery metyloimidazoliowe 1 pirydyloimidazoliowe moze odgrywac
istotniejsza role w aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w pordéwnaniu z

uszkodzeniem btony spowodowanym przez dendrymery o fadunku dodatnim.
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Nastgpnie skupiliSmy si¢ na badaniu wlasciwosci przeciwbakteryjnych
nanowtokien polimerowych, ktore ze wzgledu na wysoki stosunek powierzchni do
objetosci, wysoka porowato$¢ i1 dobrg wytrzymato$¢ mechaniczng, wydajg si¢
obiecujacymi materiatami wielofunkcyjnymi do zastosowan biomedycznych. Dzieki
swojej jednokierunkowej strukturze, imitujgcej macierz pozakomorkowa (ECM),
moga by¢ stosowane jako rusztowania do adhezji i proliferacji komorek. Ponadto
wlaczenie grup aktywnych wewnatrz nanowlokna moze nada¢ wiasciwosci
bakteriobojcze. Uzyskane wyniki badan opublikowano w pracy: ,,Lasak M, Nirwan
VP, Kuc-Ciepluch D, Lysek-Gladysinska M, Javier de la Mata F, Gomez R, Fahmi
A, Ciepluch K. Dendronized Ag/Au Nanomats: Antimicrobial Scaffold for Wound
Healing Bandages’’. Macromol Biosci. 2024 Jun; 24(6):2300513, doi:
10.1002/mabi.202300513. Proponowane nanomaty to elektroprzedzone nanowldkna
zawierajace nanoczastki ztota (Au) osadzone w mieszaninie kopolimeru PL-b-CL
(70:30) 1 poliwinylopirolidonu (PVP). Charakteryzuja si¢ niska cytotoksycznoscia
oraz umiarkowang immunoreaktywnoscig. Wzbogacenie ich dendronizowanymi
nanoczastkami srebra (Dend-Ag) znaczaco zwigksza aktywnos$¢ przeciwbakteryjng,
zwlaszcza wobec opornego szczepu Pseudomonas aeruginosa, oraz podnosi
cytotoksyczno$¢ makrofagow. Jednokierunkowe nanostruktury tych hybrydowych
nanomatéw wykazuja korzystne wiasciwosci fizykochemiczne 1 biologiczne,
sprzyjajace regeneracji tkanek i przyspieszonemu gojeniu ran oraz do szerokiego
zakresu zastosowan biomedycznych.

W publikacji: ,,Lach K, Skrzyniarz K, Takvor-Mena S, Lysek-Gladysinska M,
Furmanczyk P, Barrios-Gumiel O, Sanchez-Nieves J, Ciepluch K. Endolysin CHAP
domain-carbosilane metallodendrimer complexes with triple action on Gram-negative
bacteria: Membrane destabilization, reactive oxygen species production and
peptidoglycan degradation’’. Int J Biol Macromol. 2024 Oct;278(Pt 3):134634, doi:
10.1016/j.1jbiomac.2024.134634, przedstawiono trzyetapowy mechanizm dzialania
endolizyny w polaczeniu z dwoma rdéznymi metalodendrymerami srebra
karbosilanowego (CBS), w ktérych rdzen jest modyfikowany ligandami N-
heterocyklicznymi karbenowymi (NHC) koordynujacymi atom srebra. Ligandy NHC
zawieraty hydrofobowe grupy metylowe Iub donorowe grupy pirydylowe.
Skuteczno$¢ kombinacji endolizyny i dendrymeru opiera si¢ na trzech etapach:
permeabilizacji blony zewngtrznej, degradacji peptydoglikanu oraz generacji

reaktywnych form tlenu (RFT). Wyniki wykazaly, ze CBS indukuje permeabilizacj¢
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btony (pierwszy etap), ogranicza wzrost bakterii w wyzszych stezeniach zaréwno
samodzielnie, jak i w obecno$ci endolizyny, zwigksza produkcj¢ RFT (drugi etap) oraz
powoduje uszkodzenie komorek bakteryjnych (trzeci etap). Kompleks utworzony
pomiedzy domeng CHAP endolizyny a srebrnym metalodendrymerem CBS,
wykazujacy potrdjny mecha, vnizm dziatania, moze stanowic¢ obiecujaca alternatywe
dla tradycyjnych srodkéw przeciwdrobnoustrojowych o pojedynczym mechanizmie
opornosci.

Wraz ze wzrostem opornosci bakterii na antybiotyki istnieje pilna potrzeba
opracowania alternatywnych strategii przeciwbakteryjnych oraz doskonalenia
materialdow o dzialaniu przeciwbakteryjnym. Jednym z obiecujacych kierunkéw jest
kontrolowany transport substancji przeciwdrobnoustrojowych, ktory pozwala
skutecznie zapobiega¢ infekcjom wywotywanym przez szczepy oporne, szczegblnie
w terapii trudno gojacych si¢ ran. Dlatego w nast¢pnej publikacji ,,Lasak M, Lysek-
Gladysinska M, Lach K, Nirwan VP, Kuc-Ciepluch D, Sanchez-Nieves J, de la Mata
FJ, Fahmi A, Ciepluch K. ,Electrospun Nanofibers for the Delivery of
Endolysin/Dendronized Ag-NPs Complex Against Pseudomonas aeruginosa’’.
Nanotechnol Sci Appl. 2025 Feb 18;18:57-70, doi: 10.2147/NSA.S498942,
zastosowano elektroprzedzone nanowldékna PLCL/PVP  (poli(L-laktyd-ko-¢-
kaprolakton)/poliwinylopirolidon) modyfikowane dwoma $rodkami o wtasciwosciach
przeciwbakteryjnych, lecz odmiennych mechanizmach dziatania: dendrytycznymi
nanoczgstkami srebra (Dend-AgNPs) oraz endolizyng. Wykazano, Ze otrzymana
nanomata charakteryzuje si¢ znaczaca aktywno$cia przeciwbakteryjng wobec
szczepOw Pseudomonas aeruginosa opornych na antybiotyki, skutecznie hamujac ich
wzrost oraz produkcj¢ kluczowych pigmentéw i1 czynnikdw wirulencji. Ponadto
zastosowanie nanowldkien jako nos$nikéw tych czynnikéw znaczaco obnizyto ich
cytotoksycznos¢ wobec ludzkich fibroblastow. Uzyskane wyniki potwierdzaja
potencjat opracowanego materialu jako innowacyjnego opatrunku, otwierajacego
nowe perspektywy w terapii ran i zwalczaniu zakazen wywotanych przez bakterie

lekooporne.

Podjetam rowniez wspotprace z grupa badawcza dr hab. Pawla Konieczki ze
Szkoly Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Nasze wspolne badania
koncentrowaly si¢ na poszukiwaniu najskuteczniejszych zrodet selenu (Se) do

zastosowan komercyjnych, a uzyskane wyniki zostaly opublikowane w pracy ,,Bien
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D, Michalczuk M, Lysek-Gladysinska M, J6zwik A, Wieczorek A, Matuszewski A,
Kinsner M, Konieczka P. ,,Nano-Sized Seclenium Maintains Performance and
Improves Health Status and Antioxidant Potential While Not Compromising
Ultrastructure of Breast Muscle and Liver in Chickens. Antioxidants (Basel)’’. 2023
Apr 10;12(4):905, doi: 10.3390/antiox12040905. Ocenilismy wptyw réznych form selenu
nieorganicznego, organicznego, selenizowanych drozdzy oraz nanoform selenu na
jakos¢ migsa piersiowego, markery antyoksydacyjne w watrobie 1 krwi, ultrastrukturg
tkanek oraz og6lny stan zdrowia kurczat brojleréw. Ptaki zywiono standardowa dieta
komercyjng zawierajaca 0,3 mg Se/kg (selen nieorganiczny) lub dietg
eksperymentalng ze zwigkszonym poziomem selenu (0,5 mg/kg). Wykazano, zZe
zastosowanie nanoform selenu w porownaniu z selenianem sodu znaczaco zwickszato
zawarto$¢ kolagenu w migéniach piersiowych, nie wptywajac negatywnie na ich
wlasciwosci fizykochemiczne ani na wydajno$¢ wzrostu. Dodatkowo, wyzsza dawka
selenu w postaci nano-Se sprzyjata wydtuzeniu sarkomeroéw w migsniach piersiowych,
redukcji uszkodzen mitochondriow w hepatocytach oraz poprawie parametrow
oksydacyjnych. Zastosowanie nano-Se w ilosci 0,5 mg/kg paszy cechowato si¢
wysoka biodostepnosciag i niska toksycznoscia, przy jednoczesnej poprawie jakosci
migsa i stanu zdrowia ptakow. Selen w postaci nanoczasteczek skutecznie wspierat
wydajno$¢, potencjat antyoksydacyjny oraz integralno$¢ ultrastrukturalng migsni i
watroby kurczat brojlerow.

Kolejna moja aktywnos$¢ naukowa zwigzana jest z realizacja badan prowadzonych
we wspolpracy z Medycznym Laboratorium Diagnostycznym podmiotu
leczniczego Meduniv Sp. z o.0. w Kielcach, w gdzie w 2021 roku podjetam
dodatkowa, roczng prac¢ na podstawie umowy zlecenia, w okresie pandemii
wywolanej przez wirusa SARS-CoV-2 odpowiedzialnego za zachorowania na
COVID-19. W trakcie tego okresu nabytam nowe umiejetnosci w zakresie procedur
diagnostyki molekularnej, obejmujace przygotowanie probek biologicznych oraz
prowadzenie reakcji PCR. Analizowatam uzyskane wyniki badan zaréwno do celow
diagnostycznych, jak i naukowych. Materiat biologiczny (RNA wirusa SARS-CoV-2)
wyizolowany od pacjentow z zakazeniem COVID-19 poddano analizie zmienno$ci
genu RdRp w korelacji z r6znym przebiegiem klinicznym choroby. Uzyskane wyniki
badan zostaly opublikowane w artykule: Majchrzak M, Madej L., Lysek-Gladysinska
M, Zargbska-Michaluk D, Zegadto K, Dziuba A, Nogal-Nowak K, Kondziotka W,
Sufin I, Myszona-Tarnowska M, Jaskowski M, Kedzierski M, Maciukaj¢ J,
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Matykiewicz J, Gluszek S, Adamus-Bialek W. ,,The RdRp genotyping of SARS-CoV-
2 isolated from patients with different clinical spectrum of COVID-19"’. BMC Infect
Dis. 2024.4;24(1):281, doi: 10.1186/s12879-024-09146-x. Liczba wariantow RdRp
byla dodatnio skorelowana z cigzkoscig zachorowania na COVID-19 i starszymi
pacjentami ptci meskiej. WykryliSmy cztery zmiennosci genetyczne, ktore znaczaco
zwigkszyly ryzyko hospitalizacji pacjentow z COVID-19 (14676C > T, 14697C > T,
15096 T > C 1 15279C > T), podczas gdy wariant 15240C > T byt powszechny wsrdd
szczepOw izolowanych od pacjentdow ambulatoryjnych. Zidentyfikowane warianty
genetyczne przeszukano w bazie danych GISAID i ich obecnos$¢ rowniez potwierdzita
zaobserwowang korelacje. Zidentyfikowane mutacje moga potencjalnie postuzy¢ do
oceny zwigkszonego ryzyka hospitalizacji u pacjentow z pozytywnym wynikiem testu
na COVID-19. Potrzebne sg jednak badania eksperymentalne i obszerne dane
epidemiologiczne, aby zbada¢ zwigzek migdzy poszczegdlnymi mutacjami, a
cigzkos$cia przebiegu COVID-19.

Celem nastepnej publikacji byto zbadanie w jaki sposob trzecia dawka szczepionki
przeciwko COVID-19 koreluje z dynamikg pozioméw przeciwcial 1gG przeciwko
biatku kolca (biatku S) wirusa SARS-CoV-2 w grupie zdrowych osob. Uzyskane
wyniki opublikowano w pracy: Lysek-Gladysinska M, Starz M, Borowiec-S¢k A,
Sufin I, Wieczorek A, Chrapek M, Zargbska-Michaluk D, Sufin P, Gluszek S,
Adamus-Biatek W. ,,The Levels of Anti-SARS-CoV-2 Spike Protein IgG Antibodies
Before and After the Third Dose of Vaccination Against COVID-19’. J Inflamm Res.
2023 Jan 11;16:145-160, doi: 10.2147/JIR.S394760. Wykazalismy, ze poziomy IgG byty
istotnie wyzsze 1 mniej zréznicowane po tym samym czasie obserwacji po drugim
szczepieniu w porOwnaniu z pierwszym szczepieniem. Poziomy przeciwcial byly
dodatnio skorelowane u kobiet, pracownikow stuzby zdrowia, osob starszych i
uczestnikow z negatywna historiag COVID-19. Ponadto wzrost przeciwcial IgG po
drugim szczepieniu przypominajgcym korelowat odwrotnie z poziomem wyjsciowym
przeciwcial przed szczepieniem. Szczepienia przypominajace wydajg si¢ lepiej
stymulowa¢ pami¢¢ immunologiczng, a w przypadku granicznego poziomu IgG
indukuja najwigkszy wzrost przeciwcial. Dlatego warto monitorowaé poziom
przeciwcial przed przyjeciem szczepionki 1 propagowac szczepienia przeciw COVID-
19.
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6 Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

6.1 Uczestnictwo w programach europejskich oraz innych programach

miedzynarodowych i krajowych.

Bratam udziat w nastepujacych programach dydaktyczno - naukowych:

1) ,,Progress: Gospodarka-Edukacja-Sukces’” (POK1..04.01.01-00-077/10).

Program byt realizowany przez Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach
w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki, Priorytet IV Szkolnictwo Wyzsze
1 Nauka. Poddziatanie 4.1.1 Wzmocnienie potencjalu dydaktycznego uczelni.
Z tego programu odbytam dwumiesi¢czny staz dydaktyczno-naukowy w University of

East Anglia, Norwich, UK (maj-lipiec, 2014).

2) Program Erasmus+

Uczestniczylam w 3 wyjazdach zagranicznych z programu Unii Europejskiej
Erasmus+ w trakcie ktorych prowadzitam zajecia dydaktyczne dla studentéw w jezyku
angielskim.

e Universita’ Degli Studi Della Tuscia Di Viterbo, Department for Innovation in

¢ Biological Systems, Food and Forestry (DIBF), Viterbo,Wlochy, 1 tydzien,
2014.

e Universita’ Degli Studi Della Tuscia Di Viterbo, Department for Innovation in
Biological Systems, Food and Forestry (DIBF), Viterbo Wtochy, 1 tydzien,
2017.

e Shibaura Institute of Technology, Department of Applied Chemistry, Toyosu,
Koto-ku, Tokyo, Japonia, 1 tydzien, 2019.

6.2. Osiagnigcia dydaktyczne

Prowadzitam wyktady, ¢wiczenia i laboratoria na kierunkach:
1) Lekarskim: podstawy biologii komorki (laboratoria i ¢wiczenia), ultrastruktura
komorki (wyktady, laboratoria, ¢wiczenia) w jezyku polskim 1 angielskim,

cytofizjologia w jezyku angielskim (wyktady, laboratoria, ¢wiczenia) -1 rok.
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2) Biologii: Biologia komorki (laboratoria)- 3 rok, Podstawy gerontologii (wyktady,
konwersatoria) — 1rok, Regulacja sygnalizacji komodrkowej (wyktady) - studia
doktoranckie, Podstawy technik mikroskopowych (wyklady, laboratoria) -1 rok,
Nowoczesne techniki mikroskopowe (wyktady) - 5 rok.

3) Biotechnologii: Biologia komorki (laboratoria) - 1 rok, Techniki mikroskopowe w
jezyku polskim 1 angielskim (wyktady, laboratoria) — 1 rok.

4) Kosmetologii: Cytofizjologia (laboratoria) - 1 rok.

5) Informatycznych systemach diagnostycznych: Mikroskopia w medycynie
(wyktady) - 2 rok

6) Bylam opiekunem studiow na kierunku biologia w latach 2009/2010

7) Byla promotorem 30 prac magisterskich w latach 2006-2025 1 27 prac
licencjackich, oraz recenzentem kilkunastu prac magisterskich 1 licencjackich.

8) Obecnie jestem promotorem pomocniczym mgr Karoliny Lach w Instytucie
Biologii UJK w Kielcach. Obrona pracy doktorskiej pt. ,,Badanie wtasciwosci
przeciwbakteryjnych nanoczastek dendrytycznych wzmacniajacych dziatanie
endolizyn fagowych przeciwko bakteriom gram-ujemnym — ocena aktywnosci
przeciwbakteryjnej 1 dzialania cytotoksycznego w badaniach in vitro®’

przewidziana jest na maj 2026 roku.

6.3 Osiagniecia w zakresie popularyzacji nauki

1) Prowadzitam weekendowe zajecia z milodziezg licealng w ramach programu:
P0.03.01.00-00-C070/16; UNIWERSYTET MLODYCH, grudzien 2020, styczen
2021.

2) Prowadzitam warsztaty dla mtodziezy licealnej w ramach cyklicznego wydarzenia
popularyzujacego nauke ,,Noc Biologdw” organizowanego w Instytucie Biologii w
latach 2018-2025.

3) Prowadzitam warsztaty i laboratoria dla mtodziezy licealnej w ramach programu

,Dzisiaj uczen jutro student’’ (2024-2025).
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6.4. Wyktady na seminariach naukowym w kraju i zagranica

W ramach mobilnos$ci nauczycieli akademickich wygtositam wyktady dla studentéw i

pracownikow:

1) ,,Preparative techniques for the different types of microscopes’’. Universita’ Degli
Studi Della Tuscia Di Viterbo, Department for Innovation in Biological Systems,
Food and Forestry (DIBF), Viterbo, Wtochy, 24.09.2014.

2) ,,The effect of ionizing radiation on the morphological changes in the liver and heart
of mouse’’. University of East Anglia, Norwich Medical School, Biomedical
Research Centre, United Kingdom, 9.07.2014.

3) ,,The application of different types of microscope in biology sciences’’. Universita’
Degli Studi Della Tuscia Di Viterbo, Department for Innovation in Biological
Systems, Food and Forestry (DIBF), Viterbo, Wtochy, 20.09.2017.

4) ,,General principles of cell culture. Assessment of the effects of genotoxic factors
on in vitro cell survival’’. Shibaura Institute of Technology, Department of Applied
Chemistry, Toyosu, Koto-ku, Tokyo, Japonia, 25.05.2019.

5) ,,Zastosowanie  transmisyjnej  mikroskopii  elektronowej do  analiz
ultrastrukturalnych obiektéw biologicznych’. Zaktad Fizyki Biomedycznej
Uniwersytetu Warszawskiego, 18.11. 2021.

6) ,,Microscopic techniques in the study of interactions between nanomaterials and
nanoparticles and the outer bacterial membrane’’. National Institutes of Health,

Bethesda, Maryland, USA, 16.09.2024.

6.5 Osiggnigcia organizacyjne

1) Przewodniczaca 1 czlonek Zespotu Ewaluacji Jakosci Ksztatcenia (ZEIK) na
Wydziale Nauk Scistych i Przyrodniczych w latach 2022 - 2024.

2) Koordynator ds. Nocy Biologéw w Instytucie Biologii Uniwersytetu Jana
Kochanowskiego w Kielcach od 2024 roku.

3) Cztonek Rady Instytutu Biologii UJIK w latach 2005 - 2011; 2020 - 2024.

4) Cztonek Rady Wydzialu Matematyczno-Przyrodniczego UJK w latach 2012 -
2020.

5) Przewodniczaca Komisji  Skrutacyjnej Rady Wydzialu Matematyczno-
Przyrodniczego w latach 2012 - 2020.
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Sekretarz Rady Wydziatu Matematyczno-Przyrodniczego powotany w latach 2018
-2020.

Koordynator Wspotpracy Miedzynarodowej pomiedzy Uniwersytetem Jana
Kochanowskiego w Kielcach a Universita’ Degli Studi Tuscia w Viterbo od 2017.
Kierownik studiéw podyplomowych ,,Biologia z elementami diagnostyki’’
w Instytucie Biologii, Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach w latach

2006 —2008.
7. Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze

podac inne informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace
jego kariery zawodowej.

7.1 Udziat w projektach badawczych

Bratam wudziat w projektach jako wykonawca zadania w ktéorych bylam

odpowiedzialna za calosciowe przygotowanie materiatu do obserwacji

mikroskopowych przeprowadzonych w transmisyjnym mikroskopie elektronowym 1

analizg uzyskanych wynikow.

1))

2)

3)

4)

Siodmy Program Ramowym Europejskiej Wspolnoty Energii Atomowe;j
(FP7/2—7-2011) w ramach umowy o dotacj¢ nr 211403 (CARDIORISK) -
Wykonawca  zadania  zwigzanego z  analizami  ultrastrukturalnymi
kardiomiocytow myszy w transmisyjnym mikroskopie elektronowym.
2011-2016; MNiSWN 402 6856 40: Analiza toksycznego dzialania
promieniowania jonizujacego i antracyklin na ukfad sercowo-naczyniowy —
wykonawca.

2014-2018; NCN2013/09/B/NZ5/01815 Wptyw biatka HSPA2, nalezacego do
rodziny biatek szoku termicznego HSPA(HSP70) na modulowanie wrazliwos$ci
komorek niedrobnokomoérkowego raka ptuca na pochodne platyny — wykonawca.
2014-2019; NCN2013/11/B/NZ7/01512: Proteom, lipidom oraz miRN-om
egzosomOw uwalnianych z komorek raka glowy i szyi w odpowiedzi na czynniki

genotoksyczne — wykonawca.
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Kierowalam 15 projektami finansowanymi ze $rodkow wiasnych Uniwersytetu Jana

Kochanowskiego w Kielcach a w 6 projektach bytam cztonkiem zespotu.

1))

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

2002-2004; Aktywno$¢ ukladu lizosomalnego komorki watroby myszy po
obcigzeniu morfing i wybranymi cytostatykami - cztonek zespotu.

2002-2004; Aktywnos¢ uktadu lizosomalnego w komoérkach ssakow po
obciagzeniu C-Med 100 - cztonek zespotu.

2004-2005; Enzymy lizosomalne hepatocytow myszy jako wskaznik proceséw
starzenia’’-1, Komitet Badan Naukowych - kierownik.

2005-2007; Dynamika procesow proteolitycznych w modelowych tkankach
myszy po obcigzeniu dehydroepiandrosteronem i jego skojarzonym dziataniu z
innymi hormonami - kierownik.

2005-2007; Wptyw iscadoru M na aktywno$¢ ukladu lizosomalnego w
hepatocytach myszy - cztonek zespotu.

2005-2007; Aktywnos¢ uktadu lizosomalnego w komorkach ssakow po
obciazeniu wybranymi lekami przeciwleukotrienowymi - cztonek zespotu.
2005-2008; Zmiany biochemiczne i ultrastrukturalne w komorkach ssakow po
obcigzeniu chemioterapeutykami o réznej zawartosci wiskumin i wiskotoksyn -
cztonek zespotu.

2008-2010; Skojarzone dzialanie alkaloidow, terpenéw 1 witamin na uktad
lizosomalny w modelowych tkankach ssakow - cztonek zespotu.

2008-2010; Zmiany biochemiczne i morfologiczne w tkankach myszy po
zastosowaniu octanu megestrolu w skojarzeniu z innymi lekami cytostatycznymi

- cztonek zespotu.

10) 2010; Zmiany biochemiczne 1 ultrastrukturalne w komorkach po zastosowaniu

manumycyny A - cztonek zespotu.

11) 2008-2010; Ocena zmian biochemicznych i morfologicznych w modelowych

tkankach myszy po podaniu alkaloidow benzofenantrydynowych wyizolowanych

z Chelidonium majus - kierownik.

12) 2011-2014; Adaptacyjne zmiany w modelowych komorkach in vitro i in vivo pod

wplywem chemioterapii i1 radioterapii - cztonek zespotu.

13) 2019-2020; Mini grant Rektora UJK - Analiza profilu ultrastrukturalnego

egzosomow wyizolowanych z komorek raka glowy 1 szyi (RgiSz) eksponowanych

na czynniki genotoksyczne - kierownik.
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14) 2020/2021; Grant specjalny Rektora UJK przeznaczony na publikacje w
czasopismach recenzowanych - kierownik.

15) 2020/2021; Mini grant Rektora UJK - Analiza zmian ultrastrukturalnych i
biochemicznych w modelowych liniach komérkowych poddanych dziataniu
chlorku berberyny - kierownik.

16) 2021-2022;- Mini grant Rektora UJK - Wplywu kurczat brojlerow réznych zrodet
1 poziomu selenu na zmiany morfologiczne tkanki mig$nia piersiowego -
kierownik.

17) 2022-2023; Mini grant Rektora UJK - Ocena zmian morfologicznych w tkance
migéniowe] serca myszy po iniekcji doksorubicyny w skojarzeniu z
promieniowaniem jonizujgcym - kierownik.

18) 2023-2024; Mini grant Rektora UJK - Zmiany biochemiczne i morfologiczne w
watrobie kurczat zywionych réznymi formami i poziomami selenu - kierownik.

19) 2024; Uzyskanie dofinansowania ze $rodkoéw budzetu panstwa w ramach

programu ,,Nauka dla Spoteczenstwa’’ na realizacje projektu pt:,,Opracowanie
nanomaterialu  na  bazie nanowldokien zmodyfikowanymi  biatkami
antybakteryjnymi’’- kierownik projektu.
Efektem realizacji badan zwigzanych z tym projektem jest publikacja: Lasak M,
Lysek-Gladysinska M, Lach K, Nirwan VP, Kuc-Ciepluch D, Sanchez-Nieves J,
de la Mata FJ, Fahmi A, Ciepluch K. Electrospun Nanofibers for the Delivery of
Endolysin/Dendronized Ag-NPs Complex Against Pseudomonas aeruginosa.
Nanotechnol Sci Appl. 2025 Feb 18;18:57-70. doi: 10.2147/NSA.S498942.

20) 2023-2024; Kierownik Projektu Specjalnego przyznanego w celu odbycia wyjazd
zagranicznego. Efektem realizacji projektu byl 3 tygodniowy staz w National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, Waszyngton, USA, 06.09.2024-
25.09.2024 (3 tygodnie).

21) 2024-2026; Mini grant Rektora UJK - Efekt oddzialywania promieniowania
jonizujgcego na aktywno$¢ enzymow lizosomalnych i ultrastrukture hepatocytow

myszy - kierownik.

7.2 Pozostate aktywno$ci naukowe

W ramach wspotpracy z pracownikami Collegium Medicum Uniwersytetu Jana

Kochanowskiego bratam udzial w badaniach, celem ktorych bylo wykazanie zwigzku
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migdzy czasem trwania karmienia piersig, a czgstos$cia wystepowania zespotu
metabolicznego (MetS) i jego sktadowych u kobiet w okresie okolomenopauzalnym.
Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracy ,,Suliga E, Ciesla E, Gluszek-Osuch
M, Lysek-Gladysinska M, Wawrzycka I, Gluszek S. ,,Breastfeeding and Prevalence
of Metabolic Syndrome among Perimenopausal Women’’. Nutrients. 2020 Sep
3;12(9):2691, doi: 10.3390/nu12092691. Wykazalismy, ze catkowity czas karmienia
piersig dluzszy niz 12 miesi¢cy znaczaco zmniejszyt ryzyko wystapienia zespotu
metabolicznego w badanej populacji. Dodatkowe analizy przeprowadzone w trzech
kategoriach porodéw wykazaly, ze najsilniejszy efekt ochronny przed zespotem
metabolicznym stwierdzono w przypadku laktacji trwajacej maksymalnie 18 miesiecy
oraz u kobiet z co najmniej dwojka dzieci. Ponadto kobiety z wigcej niz trojka dzieci
miaty nizsze szanse na wzrost stezenia TG a te, ktore karmity piersig przez 1-6
miesi¢cy, miaty rowniez nizsze ryzyko otytosci brzusznej. Dlatego karmienie piersig
moze by¢ zalecane w celu zmniejszenia ryzyka wystapienia zespolu metabolicznego 1
jego skladnikow w pozniejszym zyciu. Wsparcie ze strony pracownikéw stuzby
zdrowia 1 interwencje wspierajace laktacje moga znaczaco wplyna¢ na wskazniki
karmienia piersig.

W kolejnej pracy ,,Filipiak A, Chrapek M, Literacka E, Wawszczak M, Gluszek S,
Majchrzak M, Wrébel G, Lysek-Gladysinska M, Gniadkowski M, Adamus-Biatek
W. ,,Pathogenic Factors Correlate With Antimicrobial Resistance Among Clinica
Proteus mirabilis Strains’’. Front Microbiol. 2020 Nov 25;11:57938, doi:
10.3389/fmicb.2020, przeprowadzono analize¢ wlasciwosci patogennych wybranych
grup klinicznych izolatow P. mirabilis, wrazliwych na antybiotyki 1
wiclolekoopornych (MDR), zebranych ze szpitali w rdznych regionach Polski.
Szczepy zbadano na podstawie wystgpowania gendéw wirulencji, produkcji ureazy i
hemolizyny, tworzenia biofilmu oraz zdolnosci do namnazania si¢. Dodatkowo,
szczepy scharakteryzowano na podstawie testu Dienesa 1 wzoréw wrazliwosci na
antybiotyki. Wykazano, ze szczepy MDR czgséciej wykazujg pokrewienstwo niz
szczepy wrazliwe. Szczepy, ktore byly w stanie utworzy¢ silniejszy biofilm, mialy
szersze profile oporno$ci na leki przeciwdrobnoustrojowe. Stwierdzono réwniez, ze
najsilniejszy wzrost korelowatl z wrazliwos$cia na wigkszo$¢ antybiotykow. Korelacje
opisane w niniejszej pracy zachecaja do dalszych badan nad mechanizmami

patogennosci P. mirabilis.
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7.3 Kursy i szkolenia

W ramach podnoszenia swoich kwalifikacji bratam udziat w licznych szkoleniach:

1) Ukonczone szkolenie dla oséb odpowiedzialnych za planowanie procedur
1 doswiadczen, ich przeprowadzanie, wykonywanie procedur oraz usmiercanie
zwierzat wykorzystywanych w procedurach. Polskie Towarzystwo Nauk
o Zwierz¢tach Laboratoryjnych, PIWet, Pulawy, 25 - 27 kwietnia 2006 r.

2) Ukonczone szkolenie w Centrum Onkologii w Krakowie pt. ,, Wybrane zagadnienia
z diagnostyki biochemicznej chorob nowotworowych”. Centrum Ksztalcenia
Podyplomowego Fundacji Rozwoju Diagnostyki Laboratoryjnej, 8 - 11 maja
2006 r.

3) Ukonczone szkolenie w Klinice Chorob Metabolicznych Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie pt. ,, Postepy w zakresie patogenezy,
rozpoznawania, zapobiegania i leczenia powiklan cukrzycy”. Centrum Ksztalcenia
Podyplomowego Fundacji Rozwoju Diagnostyki Laboratoryjnej, 13—15 listopada
2006 r.

4) Udziat w szkoleniu ,,System finansowania badan naukowych oraz procesu
wdrazania technologii”, Kielce, 14 maja 2009 r.

5) Udzial w szkoleniu ,, Ochrona wiasnosci intelektualnej w Polsce i Unii
Europejskiej”, Kielce, 18 czerwca 2009 r.

6) Ukonczony cykl seminariow ,,Nauka dla biznesu — Uniwersytet inkubatorem
komercjalizacji badan naukowych”, obejmujacy:

e Integracja srodowisk spoteczno-gospodarczych na rzecz inmowacji — stan
obecny i perspektywy, Kielce, 4 grudnia 2008 r.

e Innowacyjne potrzeby przedsiebiorstw, Kielce, 8 stycznia 2009 r.

o Ustugi okolobiznesowe i transfer technologii w komercjalizacji badan
naukowych, Kielce, 12 marca 2009 r.

e Tworzenie warunkow i instrumentow wspierajgcych nauke i przedsigbiorstwa
w komercjalizacji wiedzy, Kielce, 23 kwietnia 2009 r.

7) Ukonczone szkolenie dla 0s6b odpowiedzialnych za planowanie i przeprowadzanie
procedur oraz do$wiadczen na zwierzgtach, wykonujacych procedury
1 uSmiercanie zwierzat wykorzystywanych w procedurach. Polskie Towarzystwo

Nauk o Zwierzgtach Laboratoryjnych (PolLASA), 30 listopada — 4 grudnia 2015 r.
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8) Wolontariat w Laboratorium Inzynierii Tkankowej i Banku Tkanek, Centrum
Naukowo-Badawcze Artmedik Sp. z o.0., Kielce, lipiec—wrzesien 2020 r.

9) Udziat w warsztatach ,, Biotechnologia molekularna dla zdrowia” organizowanych
przez Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie, 21-22 lutego 2012 r.

10) Udziat w szkoleniu w ramach projektu ,, Uniwersytet otwarty na potrzeby osob z

niepetnosprawnosciami” — szkolenie dla kadry dydaktycznej

7.4 Czlonkostwa 1 petnione funkcje

1) Czlonek Polskiego Towarzystwa Diagnostéw Laboratoryjnych (PTDL) w latach
2005 - 2008.

2) Czlonek Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem z siedzibg
w Gliwicach, od 2013 r.

3) Czlonek Swietokrzyskiego Oddzialu Towarzystwa Epidemiologéw i Lekarzy
Choréb Zakaznych od 2018 r.

4) Czlonek Polskiego Towarzystwa Badan Radiacyjnych od 2023 r.

7.5 Nagrody i wyrdznienia

1) Medal Brazowy za dlugoletnig stuzbe, przyznany w 2014r.

2) Nagroda indywidualna I stopnia Rektora Uniwersytetu Jana Kochanowskiego
w Kielcach za wyr6zniajace osiggnigcia naukowe w roku akademickim 2023/2024.

3) Nominacja Kapituly Redakcji ,,Echa Dnia’’ do tytutu Osobowos¢ Roku 2024

w kategorii Nauka.
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