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1. Imie i nazwisko

Paulina Sicinska
ORCID: 0000-0002-6139-2613

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajgcego
stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

2000 Magister biologii w zakresie biochemii.
Praca wykonana w Katedrze Genetyki Molekularnej Woydziatu Biologii
i Nauk o Ziemi Uniwersytetu tédzkiego pod tytutem ,Wptyw cyjanotoksyn na
oksydaze cytochromu c”
Promotor: Prof. dr hab. Zofia Walter

2005 Doktor nauk biologicznych w zakresie biofizyki.
Praca wykonana w Katedrze Biofizyki Skazern Srodowiska Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tddzkiego pod tytutem ,Wpfyw toksyn
sinicowych na erytrocyty cztowieka”

Promotor: Prof. dr hab. Wirgiliusz Duda.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych

2006-2010 Specjalista biofizyk w zakresie cytometrii w grupie pracownikow naukowo-
technicznych. Pracownia Cytometrii, Katedra Biofizyki Molekularnej (obecnie Katedra
Biologii Nowotworéw i Epigenetyki), Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,

Uniwersytet tédzki.
Od 01.11.2010 Adiunkt naukowo-dydaktyczny, Katedra Biofizyki Skazer Srodowiska,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet tédzki.
4. Omowienie osiggniec, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pdzn. zm.)

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

Osiggniecie naukowe stanowi cykl 5 powigzanych tematycznie publikacji naukowych

pod wspdlnym tytutem:
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4.2. Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe zawarte w niniejszej rozprawie
habilitacyjne

Liste publikacji, wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego zgtoszonego we wniosku
habilitacyjnym wraz z opisem mojego wkiadu oraz wskaznikami bibliometrycznymi
przedstawitam ponizej (kopie publikacji znajdujg sie w Zatgczniku nr. 5, a oswiadczenia
wspotautoréw w Zatgczniku nr. 6). Wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach
z listy Journal Citation Reports (JCR).

Sumaryczny wspdtczynnik oddziatywania (Impact Factor, IF) wynosi: zgodnie z rokiem
opublikowania: 23,906 (IF2022/2023 = 26,896).

taczna liczba punktéw MEIN wynosi 620%*.

Liczba cytowan (bez autocytowan) wg bazy Web of Science wynosi 70, wg bazy Scopus rowna
jest 78.

Sicinska P.

Di-n-butyl phthalate, butylbenzyl phthalate and their metabolites induce haemolysis and
eryptosis in human erythrocytes.

Chemosphere. 2018 Jul; 203:44-53.doi: 10.1016/j.chemosphere.2018.03.161.

IF2018 = 5,108; IF 2022/2023 = 8,80; MEiN* = 140 pkt

Liczba cytowan (bez autocytowan) = 33 (Web of Science), 35 (Scopus).

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na: opracowaniu koncepcji badarn, wyborze
metodyki badan, przygotowaniu prob do analizy, wykonaniu oznaczen, opracowaniu i analizie
wynikéw. Napisaniu publikacji, prezentacji danych, wystaniu publikacji do czasopisma,
prowadzeniu korespondencji z Edytorem, zmodyfikowaniu manuskryptu zgodnie z sugestiami
Recenzentdw, udzielaniu odpowiedzi na uwagi i pytania w trakcie recenzji pracy.

MGdj udziat procentowy wynosi 100%.

Sicinska P., Kik K., Bukowska B.

Human Erythrocytes exposed to phthalates and their metabolites alter antioxidant enzyme
activity and hemoglobin oxidation.

Int J Mol Sci. 2020 Jun 24;21(12):4480. doi: 10.3390/ijms21124480.

IF2020 = 5,923, IF 2022/2023 = 5,60; MEIN* = 140 pkt

Liczba cytowan (bez autocytowan) = 11 (Web of Science), 12 (Scopus).

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na: opracowaniu koncepcji badan, wyborze
metodyki badan, wykonaniu oznaczen, opracowaniu i analizie wynikéw, napisaniu wstepnej
wersji publikacji i prezentacji danych, wspotftworzeniu ostatecznej wersji pracy, wystaniu
publikacji do czasopisma i prowadzeniu korespondencji z Edytorem, zmodyfikowaniu
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manuskryptu zgodnie z sugestiami Recenzentow, wspdfuczestniczeniu w udzielaniu
odpowiedzi na uwagi i pytania w trakcie recenzji pracy.
Moj udziat procentowy oceniam na 80%.

Sicinska P.

Di-n-butyl phthalate, butylbenzyl phthalate, and their metabolites exhibit different
apoptotic potential in human peripheral blood mononuclear cells.

Food Chem Toxicol. 2019 Nov;133:110750. doi: 10.1016/j.fct.2019.110750.

IF2019 = 4,679; IF2022/2023 = 4,3; MEIN* = 100 pkt

Liczba cytowan (bez autocytowan) = 11 (Web of Science), 12 (Scopus).

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na: opracowaniu koncepcji badan, wyborze
metodyki badan, przygotowaniu prob do analizy, wykonaniu oznaczen, opracowaniu i analizie
wynikow. Napisaniu publikacji, prezentacji danych, wystaniu publikacji do czasopisma,
prowadzeniu korespondencji z Edytorem, zmodyfikowaniu manuskryptu zgodnie z sugestiami
Recenzentdw, udzielaniu odpowiedzi na uwagi i pytania w trakcie recenzji pracy.

Moj udziat procentowy wynosi 100%.

Sicinska P., Mokra K., Wozniak K., Michatowicz J., Bukowska B.

Genotoxic risk assessment and mechanism of DNA damage induced by phthalates and their
metabolites in human peripheral blood mononuclear cells.

Sci Rep. 2021 Jan 18;11(1):1658. doi: 10.1038/s41598-020-79932-5.

IF2021 = 4,996; IF2022/2023 = 4,996; MEIN* = 140 pkt

Liczba cytowan (bez autocytowan) = 14 (Web of Science), 18 (Scopus).

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan, wyborze
metodyki badan, wspdfprzygotowaniu materiatu biologicznego do badan, wykonaniu
oznaczen, analizie wynikdw (oprdcz analizy densytometrycznej Zelu), prezentacji graficznej
danych (oprécz wykreséw dotyczqcych analizy densytometrycznej zelu), sformutowaniu
wnioskow i przygotowaniu pracy do druku, petnitam role autora korespondencyjnego
(wystatam prace do czasopisma, prowadzitam korespondencje z Edytorem),
wspotuczestniczytam w korekcie manuskryptu po recenzjach i udzielaniu odpowiedzi na uwagi
i pytania w trakcie recenzji pracy.

Modj udziat procentowy szacuje na 75%.

Sicinska P., Jabtoniska E., Bukowska B., Balcerczyk A., Reszka E.

The selected epigenetic effects of phthalates: DBP, BBP and their metabolites: MBP, MBzP
on human peripheral blood mononuclear cells (In Vitro).

Toxicol In Vitro. 2022 Aug;82:105369. doi: 10.1016/j.tiv.2022.105369.
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IF2022 = 3,20; IF2022/2023 = 3,20 MEiIN* = 100 pkt
Liczba cytowan (bez autocytowan) = 1 (Web of Science), 1 (Scopus).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: wspdtftworzeniu koncepcji badawczej pracy,
wspotwyborze metodyki badan, przygotowaniu préb do analizy, wykonaniu wszystkich
oznaczen, opracowaniu wynikow badan, wspdtinterpretacji otrzymanych wynikdéw, napisaniu
wstepnej wersji publikacji i prezentacji danych, wspdftworzeniu ostatecznej wersji pracy,
petnitam role autora korespondencyjnego (wystatam prace do czasopisma, prowadzitam
korespondencje z Edytorem), wspdtuczestniczytam w korekcie manuskryptu po recenzjach
i udzielaniu odpowiedzi na uwagi i pytania w trakcie recenzji pracy.

Moj udziat procentowy oceniam na 70%.

* Zatgcznik do Komunikatu Ministra Nauki z dnia 17 lipca 2023 r. w sprawie wykazu czasopism naukowych i recenzowanych
materiafow z konferencji miedzynarodowych. Na podstawie art. 267 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 22023 r. poz. 742, 1088 i 1234).

4.3. Opis osiggniecia naukowego

Podstawg mojego osiggniecia naukowego jest pie¢ oryginalnych prac badawczych
opublikowanych w latach 2018-2022. W badaniach tych podjetam probe wyjasnienia
mechanizmu dziatania wybranych ftalandéw i ich metabolitéw w dwdch rodzajach komaorek
krwi cztowieka w uktadzie in vitro.

Ftalany, sg najwiekszg grupa plastyfikatorow stosowanych na swiecie. Z jednej strony
zwigzki te zapewniajg nam ,wygode” konsumencky z drugiej strony badania analityczne
i epidemiologiczne coraz czesciej wykazujg obecnos¢ ftalandw w organizmie cztowieka oraz
ich szkodliwe dziatanie. Ftalany z chemicznego punktu widzenia sg pochodnymi kwasu
ftalowego w postaci soli lub estréw. Ze wzgledu na swoje wtasciwosci zmiekczajgce stosowane
sg W przemysle spozywczym (opakowania do zywnosci), kosmetycznym (perfumy,
dezodoranty, kremy, balsamy, lakiery do paznokci) czy farmaceutycznym (pojemniki do
pobierania oraz konserwacji krwi, zestawy do transfuzji i infuzji, rurki tracheotomijne,
wenflony, cewniki, sktadnik otoczki tabletek powlekanych) [Bahadariin., 2014; Lin i in., 2015;
Yan i in., 2016]. Zuzycie tych zwigzkéw w Europie wynosi okoto 1 miliona ton rocznie,
natomiast na catym swiecie okoto 30 miliondw ton rocznie [Netiin., 2015; Serranoiin., 2014].
Ftalany stanowig duze zagrozenie, poniewaz nie wigzg sie kowalencyjnie z tworzywami do
ktérych sg dodawane, przez co mogga z nich z tatwoscig migrowac¢ do pozywienia, wody,

powietrza, kosmetykdéw czy produktéw codziennego uzytku. Do organizmu cztowieka dostajg
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sie drogg pokarmowg, oddechowg lub przez bezposredni kontakt ze skérg [Pie i in., 2013;
Xiaowei i in., 2015; Kolarik i in., 2008].

W 2008 roku cztery ftalany: ftalan bis(2-etyloheksylu) (DEHP), ftalan dibutylu (DBP),
ftalan benzylu butylu (BBP) i ftalan diizobutylu (DIBP) zostaty zaliczone do grupy substancji
wzbudzajgcych szczegdlne obawy (ang. Substances of Very High Concern, SVHC) przez
Europejska Agencje Chemikaliéw (ang. European Chemicals Agency, ECHA),. Tego rodzaju
substancje mogg miec¢ powazny wptyw na zdrowie ludzi i Srodowisko. Sg to przede wszystkim
substancje rakotwodrcze, mutagenne, dziatajgce szkodliwie na rozrodczos¢, zaburzajgce
funkcjonowanie uktadu hormonalnego, jak i substancje okreslane jako trwate lub wykazujace
zdolnos¢ do bioakumulacji [https://echa.europa.eu/-/chemicals-in-our-life-chemicals-of-
concern-svhc]. Ponadto Komisja Unii Europejskiej w Dyrektywie 2015/863 z dnia 31.03.2015
zastosowata ograniczenia zgodnie z ktérymi zabawki zawierajgce DEHP, BBP oraz DBP
w stezeniu (obliczonym dla sumy trzech ftalandéw tgcznie) wiekszym niz 0,1 % masy materiatu
z dodatkiem plastyfikatordow, nie mogg by¢ wprowadzane do obrotu w UE. W 2018 roku ta
sama komisja zaproponowata podobne ograniczenia dla przedmiotdw ogdlnego uzytku
zawierajgcych ftalany z wytgczeniem wyrobdw przeznaczonych do stosowania wytgcznie na

otwartej przestrzeni bez dtugotrwatego kontaktu ze skérg lub btonami sluzowymi.

Do swoich badan wybratam ftalan dibutylu (DBP), ftalan benzylu butylu (BBP) orazich
metabolity ftalan monobutylu (MBP) i ftalan monobenzylu (MBzP) (Tabela 1).

Tabela 1. Wzory, masa czagsteczkowa i Log P dla badanych ftalandw.

DBP BBP MBP MBzP
Wzd CH OH ™
zor HyC—, CHy s O o
strukturalny Hogoﬁ ; b HE:;O/_/_ é)ko /\L ©¢2\©
CHy o
Wzor chemiczny C15H2204 C19H2004 C12H14O4 C15H1204

Masa 278,34 312,36 222,24 256,25
czasteczkowa

Log P 4,83 5,00 2,72 2,90

Najistotniejszym Zrdédtem narazenia ogdlnopopulacyjnego na te ftalany jest zywnosé,

z ktérej przecietny konsument pobiera DBP i BBP w ilosci okoto 7 do 10 ug/kg/dzien [Kavlock
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iin., 2002]. DBP i BBP wykryto w olejach i ttuszczach, gdzie srednie stezenie DBP wynosito 3287
ug/kg, a BBP 11083 ug/kg [Page i Lacroix, 1992; Serrano i in., 2014]. W nabiale BBP byt obecny
w ilosci 8,4 ug/kg, a w przyprawach DBP i BBP oznaczono w stezeniu 300 pg/kg [Dickson-
Spillmann i in., 2009; Trasande i in., 2013]. Zanieczyszczenia ftalanami stwierdzono réwniez
w makaronach, ryzu, owocach, warzywach, rybach, miesie, wodzie butelkowanej, piwie
i sokach [Serrano i in., 2014; Lee i in., 2014, Ceretti i in., 2010; Lin i in., 2015]. Grupami
szczegllnie narazonymi sg pacjenci przyjmujacy leki, ktdérych ostony zawieraja DBP
(szacunkowe spozycie wynosi 1-233 pg/kg/dzien) oraz pracownicy narazeni zawodowo na te
zwigzki (0,1-76 pg/kg/dzien) [Hernandez-Diaz i in. 2009; Hines i in., 2011]. Ftalany wystepuja
w znacznych stezeniach takze w powietrzu i pytach w nim zawartych [Kolarik i in., 2008].
Stezenie BBP w powietrzu moze wahac sie w granicach 0,058 ng/m?3- 3,97 mg/m?3 natomiast
DBP 1,5 - 270 ng/m?3 [Jaakkola and Knight, 2008; Pie i in., 2013; Kolena i in., 2014]. Ponadto
zwigzki te mogg rowniez przenika¢ do organizmu cztowieka poprzez kontakt skoérny
z kosmetykami zawierajgcymi ftalany. DBP wykryto w perfumach gdzie ich maksymalne
stezenie wynosito 0,642 pg/ml a maksymalne stezenie BBP wynosito 201,724 ug/ml [Heudorf
iin., 2007; Al-Salech and Elkhatib, 2016]. Po wniknieciu do organizmu w reakcji katalizowanej
przez lipazy i esterazy, BBP jest rozktadany do monoestréw, takich jak MBP i MBzP, natomiast
DBP do MBP [Frederiksen i in., 2007; Tranfo i in., 2014].

Narazenie zawodowe i Srodowiskowe populacji na ftalany prowadzi do przenikania
i obecnosci tych substancji w organizmach ludzi (Tabela 2). Wiele badan epidemiologicznych
wykazato, ze ftalany po dostaniu sie do organizmu powodujg zaburzenia w funkcjonowaniu
uktadu hormonalnego, mogga réwniez przyczynia¢ sie do powstania anemii, alergii, astmy,
otytosci, zespotu metabolicznego, cukrzycy typu 2, chordéb sercowo-naczyniowych, czy
nowotworow ztosliwych [Kim i in., 2022; Bornehag et al., 2014; Kolarik et al., 2008; Kim i in.,

2022; Codru i in., Bornehag et al., 2014; Kolarik et al., 2008; Just et al., 2012].

Tabela 2. Stezenia ftalanéw i ich metabolitéw oznaczonych w organizmie cztowieka.

DBP BBP MBP MBzP Literatura
5 _ Chen i in.,2008;
Krew zylna 0,051-7,67 pg/ml o
Krew 0,0197-5,71 pg/ml 0,0225 pg/ml Chen iin.2008;
. Liniin., 2008;
pepowinowa Huangiin., 2014
Surowica krwi 0,0008-0,0125 ug/ml  0,0008 — 0,002 pg/ml Waniin., 2013;

35,1 ug/g Genius i in., 2012
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Ptyn 0,0035 pg/ml 0,0002 pg/ml Huang i in., 2014;
owodniowy
Mocz 0,0003-0,269 pg/ml 4,6 ug/g 0,0010-1,02 pg/ml  Cheniin,2008,
K auseriin., ;
kreatyniny Blount i in., 2000;
Frommeiiin., 2007;
Polanska i in., 2016;
Hartmaniin., 2015;
Perngiin., 2017;
Frommeiiin., 2011
Mleko matki 0,022-0,093 pg/ml Chen i in. 2008;
Frommeiiin., 2011
Witosy 2-4 pg/ml 0-6 pg/ml Zhao'iin., 2017
Slina 0,0658 pug/ml  0,3536 pg/ml Silva iin., 2005

Ze wzgledu na fakt, ze ftalany wykryto w krwi zylnej, pepowinowej oraz surowicy krwi
do swoich badan wybratam dwa rodzaje komoérek krwi obwodowej cztowieka: dojrzate
erytrocyty (jako model komorek bezjadrzastych) i jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej
(jako model komaérek jadrzastych). Komérki te sg narazone na substancje toksyczne dostajgce
sie do krwi w organizmie cztowieka, a obecne prace badawcze nie pozwalajg na udzielenie
odpowiedzi jaki jest mechanizm dziatania DBP, BBP i ich metabolitow w tych komdérkach.
Badania przeprowadzitam w ukfadzie in vitro, gdyz do wstepnej oceny mechanizmow lezgcych
u podstaw toksycznosci komorkowej danego zwigzku zaleca sie najpierw wykonanie
alternatywnych testéw in vitro, rekomendowanych przez laboratorium referencyjne Unii
Europejskiej ds. wykorzystywania alternatywnych testéw na zwierzetach (ang. European
Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing, EURL-ECVAM). Testy te
z duzym naciskiem s3 popularyzowane i stosowane obecnie w Unii Europejskiej,
a wykorzystanie komoérek ludzkich dodatkowo zwieksza znaczenie uzyskanych wynikéw badan
w odniesieniu do organizmu cztowieka [https://joint-research-centre.ec.europa.eu/scientific-

activities-z/alternatives-animal-testing-and-safety-assessment-chemicals_en].

Celem moich badan byto poznanie mechanizméw dziatania wybranych ftalanéw
w bezjadrzastych i jadrzastych komoérkach krwi obwodowej cztowieka oraz odniesienie

uzyskanych wynikéw do danych dotyczacych stezenia ftalanéw oznaczonych we krwi ludzi.

Na poczatku analizowatam mechanizmy, ktére zachodza w komérkach bezjgdrzastych
krwi obwodowe] cztowieka czyli w dojrzatych erytrocytach. Erytrocyty sg komodrkami

najbardziej licznymi w ludzkim uktadzie krwionosnym. Oprdcz swojej podstawowej funkcji,
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jaka jest transport tlenu i dwutlenku wegla, biorg udziat w transporcie ksenobiotykdw. Z tego
wzgledu sg one potencjalnie narazone na rdzne substancje toksyczne dostajgce sie do
organizmu cztowieka i stanowig odpowiedni model do badan [Jarosiewicz
i in., 2017]. Ponadto pojawity sie doniesienia epidemiologiczne sugerujgce zaleznos¢ miedzy
obecnoscig ftalandw i ich metabolitdw w organizmie cztowieka a wystgpieniem anemii [Jiang
iin., 2018; Kimiin., 2022].

W pierwszym etapie badan sprawdzitam czy wybrane ftalany moga indukowa¢d
procesy przyspieszajgce usuwanie erytrocytéw z krwioobiegu. W zwigzku z tym okreslitam

wiasciwosci hemolityczne, eryptotyczne i prooksydacyjne badanych zwigzkéw.
Publikacje:

Sicinska P. Di-n-butyl phthalate, butylbenzyl phthalate and their metabolites induce haemolysis and eryptosis
in human erythrocytes. Chemosphere. 2018 Jul; 203:44-53.

Sicinska P, Kik K, Bukowska B. Human Erythrocytes exposed to phthalates and their metabolites alter

antioxidant enzyme activity and hemoglobin oxidation. Int J Mol Sci. 2020 Jun 24;21(12):4480.

W pracy pt. ,Di-n-butyl phthalate, butylbenzyl phthalate and their metabolites induce
haemolysis and eryptosis in human erythrocytes” (Al) przedstawitam badania, w ktdrych
ocenitam stopien hemolizy erytrocytow cztowieka pod wptywem DBP i BBP oraz ich
metabolitow (MBP i MBzP), po 24-godzinnej ekspozycji na te zwigzki w szerokim zakresie
stezen 0,5 -500 pg/ml. Uzyskane wyniki wykazaty, ze DBP i BBP powodowaty istotny
statystycznie wzrost stopnia hemolizy od stezenia 25 pg/ml. Metabolity wykazywaty znacznie
stabsze wtasciwosci hemolityczne, a zmiany istotne statystycznie obserwowatam od stezenia
250 pg/ml. Dodatkowo stopiert hemolizy wywotany przez DBP i BBP byt okoto dziesieé razy
wiekszy niz w przypadku metabolitéw. Do dalszych badan wybratam tylko stezenia
przedhemolityczne, dla ftalandw macierzystych byt to zakres 0,5 - 20 ug/ml, a dla metabolitéw
2,5-100 pg/ml.

Nastepnie sprawdzitam czy badane zwigzki mogg wywotywaé w krwinkach czerwonych
eryptoze. Proces ten przebiega w warunkach fizjologicznych podczas eliminacji starych lub
uszkodzonych erytrocytéow bez utraty integralnosci btony komdrkowej, zapobiegajgc w ten
sposob hemolizie nieprawidtowych komdrek [Lang i in., 2012]. Eryptoza charakteryzuje sie
m.in. zaburzeniem stanu uporzgdkowania dwuwarstwy lipidowej powigzanej z translokacjg
fosfatydyloseryny. Stwierdzitam, ze ftalany i ich metabolity zwiekszyty stopien eksternalizacji

fosfatydyloseryny w krwinkach czerwonych cztowieka. Wzrost istotny statystycznie tego
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parametru dla BBP obserwowatam od stezenia 5 pg/ml, a dla DBP od 10 pg/ml. Pod wptywem
metabolitdow MBzP i MBP zmiany istotne statystycznie zachodzity od stezenia 50 pg/ml, czyli
kilkukrotnie wyzszego niz w przypadku zwigzkéw macierzystych. W zwigzku z tym, ze
w badaniach zaobserwowatam eksternalizacje fosfatydyloseryny, ktdra towarzyszy eryptozie,
postanowitam oznaczyé inne markery charakterystyczne dla tego procesu. Do dalszej analizy
wybratam ocene poziomu jondw wapnia w cytozolu. Podczas naruszenia homeostazy
wapniowej w erytrocytach nastepuje naptyw Ca?* z przestrzeni zewnatrzkomdrkowej do
wnetrza komérki. Podwyzszony jego poziom wptywa na aktywacje skramblazy, ktéra jest
odpowiedzialna za translokacje fosfolipidéw pomiedzy dwiema monowarstwami btony
komédrkowej, co skutkuje witasnie translokacjg fosfatydyloseryny [Lang i in., 2005]. Wyniki
wykazaty, ze wszystkie badane ftalany po 24-godzinnym narazeniu erytrocytéw, podwyiszaty
stezenie jonow wapnia w krwinkach czerwonych cztowieka. DBP powodowat wzrost tego
parametru od stezenia 1 ug/ml, BBP od stezenia 2,5 pg/ml, natomiast metabolity powodowaty
istotny statystycznie wzrost poziomu jondw wapnia w cytozolu od stezenia 5 pg/ml (MBP)
i 10 pg/ml (MBzP). Wzrost poziomu jondw Ca?* w cytozolu erytrocytdw wigze sie réwniez
z aktywacjg kalpainy | (u-kalpaina), ktéra moze powodowac proteolize biatek cytoszkieletu.
Zaburza ona w ten sposéb strukture btony plazmatycznej komdérki, co utrudnia
mikrocyrkulacje i prowadzi do usuwania krwinek czerwonych z krwioobiegu [Bratosin i in.,
2001, Marczak, 2005]. Analiza tego parametru wykazata, ze ftalany jak i ich metabolity
powodowaty wzrost aktywnosci kalpainy I. DBP powodowat istotny statystycznie wzrost
aktywnosci tego enzymu juz przy stezeniu 1 pg/ml, a BBP od stezenia 2,5 pug/ml. Metabolity
wywotywaty zmiany, przy stezeniu 10 ug/ml, czyli dziesiecio i czterokrotnie wyzszym niz
zwigzki wyjsciowe. Wzrost aktywnosci tego enzymu pociggnat za sobg aktywacje kaspazy-3,
ktora odgrywa kluczowa role w efektorowej fazie programowanej Smierci komorki. Podobnie
jak dla poprzednich analizowanych parametréw, wzrost aktywnosci tego enzymu
obserwowatam po dziataniu zwigzkéw macierzystych DBP i BBP przy stezeniu kilkukrotnie

nizszym niz w przypadku metabolitow.

Proces eryptozy, ktéry zaobserwowatam we wczesniejszych badaniach moze by¢
zwigzany z powstaniem stresu oksydacyjnego i/lub utlenianiem hemoglobiny. W nastepnym
etapie swoich badan, sprawdzitam czy wybrane ftalany mogg generowa¢ reaktywne formy

tlenu (RFT), powodowaé utlenianie hemoglobiny (Hb) cztowieka i wptywaé na aktywnosé
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enzymow antyoksydacyjnych co przedstawitam w pracy pt. ,Human Erythrocytes exposed to
phthalates and their metabolites alter antioxidant enzyme activity and hemoglobin oxidation”
(A2). W organizmie cztowieka RFT odgrywajg kluczowa role w podstawowych procesach
biologicznych, jednak nadmierny ich poziom prowadzi do stresu oksydacyjnego w komarkach.
Wykazatam, ze DBP i BBP powodujg istotny statystycznie wzrost RFT juz od stezenia 1 pg/ml,
natomiast metabolity ftalanéw powodowaty wzrost tego parametru od stezenia 5 pg/ml.
Podobne efekty zaobserwowatam w przypadku tworzenia wysoce reaktywnych form tlenu
gtownie rodnika hydroksylowego, gdzie ftalany macierzyste powodowaty istotny statystycznie
wzrost tego parametru przy stezeniu czterokrotnie nizszym (2,5 pug/ml) niz ich metabolity
(10 pg/ml).

Ftalany ze wzgledu na stosunkowo wysokie wartosci logarytmu wspdtczynnika
podziatu oktanol-woda (logP), wykazujg dobrg rozpuszczalno$é¢ w lipidach, tatwo przenikaja
przez btone komdrkowgq erytrocytdw do ich wnetrza i mogg taczyc sie z Hb, wptywajgc na jej
strukture i funkcje. Dane literaturowe opierajgce sie na metodach modelowania
molekularnego sugerujg, ze ftalany tworzg kompleksy z Hb gtéwnie z udziatem sit
hydrofobowych. Interakcje te mogg zmieni¢ drugorzedowg strukture tego biatka, prowadzac
do uwolnienia zelaza, zainicjonowana reakcji Fentona i powstania RFT [Chi i in., 2016; Taniin.,
2017]. W swoich badaniach obserwowatam wzrost poziomu utleniania Hb do
methemoglobiny (metHb) korelujgcy ze wzrostem poziomu RFT i wzrastajgcymi stezeniami
stosowanych ftalanéw. Nalezy jednak podkreslic, ze DBP i BBP wykazywaty istotne
statystycznie dziatanie methemoglobinotwdrcze juz przy stezeniu 2,5 i 5 ug/ml, natomiast ich
metabolity podwyzszaty poziom metHb dopiero od stezenia 50 pg/ml. Powstawanie metHb
moze sugerowac, ze toksyczno$é¢ badanych ftalandéw jest ukierunkowana na Hb i jej
ugrupowania hemowe.

Zaobserwowany wcze$niej wzrost poziomu RFT, moze réwniez skutkowac
uruchomieniem szlakéw sygnatowych prowadzgcych do zmian w aktywnos$ci enzymoéw
antyoksydacyjnych [Ghosh i in., 2010; Arimon i in., 2015; Cheng i in., 2019]. Aby to sprawdzic,
okreslitam aktywnos¢ trzech enzymoéw antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
katalazy (CAT) i peroksydazy glutationowej (GSH-Px) w erytrocytach inkubowanych z ww.
ftalanami i ich metabolitami. Badane zwigzki po 24-godzinnym narazeniu erytrocytéw
powodowaty istotny statystycznie spadek aktywnosci SOD od stezenia 2,5 pg/ml dla DBP

i BBP, natomiast dla metabolitéw podobny spadek zaobserwowano od stezenia 10 pg/ml.
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Hamowanie aktywnosci tego enzymu wzrastato wraz ze zwiekszeniem stezenia danego
ftalanu. Badania dokowania molekularnego przeprowadzone przez Prasanth i in., (2009)
sugerujg, ze DBP i MBP mogg wigzac¢ sie w miejscu aktywnym SOD i tworzy¢ wigzania
wodorowe z resztg miejsca aktywnego argininy w pozycji 143 (R143). Miejsce to ma kluczowe
znaczenie w wigzaniu RFT podczas ich przeksztatcenia do nadtlenku wodoru i tlenu
czgsteczkowego, a kazdy zwigzek, ktéry wigze sie z R143, moze czesciowo lub catkowicie
hamowac¢ aktywnos¢ enzymatyczng dysmutazy ponadtlenkowej. Zaobserwowang zaleznos¢
wykazujgcy, ze metabolity hamujg aktywnos¢ SOD przy stezeniu kilkakrotnie wyzszym niz
zwigzki macierzyste mozna przypisac faktowi, ze ich czasteczki s3 mniejsze. W zwigzku z tym
mogaq one wigzac sie w roznych miejscach z poréwnanymi energiami wigzania, jednak nie musi
to by¢ oddziatywanie z pozycjg R143.

W wyniku reakcji dysmutacji powstaje H,0>, ktdry nastepnie jest rozktadany do wody
i tlenu z udziatem CAT i/lub GSH-Px [Nagababu i in., 2003; Bukowska i in., 2006]. W zwigzku
z tym w nastepnym etapie oznaczytam aktywnos¢ tych enzymdw. Moje badania wykazaty,
ze aktywno$¢ CAT wzrastata od stezenia 5 pg/ml po dziataniu ftalanéw macierzystych,
natomiast metabolity powodowaty istotny statystycznie wzrost aktywnosci tego enzymu od
stezenia 50 pg/ml. W erytrocytach cztowieka, ktére sg komorkami pozbawionymi jagdra, wzrost
aktywnosci CAT pod wptywem badanych ftalanéw moze by¢ spowodowany utlenianiem
hemoglobiny do formy metHb, ktora wykazuje aktywnos¢ pseudokatalazowg [Pacoiin., 2009].
Taki wiasnie efekt zaobserwowatam w swoich badaniach, gdzie wzrost aktywnosci
katalazowej korelowat ze wzrostem poziomu metHb. W przypadku GSH-Px obserwowatam
istotny statystycznie spadek aktywnosci tego enzymu po dziataniu DBP i BBP od stezenia
5 pg/ml, natomiast dla MBP i MBzP od stezenia 50 pug/ml. Zwigzki macierzyste powodowaty
istotny statystycznie spadek aktywnosci tego enzymu przy stezeniu 10-krotnie nizszym niz ich
metabolity, a efekt dziatania wzrastat wraz ze wzrostem stezenia danego ftalanu.

Silniejsze dziatanie ftalanéw macierzystych DBP i BBP niz metabolitéw MBP i MBzP
moze zalezed od ich lipofilnosci. Zwigzki, ktérych wartosé logP jest wyzsza od 3 charakteryzuja
sie wysoka lipofilnoscig i wysokim potencjatem bioakumulacji, natomiast zwigzki, dla ktérych
log P zawiera sie pomiedzy wartoscig 1 a 3 charakteryzujg sie srednig lipofilnoscig i moga
ulegaé tylko czesciowej bioakumulacji. Wartosci logP dla DBP, BBP, MBP i MBzP wynoszg
odpowiednio 4,83; 5,00; 2,72 2,90. Jak wida¢ wartos¢ logP dla DBP i BBP jest wysoka, co moze

ttumaczyé wieksze wiasciwosci prooksydacyjne, eryptotyczne i hemolityczne tych zwigzkow.
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Wynika to z tego, ze bogate w lipidy btony komérkowe sg tatwo penetrowane przez
substancje lipofilowe, ktére wnikajg do wnetrza komoérki i w wiekszym stopniu mogga

oddziatywaé na zwarte w niej sktadniki.

W badaniach na bezjgdrzastych komodrkach krwi obwodowej cztowieka

(erytrocytach) wykazatam, ze badane ftalany DBP, BBP oraz ich metabolity (MBP i MBzP):

1. Powodujg istotny statystycznie wzrost stopnia eksternalizacji fosfatydyloseryny, naptyw
jondéw wapnia do cytozolu, aktywacje kalpainy | i kaspazy-3. Wyniki te sugerujq, ze ftalany
wywotujg w krwinkach czerwonych proces eryptozy. Proces ten prowadzi do eliminacji
uszkodzonych komdrek a tym samym zapobiega hemolizie, ktorg obserwowatam dopiero przy
wyzszych stezeniach.

2. Powodujqg utlenianie hemoglobiny, prowadzq do nadmiernej produkcji reaktywnych form
tlenu oraz spadku aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza
ponadtlenkowa i peroksydaza glutationowa.

3. Zwigzki macierzyste tj.: DBP | BBP powodujg zmiany istotne statystycznie w badanych

parametrach przy stezeniach 4 - 10 krotnie nizszych niz ich metabolity MBP i MBzP.

W drugiej czesci swoich badan skupitam sie na poznaniu molekularnych mechanizméw
dziatania ftalanébw macierzystych (DBP, BBP) i ich metabolitéow (MBP i MBzP)
w jednojadrzastych komédrkach krwi obwodowej cztowieka. Komorki te odgrywajg kluczowa
role w uktadzie immunologicznym organizmu cztowieka, gdyz odpowiedzialne sg za produkcje
przeciwciat, eliminacje komdrek nowotworowych lub zakazonych wirusami, a takze za
regulacje odpowiedzi uktadu odpornosciowego [LaRosa i Orange, 2008]. Udowodniono, ze
posrednie dziatanie ksenobiotykdw moze powodowad uszkodzenie tych komdrek wywotujac
zmiany w identyfikacji markeréw powierzchniowych, produkcji cytokin oraz rozwoju chordb
autoimmunologicznych i nowotworéw [Ratomskiiin., 2007; Hartung i Corsini, 2013; Halit i in.,
2017]. Przeprowadzone przeze mnie badania mialy na celu okreslenie wiasciwosci
cytotoksycznych, proapoptotycznych, genotoksycznych oraz efektow epigenetycznych
w jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej cztowieka wywotanych przez analizowane

ftalany.
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W kolejnym etapie badan opisanym w pracy pt. ,,Di-n-butyl phthalate, butylbenzyl
phthalate, and their metabolites exhibit different apoptotic potential in human peripheral
blood mononuclear cells” (A3), ocenitam zmiany w zywotnosci jednojgdrzastych komérek krwi
obwodowej cztowieka pod wptywem badanych zwigzkéw. Parametr ten analizowany byt po
12-godzinnej i 24-godzinnej inkubacji komérek z ftalanami i pozwolit dobra¢ odpowiednie
stezenia badanych substancji do dalszych analiz. Po 12-godzinnym narazeniu komoarek istotny
statystycznie spadek zywotnosci powodowaty tylko zwigzki macierzyste: DBP i BBP
odpowiednio od stezenia 100 pg/ml i 50 pg/ml. Natomiast po 24 godzinach narazenia spadek
zywotnosci obserwowatam w przypadku wszystkich badanych ftalanéw. DBP i BBP
powodowaty istotny statystycznie spadek tego parametru od stezenia 5 pg/ml i 10 pg/mli,
natomiast metabolity od stezenia 20 pg/ml.

Nastepnie w celu okreslenia mechanizmu $mierci komérek oznaczytam odsetek
komodrek apoptotycznych i nekrotycznych po 24-godzinnym dziataniu ftalanéw. Wzrost
odsetka komodrek apoptotycznych zaobserwowatam po dziataniu zwigzkéw macierzystych
(DBP i BBP) przy stezeniach cztery (5 pug/ml) i dwa (10 pg/ml) razy nizszych niz w przypadku ich
metabolitow (20 pg/ml). Natomiast istotny statystycznie wzrost odsetka komodrek
nekrotycznych obserwowatam przy stezeniu 20 pg/ml dla DBP i 50 pug/ml dla pozostatych
zwigzkoéw. Powyzsze wyniki sugeruja, iz badane ftalany, moga indukowac proces apoptozy
w jednojadrzastych komdrkach krwi obwodowej cztowieka.

W celu potwierdzenia tej tezy, oznaczytam dodatkowe parametry odgrywajace
kluczowg role w regulacji procesu apoptozy. Istotnym czynnikiem inicjujgcym ten proces jest
wzrost poziomu jondw wapnia w komérce. Jony te sg obecne gitéwnie w retikulum

endoplazmatycznym (ER), mitochondriach i przestrzeni zewnatrzkomdrkowej. W wyniku
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naruszenia homeostazy wapniowej nastepuje wyptyw Ca?* z organelli komérkowych do
cytozolu oraz wzrost jego naptywu z przestrzeni zewngtrzkomdrkowej. Moje badania
wykazaty, ze po 12-godzinnym narazeniu komorek na badane ftalany, istotny statystycznie
wzrost poziomu jonéw wapnia w cytozolu nastgpit juz od stezenia 1 ug/ml w przypadku DBP,
natomiast w przypadku pozostatych ftalanéw od stezenia 5 pg/ml.

Wozrost poziomu jondw wapnia w cytozolu komodrki moze przyczyni¢ sie do zmian
funkcjonalnych w mitochondriach, powodujgc spadek wartosci transbtonowego potencjatu
(AWm) tego organellum. Mozemy to zaobserwowa¢ od kilkudziesieciu minut do kilku godzin
przed fazg efektorowg apoptozy [Kaufman i wsp., 2002]. Z tego wzgledu, oznaczytam wartos¢
AWm w jednojadrzastych komdrkach krwi obwodowej cztowieka po 12-godzinnej inkubacji
z badanymi ftalanami i ich metabolitami. Wykazatam, ze wszystkie analizowane zwigzki
powodowaty obnizenie wartosci transbtonowego potencjatu mitochondrialnego. Rowniez
w tym przypadku DBP powodowat istotne zmiany od stezenia 1 pug/ml, a pozostate ftalany od
stezenia 5 pg/ml.

Zaburzenia rownowagi wapniowej i obnizenie transbtonowego potencjatu
mitochondrialnego przyczyniajg sie do aktywacji kaspaz, ktdre odgrywajg istotng role
W procesie apoptozy. Aby to sprawdzi¢ na poczatku zbadatam aktywnos$é kaspazy-3
wykazujgc, ze wszystkie analizowane zwigzki powodowaty aktywacje tego enzymu od
stezenia 2,5 pg/ml. Nastepnie, aby wyjasni¢ czy w proces apoptozy indukowanej przez ftalany
zaangazowany jest szlak wewnetrzny zwany inaczej szlakiem mitochondrialnym, czy szlak
zewnetrzny zwany szlakiem receptorowym, ocenitam odpowiednio aktywnos¢ kaspazy-9 i -8.
Po dziataniu wszystkich ftalanéw obserwowatam istotny statystycznie wzrost aktywnosci (w
stosunku do kontroli) kaspazy-9 juz od stezenia 2,5 pg/ml, natomiast wzrost aktywnosci
kaspazy-8 widoczny byt dopiero od stezenia 20 pug/ml. Ponadto wykazatam wyiszg istotng
statystycznie aktywnos$¢ kaspazy-9 w poréwnaniu do kaspazy-8 (przy wszystkich
analizowanych stezeniach), co sugeruje, ze gtéwnie szlak mitochondrialny zaangazowany jest
w proces apoptozy jednojgdrzastych komérek krwi obwodowe] cztowieka narazonych na

badane substancje.

Szczegdlnie niebezpieczng witasciwoscig ksenobiotykéw jest ich zdolnos¢ do
uszkadzania DNA, co moze prowadzi¢ do mutacji a ostatecznie do procesu kancerogenezy.

W zwigzku z tym, postanowitam okresli¢ mechanizm genotoksycznego dziatania badanych
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ftalandéw i ich metabolitow co przedstawitam w pracy pt. ,,Genotoxic risk assessment and
mechanism of DNA damage induced by phthalates and their metabolites in human peripheral
blood mononuclear cells” (A4). Na poczatku, sprawdzitam czy zwigzki te wywotujg pekniecia
jedno- i dwuniciowe DNA. Zaobserwowatam, ze DBP i BBP powodowalty istotny statystycznie
wzrost tych uszkodzen juz przy stezeniu 0,5 pg/ml, natomiast metabolity (MBP i MBzP)
powodowaty zmiany istotne statystycznie od wyzszego stezenia (1 pug/ml). Aby wyjasni¢ czy
obserwowane uszkodzenia DNA wynikaty z bezpos$redniej interakcji badanych ftalanéw z DNA,
zastosowatam metode rozdziatu elektroforetycznego plazmidowego DNA (pUC19) oraz
analize densytometryczng. Odnotowatam, ze po dziataniu ftalanéw i ich metabolitow nie
nastgpito powstanie liniowej struktury plazmidowego DNA, a analiza densytometryczna nie
wykazata zmian w ilosci réznych form plazmidu w stosunku do kontroli negatywnej. Tym
samym przeprowadzony test wykluczyt moiliwos$¢ bezposredniego wigzania sie badanych
zwigzkow do DNA i tworzenia adduktow.

Innym mozliwym wyjasnieniem obserwowanych uszkodzern DNA moze by¢ posrednie
dziatanie reaktywnych form tlenu (RFT). Z tego wzgledu, w nastepnym etapie badan ocenitam
powstawanie RFT i wysoce reaktywnych form tlenu (gtéwnie rodnika hydroksylowego) pod
wptywem dziatania wybranych ftalandw. Wszystkie badane zwigzki powodowaty
powstawanie RFT. Silniejszy potencjat prooksydacyjny wykazywaty DBP i BBP (odpowiednio
od stezenia 0,1 ug/mli 0,5 pg/ml), natomiast metabolity powodowaty wzrost tego parametru
od stezenia 1 ug/ml. Wykazatam réwniez, ze ftalany powodowaty istotny statystycznie wzrost
poziomu rodnika hydroksylowego, zwigzki macierzyste od stezenia 1 ug/ml, natomiast
metabolity od stezenia 10 pg/ml. Nadmierna produkcja RFT, a szczegdlnie rodnika
hydroksylowego jest odpowiedzialna za powstawanie oksydacyjnych uszkodzern DNA. Zmiany
te z kolei, sg podstawg procesu starzenia, rozwoju choréb zwyrodnieniowych, nowotworéw
czy miazdzycy [Cadetiin., 2003, Jenaiin., 2012; Wangal. iin., 2012; Dizdaroglu, 2015; Borghini
iin., 2013]. W zwigzku z powyzszym ocenitam zdolno$¢ badanych zwigzkéw do indukowania
oksydacyjnych uszkodzen zasad purynowych i pirymidynowych DNA w jednojadrzastych
komoérkach krwi obwodowej cztowieka. Analiza danych wykazata, ze wszystkie badane ftalany
powodowalty istotny statystycznie wzrost utleniania zasad purynowych (od stezenia 1 pg/ml)
i zasad pirymidynowych (od stezenia 5 pg/ml), a efekt ten korelowat ze wzrostem RFT
i poziomu rodnika hydroksylowego. Powyzsze wyniki wskazujg na posredni oksydacyjny

mechanizm uszkodzenia DNA przez ftalany i ich metabolity. Nalezy podkreslié, ze badane
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zwigzki powodujg uszkodzenia DNA w jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej
cztowieka w stezeniach, ktore wykryto w organizmie ludzi narazonych srodowiskowo lub
zawodowo na te substancje. Z drugiej strony nalezy wzig¢ pod uwage fakt, ze komorki
posiadajgce liczne mechanizmy naprawy DNA, mogg eliminowaé genotoksyczne skutki
dziatania ksenobiotykdéw. Z tego wzgledu w dalszej czesci pracy sprawdzitam czy komorki sg
w stanie naprawic¢ powstate uszkodzenia DNA. W tym celu przeprowadzitam analize kinetyki
naprawy uszkodzernn DNA, ktdra wykazata, ze po 90 minutach od usuniecia ksenobiotyku,
uszkodzenia DNA wywotane przez metabolity (MBP i MBzP) zostaty catkowicie naprawione,
natomiast w przypadku zwigzkéw macierzystych (DBP i BBP) komérki nawet po 120

minutach nie byty w stanie naprawic catkowicie powstatych uszkodzen DNA.

Innymi parametrami mogacymi stuzy¢ jako biomarkery ryzyka zdrowotnego
zwigzanego z ekspozycjg na rdéine ksenobiotyki sg zmiany epigenetyczne. Regulacja
epigenetyczna jest jednym z podstawowych mechanizmow rozwoju i utrzymania specyficznej
tkankowo ekspresji gendw. Zmiany w tym procesie prowadzg do aktywacji lub wyciszenia
genow, co moze skutkowac rozwojem standw patologicznych. W ostatnim etapie badan
opisanym w publikacji pt. , The selected epigenetic effects of phthalates: DBP, BBP and their
metabolites: MBP, MBzP on human peripheral blood mononuclear cells (In Vitro)” (A5).
sprawdzitam, czy badane ftalany mogg wptywac na poziom ogdélnej metylacji DNA oraz czy s3
w stanie zmienia¢ profil metylacji regiondw promotorowych wybranych genéw zwigzanych
z procesem apoptozy i cyklem komérkowym oraz ich ekspresje.

Jednym z epigenetycznych markeréw wykorzystywanym w diagnostyce jest metylacja
DNA. Parametr ten mozna analizowa¢ na poziomie ogdlnym, oceniajgc catkowitg zawartosé
5-metylocytozyny (5-mc), a takze mozna go okresli¢ dla specyficznych gendéw, gdzie oznacza
sie poziom ulegajgcych metylacji cytozyn zlokalizowanych w danym genie lub jego
promotorze.

Zmiany w poziomie ogdlnej metylacji DNA mogg odgrywac istotng role w mechanizmie
rakotwdrczego dziatania proliferatorow peroksysoméw do ktérych zaliczamy badane ftalany
[Pogribny i in., 2007]. W zwigzku z tym na poczatku ocenitam wifasnie ten parametr.
Zaobserwowatam obnizony poziom 5-mC w jednojadrzastych komdrkach krwi obwodowej
cztowieka traktowanych niskimi stezeniami (0,001 pg/mL i 0,01 pg/mL) BBP, MBP i MBzP.

Hipometylacja genomu moze byé spowodowana nagromadzeniem peknie¢ nici DNA,



dr Paulina Sicinska Zatqcznik nr 2. Autoreferat

wzrostem proliferacji komorek czy zmieniong ekspresjg metylotransferazy DNA [Pogribny iin.,
2008]. Mozliwe, ze do spadku poziomu ogdlnej metylacji DNA obserwowanej w moich
badaniach przyczynit sie wzrost pojedynczych i podwdjnych peknieé nici DNA
w jednojadrzastych komérkach krwi obwodowe] cztowieka, co wykazatam w uprzednio
zaprezentowanych wynikach (Publikacja A4).

Zaburzenia w procesie metylacji DNA, mogg by¢ wczesnym zdarzeniem prowadzacym
do zmian w ekspresji gendw i inicjacji procesu kancerogenezy [Sharapova i in., 2021]. Z tego
powodu duze znaczenie majg wyniki badan oceniajagce poziom metylacji regionéw
promotorowych gendéw biorgcych udziat w regulacji cyklu komérkowego i apoptozy oraz ich
ekspresji. Tym samym, w nastepnym etapie pracy ocenitam profil metylacji regionow
promotorowych wybranych gendéw supresorowych (P16, TP53) i protoonkogendéw (BCL2,
CCND1) oraz ich ekspresje.

Gen TP53 jest genem supresorowym transformacji nowotworowej, oprécz udziatu
w regulacji cyklu komdrkowego i apoptozy petni réwniez funkcje represora transkrypcji genow
zaangazowanych w proliferacje komorek. Zmieniona metylacja promotora genu TP53 jest
wzorcem epigenetycznym czesto obserwowanym w nowotworach u ludzi [Scoumanne i Chen,
2008; Liu i in., 2019, Kwiatkowska i in., 2017]. W moich badaniach wykazatam, ze wszystkie
analizowane zwigzki powodowaty wzrost metylacji promotora genu TP53 w obrebie wysp
CpG. Istotny statystycznie wzrost tego parametru obserwowatam przy najnizszym stezeniu
0,001 pg/ml dla DBP, MBP i MBzP, natomiast najwiekszy wzrost tego parametru powodowat
BBP przy stezeniach 0,01 i 0,1 yg/ml. Jednoczesnie obserwowatam spadek ekspresji genu
TP53 po dziataniu analizowanych ksenobiotykéw. Dalsza analiza molekularnych czynnikéw
regulujgcych cykl komérkowy wykazata obnizenie ekspresji kolejnego supresorowego genu
P16 w badanym modelu komérkowym po inkubacji z analizowanymi zwigzkami. Zmiany
istotne statystycznie mozna byto juz obserwowac przy najnizszym stezeniu 0,001 pg/ml dla
BBP i metabolitéw ftalanéw. Natomiast w przypadku DBP zmiana istotna statystycznie byta
widoczna przy stezeniu 0,1 pg/ml. Obnizeniu ekspresji towarzyszyt wzrost poziomu metylacji
w regionie promotorowym genu P16. Gen P16 koduje biatko p16 bedace inhibitorem cyklu
komdrkowego. Niska ekspresja tego genu moze skutkowaé nadekspresjg cykliny D1 (CCND1),
aktywacja jej komplekséw z kompleksami CDK4 i CDK6 oraz pokonaniem punktu kontrolnego
GO0/G1 cyklu komdrkowego [Ortiz i in.,, 2017]. W moim uktadzie eksperymentalnym

obserwowatam istotny statystycznie wzrost ekspresji protoonkogenu CCND1 przy najnizszych
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zastosowanych stezeniach (0,001 pg/ml i 0,001 pg/ml) dla zwigzkéw macierzystych (DBP
i BBP). Metabolit MBzP powodowat wzrost ekspresji tego genu od stezenia 0,01 pg/ml,
natomiast w przypadku MBP nie obserwowatam zmian. Rdwnoczesnie wykazatam istotny
statystycznie spadek metylacji w regionie promotorowym genu CCND1 pod wptywem DBP,
BBP i MBzP. Stwierdzitam réwniez wzrost ekspresji genu BCL2 przy stezeniu 0,01pg/ml po
dziataniu DBP i jego metabolitu MBP, natomiast w przypadku BBP i MBzP wzrost ekspresji
widoczny byt tylko przy najwyzszym stezeniu (0,1pug/ml). Rdwnocze$nie w przypadku dziatania
wszystkich badanych ftalandw zaobserwowatam istotny statystycznie spadek metylacji
regiondw promotorowych protoonkogenu BCL2 przy stezeniu 0,01 pg/ml.

Niepokojacy wydaje sie fakt, ze wybrane ftalany powodujg zmiany w ekspresji
i metylacji gendw zwigzanych z cyklem komdrkowym i apoptoza, juz przy bardzo niskich

stezeniach (0,001 pg/ml).

W badaniach na jednojgdrzastych komorkach krwi obwodowej cztowieka
wykazatam, Ze badane ftalany DBP i BBP oraz ich metabolity MBP i MBzP:
1. Indukujg proces apoptozy poprzez: podwyzZszenie poziomu jondw wapnia w cytozolu,
obnizenie wartosci transbfonowego potencjatu mitochondrialnego oraz wzrost aktywnosci
kaspazy -3, -8, a szczegdlnie kaspazy-9.
2. Wywoltujq uszkodzenia jedno- i dwuniciowe DNA oraz oksydacyjne uszkodzenia zasad
purynowych i pirymidynowych. Analiza wynikdw wskazuje na posredni oksydacyjny
mechanizm uszkodzenia DNA. Powstate uszkodzenia DNA wywofane przez metabolity ulegajg
naprawie, natomiast uszkodzenia wywotane przez zwigzki macierzyste nie ulegajg catkowitej
naprawie nawet po 120 min.
3. BBP, MBP oraz MBzP powodujq obnizenie poziomu ogdlnej metylacji DNA
w jednojgdrzastych komdrkach krwi obwodowej cztowieka. Badane ftalany zmieniajq profil
metylacji regiondw promotorowych wybranych genéw supresorowych (P16, TP53)

i protoonkogendéw (BCL2, CCND1) oraz zmieniajq ich ekspresje.

Podsumowanie koricowe i wnioski
Badane ftalany DBP, BBP oraz ich metabolity MBP i MBzP w komodrkach krwi
obwodowej cztowieka, wykazujg wtasciwosci cytotoksyczne, proapoptotyczne, genotoksyczne

oraz powodujg zmiany epigenetyczne. Zdecydowana wiekszo$é obserwowanych zmian
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zachodzi w zakresie stezen ftalanéw (0, 0008 — 7,67 ug/ml) oznaczanych we krwi ludzi

narazonych $rodowiskowo i/lub zawodowo na te substancje.

Badane ftalany:

1. W krwinkach czerwonych wywotujg eryptoze poprzez indukcje stresu oksydacyjnego.
W przypadku tych komérek znacznie wiekszg toksycznos¢ wykazujg ftalany macierzyste
niz ich metabolity.

2. W jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej cztowieka:

- prowadzg do S$mierci tych komérek na drodze apoptozy gtéwnie poprzez szlak
mitochondrialny,

- powodujg uszkodzenia DNA poprzez posrednie oddziatywanie zwigzane z generowaniem
reaktywnych form tlenu, a uszkodzenia DNA wywotane przez zwigzki macierzyste (DBP i BBP)
nie ulegaja catkowitej naprawie,

- obnizajg poziom ogdlnej metylacji DNA oraz zmieniajg profil metylacji i ekspresje genéw

zaangazowanych w cykl komdrkowy i proces apoptozy.

Poznanie mechanizmow dziatania ftalanéw macierzystych (DBP, BBP) i ich metabolitéw
(MBP, MBzP) na poziomie molekularnym przyczynia sie do oceny ryzyka i konsekwencji
wptywu tych zwigzkdw na organizm cztowieka. Wykazane niekorzystne efekty szczegdlnie
genotoksyczne i epigenetyczne mogg prowadzi¢c do zaburzed zdrowotnych réwniez
w nastepnych pokoleniach. Wiedza ta moze pomdéc w podjeciu decyzji o stopniowym
wycofaniu analizowanych ftalanéw z produkcji przemystowej i zastgpieniu ich innymi mniej

szkodliwymi odpowiednikami.

5. Opis pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych
5.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora

Pierwsze zainteresowania naukowe miatam szanse rozwingé w roku 1999/2000
w czasie V roku studidw magisterskich na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Ut, podczas
realizacji pracy magisterskiej w Katedrze Genetyki Molekularnej Ut pod kierunkiem
prof. dr hab. Zofii Walter. Temat pracy dotyczyt wptywu cyjanotoksyn sinicowych na oksydaze
cytochromu c. Cyjanotoksyny sg to substancje produkowane przez sinice, ktére ze wzgledu na

swojg duzg toksycznos¢ stanowig zagrozenie dla ludzi i zwierzat. Jedng z nich jest
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mikrocystyna-LR (MC-LR) zaliczana do grupy hepatotoksyn. Celem pracy magisterskiej byta
ocena wptywu ekstraktu sinicowego zawierajgcego mikrocystyny i zwigzku wzorcowego
mikrocystyny-LR na funkcjonowanie kompleksu oddechowego mitochondriéw ssaczych Bos
taurus. Dzieki wspotpracy z prof. dr hab. Maciejem Zalewskim i dr Matgorzatg Tarczyriska
z Katedry Ekologii Stosowanej Ut wykorzystatam w pracy ekstrakty otrzymane z zakwitéw sinic
Microcystis aeruginosa zebranych ze Zbiornika Sulejowskiego. Stezenie mikrocystyny-LR
w ekstrakcie okreslono metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Dostepna
w handlu mikrocystyne-LR firmy Sigma zastosowano jako standard. Zaréwno zwigzek
standardowy, jak i ekstrakt sinicowy inkubowano z mitochondriami w réznych stezeniach
i czasie ekspozycji, a nastepnie zmierzono aktywnos$¢ kompleksu oksydazy cytochromu c.
Badania wykazaty, ze ekstrakt sinicowy w stezeniu 1 nM spowodowat aktywacje badanego
kompleksu w mitochondriach. Wynik ten mozna uzna¢ za sygnat obronny mitochondridow
przed niskim stezeniem zwigzku toksycznego. Ekstrakt sinicowy w stezeniu 1 uM znacznie
silniej hamowat aktywnos$¢ kompleksu oksydazy mitochondrialnej niz standardowy preparat
zastosowany w tym samym stezeniu. Podsumowujgc wykazano, ze ekstrakt sinicowy jest silnie
toksyczny, a mitochondria mogg stuzy¢ jako wskaznik tej toksycznosci in vivo, zwtaszcza
podczas dtugotrwatego spozywania wody ze zbiornikéw, w ktorych produkowana jest ta
mikrocystyna [Publikacja B1].

Po zakonczeniu studidw magisterskich podjetam studia doktoranckie (2000—2005)
w ramach Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Cytogenetyki, Genetyki Molekularnej
i Radiobiologii Ut w Katedrze Biofizyki Skazers Srodowiska Ut pod kierunkiem prof. dr hab.
Wirgiliusza Dudy. Podczas realizacji studiow doktoranckich dalej rozwijatam swoje
zainteresowania dotyczgce toksycznosci zwigzkéw produkowanych przez sinice ale
w odniesieniu do erytrocytéw cztowieka. Zbadatam wptyw mikrocystyny-LR na peroksydacje
lipidéw, ptynnosé btony, morfologie komérek, utlenianie hemoglobiny oraz zmiany aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych w ludzkich erytrocytach w uktadzie in vitro. Zaobserwowatam,
ze toksyna ta indukuje utlenianie lipidodw i hemoglobiny, powstawanie echinocytéw, hemolize,
spadek ptynnosci btony. Badany zwigzek zmieniat réwniez aktywnos¢ enzymow
antyoksydacyjnych: katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej i reduktazy glutationowej oraz
spowodowat powstawanie reaktywnych form tlenu. Wszystkie zaobserwowane zmiany
wskazujg na to, ze stezenie mikrocystyny-LR réwne 100 nM jest graniczng (progowgq) dawka
toksyczng dla ludzkich erytrocytéw. Dawka ta spowodowata wiekszos¢ opisanych powyzej
zmian. Obserwowane uszkodzenia bfony erytrocytéwi zmiana aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych moga by¢ wynikiem bezposredniego kowalencyjnego wigzania
mikrocystyny-LR z resztami -SH biatek, a takze moga by¢ posrednio zwigzane z powstawaniem

reaktywnych form tlenu [Publikacja B3] (ukazata sie po uzyskaniu stopnia doktora).
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5.2. Po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora w styczniu 2006 podjetam prace
w Pracowni Cytometrii w Katedrze Biofizyki Molekularnej Ut jako specjalista biofizyk
w zakresie cytometrii w grupie pracownikéw naukowo-technicznych. W owym czasie odbytam
szkolenia zwigzane z obstugg cytometru przeptywowego i analiza pomiaréw
z wykorzystaniem oprogramowania FACSDiva oraz uczestniczytam w szkoleniu diagnostyki
biataczek i chtonniakow.

Uzyskane umiejetnosci z zakresu cytometrii przeptywowej pozwolity mi w 2008 roku
podjgé wspodtprace z dr hab. Hanng tawnicka i dr hab. Eweling Motylewskg z Zaktadu
Immunoendokrynologii Uniwersytetu Medycznego. Celem wspodtpracy byta ocena wptywu
naturalnych inhibitoréw MEK (laktonéw L-783, 277 kwasu resorcylowego) [Publikacja B5] oraz
DMAT (inhibitor CK2, 2-dimethyloamino-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazolu) [Publikacja B7]
na proliferacje i cykl komodrkowy linii nowotworowej H295R. W badaniach tych opracowatam
i zastosowatam warunki pomiaru cyklu komdrkowego i apoptozy metodg cytometrii
przeptywowej. Uzyskane wyniki wykazaty, iz zastosowane inhibitory hamowaty proliferacje
komérek linii nowotworowej czemu towarzyszyty istotne zmiany w cyklu komérkowym oraz
indukcja apoptozy. Kontynuacja wspdtpracy z Zaktadem Immunoendokrynologii UM
umozliwita powstanie kolejnych prac, ktorych celem byta ocena bezposredniego wptywu
preparatow o dziataniu antyangiogennym (rapamycyna, interferon alpha) na wzrost szczurzej
linii pheochromocytoma PC12 (guzy chromochtonne) [Publikacja B14] oraz wptywu tych
preparatow na wzrost dwdch neuroendokrynnych linii: rakowiaka oskrzela H727 oraz raka
rdzeniastego tarczycy (medullary thyroid cancer) [Publikacja B16]. Zaobserwowano silny efekt
hamujacy dziatania preparatéw na obie linie komdrkowe, co daje szanse na wykorzystanie
tych inhibitoréw w leczeniu nowotworéw neuroendokrynnych.

Dalsze badania zwigzane z analizg cyklu komérkowego metodg cytometrii przeptywowej
kontynuowatam podejmujagc wspdtprace z dr hab. Magda Kowalewicz-Kulbat
z Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej Ut. Badania dotyczyly efektu oddziatywania
rozpuszczalnych sktadnikdw H. pylori, (takich jak: antygeny zawarte w ekstrakcie glicynowym
(GE), podjednostka A ureazy (UreA), biatko CagA i LPS) na zywotnos¢ i cykl komérkowy w linii
komodrkowej ludzkich komérek nowotworowych raka zotadka oraz fibroblastow. Wykazano,
iz zastosowany w wysokim stezeniu LPS H. pylori hamowat istotnie zywotno$¢ komdrek obu
linii czemu towarzyszyty istotne zmiany w cyklu komérkowym zwigzane z zatrzymaniem
komorek linii AGS w fazie S, a fibroblastéw w fazie G2 cyklu komdérkowego. Uzyskane wyniki
potwierdzity istotny udziat LPS H. pylori w procesie zatrzymania cyklu komérkowego i zostaty
opublikowane w jednej pracy oryginalnej [Publikacja B21].

Wspétpracujgc z dr hab. Magdaleng Boncler z Zaktadu Zaburzen Krzepniecia Krwi

Uniwersytetu Medycznego w todzi, bratam udziat w badaniach nad oceng interakcji miedzy
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biatkiem C-reaktywnym (CRP) a jego réznymi ligandami (biatkami macierzy pozakomoérkowej
lub biatkami osocza). W pracy poréwnano skutecznos$¢ dziatania zmodyfikowanego CRP
(mCRP) na modulacje funkcji ptytek krwi w réznych warunkach doswiadczalnych. Wykazano,
ze dziatanie mCRP byto skuteczniejsze w stymulacji aktywacji ptytek krwi mierzonych
w zawiesinach izolowanych ptytek krwi niz w petnej krwi. Adhezja ptytek krwi do fibrynogenu
byta prawie siedmiokrotnie wyzsza w zawiesinach izolowanych ptytek krwi w poréwnaniu
z osoczem bogatoptytkowym (PRP). Ponadto mCRP zwiekszato agregacje ptytek krwi
w petnej krwi, ale nie miato wptywu na PRP. Skutecznos¢ mCRP w stymulacji odpowiedzi
ptytkowej w osoczu byta zwigzana z proporcjami gamma globuliny i albuminy w surowicy
ludzkiej [Publikacja B10].

Miatam roéwniez mozliwos¢ prowadzenia badan w ramach dziatania COST B35
w miedzynarodowym zespole pracujgcym nad walidacjag metody w pomiarach peroksydacji
lipidéw. Produkty peroksydacji lipidéw, takie jak dialdehyd malonowy, 4-hydroksynonenal
i F2-izoprostany, sg szeroko stosowane jako markery stresu oksydacyjnego w badaniach
in vitro, jak i in vivo. Celem wspdtpracy byto wytonienie najczulszej i najbardziej powtarzalnej
metody oraz ocena réznic miedzy laboratoryjnymi i wewnatrzlaboratoryjnymi pomiarami
peroksydaciji lipidéw réznymi metodami. Prébki ludzkiego osocza zostaty poddane dziataniu
promieniowania UVA w rdéznych dawkach (0, 15 J, 20 J), zakodowane i wystane do
15 laboratoriéw, gdzie przeprowadzono pomiar poziomu dialdehydu malonowego,
4-hydroksynonenalu i izoprostandw. Po poréwnaniu wynikéw pochodzacych z réznych
laboratoriow stwierdzono, ze dialdehyd malonowy oznaczony metodg HPLC jest najbardziej
czutym i powtarzalnym produktem peroksydacji lipidéw w osoczu po dziataniu UVA [Praca B8].

Dzieki nawigzanej wspotpracy z prof. dr hab. Bozeng Bukowska i prof. dr. hab. Jaromirem
Michatowiczem z Katedry Biofizyki Skazerr Srodowiska Ut, mogtam uczestniczyé
w badaniach oceniajacych wptyw réznych ksenobiotykéw na komorki krwi obwodowe;j
cztowieka. Celem pierwszych wspdlnych badan byta ocena stresu oksydacyjnego
w erytrocytach cztowieka po dziataniu zwigzkéw fenolowych: fenolu, 2,4-dichlorofenolu
(2,4-DCP), 2,4-dimetylofenolu (2,4-DMP) i katecholu. Przeprowadzili§my pomiary: poziomu
utleniania dioctanu 6-karboksy-2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H.DCF-DA), zawartosci grup
karbonylowych i poziomu zdenaturowanej hemoglobiny. Badania wykazaty, ze 2,4-DCP, 2,4-
DMP i katechol indukowaty wzrost utleniania H2.DCF-DA zaleznie od stezenia i czasu inkubacji.
Zaobserwowalismy réwniez wzrost zawartosci grup karbonylowych oraz zmiany parametru T
Swiadczgcym o denaturacji hemoglobiny w erytrocytach inkubowanych z 2,4-DCP, katecholem
i 2,4-DMP. Najwyzszy stopien utlenienia H,DCF-DA wywofat 2,4-DCP. Najwieksze zmiany
w karbonylacji biatek w erytrocytach byty indukowane przez 2,4-DMP, natomiast najsilniejsze
zmiany mierzone parametrem T byly indukowane przez katechol. Z kolei fenol do stezenia
2,5 mM nie utleniat H,DCF-DA, nie wptywat na zawartos$é¢ grup karbonylowych, natomiast

indukowat denaturacje hemoglobiny. Po analizie wynikéw stwierdzilismy, Zze rodzaj
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podstawnika w pierscieniu fenolowym okresla molekularny mechanizm dziatania danego
zwigzku jego zdolnos¢ do generowania reaktywnych form tlenu, a tym samym uszkadzania
okreslonych  struktur w ludzkich erytrocytach [Publikacja B4]. Wspdtpracujac
z prof. dr. hab. Jaromirem Michatowiczem uczestniczytam w badaniach oceniajgcych wptyw
chlorofenoli, chlorokatecholi i chlorogwajakoli na proces apoptozy w jednojadrzastych
komoérkach krwi obwodowej cztowieka. W badaniach wykorzystaliSmy takie zwigzki jak: 2,4,5-
trichlorofenol (2,4,5-TCP), pentachlorofenol (PCP), 4,6-dichlorogwajakol (4,6-DCG),
tetrachlorogwajakol (TeCG), 4,5-dichlorokatechol (4,5-DCC) i tetrachlorokatechol (TeCC)
i ocenilismy zmiany w transbtonowym potencjale mitochondrialnym za pomocg sondy
fluorescencyjnej JC-9 oraz aktywno$¢ kaspazy-3 jako wstepne markery procesu apoptozy. Po
raz pierwszy udowodnilismy, ze badane zwigzki indukowaty apoptoze w limfocytach cztowieka
(zwiekszaty odsetek komdrek apoptotycznych) poprzez zmniejszenie potencjatu

transbtonowego mitochondriéw oraz indukcje aktywnosci kaspazy-3 [Publikacja B6].

Pod koniec roku 2010 zostatam zatrudniona na etacie adiunkta w Katedrze Biofizyki
Skazert Srodowiska Ut. Od tego czasu moje zainteresowania skupity sie wokét oceny
mechanizmdéw dziatania réznych ksenobiotykéw na komorki krwi obwodowej cztowieka
(erytrocyty i jednojadrzaste komorki krwi). Wykorzystanie powyzszych modeli komdrkowych
réznigcych sie zasadniczo budowg i petnionymi funkcjami w uktadzie in vitro umozliwito mi
ocene witasciwosci cytotoksycznych, proapoptotycznych, prooksydacyjnych, genotoksycznych
oraz epigenetycznych roznych ksenobiotykow. Dzieki uzyskanym wynikom mogtam czesciowo
odpowiedzie¢ na pytanie czy stosowanie danego ksenobiotyku stwarza potencjalne
zagrozenie dla cztowieka. Rownolegle prowadzitam badania oceniajgce wpltyw réznych

jednostek chorobowych na budowe i funkcje erytrocytéw cztowieka.
5.2.1. Ocena toksycznosci wybranych ksenobiotykéw
5.2.1.1. Fenole i ich pochodne

Na poczatku uczestniczytam w badaniach dotyczacych wptywu fenoli i ich pochodnych
na jednojadrzaste komorki krwi obwodowej cztowieka. Na tym etapie badan skupitam sie na
ocenie wptywu 2,4-dichlorofenolu (2,4-DCP), ktéry powstaje w wodzie pitnej w wyniku jej
chlorowania, a w S$rodowisku podczas przemian innych ksenobiotykéw, takich jak
chlorofenole, triklosan czy herbicyd — kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D). Oceniony
zostat wptyw 2,4-DCP na strukture i zywotnos¢ jednojadrzastych komérek krwi obwodowe]
cztowieka. Okreslilismy zmiany nekrotyczne, apoptotyczne i morfologiczne (zmiany wielkosci
i granulacji), oszacowaliémy zmiany w tworzeniu reaktywnych form tlenu, peroksydacji lipidéw
i karbonylacji biatek. Badania wykazaty, iz 2,4-DCP zwiekszat tworzenie reaktywnych form

tlenu, indukuje peroksydacje lipidéw i utlenianie biatek . Badany zwigzek indukowat réwniez
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Smier¢ apoptotyczng i nekrotyczng. Zaobserwowane zmiany byty spowodowane stosunkowo
wysokimi stezeniami 2,4-DCP, ktore nie mogg oddziatywac na organizm cztowieka podczas
narazenia srodowiskowego, a zatem mogga wystgpié jedynie w wyniku ostrego lub podostrego
zatrucia tym zwigzkiem [Publikacja B17]. Badania zostaty rozszerzone réwniez o ocene
wplywu zmian eryptotycznych w krwinkach czerwonych cztowieka poddanych dziataniu
fenolu, 2,4-dichlorofenolu (2,4-DCP), 2,4,6-trichlorofenolu (2,4,6-TCP) i pentachlorofenolu
(PCP). A analiza wynikéw wykazata, ze wszystkie badane zwigzki spowodowaty translokacje
fosfatydyloseryny i zwiekszaty poziom jondéw wapnia w cytozolu erytrocytéw cztowieka.
Zauwazono réwniez, ze fenol i chlorofenole spowodowaty wzrost aktywacji kaspazy-3
i kalpainy, co potwierdzito ich zdolno$¢ do indukowania samobdjczej Smierci erytrocytow. PCP
najsilniej zmieniat badane parametry, podczas gdy fenol wykazywat najstabszy potencjat

eryptotyczny w tych komadrkach [Praca B25].
5.2.1.2. Bisfenole

Pracowatam jako wykonawca w grancie (NCN 2012/07/B/NZ7/01174, w ktérym
analizowano mechanizm oddziatywania wybranych bisfenoli na erytrocyty i jednojgdrzaste
komorki krwi obwodowej cztowieka. Bisfenol A (BPA) jest zwigzkiem chemicznym stosowanym
w syntezie tworzyw poliweglanowych, zywic epoksydowych (stosowanych do wytwarzania
licznych produktéw codziennego uzytku, w tym opakowan plastikowych, butelek na wode,
folii i zabawek), oraz jest wykorzystywany do produkcji papieru termicznego. Badania
toksykologiczne wykazaty, ze zwigzek ten charakteryzuje sie dziataniem toksycznym,
estrogennym oraz potencjalnie kancerogennym. Zostat on wykryty w organizmie cztowieka we
krwi, moczu i tkankach statych. Dane wskazujgce na toksycznos¢ BPA oraz jego obecnosé
w organizmie cztowieka, skutkujg sukcesywnym zastepowaniem w przemysle tego zwigzku
jego analogami takimi jak: bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF) i Bisfenol AF (BPAF). Celem
niniejszego projektu byto okreslenie mechanizmu oddziatywania wybranych bisfenoli,
tj. bisfenolu A (BPA), bisfenolu F (BPF), bisfenolu AF (BPAF) i bisfenolu S (BPS) na erytrocyty
i jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej cztowieka. Wykorzystanie powyzszych modeli
komodrkowych réznigcych sie zasadniczo budowg i petnionymi funkcjami umozliwito ocene
wiasciwosci cytotoksycznych, i genotoksycznych badanych bisfenoli. Na wstepie oceniono
wptyw BPA i jego wybranych analogéw na btone erytrocytéw cztowieka, ktéra jest pierwsza
barierg, pokonywang przez ksenobiotyki wnikajgce do komérki, i jest powszechnie
wykorzystywana jako model w badaniu wptywu rdéinych ksenobiotykdéw na rézne typy
komoérek. Zauwazylismy, ze badane zwigzki zmieniaty ptynnos$é btony w jej regionie
hydrofobowym, zwiekszaty lepko$é wewnetrzng i opornos¢ osmotyczng erytrocytéw oraz
zmieniaty stan konformacyjny biatek btonowych. Ponadto badane bisfenole zwiekszaty poziom
grup tiolowych, spowodowaty uszkodzenia oksydacyjne biatek btonowych, obnizaty poziom

ATP, zmniejszaty aktywnos$¢ ATPazy Na*/K* oraz zmieniaty aktywnos$¢ acetylocholinoesterazy
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w krwinkach czerwonych cztowieka. Wykazano, ze najsilniejsze zmiany zanotowano
w komérkach traktowanych BPAF, podczas gdy BPS spowodowat najstabsze zmiany badanych
parametréw [Publikacja B23]. Poniewaz przypuszcza sie, ze BPA i niektére jego analogi
wptywajg na rozwdj nowotwordw, ocenilismy réwniez wptyw BPA, BPS, BPF i BPAF na
utlenianie zasad azotowych DNA, co jest kluczowym procesem w powstawaniu mutacji
i inicjacji rozwoju nowotwotu. Analize przeprowadzono na ludzkich jednojgdrzastych
komédrkach krwi obwodowej i zaobserwowano ze BPA, BPS, BPF, a zwtaszcza BPAF
spowodowaty uszkodzenia oksydacyjne pirymidyn, a szczegdlnie puryn DNA. Wyniki wykazaty
rowniez, ze BPS, ktory jest najczesciej stosowanym substytutem BPA w przemysle,
zdecydowanie najstabiej utleniat zasady azotowe. Badania dotyczgce uszkodzerh DNA zostaty
przeprowadzone po nawigzaniu wspotpracy z prof. dr hab. Katarzyng Wozniak z Katedry
Genetyki Molekularnej Ut [Publikacja B24].

5.2.1.3. Pestycydy

Moje zainteresowanie wzbudzito stale rosngce zuzycie pestycydow na Swiecie.
W rejestrze Srodkéw ochrony roslin dopuszczonych do obrotu zezwoleniem Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi w Polsce, znajduje sie okoto 110 preparatdw herbicydowych opartych
na glifosacie. Glifosat jest stosowany w uprawach zbdz, warzyw i owocéw w celu ograniczenia
lub zahamowania wzrostu chwastéw oraz jako Srodek osuszajgcy w réznych zbozach.
Wykazano, ze glifosat ulega akumulacji u ludzi i zwierzat poprzez spozywanie zywnosci
pochodzenia zaréwno roslinnego, jak i zwierzecego. Poczgtkowo glifosat byt uznawany za
substancje bezpieczng dla ludzi, jednak w 2015 r. Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem
sklasyfikowata go jako zwigzek prawdopodobnie kancerogenny dla cztowieka. W owym czasie
nie okreslono jeszcze genotoksycznego mechanizmu dziatania glifosatu oraz jego gtdwnego
metabolitu - kwasu aminometylofosfonowego (AMPA), a takze produktu herbicydowego
Roundup 360 PLUS. Z tego wzgledu przeprowadzone badania miaty na celu ocene wtasciwosci
genotoksycznych tych substancji w jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej cztowieka
w zakresie stezed odpowiadajgcych potencjalnemu narazeniu $Srodowiskowemu
i zawodowemu. Badania te zostaty wykonane we wspoétpracy z dr inz. Jerzym Zakrzewskim,
prof. IPO oraz mgr inz. Bogumitg Huras z Sieci Badawczej tukasiewicz — Instytutu Przemystu
Organicznego w Warszawie oraz prof. dr hab. Edytg Reszka z Instytutu Medycyny Pracy im.
prof. J. Nofera w todzi. Uzyskane wyniki wykazaty, ze badane zwigzki indukujg powstawanie
zaréwno jedno-, jak i dwuniciowych peknie¢ DNA oraz uszkodzen oksydacyjnych w postaci
utleniania zasad purynowych i pirymidynowych. Ponadto badania wykazaty ze glifosat, AMPA
oraz Roundup 360 PLUS nie sg zdolne do tworzenia adduktéw z DNA ale zwiekszajg
generowanie RFT, w tym rodnika hydroksylowego w jednojgdrzastych komérkach krwi
obwodowej cztowieka. Roundup 360 PLUS w pordwnaniu do glifosatu i AMPA wykazywat

najsilniejsze genotoksyczne dziatanie poniewaz juz w stezeniu 5 uM spowodowat szereg
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uszkodzen DNA. Uszkodzenia DNA pod wptywem preparatu herbicydowego nie byty w petni
naprawiane w przeciwienstwie do uszkodzenn indukowanych przez glifosat i AMPA.
Zaobserwowane zmiany nie wigzaly sie z bezposrednig interakcjg zwigzkow z DNA,
a najprawdopodobniej wystgpity jako wynik posredniego dziatania tych substancji
indukujacych reaktywne formy tlenu [Publikacja B26].

Oprocz okreslenia toksycznosci glifosatu i Roundap’u 360 PLUS, bardzo waznym jest
zbadanie dziatania metabolitéw i zanieczyszczen produkcyjnych glifosatu, ktore réwniez mogg
przedostawac sie do organizmu cztowieka. Dlatego celem nastepnych badan [Publikacja B28],
byta ocena wptywu glifosatu, jego metabolitéw: kwasu aminometylofosfonowego (AMPA),
kwasu metylofosfonowego i jego produkcyjnych zanieczyszczen: kwasu
(fosfonometylo)iminodioctowego, N-metyloglifosatu, kwasu hydroksymetylofosfonowego
i bis(fosfonometylo)aminy na indukcje apoptozy w jednojadrzastych komdrkach krwi
obwodowej cztowieka. Analiza otrzymanych wynikéw wykazata wzrost poziomu reaktywnych
form tlenu, jonéw wapnia w cytozolu oraz obnizenie transbtonowego potencjatu
mitochondrialnego w komdérkach eksponowanych na badane zwigzki. Wszystkie badane
substancje zmienialy przepuszczalnos¢ bton badanych komérek, aktywowaty kaspazy -8, -9,
-3 i spowodowaly kondensacje chromatyny. Wyniki te wykazaty, ze sg one zdolne do
indukowania apoptozy zardwno poprzez szlak zewnetrzny, jak i wewnetrzny. Nie wykazano
réznic miedzy zmianami apoptotycznymi indukowanymi przez glifosat, jego metabolity czy
zanieczyszczenia, a obserwowane zmiany byty wywotane przez wysokie stezenia badanych
zwigzkow, nie wystepujace w organizmie cztowieka w wyniku narazenia sSrodowiskowego.

Innym pestycydem nalezgcym do insektycyddw fosforoorganicznych jest chlorfenwinfos
(CFVF). Byt on powszechnie stosowany do zwalczania szkodnikdw domowych, takich jak
muchy, pchty i roztocza. Stosowanie chlorfenwinfosu zostato czesciowo zakazane w Unii
Europejskiej i Stanach Zjednoczonych, tym niemniej oznaczono ten zwigzkek w znaczacych
stezeniach w $rodowisku. Zatem istnieje realne narazenie organizmu cztowieka, w tym
komorek krwi na ten pestycyd, a badania dotyczgce toksycznosci tej substancji sg prowadzone
na w réznych osrodkach naukowych na swiecie. Celem przeprowadzonych badan byta ocena
wptywu chlorfenwinfosu (CFVF) na $mier¢ nekrotyczng i apoptotyczng w jednojgdrzastych
komodrkach krwi obwodowej cztowieka oraz analiza parametréw morfologicznych
i biochemicznych, takich jak uszkodzenia biatek i powstawanie wolnych rodnikéw. Badania
wykazaty, ze chlorfenwinfos tylko w wysokim stezeniu 250 uM spowodowat spadek
zywotnosci (indukowat nekroze) oraz indukowat apoptoze jednojadrzastych komérek krwi
obwodowej cztowieka. CFVF indukowat takze uszkodzenia biatek oraz wzmagat tworzenie sie
reaktywnych form tlenu (RFT). Podsumowujgc badany zwigzek powoduje zmiany w poziomie
powstawania RFT w warunkach odpowiadajgcych narazeniu $rodowiskowemu, natomiast
indukuje pozostate zmiany w warunkach, ktére mogg odpowiadaé ostremu lub podostremu

zatruciu tym zwigzkiem [Publikacja B13]. W obrebie tej tematyki powstata réwniez praca



dr Paulina Sicinska Zatqcznik nr 2. Autoreferat

przeglagdowa [Publikacja B32] omawiajgca zaburzenia epigenetyczne spowodowane przez

glifosat w uktadach in vitro i in vivo.
5.2.1.4. Uniepalniacze (antypireny)

Inng grupa zwigzkdéw, ktérg badatam w swojej pracy naukowej byty bromofenolowe
zwigzki ograniczajgce palnos¢. Sg to substancje chemiczne powszechnie wystepujace
w srodowisku i bezposrednim otoczeniu cztowieka. Ze wzgledu na swoje zastosowanie,
gtébwnie w tworzywach syntetycznych, uniepalniacze bromofenolowe s3 obecne
w produktach powszechnie uzywanych w gospodarstwach domowych, tj.: sprzecie
elektrycznym i elektronicznym, meblach oraz srodkach ochrony zdrowia. Zwigzki te oznaczono
takze w produktach spozywczych, wodzie pitnej oraz kurzu pomieszczen uzytkowych.
Najpowszechniej stosowanym uniepalniaczem bromofenolowym jest tetrabromobisfenol A
(TBBPA). Innym uniepalniaczem jest tetrabromobisfenol S (TBBPS), ktéry zostat wprowadzony
na rynek jako substytut dla stosowanego TBBPA. Innymi powszechnie stosowanymi
uniepalniaczami bromofenolowymi sg 2,4,6-tribromofenol (2,4,6-TBP) oraz pentabromofenol
(PBP). Narazenie na te substancje jest wynikiem przenikania ich przez skore oraz wnikanie do
uktadu pokarmowego czy uktadu oddechowego. Celem badawczym niniejszej pracy byto
porownanie potencjatu proapoptotycznego 2,4,6-tribromofenolu oraz pentabromofenolu
w jednojgdrzastych komodrkach krwi obwodowej cztowieka. Stwierdzono, ze badane
substancje zwiekszaty liczbe komorek apoptotycznych, podwyzszaty poziom jondw wapnia w
cytozolu, obnizaty transbtonowy potencjat mitochondrialny, wzmagaty aktywnos¢ kaspazy -8,
-9 i -3. indukowaty rozszczepienie PARP1 i fragmentacje DNA oraz spowodowaty zmiany
w kondensacji chromatyny. Stwierdzono, wieksze zmiany w badanych parametrach
apoptotycznych pod wptywem PBP w poréwnaniu do 2,4,6-TBP. Wykazano takze,
iz analizowane zwigzki w przebiegu procesu apoptotycznego w wiekszym stopniu angazowaty

szlak mitochondrialny [Publikacja B33].
5.2.1.5. Nanoczgstki polistyrenu

W chwili obecnej zajmuje sie oceng toksycznego dziatania nanoczastek plastiku,
a gtéwnie nanoczastek polistyrenu na komorki krwi cztowieka. Na catym $wiecie szczegdlng
uwage skupia sie na mikroplastiku (MP) i nanoplastiku (NP) w zwigzku z rosngcym tempem ich
emisji do S$rodowiska naturalnego oraz zagrozen wynikajgcych z ich potencjalnego
niekorzystnego oddziatywania na organizmy zywe. Jednym z najczesSciej wykorzystywanych
plastikow jest polistyren, ktdérego wiasciwosci i zdolnos¢ kumulowania w tancuchu
pokarmowym zostaty opisane w pracy przeglagdowej [Publikacja C27]. W pracy tej dokonano
charakterystyki czgstek plastiku, najczesciej stosowanych w réznych gateziach przemystu,

nastepnie opisano jego wtasciwosci fizykochemiczne i przedstawiono dane dotyczace
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Swiatowego i europejskiego zuzycia plastikow. Przedstawiono zrddta mikro- i nanoczastek
polistyrenu w srodowisku i ich akumulacje w organizmach zywych oraz toksycznosc
w ukfadach in vitro i in vivo. Te informacje oraz fakt, iz nanoplastik zostat wykryty we krwi
cztowieka staty sie podstawg do rozpoczecia badan dotyczacych interakcji nanoczastek
polistyrenu z komérkami ludzkiej krwi. Celem badan byta ocena wptywu nanoczgstek
polistyrenu na jednojadrzaste komorki krwi obwodowej cztowieka w aspekcie ich dziatania
prooksydacyjnego, genotoksycznego i proapoptotycznego.

Na wstepnie dzieki podjeciu wspodtpracy z dr hab. Ireneuszem Piwonskim, prof. Ut
z Katedry Technologii i Chemii Materiatdw, Wydziatu Chemii Ut., wykonano zdjecia
nanoczastek o srednicy 29 nm, 44 nm i 72 nm za pomocg mikroskopu sit atomowych (AFM)
i skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) oraz oceniono hydrodynamiczny rozmiar
nanoczastek polistyrenu za pomoca techniki dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS)
w srodowisku wodnym i pozywce RPMI. Badania $rednicy nanoczastek w sSrodowisku wodnym
potwierdzity ich wielko$¢ zgodng z deklaracjg producenta. Natomiast w pozywce RPMI
(zawierajacej albumine) stwierdzono wiekszg S$rednice nanoczgstek (szczegdlnie
w przypadku najmniejszych nanoczgstek az 3-krotnie wiekszg), co prawdopodobnie byto
spowodowane powstaniem korony biatkowej [Publikacja B34].

Nastepnie oceniono cytotoksyczne i oksydacyjne wiasciwosci badanych nanoczgstek
w stosunku do jednojgdrzastych komérek krwi obwodowej cztowieka [Publikacja B31].
Wykonana jako pierwsza analiza zywotnosci pozwolita dobra¢ odpowiednie ich stezenia do
prowadzenia dalszych badan. Analiza parametrow stresu oksydacyjnego wykazata, ze
analizowane nanoczastki w niskich stezeniach (0,01 pg/ml/0,1 pg/ml) powodowaty
generowanie reaktywnych form tlenu (RFT), a przy stezeniu 1 pug/ml/10 pg/ml indukowaty
powstawanie wysoce reaktywnych form tlenu (gtéwnie rodnika hydroksylowego). W zwigzku
z tym, ze wzrost RFT moze powodowac uszkodzenia makromolekut komérkowych, zbadano
wptyw nanoczastek polistyrenu na indukcje uszkodzen oksydacyjnych biatek i lipidéw.
Stwierdzono, ze badane czgstki wzmagajg peroksydacje lipidéw oraz utlenianie biatek, przy
czym najsilniejszy wptyw na zmiany w badanym parametrze wykazujg najmniejsze nanoczgstki
o srednicy 29 nm.

Obserwowany wzrost poziomu reaktywnych form tlenu moze przyczyniaé¢ sie do
uszkadzania biatek i lipidéw, ale takze do oksydacyjnych zmian w strukturze DNA. Tym samym
w kolejnym etapie badan dokonano oceny potencjatu genotoksycznego badanych
nanoczastek w jednojadrzastych komdrkach krwi obwodowej cztowieka co przedstawiono
w publikacji B34. Stwierdzono, ze badane czgstki po 24-godzinnej inkubacji spowodowaty
powstanie zaréwno pojedynczych, jak i podwdjnych peknieé nici DNA. Najsilniejsze
uszkodzenia DNA odnotowano pod wptywem najmniejszych nanoczgstek o $rednicy 29 nm,
ktére byly istotne statystycznie juz od stezenia 0,01 pg/ml, nieco wieksze zmiany

spowodowaty nanoczastki polistyrenu o Srednicy 44 nm od stezenia 0,1 pg/ml, a najmniejsze
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zmiany zaobserwowano w przypadku najwiekszych nanoczastek o srednicy 72 nm dopiero od
stezenia 10 pg/ml. Wykazano takze, ze badane nanoczastki indukowaty uszkodzenia
dwuniciowe DNA, jednak tylko przy najwyzszych stezeniach tj. 10 pg/ml i 100 pg/ml
odpowiednio przez nanoczastki o srednicy 29 nm i 44 nm. Nastepnie oceniono oksydacyjne
uszkodzenia puryn i pirymidyn w DNA jednojadrzastych komdrek krwi obwodowej cztowieka
narazonych na dziatanie badanych nanoczastek, stwierdzajac, silniejsze uszkodzenia
w przypadku puryn niz pirymidyn. Dzieki podjeciu wspdtpracy z dr hab. Markiem Foksifskim,
prof. UMK z Katedry Biochemii Klinicznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
wykonano réwniez dwuwymiarowg chromatografie cieczcowg do analizy 8-okso-2'-
deoksyguanozyny (8-oksodG) i wykazano niewielki wzrost poziomu tej pochodnej od stezenia
0,1 pg/ml tylko pod wptywem najmniejszych nanoczgstek polistyrenu (29 nm). Dalsze analizy
wykazaty, ze jednojadrzaste komorki krwi obwodowej cztowieka efektywnie naprawiaty
(w czasie 2 godzin) uszkodzenia DNA spowodowane dziataniem nanoczgstek o srednicy 44 nm
i 72 nm w stezeniu 100 pg/ml, jednak nie byty w stanie catkowicie naprawié¢ powstatych
uszkodzenn DNA pod wptywem czgstek o najmniejszej srednicy. Przeprowadzone do tej pory
badania wykazaty, ze analizowane nanoczgstki spowodowaty uszkodzenia w strukturze DNA
prawdopodobnie posrednio na skutek indukowanych przez nie RFT.

Nanoczastki polistyrenu spowodowaty wzrost eksternalizacji fosfatydyloseryny
(aktywacja apoptozy), ktéry byt najwiekszy pod wptywem najmniejszych nanoczastek od
stezenia 1 pg/ml [Publikacja B31]. Z tego wzgledu, przeprowadzono badania mechanizmu
proapoptotycznego dziatania wybranych nanoczgstek [Publikacja B35]. Zbadano poziom
jonow wapnia w cytozolu oraz zmiany w poziomie potencjatu transbtonowego mitochondriéw
w jednojadrzastych komdrkach krwi obwodowej cztowieka inkubowanych przez 24 godziny
z nanoczgstkami o réinych Srednicach w zakresie stezen od 0,001 do 100 upg/ml.
Zaobserwowano, ze najmniejsze nanoczgstki w nizszych stezeniach niz nanoczastki
o wiekszych srednicach spowodowaty statystycznie istotny wzrost poziomu jondw wapnia
w cytozolu oraz spadek potencjatu mitochondrialnego. Enzymami odgrywajgcymi kluczowg
role w procesie apoptozy sg kaspazy 9, -8 i -3. Badania wykazaty, ze tylko nanoczastki
o S$rednicy 29 nm spowodowaty istotne statystycznie zmiany aktywnosci wszystkich
testowanych kaspaz. Z kolei czgstki o srednicach 44 nm i 72 nm powodowaty zmiany
w aktywnosci kaspazy-9 i kaspazy-3, nie aktywujgc kaspazy-8. W niniejszej pracy zbadalismy
réowniez poziom biatka mTOR, ktére jest kinazg serynowo-treoninowg zaangazowang
w regulacje réznych proceséw komérkowych, takich jak przemiany energii komdrkowe;j,
a takze uczestniczy w regulacji autofagii i apoptozy. Obserwowano wzrost poziomu mTOR przy
stezeniach nanoczastek mniejszych niz te, ktdore indukowatly apoptoze, a nastepnie
zmniejszenie aktywacji mTOR przy stezeniach nanoczgstek, pod wptywem ktérych inicjowana
byta apoptoza az do osiggniecia poziomu préby kontrolnej (29 nm, stezenia 10 pug/ml i 100
ug/ml).
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Innym etapem mojej pracy oceniajgcym wptyw nanoczastek polistyrenu na komaorki krwi
byto okreslenie ich dziatania na bfone erytrocytu. Badania te cze$ciowo zostaty
przeprowadzone po podjeciu wspodtpracy z dr hab. Dorotg Bonarskg-Kujawa, prof. UPWr
z Katedry Fizyki i Biofizyki Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu gdzie w roku 2021
odbytam 13 tygodniowy podoktorski staz naukowy. W tym badaniu oceniono potencjalng
toksyczno$é nanoczastek polistyrenu w ludzkich erytrocytach. Zbadano wptyw nanoczgstek
o réznych srednicach (~¥30 nm, ~45 nm, ~70 nm) na ptynnos¢ bftony erytrocytdw, ksztatt
krwinek czerwonych oraz hemolize tych komdrek. Wykorzystane do badan nanoczastki
polistyrenu zwiekszaty sztywnos$é btony erytrocytéw w obszarze hydrofobowym faricuchow
weglowodorowych kwaséw ttuszczowych. Nanoczastki indukowaty proces hemolizy
i spowodowaty zmiany morfologiczne krwinek czerwonych, a zaobserwowane zmiany byty
zalezne od wielkosci nanoczastek. Najmniejsze nanoczastki polistyrenu ~30 nm
(o najmniejszej wartosci bezwzglednej ujemnego potencjatu zeta —29,68 mV) indukowaty
najwiekszg hemolize, natomiast najwieksze ~70 nm (o najwyzszej wartosci bezwzglednej
ujemnego potencjatu zeta) (—42,00 mV) spowodowaty najwieksze zmiany w ksztafcie

erytrocytow i powstawaniu stomatocytéw [Publikacja B36].
5.2.1.6. Benzo(a)piren

Innym zwigzkiem, ktéry wzbudzit moje zainteresowanie jest benzo(a)piren (B(a)P). B(a)P
to wielopierscieniowy weglowoddr aromatyczny (WWA), powstajgcy gtéwnie w wyniku
spalania paliw kopalnych, drewna i innych materiatéw organicznych. Wystepuje on w dymie
papierosowym, produktach spozywczych zwtaszcza przetwarzanych w  wysokich
temperaturach, a gtéwnym Zrédtem narazenia ludzi na B(a)P jest zywnos¢, woda pitna
i powietrze. W pracy przeglgdowej [Publikacja B30] omoéwiono wptyw benzo(a)pirenu na
zmiany epigenetyczne, ktére moga uczestniczy¢ w mechanizmach kancerogennosci. Opisatam
mechanizm zmian epigenetycznych indukowanych przez B(a)P, ktéry wynika gtéwnie
z tworzenia adduktéw CpG-BPDE pomiedzy metabolitem B(a)P-BPDE a CpG, co prowadzi do
zmian w poziomie 5-metylocytozyny. B(a)P dziata réwniez poprzez hamowanie aktywnosci
metylotransferaz DNA, a ponadto poprzez zwiekszanie aktywnosci deacetylaz histonowych
HDAC, czyli HDAC2 i HDAC3.

5.2.2. Ekstrakty z Uncaria tomentosa

Wiaczytam sie réwniez w badania oceniajgce wptyw wiasciwosci biologicznych
ekstraktéw wodnych i etanolowych z czepoty puszystej (Uncaria tomentosa) na komérki krwi
cztowieka. Roslina ta jest potudniowoamerykaninskim pngczem, stosowanym od dziesiecioleci
we wspomaganiu leczenia wielu chordb tj.: reumatyzmu, cukrzycy, schorzen uktadu

pokarmowego oraz choréb nowotworowych. Ekstrakty zostaty uzyskane od zespotu prof. dr
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hab. Krzysztofa Gulewicza z Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu. Przeanalizowano wptyw ekstraktéw z U. tomentosa na strukture i funkcje
erytrocytow i jednojgdrzastych komérek krwi cztowieka. Materiat rodlinny stanowity cztery
ekstrakty: ekstrakt wodny i etanolowy z lisci oraz ekstrakt wodny i etanolowy z kory. Oceniono
wptyw ekstraktéw U. tomentosa na ludzkie erytrocyty. Przeprowadzajgc analize wielkosci
i ksztattu erytrocytéw za pomoca cytometrii przeptywowej i mikroskopii z kontrastem
fazowym, zaobserwowatam zaburzenia wielkosci i ksztafttu erytrocytéw inkubowanych
z ekstraktami etanolowymi i wodnymi w stezeniach odpowiednio 100 pg/ml i 250 pg/ml.
Zmiany te byty prawdopodobnie zwigzane z wnikaniem zwigzkéw polifenolowych zawartych
w ekstraktach U. tomentosa do btony erytrocytow. Ponadto badania wykazaty wzrost
eksternalizacji fosfatydyloseryny na powierzchni erytrocytéw swiadczacy o indukcji apoptozy
w wyniku narazenia komdrek na badane ekstrakty w stezeniu 250 pg/ml. Niemniej jednak
wyniki badan wykazaty, ze znaczne zmiany morfologiczne i apoptotyczne pojawiajg sie dopiero
w wyniku ekspozycji erytrocytéw na wysokie stezenia badanych ekstraktow, a zatem nie
powinny one prowadzi¢ do klinicznego uszkodzenia erytrocytéw, jesli nie zostang
przekroczone dawki terapeutyczne [Publikacja B11].

W jednojadrzastych komadrkach krwi obwodowe] cztowieka stwierdzono, ze tylko bardzo
wysokie stezenia ekstraktow etanolowych z kory i liSci oraz wodnego ekstraktu z kory
U. tomentosa powodujg spadek zywotnosci i apoptoze tych komédrek oraz indukujg wzrost
poziomu grup karbonylowych w biatkach i poziomu reaktywnych form tlenu. Efekty te byty
skorelowane z poziomem alkaloidéw i polifenoli zawartych w badanych ekstraktach.
Najwiekszg cytotoksycznosc¢ wykazywat ekstrakt etanolowy z kory, nastepnie etanolowy z lisci
i wodny z kory. Nie stwierdzono spadku zywotnosci jednojadrzastych komérek krwi cztowieka

po inkubacji z ekstraktem wodnym z lisci [Publikacja B12].
5.3. Uszkodzenia erytrocytow w réznych jednostkach chorobowych

Podczas trwania mojej pracy naukowe]j zajetam sie réwniez badaniami oceniajgcymi
zmiany w erytrocytach pacjentéw z réznymi jednostkami chorobowymi. Najpierw po
nawigzaniu wspotpracy z prof. dr hab. Tadeuszem Pietrasem z Kliniki Pulmonologii
i Alergologii UM Szpitala im. Norberta Barlickiego w todzi, zbadatam wptyw przewlektej
obturacyjnej choroby ptuc (POChP) na réwnowage redoks, wtasciwosci btony komédrkowej
erytrocytow, aktywnos¢ butyrylocholinoesterazy (BChE) i catkowitg pojemnos¢
antyoksydacyjng (TAC) osocza o0s6b chorych. U chorych na POChP w stosunku do grupy
kontrolnej obserwowano wzrost produktéw peroksydacji lipiddw oraz spadek zawartosci grup
—SH w btonie krwinek czerwonych. Stwierdzono wzrost aktywnosci peroksydazy
glutationowej, spadek aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej oraz istotne zmiany
w aktywnosci enzymdéw btonowych erytrocytédw u chorych na POChP, co byto widoczne

poprzez obnizong aktywno$é ATPazy i podwyziszong aktywno$é acetylocholinoesterazy
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[Publikacja B20]. Po raz pierwszy wykazano, ze aktywnos¢ butyrylocholinoesterazy w osoczu
krwi pacjentéw z rozpoznang przewlektg obturacyjng chorobg ptuc jest istotnie obnizona
w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Zmianom tym towarzyszyt spadek catkowitej pojemnosci
antyoksydacyjnej (TAC) i wzrost peroksydacji lipidéw. Obserwowane zaburzenia mogg by¢
wynikiem stresu oksydacyjnego indukowanego pod wptywem przewlektej obturacyjnej
choroby ptuc [Publikacja B22].

Nastepna podjeta wspotpraca z prof. dr hab. Krzysztofem Chojnowskim z Kliniki
Hematologii Ogélnej UM Szpitala im. M. Kopernika w todzi, miata na celu sprawdzenie
i wyjasnienie czy w czerwienicy prawdziwej (PV) i nadptytkowosci samoistnej (ET) dochodzi do
eryptozy dojrzatych erytrocytéw. Obie choroby to nowotwory mieloproliferacyjne
Philadelphia-ujemne z udokumentowanym upos$ledzeniem apoptozy na poziomie
hematopoetycznych komdrek macierzystych. Przeanalizowano markery eryptozy w krwinkach
czerwonych pobranych od pacjentéw nieleczonych, leczonych hydroksymocznikiem (HU) oraz
os6b  zdrowych. Zaobserwowano wzrost aktywnosci kalpainy i eksternalizacji
fosfatydyloseryny u pacjentéw z ET i PV wczesniej nieleczonych, co wskazuje na zwiekszong
eryptoze. Wsrdd pacjentdéw leczonych HU zaobserwowano istotny wzrost aktywnosci kalpainy
w grupie ET i spadek aktywnosci tego enzymu w grupie PV w poréwnaniu z pacjentami
nieleczonymi cytoredukcyjnie. Nasilenie eryptozy u pacjentéw z ET i PV moze by¢ formg
ogolnoustrojowej kompensacji patologicznej nadprodukcji erytrocytow w szpiku kostnym.
Hydroksymocznik jako lek cytoredukcyjny stosowany w ET i PV, moze wptywaé na proces
eryptozy w rézny sposdb, w zaleznosci od jednostki chorobowej. Nie zaobserwowano, aby
mutacja JAK2V617F miata jakikolwiek wptyw na eryptoze w ET [Publikacja B29].

Pozostajgc w tematyce dotyczgcej stresu oksydacyjnego, napisatam dwie prace
przeglagdowe omawiajgce wptyw suplementéow diety w zespole metabolicznym MS (ang.
Metabolic Syndrome). MS jest zbiorem wzajemnie powigzanych czynnikéw takich jak:
insulinoopornos¢, hiperinsulinemia, otytos¢, zaburzenia lipidowe, nadcisnienie tetnicze.
Wskazuje sie réwniez, ze pierwotnym zjawiskiem inicjujgcym rozwdj insulinoopornosci
zwigzanej z dodatnim bilansem energetycznym jest stres oksydacyjny. Pierwszg linig obrony
w walce z ZM jest zmiana stylu zycia opierajaca sie gtdwnie na redukcji masy ciata. Ponadto
duze znaczenie ze wzgledu na wtasciwosci przeciwutleniajace i przeciwzapalne mogg miec
réwniez suplementy diety takie jak: antyoksydanty, nienasycone kwasy ttuszczowe czy
sktadniki mineralne [Publikacja B9 i B19].

W nastepnej pracy omoéwitam role suplementacji kwasami omega-3 i omega -6
w réznych jednostkach chorobowych (choroby uktadu krgzenia, otytos¢, zespét metaboliczny,
stany zapalne, fenyloketonuria, choroby nowotworowe, depresja) oraz wptyw diety bogatej

w te kwasy na zdrowie matki i rozwdj dziecka [Publikacja B18].
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6. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowa albo artystyczna realizowana
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej Ilub instytucji kultury

w szczegollnosci zagranicznej

03.09.2018-31.01.2019 (22 tygodnie) odbytam staz naukowy w Instytucie Medycyny
Pracy im. prof. dr med. Jerzego Nofera w todzi w Zaktadzie Genetyki Molekularnej
i Epigenetyki (obecna nazwa Zaktad Badan Translacyjnych) pod opieka prof. dr hab. Edyty
Reszki (Potwierdzenie odbycia stazu zatacznik 7 (S1)).

W trakcie stazu zapoznatam sie z metodyka stosowang w zakresie genetyki molekularne;j
i epigenetyki taka jak: izolacja genomowego DNA z komodrek ludzkich, synteza cDNA,
modyfikacja DNA z wodorosiarczanem sodu, iloSciowa analiza ekspresji gendow
(gRT-PCR) czy metylacja regionéw promotorowych.

Wykonywatam samodzielnie badania ekspresji gendw, metylacji ogdlnej oraz metylacji
regiondw promotorowych wybranych genéw w jednojgdrzastych komérkach krwi obwodowej
cztowieka pod wptywem ftalanéw (DBP, BBP i ich metabolitow MBP i MBzP). Efektem
odbytego stazu jest publikacja, ktdra wchodzi w skfad osiggniecia naukowego.

Sicinska P., Jabforiska E., Bukowska B., Balcerczyk A., Reszka E. , The selected epigenetic
effects of phthalates: DBP, BBP and their metabolites:MBP, MBzP on human peripheral blood
mononuclear cells (In Vitro). Toxicol In Vitro. 2022 Aug; 82:105369. doi:
10.1016/j.tiv.2022.105369 (Publikacja A5).

01.07-30.09.2021 (13 tygodni) odbytam podoktorski staz naukowy w Katedrze Fizyki
i Biofizyki Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu pod opiekg dr hab. Doroty Bonarskiej-
Kujawy, prof. UPWr (Potwierdzenie odbycia stazu zatgcznik 7 (S2)).

Podczas stazu zapoznatam sie z metodami oceniajgcymi parametry fizyczne
w erytrocytach cztowieka po dziataniu réinych ksenobiotykdw. Wykonatam pomiary
z zastosowaniem spektroskopii fluorescencyjnej, spektroskopii UV-Vis oraz mikroskopii
Swietlnej. Przy uzyciu sond fluorescencyjnych ocenitam zmiany w ptynnosci bton erytrocytéw,
wykonatam pomiary potencjatu transbtonowego erytrocytéw oraz ocenitam zmiany ksztattu
krwinek czerwonych po dziataniu wybranych zwigzkéw. Efektem tego stazu jest publikacja pt.
»The effects of non-functionalized polystyrene nanoparticles with different diameters on
human erythrocyte membrane and morphology” Ptuciennik K, Sicinska P, Duchnowicz P,
Bonarska-Kujawa D, Meczarska K, Solarska-Sciuk K, Mitowska K, Bukowska B. Toxicol In Vitro.
2023 Jun 17:105634. doi: 10.1016/j.tiv.2023.105634 (Publikacja B36).

Wspétpracowatam réwniez z innymi jednostkami czego efektem byty publikacje
w czasopismach z listy JCR:
1. dr hab. n.med. Hanng tawnickg i dr hab. n.med. Eweling Motylewska z Zaktadu

Immunoendokrynologii Uniwersytetu Medycznego w todzi.
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2.

dr

a) Lawnicka H, Kowalewicz-Kulbat M, Sicinska P, Altmann KH, Hofmann T, Stepien H. Resorcylic acid
lactone L-783,277 inhibits the growth of the human adrenal cancer cell line H295R in vitro. Int J
Immunopathol Pharmacol. 2009 Oct-Dec;22(4):889-95.

b) Lawnicka H, Kowalewicz-Kulbat M, Sicinska P, Kazimierczuk Z, Grieb P, Stepien H. Anti-neoplastic effect
of protein kinase CK2 inhibitor, 2-dimethylamino-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazole (DMAT), on growth
and hormonal activity of human adrenocortical carcinoma cell line (H295R) in vitro. Cell Tissue Res. 2010
May;340(2):371-9.

c) Motylewska E, Lawnicka H, Kowalewicz-Kulbat M, Sicinska P, Niedziela A, Melen-Mucha G, Stepien H.
Interferon alpha and rapamycin inhibit the growth of pheochromocytoma PC12 line in vitro. Endokrynol
Pol. 2013;64(5):368-74.

d) Motylewska E., Lawnicka H., Kowalewicz-Kulbat M, Sicinska P., Niedziela, Gabriela Melen-Mucha A.,
Stepien H. Interferon alpha and rapamycin inhibit the growth of carcinoid and medullary thyroid cancer in
vitro. Pharmacol Rep. 2014 Aug;66(4):624-9.

hab. n.med. Magdaleng Boncler z Zaktadu Zaburzer Krzepniecia Krwi Uniwersytetu

Medycznego w todzi.

a) Boncler M, Rywaniak J, Sicinska P, Watala C. Effectiveness of modified C-reactive protein in the
modulation of platelet function under different experimental conditions. Blood Coagul Fibrinolysis. 2011
Jun;22(4):301-9.

3. prof. dr hab. n. med. Tadeuszem Pietrasem z Kliniki Pulmonologii i Alergologii Uniwersytetu

Medycznego w todzi. Szpitala im. Norberta Barlickiego w todzi.

a) Siciriska P., Bukowska B., Pajak A., Koceva-Chyta A., Pietras T., Nizinkowski P., Gorski P., Koter-Michalak
M. Decreased activity of butyrylcholinesterase in blood plasma of patients with chronic obstructive
pulmonary disease. Archives of Medical Science, vol. 13, nr 3, 2017, s. 645-651.

b) Bukowska B, Siciriska P, Pajgk A, Koceva-Chyla A, Pietras T, Pszczétkowska A, Gorski P, Koter-Michalak
M. Oxidative stress and damage to erythrocytes in patients with chronic obstructive pulmonary disease-
changes in ATPase and acetylcholinesterase activity. Biochem Cell Biol. 2015 Dec;93(6):574-80.

4. prof. dr hab. n. med. Krzysztofem Chojnowskim i dr n. med. Pawtem Kopkg z Kliniki

Hematologii Ogdlnej Uniwersytetu Medycznego w todzi. Szpitala im. M. Kopernika
w todzi.

a) Kopka P., Blizniewska K., Siciriska P., Duchnowicz P., Bukowska B., Treliniski J., Chojnowski K. Eryptosis in
polycythemia vera and essential thrombocythemia. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, vol. 74,
2020, s. 69-76.

5. prof. dr hab. Maciejem Zalewskim i dr Matgorzatg Tarczynskg z Katedry Ekologii Stosowanej

Ut.

a) Majsterek |I., Sicinska P., Tarczynska M., Zalewski M., Walter Z. Toxicity of microcystin from
cyanobacteria growing in a source of drinking water. Comp Biochem Physiol C Toxicol Pharmacol. 2004
Oct;139(1-3):175-9.

6. dr hab. Magdg Kowalewicz-Kulbat z Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej Ut.

a) Mnich E, Kowalewicz-Kulbat M, Sicinska P, Hinc K, Obuchowski M, Gajewski A, Moran AP, Chmiela M.
Impact of Helicobacter pylori on the healing process of the gastric barrier. World J Gastroenterol. 2016 Sep
7;22(33):7536-58.

7. prof. dr hab. Katarzyng Wozniak z Katedry Genetyki Molekularnej Ut.

a) Mokra K., WozZniak K., Bukowska B., Siciriska P., Michatowicz J. Low-concentration exposure to BPA, BPF
and BPAF induces oxidative DNA bases lesions in human peripheral blood mononuclear cells.
Chemosphere, vol. 201, 2018, s. 119-126.

b) Wozniak E., Siciriska P., Michafowicz J., Wozniak K., Reszka E., Huras B., Zakrzewski J., Bukowska B. The
mechanism of DNA damage induced by Roundup 360 PLUS, glyphosate and AMPA in human peripheral
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blood mononuclear cells - genotoxic risk assessement. Food and Chemical Toxicology, vol. 120, 2018, s.
510-522.

c) Sicinska P., Mokra K., Wozniak K., Michafowicz J., Bukowska B. Genotoxic risk assessment and
mechanism of DNA damage induced by phthalates and their metabolites in human peripheral blood
mononuclear cells. Scientific Reports, Nature Publishing Group, vol. 11, nr 1, 2021, 1658, s. 1-9.

8. dr hab. Anetg Balcerczyk prof. Ut z Katedry Biologii Nowotwordw i Epigenetyki Ut.

a) Sicinska P, Jabtoriska E, Bukowska B, Balcerczyk A, Reszka E. The selected epigenetic effects of
phthalates: DBP, BBP and their metabolites: MBP, MIBzP on human peripheral blood mononuclear cells (In
Vitro). Toxicol In Vitro. 2022 Aug;82:105369.

9. prof. dr hab. Krzysztofem Gulewiczem z Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii

Nauk w Poznaniu.

a) Bors M, Michatowicz J, Pilarski R, Siciriska P, Gulewicz K, Bukowska B. Studies of biological properties of
Uncaria tomentosa extracts on human blood mononuclear cells. J Ethnopharmacol. 2012 Aug
1,142(3):669-78.

b) Bors M, Siciriska P, Michatowicz J, Wieteska P, Gulewicz K, Bukowska B. Evaluation of the effect of
Uncaria tomentosa extracts on the size and shape of human erythrocytes (in vitro). Environ Toxicol
Pharmacol. 2012 Mar;33(2):127-34.

10. dr inz. Jerzym Zakrzewskim, prof. IPO oraz mgr inz. Bogumitg Hura$ z Sieci Badawczej
tukasiewicz — Instytutu Przemystu Organicznego w Warszawie.

a) Kwiatkowska M., Michatowicz J., Jarosiewicz P., Pingot D., Siciriska P., Huras B., Zakrzewski J.,
Jarosiewicz M., Bukowska B. Evaluation of apoptotic potential of glyphosate metabolities and impurities
in human peripheral blood mononuclear cells (in vitro study). Food and Chemical Toxicology 2020,vol.
135,110888, s. 1-12.

b) WozZniak E., Siciriska P., Michatowicz J., WoZniak K., Reszka E., Huras B., Zakrzewski J., Bukowska B. The
mechanism of DNA damage induced by Roundup 360 PLUS, glyphosate and AMPA in human peripheral
blood mononuclear cells - genotoxic risk assessement. Food and Chemical Toxicology, vol. 120, 2018, s.
510-522.

11. prof. dr hab. Edytg Reszka i dr hab. Ewg Jabtoriskg prof. IMP z Instytutu Medycyny Pracy
im. prof. J. Nofera w todzi.

a) WozZniak E., Siciriska P., Michatowicz J., WoZniak K., Reszka E., Huras B., Zakrzewski J., Bukowska B. The
mechanism of DNA damage induced by Roundup 360 PLUS, glyphosate and AMPA in human peripheral
blood mononuclear cells - genotoxic risk assessement. Food and Chemical Toxicology, vol. 120, 2018, s.
510-522, DOI:10.1016/j.fct.2018.07.035.

b) Siciriska P., Jabforiska E., Bukowska B., Balcerczyk A., Reszka E. The selected epigenetic effects of
phthalates: DBP, BBP and their metabolites: MBP, MBzP on human peripheral blood mononuclear cells (In
Vitro). Toxicology in Vitro, vol. 82, 2022, 105369, s. 1-7.

12. dr hab. Ireneuszem Piwonskim prof. Ut z Katedry Technologii i Chemii Materiatéw,
Wydziatu Chemii Ut.

a) Malinowska K., Bukowska B., Piwonski I., Foksinski M., Kisielewska A., Zarakowska E., Gackowski D.,
Sicinska P. Polystyrene nanoparticles: the mechanism of their genotoxicity in human peripheral blood
mononuclear cells. Nanotoxicology, 2022, s. 1-21.

13. dr hab. Markiem Foksinskim, prof. UMK z Katedry Biochemii Klinicznej Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu.

a) Malinowska K., Bukowska B., Piwonski I., Foksinski M., Kisielewska A., Zarakowska E., Gackowski D.,
Sicinska P. Polystyrene nanoparticles: the mechanism of their genotoxicity in human peripheral blood
mononuclear cells. Nanotoxicology, 2022, s. 1-21.
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7. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke
lub sztuke

7.1. Dziatalnos¢ dydaktyczna
7.1.1. Prowadzone zajecia

W okresie od 2011-2023 prowadzitam nastepujace zajecia dydaktyczne na studiach

| i Il stopnia: Fizyka proceséw i zjawisk przyrodniczych z elementami biofizyki, Fizyka
z elementami biofizyki, Biofizyka medyczna, Biofizyka skazen, Podstawy fizyki i biofizyki,
Analiza biochemiczno-biofizyczna, Toksykologia, Toksykologia z ekotoksykologia,
Ekotoksykologia, Fizyczno-chemiczny monitoring skazen srodowiska miejskiego, Biomarkery
stresu oksydacyjnego, Biomarkery specyficzne i niespecyficzne, Biologiczne praktikum
kryminalistyczne, Cytologia kliniczna, Pracownia magisterska, Seminarium licencjackie
z przygotowaniem pracy licencjackiej i przygotowaniem do egzaminu licencjackiego.
Prowadzone przeze mnie zajecia wielokrotnie byty oceniane przez studentéw powyzej 4,5
a w roku akademickim 2022/2023 otrzymatam wyrdznienie przyznawane przez studentow
w Plebiscycie ,,Nauczyciel Roku 2022/2023 na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Ut".

7.1.2. Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze promotora pomocniczego

2016-2020 Bytam Promotorem pomocniczym w rozprawie doktorskiej Lek. Pawta Kopki
na stopien doktora nauk medycznych. Uchwata nr 9.28/260/2019 Rady Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w todzi z dnia 12 marca 2019r.

Tytut pracy: ,,Ocena eryptozy i wybranych parametréw stresu oksydacyjnego u chorych
na czerwienice prawdziwg i nadptytkowos$é samoistng” Rozprawa powstata w Zaktadzie
Zaburzen Hemostazy Katedry Hematologii UM w todzi we wspétpracy z Katedrg Biofizyki
Skazen Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego. Promotor: Prof. dr hab. n. med. Krzysztof
Chojnowski

Obecnie jestem Promotorem pomocniczym w dwodch rozprawach doktorskich
wykonywanych w Katedrze Biofizyki Skazen Srodowiska na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego.

Od 2019 u Mgr Kingi Malinowskiej ze Stacjonarnych Studiéw Doktoranckich Genetyki
Molekularnej, Cytogenetyki i Biofizyki Medycznej przy Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Ut. Tytut pracy: ,Ocena wiasciwosci prooksydacyjnych, proapoptotycznych i genotoksycznych
nanoczastek polistyrenu w jednojgdrzastych komaérkach krwi obwodowej”. Promotor: Prof. dr
hab. Bozena Bukowska

0d 2021 u Mgra Kamila Ptuciennika ze Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych

Ut. Tytut pracy: ,Zmiany strukturalne i funkcjonalne bton erytrocytéw cztowieka narazonych
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na dziatanie nanoczastek polistyrenu o réznych $rednicach” Promotor: Prof. dr hab. Bozena
Bukowska

7.1.3. Opieka naukowa nad magistrantami i licencjuszami

Bytam Promotorem 4 prac magisterskich oraz 8 prac licencjackich wykonanych
w Katedrze Biofizyki Skazern Srodowiska na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu tédzkiego.

7.1.4. Opieka naukowa nad stazystami

W roku 2020 bytam opiekunem stazu Pani Dominiki Jasniak, studentki 2 roku
Biotechnologii, studiéw pierwszego stopnia Ut. Staz odbywat sie w ramach projektu
»STUDENTS’ POWER — kompleksowy program rozwoju uczelni”. Staz byt wspétfinansowany ze

srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego.
7.2. Dziatalnos¢ w zakresie organizacyjnym

2020-2024 Cztonek Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska z wyboru w grupie
pracownikéw niesamodzielnych.

2020-2024 Cztonek Rektorskiej Komisji mieszkaniowe] Ut.

2022/2023 Przewodniczaca Podkomisji Rekrutacyjnej Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Ut.

2020/2021 Przewodniczgca Podkomisji Rekrutacyjnej Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Ut.

2019/2020 Sekretarz Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej WBiOS

2017/2018 Sekretarz Wydziatlowej Komisji Rekrutacyjnej WBiOS

2016/2017 Cztonek Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej WBiOS

7.3. Dziatalnos¢ w zakresie popularyzacji nauki

14.04.2023 — Warsztaty pt. ,,Sktadniki krwi i funkcje hemoglobiny” przeprowadzone dla
uczniéw Akademickiego Liceum Ogodlnoksztatcgcego z Oddziatami Dwujezycznymi im. Prof.
Zbigniewa Religi w Kutnie.

09.02.2023 - Warsztaty pt. ,Biofizyka wokét nas” przeprowadzone dla uczniéw
| Liceum Ogdlnoksztatcgcego im. Tadeusza Kosciuszki w Wieluniu.

18.11.2022 - Warsztaty w ramach UZO pt. ,Rézne formy hemoglobiny jako markery
zatru¢” przeprowadzone dla ucznidw Akademickiego Liceum Ogdlnoksztatcgcego
z Oddziatami Dwujezycznymi im. Prof. Zbigniewa Religi w Kutnie.

10.01.2020 — Noc Biologéw warsztaty pt. , Nie chce oddycha¢ niezdrowo, pokonajmy

smog!”.
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03.12.2019 — Warsztaty pt. ,,Wspédtczesne zagrozenia sSrodowiska: plastik i jego dodatki”
wstep wolny.

06.02.2019 — Warsztaty pt. ,Biologia Sgdowa” przeprowadzone dla uczniéw Il Liceum
Ogdlnoksztatcgcego w Koninie.

27.09.2018 - Warsztaty pt. ,Tajemnicze barwniki w przyrodzie: chlorofil
i hemoglobina” przeprowadzone dla ucznidw | Liceum Ogdlnoksztatcgcego im.
J. Dgbrowskiego w Tomaszowie Mazowieckim.

08.02.2018 - Warsztaty pt. ,Biologia Sgdowa” przeprowadzone dla uczniow
przeprowadzone dla uczniéw Il Liceum Ogdlnoksztatcgcego im. Cypriana Kamila Norwida
w Koninie.

27.09.2017 Warsztaty pt. ,Biologia Sgdowa” przeprowadzone dla uczniéw Il Liceum
Ogdlnoksztatcgcego im. C.K. Norwida w Koninie.

11.05.2017 Warsztaty pt. ,Tajemnicze barwniki w przyrodzie: chlorofil i hemoglobina”
przeprowadzone dla ucznidw Zespotu Szkét Licealno-Gimnazjalnych w Gtownie.

13.01.2017 Noc Biologdéw, warsztaty pt. ,Wolne rodniki — dobre, zte, brzydkie”.

12.02.2016 Warsztaty pt. ,Otrzymywanie i rozdziat chromatograficzny chlorofilu”
przeprowadzone dla uczniéw XXI Liceum Ogdlnoksztatcagcego im. B. Prusa w todzi.

09.02.2016 Zajecia edukacyjne w ramach projektu ,Przedszkolak na Uniwersytecie”
przeprowadzone dla Przedszkola Miejskiego Nr 52 w todzi.

04.04.2012 Przeprowadzenie praktyk w ramach ogdlnopolskiego programu ,Dzien
przedsiebiorczosci” pod honorowym patronatem Prezydenta Rzeczpospolitej Polskiej
Bronistawa Komorowskiego dla uczniéw XXVI Liceum Ogdlnoksztatcgcego im. Krzysztofa
Kamila Baczynskiego w todzi.

20.01.2009 Wyktad pt. ,Zastosowanie techniki cytometrii przeptywowej w badaniach
biologicznych” wygtoszony na Zebraniu Naukowym Polskiego Towarzystwa Przyrodnikéw im.
M. Kopernika w todzi.

14-17.02.2007 Udziat w X tédzkich Targach Edukacyjnych.

18-25.04.2005 Wyktad pt. ,, Sinice i ich wptyw na erytrocyty cztowieka” wygtoszony na
V Festiwalu Nauki, Techniki i Sztuki w todzi.

17.10.2000 Wyktad pt. ,,Sinice i ich toksyny” wygtoszony na Zebraniu Naukowym

Polskiego Towarzystwa Przyrodnikéw im. M. Kopernika w todzi.

8. Inne osiagniecia

8.1. Recenzje artykutow

Bytam recenzentem 12 artykutéw z listy Journal Citation Reports (JCR): Antioxidants (1),

Canadian Journal of Physiology and Pharmacology (1), Chemosphere (1), Cytotechnology (2),
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Environment International (1), Environmental Pollution (3), Nano letters (1), Platelets (1),
Toxicology Research (1).

8.2. Szkolenia

23.05.2019 todz, Uczestnictwo w szkoleniu pt. ,Innowacyjne rozwigzania do hodowli
komoérek ssaczych” organizowane przez Merck Sp.zo.o.

17-21.10.2016 Juan-les-Pins, Francja, Uczestnictwo w szkoleniu pt. ,In vitro toxicology
for human safety assessment” organizowane przez ,stowarzyszenie ESTIV2016”

16-19.09.2014 Olsztyn, Uczestnictwo w szkoleniu pt. ,,Cztowiek, zywnos$¢, srodowisko
— problemy wspétczesnej toksykologii”

4-5.06.2007 todz, Uczestnictwo w szkoleniu VI Edycji Szkoty Cytometrii Przeptywowej
Becton Dickinson pt. ,, Diagnostyka Biataczek i Chtonniakéw”

24-26.05.2006 Konstancin-Jeziorna, Uczestnictwo w szkoleniu V Edycja Szkoty
Cytometrii Przeptywowej Becton Dickinson. Uzyskanie certyfikatu z zakresu zaawansowanej
pracy z oprogramowaniem FACSDiva.

8-11.09.2002 todz, Ukonczenie kursu ,Toksykologii molekularnej” organizowanego

przez Instytut Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera w todzi
8.3. Nagrody

2020 t6dz Nagroda Rektora Uniwersytetu tddzkiego, zespotowa stopnia drugiego, za
cykl 18 publikacji pt. ,,Komorki krwi cztowieka i ich wykorzystanie w badaniach in vitro do
oceny mechanizmoéw dziatania wybranych ksenobiotykéw”

2018 tédz Nagroda Rektora Uniwersytetu todzkiego, zespotowa drugiego stopnia, za
cykl publikacji pt. , Cytotoksycznosé, stres oksydacyjny, uszkodzenia struktury DNA i zmiany
epigenetyczne oraz regulacja szlakdw sygnatowych prawidtowym materiale biologicznym
i narazonym na ksenobiotyki Srodowiskowe i potencjalne chemioterapeutyki”

2017 Brgzowy medal za dtugoletnia stuzbe.

2014 t6dz Nagroda Rektora Uniwersytetu todzkiego, zespotowa drugiego stopnia, za
cykl publikacji dotyczgcych stresu oksydacyjnego powstajgcego w réznych ukfadach
biologicznych in vitro i in ivo.

2013 todz Nagroda naukowa Rektora Uniwersytetu Medycznego w todzi, zespotowa
pierwszego stopnia, za cykl prac pt. ,Badania nad rolg neuropeptydéw oraz cytokin
angiogennych w patogenezie nowotwordéw gruczotéw dokrewnych”.

2010 tédz Nagroda naukowa Rektora Uniwersytetu Medycznego w todzi, zespotowa
pierwszego stopnia, za cykl prac opublikowanych w latach 2007-2009 pt. ,Badania nad rolg

angiogennych czynnikéw wzrostowych w patogenezie nowotwordw gruczotéw dokrewnych”.
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2008 tdédz Nagroda Rektora Uniwersytetu tédzkiego, za wspoétautorstwo w cyklu
publikacji pt. , Oddziatywanie zwigzkédw chemicznych z erytrocytami cztowieka oraz ocena

wystepowania niektdrych z nich w srodowisku”.

9. Bibliometryczne podsumowanie dorobku publikacyjnego

Prace stanowigce podstawe osiggniecia naukowego (A1-A5)
Sumaryczna wartos¢ IF zgodnie z rokiem publikacji: 23,906
Sumaryczna liczba punktéw MEiN: 620

Pozostate prace
Sumaryczna wartos¢ IF zgodnie z rokiem publikacji: 112,870
Sumaryczna liczba punktéw MEiIN: 3280

Catos¢ dorobku publikacyjnego tqcznie:

Sumaryczna wartosc¢ IF zgodnie z rokiem publikacji: 136,776

Sumaryczna liczba punktéw MEiIN: 3900

1. Web of Science:
Liczba cytowan: 818
Liczba cytowan bez autocytowan: 790
Indeks Hirsha: 15

2. Scopus:
Liczba cytowan: 861
Liczba cytowan bez autocytowan: 833
Indeks Hirsha: 16
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