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1. Dane osobowe

Imig¢ i nazwisko:

Iwona Lasocka (de domo Jesion)

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

2011 — stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych

Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie, Warszawa.

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Klimakteryczne owoce egzotyczne jako zrodto
czynnikow bioaktywnych i ich oddzialywanie u szczurow zywionych dietg z
cholesterolem”.

Promotor: prof. dr hab. Hanna Leontowicz

2007 — tytul zawodowy: magister inzynier zootechniki (specjalno$¢: hodowla matych

zwierzat uzytkowych i amatorskich)
Wydzial Nauk o Zwierzetach, Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w

Warszawie, Warszawa.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych lub artystycznych.

2012—obecnie: adiunkt, Katedra Biologii Srodowiska Zwierzat, Instytutu Nauk o
Zwierzetach, Szkota Gtoéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

2007-2011: uczestniczka dziennego studium doktoranckiego, Katedra Nauk
Fizjologicznych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Szkota Gléwna Gospodarstwa

Wiejskiego w Warszawie.



4.

4.1.

4.2.

Omowienie osiagnieé, 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 pézn. zm.).

Tytul osiagniecia naukowego:

Osiagniecie naukowe, stanowiace cykl powiazanych tematycznie artykulow

naukowych, nosi tytul:

,»Cytokompatybilno$§¢ monowarstwy grafenu jako rusztowania
dla komérek zaangazowanych w proces gojenia ran skéry (badania in vitro) —

projektowane zastosowania w higienie zwierzat”

Prace oryginalne i pogladowe stanowiace osiagniecie naukowe:

Pl Jesion Iwona, Skibniewski Michat, Skibniewska Ewa, Strupinski Wlodzimierz,
Szulc-Dabrowska Lidia, Krajewska Aleksandra, Pasternak Iwona, Kowalczyk Pawet,
Pinkowski Roman, 2015: Graphene and carbon nanocompounds: biofunctionalization
and applications in tissue engineering. Biotechnology & Biotechnological Equipment,
29, 3, 5.415-422. DOI:10.1080/13102818.2015.1009726. (IF2015: 0.373; MNiSW: 15
pkt.).

Moj udziat w powstaniu pracy pogladowe] polegat na opracowaniu koncepcji

pracy, analizie i interpretacji zgromadzonej literatury oraz przygotowaniu manuskryptu.

PIl Lasocka Iwona, Szulc-Dgbrowska Lidia, Skibniewski Michat, Ewa Skibniewska,

Wiodzimierz Strupinski, Iwona Pasternak, Hubert Kmie¢, Pawel Kowalczyk, 2018:
Biocompatibility of pristine graphene monolayer: scaffold for fibroblasts. Toxicology
in Vitro, 48, s.276-285. DOI: 10.1016/j.tiv.2018.01.028. (1F2018: 3,067; MNiSW: 30
pkt.).

Moj udzial w powstaniu pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu doswiadczen (hodowle ustalone,
barwienie fluorescencyjne, analiza kolorymetryczna, mikroskopia fluorescencyjna, test
rany in vitro), analizie i interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu

manuskryptu (napisanie manuskryptu i wykonanie rycin).



PII1 Lasocka Iwona, Jastrzebska Elzbieta, Szulc-Dabrowska Lidia, Skibniewski
Michat, Pasternak Iwona, Hubalek Kalbacova Marie, Skibniewska Ewa, 2019: The

effects of graphene and mesenchymal stem cells in cutaneous wound healing and their
putative action mechanism. International Journal of Nanomedicine, 14, s.2281-2299.
DOI:10.2147/1IN.S190928. (IF2019: 4,471; MNiSW: 140 pkt.).

Mo6j udzial w powstaniu pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan,
gromadzeniu literatury oraz jej analizie i interpretacji, przygotowaniu manuskryptu
(napisanie manuskryptu i wykonanie rycin).

Praca uzyskata nagrode 1 stopnia w kategorii za wyrdzniajacg si¢ prace
przegladowa ogloszong w krajowym lub zagranicznym czasopi$mie z listy JCR, w
jezyku polskim lub obcym przyznawang przez Polskie Towarzystwo Nauk

Weterynaryjnych (PTNW) Oddziat w Warszawie za rok 2019.

PIV Lasocka Iwona, Szulc-Dabrowska Lidia, Skibniewski Michat, Skibniewska Ewa,

Gregorczyk-Zboroch Karolina, Pasternak Iwona, Hubalek Kalbacova Maria, 2021:
Cytocompatibility of Graphene Monolayer and Its Impact on Focal Cell Adhesion,
Mitochondrial Morphology and Activity in BALB/3T3 Fibroblasts. Materials, 14, 3,
S.1-16, Numer artykutu:643. DOI:10.3390/ma14030643; (IF2021: 3.623; MNiSW: 140
pkt.).

M¢j udzial w powstaniu pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu do$wiadczen (hodowle ustalone,
cytometria przeptywowa, barwienie fluorescencyjne, mikroskopia fluorescencyjna),
analizie 1 interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu
(napisanie manuskryptu i wykonanie rycin).

Praca uzyskata nagrode III stopnia w kategorii za prac¢ oryginalng opublikowana
w zespole migdzynarodowym w zagranicznym czasopi$mie z listy JCR przyznawang
przez Polskie Towarzystwo Nauk Weterynaryjnych (PTNW) Oddzial w Warszawie za
rok 2021.

PV Lasocka Iwona*, Jastrzgbska Elzbieta, Zuchowska Agnieszka, Skibniewska Ewa,
Skibniewski Michal, Szulc-Dabrowska Lidia, Pasternak Iwona, Sitek Jakub, Hubalek
Kalbacova Maria, 2022: Graphene 2D platform is safe and cytocompatibile for HaCaT

cells growing under static and dynamic conditions. Nanotoxicology, 16(5), s.610-628.
DOI: 10.1080/17435390.2022.2127128. (IF2021: 5,881; MNiSW: 140 pkt.)
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Moj udziat w powstawaniu pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu do§wiadczen (hodowle komodrkowe,
barwienie fluorescencyjne, mikroskopia fluorescencyjna, cytometria przeptywowa,
pomiar apoptozy, test rany in vitro, ocena morfologii mitochondriéow), analizie i
interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu (napisanie

manuskryptu i wykonanie rycin). Jestem autorem korespondencyjnym pracy (*).

PVI Lasocka Iwona*, Skibniewska Ewa, Skibniewski Michat, Szulc-Dgbrowska
Lidia, Jastrzebska Elzbieta, Pasternak Iwona, Sitek Jakub, Hubalek Kalbacova Maria,

2023: Graphene monolayer as an appropriate substrate for mesenchymal stem cells
support in regenerative medicine. Indian Journal of Experimental Biology, 61, s. 235-
243. DOI: 10.56042/ijeb.v61i04.174. (1IF2021: 0,944; MNiSW: 70 pkt.)

Mo6j udziat w powstawaniu pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu do§wiadczen (hodowle komoérkowe,
barwienie fluorescencyjne, mikroskopia fluorescencyjna), analizie i interpretacji
uzyskanych wynikdw oraz przygotowaniu manuskryptu (napisanie manuskryptu i

wykonanie rycin). Jestem autorem korespondencyjnym pracy (*).

Laczna punktacja prac wchodzacych w sktad jednotematycznego cyklu publikacji:
(dla prac opublikowanych w latach 2015 - 2023 przyjeto wskazniki z roku ich
publikacji):

- faczny wspotezynnik wptywu (IF): 18,359

- wg listy czasopism punktowanych MNiSW: 535 pkt.

Wyniki badan przedstawione w artykulach, stanowigcych gléwne osiggniecie
naukowe, zostaly uzyskane w ramach grantéw dla mtodego naukowca SGGW oraz
zagranicznego stazu naukowo-badawczego, finansowanego przez Szkote Glownag
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie w ramach Wtasnego Funduszu Stypendialnego
SGGW.

Kopie artykutow, stanowigcych gtowne osiggnigcie naukowe oraz o$wiadczenia
wspotautoroéw, okreslajace indywidualny wktad pigciu Wspotautorow w powstanie tych

publikacji znajduja si¢ w Zalacznikach, odpowiednio, 4 1 5 do Wniosku.



Wspotczesna zootechnika w swym przedmiocie dotyka wielu zagadnien z zakresu
technologii zywno$ci, biotechnologii, ekologii, toksykologii, inzynierii genetycznej, medycyny
weterynaryjnej, ale tez ludzkiej, 1 coraz czg¢Sciej nanobiotechnologii. Potrzebne sg zatem
rozwigzania zootechniczne, pozwalajace na oceng zagrozenia, i co wazniejsze, wprowadzajace
standardy przeciwdzialania i bezpieczenstwa Stosowania w higienie zwierzat w zwigzku z
wprowadzanymi na rynek produktami ,,nano”.

Implementacja zasady 3R realizowana poprzez badania przesiewowe w Kierunku
poszukiwania rozwigzan terapeutycznych, wykorzystujac modele badawcze tj. kultury in vitro
i lab on a chip daje odpowiedZ co do cytotoksycznosci badanego nanozwigzku na wczesnym
etapie. Uzyskane w ten sposob wyniki moga by¢ przenoszone i wykorzystane w badaniach na
zwierzetach oraz w praktyce zootechnicznej i weterynaryjnej. Zachowanie dobrostanu i
zapewnienie wlasciwej higieny utrzymania zwierzat oraz zbilansowana dieta to klucz do
utrzymania zwierzat w zdrowiu i wysokiej kondycji oraz zapewnienie optymalnej produkcji.

Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna (ISO, z ang. International Organization
for Standardization) oraz Europejski Komitet Normalizacyjny (CEN, z fr. Comité Européen de
Normalisation), zdefiniowaty w 2011 r. nanoskale jako wymiar w zakresie 1 + 100 nm
(Jasinski, 2018). Polski Komitet Normalizacyjny 30 grudnia 2011 r., powotat Komitet
Techniczny 314 (KT 314) ds. Nanotechnologii, ktory przejat odpowiedzialno§¢ za prace
normalizacyjne prowadzone w tym obszarze. Rozporzadzenie Komisji UE 2018/1881 z 3
grudnia 2018 r. wprowadzito do rozporzadzenia 1907/2006 z 18 grudnia 2006 (tzw. REACH,
z ang. Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals) okreslenie nanopostaci
substancji (ang. nanoform), zobowigzujac firmy produkujace i wprowadzajace na rynek
nanomateriaty do przestrzegania zapisOw zwigzanych z rejestracja, ocena, udzielaniem
zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie chemikaliow oraz wprowadzajac obowigzek
przeprowadzania oceny ryzyka zdrowotnego stwarzanego przez nanopostacie substancji.
Rozporzadzenie obowigzuje od 1 stycznia 2020 r. Ponadto w rozporzadzeniu nr 528/2012 w
sprawie produktow biobdjczych (BPR, z ang. Biocidal Products Regulation) zawarto
szczegotowe postanowienia dotyczace nanomateriatow, ktore spetniajg kryteria okreslone w
rozporzadzeniu w sprawie produktow biobdjczych.

Potencjalne zastosowanie kliniczne grafenu w medycynie weterynaryjnej i ludzkiej do
celow gojenia ran nadal pozostaje duzym wyzwaniem a bezpieczenstwo jego stosowania

stanowi nowy obszar badaf toksykologicznych i wymaga przyjecia wlasciwej strategii w
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procesie szacowania ryzyka dla zdrowia ludzi i zwierzat. Intensyfikacja produkcji zwierzece;j
wymaga opracowania i wprowadzenia innowacyjnych rozwigzan w higienie zwierzat oraz
pomieszczen, w ktorych zwierzgta sa utrzymywane. Aplikacja grafenu na wybrane
powierzchnie: skore, ale i $ciany, podlogi, karmidla, poidta itp. jest obecnie istotnym
problemem badawczym zar6wno w zakresie technologii jego nanoszenia jak i bezpieczenstwa
ekologicznego oraz biozgodnosci tkankowej. Niniejsze osiagni¢cie naukowe dokumentuje
probe wyjasnienia ostatniego z powyzszych problemow badawczych w warunkach in vitro i
ma ono charakter badan podstawowych, bedacych wprowadzeniem do opracowania
innowacyjnych rozwigzan z wykorzystaniem monowarstwy grafenu w leczeniu ran,
profilaktyce weterynaryjnej i zapewnieniu szeroko pojetego dobrostanu zwierzat. Wobec
powyzszego prace opublikowano takze w czasopismach spoza dziedziny Zootechnika i
Rybactwo, wlasnie ze wzglgdu na charakter badan podstawowych i ich utylitarny status w
toksykologii srodowiska i biotechnologii, medycynie weterynaryjnej i ludzkiej. Ponadto sg to
badania modelowe in vitro, ktore moga by¢ w przysztosci implementowane u zwierzgt oraz
ostatecznie ekstrapolowane na ludzi.

Intensywny rozw¢j inzynierii tkankowej sprzyja poszukiwaniu odpowiedniego materiatu
bedacego rusztowaniem dla komodrek somatycznych i/lub macierzystych, znajdujacych
zastosowanie w regeneracji tkanek. Mozliwo$¢ kompleksowego odtworzenia danej tkanki,
struktury lub fragmentu narzadu jest w duzej mierze uwarunkowane rodzajem materiatu
przeznaczonego do inzynierii tkankowej. Musi mie¢ on zdolno$¢ do spetniania funkcji
biologicznych w konkretnym zastosowaniu, nie moze by¢ cytotoksyczny i mutagenny, musi
mie¢ odpowiednie witasciwosci fizyko-chemiczne, ktére docelowo zapewnig Srodowisko
sprzyjajace adhezji, proliferacji oraz r6znicowaniu si¢ komorek (Bacakova i wsp., 2011).

Opracowanie technik (lab on a chip np. z monowarstwa grafenu) i standaryzacji wynikow
in vitro bezpieczenstwa stosowania nanomateriatdw (wykorzystywanych w dezenfekcji czy
jako produkt leczniczy nie bedacy lekiem) w kontakcie ze skérg zwierzat Stanowi¢ bedzie
istotny wktad w rozwoj zootechniki, ktora powinna reagowac na obecne trendy w zakresie
wprowadzanych na rynek produktéw ,,nano”. Obszar stosowania takich nanomaterialow w
zakresie wykorzystania ich jako srodek dezynfekcyjny obejmuje wszystkie gatunki zwierzat
gospodarskich oraz towarzyszacych, posrednio takze dzikich, w zwigzku z uwalnianiem
nanomateriatdw do srodowiska naturalnego. Natomiast obszar stosowania nanomaterialow w
zakresie wykorzystania ich jako produkt leczniczy — przyspieszajacy gojenie uszkodzen skory
czy trudnogojacych si¢ ran dotyczy¢ bedzie, przede wszystkim zwierzat stanowiacych cenny

materiat genetyczny pod wzgledem produkcyjnosci, zdrowotnosci, wynikow uzyskiwanych
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podczas konkurséw sportowych czy prob dzielnosci (konie wyscigowe) a takze zwierzat
pochodzacych z populacji zagrozonych wyginigciem. Zatem potencjalny obszar zastosowania
monowarstwy grafenu jest bardzo szeroki i strategiczny gospodarczo z punktu widzenia
kosztow ponoszonych na utrzymanie wtasciwej higieny zwierzat i pomieszczen gospodarskich.

Grafen ma wyjatkowe wtasciwosci, ktore sprawiaja, ze jest odpowiednim kandydatem do
wielu zastosowan biomedycznych. Wysoka przewodnos¢ elektryczna, stabilno$¢ termiczna,
wytrzymato$¢ mechaniczna i dziatanie antybakteryjne grafenu sprzyja podjeciu badan nad jego
wykorzystaniem w zakresie dostarczania lekow, inzynierii tkankowej 1 terapii
przeciwnowotworowej. Wykorzystanie grafenu w postaci jednorodnej warstwy o grubosci
jednego atomu budzi wielkie nadzieje odnosnie jego zastosowania w nowoczesnej medycynie
regeneracyjnej. Zanim jednak zostanie on wykorzystany, niezbedne sg wczesniejsze testy
cytotoksycznosci, potwierdzajace badz wykluczajace cytozgodnos¢ grafenu w postaci
monowarstwy.

Celem prac badawczych wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego byla ocena

wplywu monowarstwy grafenu jako podloza/rusztowania dla komoérek zaangazowanych w

proces gojenia ran skory i potencjalnego zastosowania grafenu jako stymulatora prawidlowej

odbudowy powtoki skérnej. Modelem badawczym byly fibroblasty 1929, fibroblasty

embrionalne Balb 3T3, mezenchymalne komorki macierzyste (MSC) oraz keratynocyty
HaCaT. Wrazliwo$¢ tych modeli komoérkowych oraz ich niezawodno$¢ i powtarzalnosé
uczynity je odpowiednimi do badania toksycznosci nanoczastek (Coradeghini i wsp., 2013).
Cel realizowano poprzez okreslenie parametréw zwigzanych z oceng cytotoksycznosci,
zgodnie z normg PL-EN 1SO 10993-5, takich jak: zywotnos¢ i morfologia komorek, aktywnosé
metaboliczna, jak rowniez potencjal blony mitochondrialnej. Waznym elementem prac byla
ocena cytoszkieletu oraz wybranych biatek z nim zwiagzanych, majacych zasadnicze znaczenie
w adhezji, potaczeniach migdzykomodrkowych i migracji komorek.

Dotychczas opracowano szereg strategii majacych na celu wzmocnienie i przyspieszenie
zamykania uszkodzonej tkanki w ranach skornych, jednak zadna z nich nie otwiera takich
perspektyw badawczych jak opracowanie specjalistycznego materialu opatrunkowego z
monowarstwa grafenu, mogacego stymulowaé i modulowaé aktywnos$¢ komorek, bioracych
udziat w tym kompleksowym procesie, jednoczesnie wykazujac dzialanie bakteriostatyczne lub
antybakteryjne.

Do tej pory brak w literaturze jednoznacznej odpowiedzi na temat pozytywnego czy
negatywnego wplywu grafenu na komorki, bowiem im wigcej réznych postaci grafenu

(ptatkowy, powierzchniowy), jego pochodnych (tlenek grafenu, zredukowany tlenek grafenu)
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oraz ro6znych wielkos$ci 1 ksztalttéw arkuszy grafenowych a takze ilosci warstw tych arkuszy i
samych metod jego produkcji, tym wigcej réznych i sprzecznych wynikow, dotyczacych
odpowiedzi roznych komorek skory.

Metody inzynierii tkankowej pozwalaja na opracowanie nowych strategii
terapeutycznych. Obserwujemy ogromny postep w opracowywaniu metod hodowli duzej
liczby komorek in vitro i syntezy materiatow, stuzacych jako rusztowania dla komorek.
Rusztowania wykorzystywane w inzynierii komoérkowej maja nie tylko spetnia¢ funkcje
podporowe, ale przede wszystkim pobudza¢ regeneracje tkanek w miejscu uszkodzenia. Sg one
wytwarzane z polimeréw syntetycznych (PGA, PLGA), materialéw naturalnych (kolagen,
jedwab) oraz ich kompozytow. Zastosowanie grafenu w celach biomedycznych jest
stosunkowo nowym problemem badawczym. Liczne publikacje dotyczace wptywu
nanozwigzkow wegla na hodowle komorkowe nie daly jednoznacznej odpowiedzi na pytania o
ich ewentualng cytotoksyczno$¢ a takze o efekt stymulacji namnazania si¢ 1 réZznicowania
poszczeg6lnych typow komorek.

Fundamentalne i niezbadane dotychczas znaczenie dla oddziatywania grafenu na gojenie
si¢ ran ma jego zastosowanie w okreslonej fizycznej i1 chemicznej postaci. W pracach
badawczych niniejszego osiagnigcia naukowego wykorzystano grafen w postaci monowarstwy
wytworzonej metoda chemicznego osadzania z fazy gazowej (ang. CVD — chemical vapour
deposition) na folii miedzianej. Zrodtem wegla byt metan. Charakterystyke grafenu okreslono
przy uzyciu: mikroskopii sit atomowych (AFM), spektroskopii ramanowskiej (SR),
skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM), co pozwolilo na wnikliwg ocene
parametrow strukturalnych tego materialu. Ponadto okreslono kat zwilzania woda oraz
chropowato$¢ grafenu (rms - ang. root mean square).

Wiadomym jest, ze im wigksza powierzchnia warstwy grafenu, tym uzyskanie jej bez
defektow jest trudniejsze. We wszystkich publikacjach cyklu habilitacyjnego ocenie
poddawany byl grafen transferowany na szkietko nakrywkowe metoda delaminacji
elektrochemicznej i zbadano jego witasciwosci strukturalne przy uzyciu SR, a mikroskopem
optycznym sprawdzono jednorodno$¢ wykonanych préb.

Zamieszczone w pracach (PI, P, PIV, PV i PVI) analizy struktury i powierzchni
grafenu wskazuja, ze szkietko nakrywkowe pokryte jest:

. gléwnie jednowarstwowym grafenem o charakterze warstwy ciaglej, z widocznymi

,Zmarszczkami” 1 ,,pofatdowaniami”, o charakterze hydrofobowym o stopniu

zwilzania okoto 70° i szorstkos$ci 0,64-1,42 nm.
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. ponadto strukturami przypominajgcymi ,,pagorki”, co wynika z materiatu bedgcego

matrycg transferowg — czyli szkta,

W pracy przegladowej (PIlI) i pracy oryginalnej (PV) cyklu habilitacyjnego
przedstawitam takze inne efekty produkcji, majace wplyw na wiasciwos$ci grafenu a powstate
w trakcie jego wytwarzania oraz podczas jego transferu na podtoza docelowe (m.in. pekniecia,
dodatkowe warstwy grafenu). Grafen wolny od wad nie istnieje. Defekty w strukturze grafenu
mogg powstawacé samoistnie podczas procesu produkcyjnego lub moga by¢ wprowadzane
poprzez zmian¢ wilasciwosci materiatu 1 mozna je zidentyfikowaé za pomocg spektroskopii
ramanowskiej. Nalezg do nich zmiany strukturalne m.in.: punktowe, zmiana sze$ciokagtow w
picciokaty (defekt Stone-Wales), lub wiele wakansow, defekty wymiarowe (np. dyslokacje —
wady liniowe) oraz wady wzdluz krawedzi. Nie mniej istotne wydaja si¢ by¢ zanieczyszczenia
- metalami /lub grupami funkcyjnymi zawierajacymi tlen, wplywajace na wytrzymatos¢
grafenu i jego wlasciwosci (Bhatt i wsp., 2022). Ponadto wskazatam przewage metody CVD
(PIl) nad innymi w kontekscie tworzenia rozleglych, jednorodnych warstw grafenu oraz
mozliwo$ci odlgczenia warstwy metalu z grafenem od gtéwnego podtoza i wykorzystanie ich

w badaniach/aplikacjach, ktore wymagaja materiatdw przezroczystych.

Zwilzalno$¢ materialu to kolejny istotny parametr majacy wptyw m.in. na adhezj¢
komorkows. Komorki przyczepiaja si¢ do podtoza (warstwy biatkowej) za pomoca struktur
ogniskowego przylegania, tj. potaczen adhezyjnych zawierajacych duzg liczbe biatek (np.
integryny). Zewnatrzkomorkowe czesci integryn wigza si¢ z macierza zewnatrzkomorkowa
(ECM — ang. extracellular matrix), ich integralne czg¢éci zakotwiczajg integryng w blonie
komorkowej, a ich wewnatrzkomorkowe czesci wigza si¢ z ogniskowymi biatkami
adhezyjnymi (m.in. talina, winkulina, paksylina), tworzac w ten sposob fizyczne potaczenie
miedzy ECM, a siecig cytoszkieletu. Kompleksy ogniskowe laczace komorki ze sSrodowiskiem
zewnetrznym maja kluczowe znaczenie dla procesow 1 mechanizmoéw komoérkowych, takich
jak mechanotransdukcja, migracja i proliferacja komoérek. Jako$ciowa i ilosciowa analiza
wplywu nanotopografii substratow/rusztowan stosowanych w medycynie regeneracyjnej na
zachowanie komorek jest kluczowa przy dalszej ocenie ich potencjalnego zastosowania

terapeutycznego.

Podobnie jak inni (Kalbacova i wsp. 2010, 2014), uwazamy, ze grafen dostosowuje si¢
do powierzchni, na ktdérg jest transferowany, co przeklada si¢ na jego wlasciwosci i

oddziatywanie na komorki. Ogolna jako$¢ i1 chropowatos¢ grafenu, a w konsekwencji
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zwilzalno$¢ moze r6zni¢ si¢ w zaleznosci od wielu roznych metod produkcji, a takze jego
przenoszenia na okre§lone powierzchnie. Dlatego tak wazne jest wnikliwe scharakteryzowanie
grafenu bezposrednio przed jego aplikacjg razem z jego nosnikiem, a ponadto utrzymanie
kontroli nad gruboscig warstwy grafenu oraz zapobieganie wtdérnym procesom na jego

powierzchni.

Nalezy zaznaczy¢, ze wykorzystany w doswiadczeniach grafen w postaci monowarstwy
stanowit powierzchni¢ bedaca podlozem dla komorek, w zwigzku z czym nie wystepowal w
stanie wolnym w roztworze, a jedynie oddziatywal na komoérke powierzchniowo. Dlatego, w
tym przypadku, nie mozna mowic o ostrosci krawedzi grafenu i niszczacym oddziatywaniu na
komorki, czy internalizacji w komodrkach, na co wskazuja Autorzy prac z wykorzystaniem
grafenu zawieszonego w roztworze, w postaci nanoarkuszy/nanoptatkéw (Szmidt i wsp.,
2016). Jednakze nie mozna catkowicie wykluczy¢ uwolnienia nanoarkusza grafenu ze
sporadycznie wystepujacych obszaréow kilkuwarstwowych, powstatych w procesie produkcji
monowarstwy grafenu, w wyniku interakcji z komérkami, ktore na niej rosna i po niej migruja.
Z tego powodu badania cytotoksyczno$ci powinny by¢ prowadzone z wykorzystaniem roznych
metod 1 technik, umozliwiajacych wychwycenie zmian w funkcjonowaniu komorki, takze w
r6znych warunkach. Wykorzystatam zatem metodg ,,1ab on a chip” do oceny cytotoksycznos$ci
grafenu (PV). Zaprojektowany i stworzony zostal oryginalny mikrouktad z monowarstwa
grafenu jako podtoze. W doswiadczeniach oceniliSmy reakcje¢ komorek HaCaT na podloze
grafenowe w warunkach dodatkowego stresora - naprgzen $cinajacych powodowanych przez
przeptyw medium w mikrouktadzie. Okazalo si¢, ze polaczenie ,,lab on a chip” i grafenu jako
platformy mikroprzeptywowej jest obiecujgcym narzgdziem do wieloparametrowych badan
przesiewowych w testach nanotoksycznosci. Ponadto miniaturowa skala stosowanych
systemow wptywa na obnizenie ilo$ci wytwarzanych odpaddéw biologicznych i chemicznych,
a zatem wplywa na mniejsze zanieczyszczenie S$rodowiska. Zastosowano oryginalne
rozwigzanie scalajagce powierzchni¢ szklta pokrytego monowarstwa grafenu 1 PDMS
(polidimetylosiloksan) w mikro uktadzie w postaci zaciskow, poniewaz plazma tlenowa

niszczy grafen.

Grafen, wraz z komoérkami zaangazowanymi w proces gojenia ran skory, moze
potencjalnie poprawi¢ zardwno proces gojenia ran, jak i hamowaé rozwdj zakazenia W miejscu
urazu (PI11). Jednak w wiekszosci prac badawczych ocenie poddawany jest grafen w postaci
nanoarkuszy/nanoptatkoéw zawieszonych w roztworze i wowczas cechuje go dziatanie

toksyczne w zalezno$ci od stezenia (Peliniin., 2017, 2018, 2020, Salesa i Serrano-Aroca 2021,
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Salesai in. al., 2022), w przeciwienstwie do powloki grafenowej w postaci monowarstwy (P,
PIV, PV, Kalbacova et al., 2010, 2014, Rastogi i wsp., 2017). Nalezy podkresli¢, ze
oddziatywanie na komorki roznych postaci grafenu (ptatki versus monowarstwa) zasadniczo
si¢ rozni i nie sposob automatycznie ich porownywac. Biorac zatem pod uwage materiat

badawczy (monowarstwa grafenu) i okreslenie jego toksycznosci wzgledem komorek skory,

jest to temat niezbadany i bardzo wazny w kontekscie stworzenia opatrunku skornego na bazie

monowarstwy grafenu.

W pierwszej pracy przegladowej (PI) niniejszego cyklu i zarazem pierwszej naszego
Zespolu badawczego zwrocono uwage na szeroki zakres zastosowan grafenu w réznych
dziedzinach nauki, m.in.: fizyce, elektronice, biotechnologii i medycynie. Podkreslono jego
unikalne wlasciwosci: jest ponad 200 razy bardziej wytrzymaty niz stal tej samej grubosci,
pozostaje przy tym elastyczny, wykazuje si¢ dobrym przewodnictwem ciepta, pochtania tylko
2,3% $wiatlta. Wymieniono etapy oddzialywan komorek z powierzchnig biomateriatu:
adsorpcje, adhezje, proliferacje, réznicowanie, a w przypadku silnej toksycznos$ci - $mierc
komorki. Dyskutowano istotno$¢ badan nad zjawiskami zachodzacymi na granicy faz komorka,
ECM-biomaterial, a zdeterminowanymi przez wilasciwo$ci powierzchni biomateriatu:
chropowato$¢, tadunek powierzchniowy, ilos$¢ i rodzaj grup chemicznych, nanotopografia
powierzchni i energia powierzchniowa. Zaproponowano metodyke oceny cytotoksycznosci
monowarstwy grafenu w oparciu 0 polska norme¢ PN-EN ISO 10993, na zasadzie
bezposredniego kontaktu z komorkami wysiewanymi na monowarstwe grafenu na powierzchni
szkietka nakrywkowego. Podkreslono, za Liao i wsp. (2011), ze test MTT w obecnosci grafenu
moze powodowacé falszywie pozytywne wyniki. Dlatego tez w pracach badawczych
zdecydowali$my si¢ na wykorzystanie btekitu trypanu (TB) i testu WST-8, wskazanych przez
Liao i wsp. (2011). Wraz z Zespotem, dokonatam przegladu oddziatywan réznych postaci i
pochodnych grafenu na fibroblasty, pluripotencjalne komorki macierzyste, osteoblasty i
komorki nerwowe. Wskazatam na potencjalne wykorzystanie grafenu i jego pochodnych w
procesie roznicowania komodrek macierzystych lub, przeciwnie, w utrzymaniu ich
pluripotencjalno$ci, gojeniu ran, rekonstrukcji kosci, w regeneracji uszkodzen tkanki
nerwowej. Przeprowadzona, na podstawie przegladu literatury, analiza potencjalnego
wykorzystania aplikacyjnego grafenu, sktonita nas do przeprowadzenia doswiadczen z zakresu
cytotoksycznosci grafenu w postaci monowarstwy i 0ceny bezpieczenstwa jego stosowania

jako biomateriatu w przysztosci.
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Wykazatam (PII, P1V), ze podtoze z monowarstwy grafenu nie tylko nie jest toksyczne
dla komorek 1929 i Balb 3T3, (po 24-godzinnej inkubacji zywotnos¢ (TB) wynosita
odpowiednio: 96 1 94%), ale powoduje wzrost aktywnosci metabolicznej - (WST-8),
odpowiednio, o 13,5 i 22% wzgledem grupy kontrolnej. Mozna wobec tego posrednio
wnioskowac, ze grafen w postaci monowarstwy sprzyja proliferacji fibroblastow. Ponadto
mozna przypuszczaé, ze mechanizm dziatania monowarstwy grafenu wynika z nanotopografii
i chropowatosci jej powierzchni, ktore powoduja zwickszong efektywna energic
powierzchniowg (PI11). Liu i in. (2016) zbadali komorki HepG2, A549, MCF-7 i Hela oraz
pierwotne szczurze astrocyty traktowane grafenowymi arkuszami zawieszonymi w roztworze
(w réznych stezeniach), i notowali we wszystkich testowanych hodowlach komoérkowych
zwigkszong proliferacj¢ komorek nawet do 60%. Kalbacova i wsp. (2014) wykazali, ze
monowarstwa grafenu stymuluje proliferacj¢ komorek SAOS-2, a wynikaé¢ to moze z faktu, iz
grafen wytwarzany metoda CVD i transferowany na inne powierzchnie (w naszym przypadku
na szkto) powoduje powstanie ,,zmarszczek” i ,,pofatdowan”, co moze wpltywacé na proliferacje,
a takze adhezje komorek. Wyniki te sktonity nas do dalszych badan z wykorzystaniem
monowarstwy grafenu w kierunku adhezji komorek i, nierozerwalnie zwigzanych z tym

zjawiskiem zmian w cytoszkielecie komorki oraz jej migracji po podtozu grafenowym.

Zjawisko adhezji do podtoza grafenowego obserwowatam juz od 3 godziny inkubacji,
zarowno W przypadku fibroblastow, keratynocytow jak i MSC (PII, P1V, PV, PVI). Komorki
poczatkowo okragle, przylegajac do podloza stawaly si¢ bardziej ptaskie, z widocznymi,
licznymi wypustkami cytoplazmatycznmi (filopodia), i z uplywem czasu mozna byto wyr6znié
przod i tyt komorki (polaryzacja). Morfologia komodrek inkubowanych na podtozu grafenowym
niczym nie roznita si¢ od morfologii komorek kontrolnych. W obrazie mikroskopu $wietlnego
wszystkich badanych komoérek widoczne bylo prawidlowych rozmiardéw 1 ksztattow jadro
komorkowe 1 jaderka oraz nieliczne ziarnistosci. Komorki, bez inhibicji kontaktowe;,
wykazywaty tendencj¢ do wzajemnego przylegania. Keratynocyty z kolei taczyty si¢ w klastry
przypominajace grona. Wsrod MSC wyrozniono komorki o ksztatcie wrzecionowatym 1ub
wielokatnym. Kalbacova i wsp. (2010) wskazali takze dwa fenotypy w populacji MSC, ale
rosngcych na grafenie CVD na podlozu SiO2/Si. Ocenitam takze rozmiar fibroblastow
rosngcych na monowarstwie grafenu (PII, PIV). Nie wykazano istotnej ro6znicy w wielkoS$ci
tych komoérek wzgledem fibroblastow z grupy kontrolnej. W przypadku MSC, powierzchnia
komorek rosngcych na monowarstwie grafenu byta nieco wigksza (p<0,05) niz rosngcych na

szkle (rednia: 6025+2877 vs 598942983 nm? i mediana: 5227 vs 5011 pm?). Co wiecej, gdy
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komorki stykaty si¢ ze soba, powierzchnia do ich wzrostu takze byta ograniczona, wigc pole
powierzchni komoérki bylo réwniez mniejsze w stosunku do komorek nie stykajacych si¢ z
innymi komoérkami. Zjawisko to odnotowano zaréwno na podtozu z monowarstwg grafenu, jak

i kontrolnym (szkle).

Wnhnikliwej analizy morfologii komoérek dokonano za pomoca mikroskopii
fluorescencyjnej: filamenty aktynowe wybarwiono znakowang fluorescencyjnie falloidyng, a
mikrotubule 1 filamenty posrednie odpowiednio z uzyciem przeciwciat skierowanych
przeciwko p-tubulinie, i wimentynie, oraz przeciwcial drugorz¢dowych sprz¢zonych z
odpowiednim barwnikiem fluorescencyjnym. Informacja o fizycznej i chemicznej budowie
podioza jest przekazywana przez ECM do komoérek. Transmisja ta umozliwia komorkom
reagowanie na zmiany zachodzace w mikrosrodowisku (Alonso i Goldmann, 2016;
Chubinskiy-Nadezhdin i in.,, 2017). Interesujace z punktu widzenia tworzenia
biokompatybilnego rusztowania dla komorek jest to, ze poprzez rusztowanie mamy mozliwosé¢
precyzyjnego zaprojektowania (np. mikro- i/lub nano-wzorowanie — ang. micro-nano-
pattterning) komorki o pozadanym fenotypie (Pavel i wsp., 2021, Polo i wsp., 2021). Zhang i
wsp. (2016b) zasugerowali, ze technika mikro-wzorowania z uzyciem GO moze stanowic
odpowiednie podloze do celow inzynierii tkankowej i medycyny regeneracyjnej, ze wzgledu
na zdolno$¢ do ukierunkowanej migracji komorek, szczegélnie korzystnej w procesie
zasklepiania rany i tworzenia blizny (PI11). Zbadanie wptywu monowarstwy grafenu na
podstawowg strukture cytoszkieletu, reagujacego na nanotopografie podtoza, da odpowiedz o

potencjale monowarstwy grafenu jako nanomodulatora komorek.

Cytoszkielet stanowi elastyczny i dynamiczny uktad biatkowych wtokien, ktore wraz z
biatkami im towarzyszacymi tworza sie¢ taczaca jadro komoérkowe, organella oraz btong
cytoplazmatyczng. Cytoszkielet warunkuje utrzymanie ksztalttu oraz ruch organelli i calej
komorki, odgrywa takze wazng role w podziatach, transporcie, apoptozie i1 proliferacji (Pikuta
1 wsp., 2015; Atherton i wsp., 2015). Kazda z klas widkien wchodzacych w sktad cytoszkieletu

r6zni si¢ morfologia oraz sktadem chemicznym.

Gléwnymi elementami cytoszkieletu sg mikrofilamenty (filamenty aktytnowe - MF),
filamenty posrednie (IF) i mikrotubule (MT). MF, IF i MT zapewniaja komorce przezycie a ich
morfologia moze by¢ wskaznikiem odpowiedzi komoérek na kontakt z podtozem grafenowym.
Topografia powierzchni podtoza, na ktorym rosng komorki wplywa na zmiany ksztattu
komorki, wynikajace z reorganizacji cytoszkieletu. Mikrofilamenty zbudowane sa z aktyny.
Aktyna jest wszechobecnym biatkiem, wystepujacym w formie monomerycznej (G) lub
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spolimeryzowanej (F). MF tworzg sie¢ zlokalizowang w warstwie korowej cytoplazmy.
Struktury te moga tworzy¢ ztozone uktady przestrzenne: witdkna naprezeniowe, pierscien
kurczliwy podczas cytokinezy czy wypustki powierzchniowe. Filamenty aktynowe sa
spolaryzowane, podobnie jak mikrotubule. Mikrotubule zbudowane sg z biatka globuliny, a w
okolicy jadra komorkowego tworzg centrum organizacji mikrotubul (MTOC ang. microtubule
organizing centre). Odpowiadajg, przede wszystkim, za transport wewnatrzkomorkowy i
rozmieszczenie organelli, utrzymanie ksztaltu komorki, buduja takze wrzeciono
kariokinetyczne (Tvorogova et al., 2018). Filamenty posrednie to struktury wytrzymate na
rozcigganie i w przeciwienstwie do wyzej wymienionych MF 1 MT sa bardzo stabilne. IF
umozliwiaja komorce przeciwstawienie si¢ mechanicznym stresom, w komorkach
niemi¢$niowych pochodzenia mezodermalnego sg to struktury wimentynowe. Interesujacy jest
fakt, Zze zmiany w organizacji powyzszych filamentow moga by¢ zwigzane ze zmiang

funkcjonowania komorki, potaczeniami miedzy nimi oraz stanem chorobowym.

Przeprowadzitam analize¢ struktur tworzonych przez nastepujace biatka cytoszkieletu w

wybranych komoérkach hodowanych na monowarstwie grafenu:

J F-aktyne: peczki kurczliwe i widkna napr¢zeniowe w cytoplazmie, ptytkowate
(lamellipodia) i palczaste (filopodia) wypustki wiodacego konca poruszajacej si¢
komorki,

. a-tubuling:  centrum  organizacji  mikrotubul (MTOC), mikrotubule
cytoplazmatyczne,

. wimentyne: widkna posrednie,

o I biatek towarzyszacych cytoszkieletowi:

o  winkuling: (adhezja ogniskowa — ptytka adhezyjna),
o  plektyng,

o  koneksyng 43,

o E-kadheryne,

¢ FAK.

Na podstawie barwienia fluorescencyjnego F-aktyny nie stwierdzono nieprawidtowosci
w morfologii fibroblastéw, MSC i keratynocytéw rosnacych na podtozu grafenowym. W
fibroblastach obu grup (kontrolnej 1 z monowarstwg grafenu) wtokna aktynowe byly silnie
skoncentrowane na obrzezach komorki i tworzyly warstwe kory komorkowej. Dodatkowo

wyraznie widoczne byly peczki kurczliwe, wldkna naprezeniowe sktadajace si¢ z duzych
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wigzek filamentéw aktynowych. Widkna stresowe i1 przyczepy ogniskowe (barwienie oparte na
winkulinie) byly bardziej zaznaczone w komoérkach rosngcych na monowarstwie grafenu (P11,
PIV). Z kolei wiclokatne MSC prezentowaly grube, krzyzujace si¢ widkna napr¢zeniowe,
zarowno na podtozu grafenowym, jak i szklanym (PV1). We wrzecionowatych MSC notowano
takze dobrze zaznaczone witokna naprezeniowe, ale utozone wzdluz osi gldéwnej komorki
(PVI). Wiloékna stresowe mozemy podzieli¢c na: grzbietowe, ktore sg zakotwiczone w
ogniskowych przyczepach na przedniej krawedzi komorki, poprzeczne tuki aktynowe, brzuszne
1 okotojadrowe. Wszystkie wymienione powyzej struktury zostaly wyrdznione w MSC
rosngcych na monowarstwie grefenu i szkle, co $wiadczy o aktywacji, polimeryzacji i
dynamicznej rearanzacji MF jako sily napgedowej ruchu komorki, odpowiadajacej za jej
zdolno$¢ do zmiany ksztattu i formowania wypustek migracyjnych (lamellipodia i filopodia)
(PV1). Roznica w obrazie wtokien stresowych i liczbie FA komorek rosngcych na grafenie byta
juz wyraznie widoczna po 24 godzinach w fibroblastach L929 (PII), ktore sa terminalnie
zréznicowang linig komoérkowa, w poroéwnaniu do pierwotnych niezréznicowanych MSC
rosngcych na grafenie przez 48 godzin (PVI). Dalby i wsp. (2018) zauwazyli, ze zar6wno
MSC, jak 1 fibroblasty s3 fenotypami o pos$rednim napigciu wewnatrzkomérkowym, w
przeciwienstwie do osteoblastow o wysokim czy adipocytéw o niskim napigciu
wewnatrzkomorkowym, a réznice w adhezji miedzy nimi sg bardzo subtelne: MSC maja nizsze
napi¢cie wewnatrzkomorkowe i stabiej przylegaja do macierzy niz fibroblasty. Stad fibroblasty
moga reagowac na topografie podtoza w sposob bardziej wyrazisty oraz dynamiczny i wobec
tego szybciej dokonywac transdukcji sygnatu skutkujacej wyraznymi zmianami w cytoszkielcie
w kontakcie z monowarstwg grafenu. W keratynocytach hodowanych zaré6wno na podtozu
grafenowym i szkalnym MF byly rownomiernie rozmieszczone w cytoplazmie, a ich wigksze
zageszczenie notowano w blonie przylegajacej do Dblony sasiadujacej komorki
(migdzykomorkowe potaczenia przylegania — obwodka zwierajaca) (PV). Nie wykazano
natomiast zorganizowanych struktur, takich jak wigzki MF czy widkna napr¢zeniowe w

przypadku obu podtozy (PV).

W zmiany architektury cytoszkieletu aktynowego oraz réwnowagi pomigdzy aktyna
monomeryczng a filamentarng zaangazowane sg bialka adaptorowe (m.in. a-aktynina,
paksylina, talina 1 winkulina) sluzace jako miejsce zakotwiczenia dla filamentow aktyny, i
posredniczace w przekazywaniu sygnatow z udziatem kinaz Src i FAK (Dalby i wsp., 2018).
Kinaza ogniskowo-adhezyjna (FAK) jest dzi$ uznawana za centrum w interaktomie adhez;ji

ogniskowej (Martinez et al., 2020). Nadrz¢dng funkcja FAK jest przekazywanie sygnatu
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pochodzacego z receptorow integrynowych, biorgcych wudziat w adhezji, do
wewnatrzkomoérkowej kaskady bialek. Brak FAK negatywnie wplywa na wytwarzanie
lamellipodiéw przez komorki na krawedzi rany, a fibroblasty pozbawione FAK nie reaguja na
zmiany w sztywnosci podtoza. Ponadto biatko to jest zaangazowane w regulacje cyklu
komorkowego, migracje, fosforylacje bialek cytoszkieletu oraz apoptoze. Po 3 godzinach
inkubacji na monowarstwie grafenu i podlozu szklanym notowano ekspresjc FAK w
keratynocytach, z intensywna fluorescencjg na obrzezach komorek (PV). Po 24 godzinach
inkubacji na podlozu grafenowym i szklanym wokét skupisk keratynocytow pojawia sig
wyraznie zaznaczone ,,obramowanie” wyznakowanej fluorescencyjnie FAK, ktore kolokalizuje
z MF (PV). Ponadto wizualizacja FAK w roznych czasach inkubacji ukazata powstawanie i

dojrzewanie przyczepow ogniskowych w komorkach HaCaT (PV).

Bialka mechanosensoryczne obecne w kontaktach ogniskowych uczestnicza w
determinowaniu reakcji komorek na zmiany rownowagi mechanicznej otaczajacej je macierzy
zewnatrzkomoérkowej lub sgsiednich komorek. Roéwnowage mechanochemiczng komorek
mozna analizowaé za pomoca technik statycznych, np. wizualizacja architektury ich
cytoszkieletu, jak i dynamicznych, tj. wywierajgc na komorki stres mechaniczny (,,lab on a

chip™).

Wizualizacja winkuliny jest jedng z metod oceny adhezji komoérkowej do roznego rodzaju
podtoza (Furuhashi 1 wsp., 2012; Tan 1 wsp., 2015; Wytrwal i wsp., 2016). Winkulina to
polipeptyd, ktory wigze bialka blonowe do aktynowego cytoszkieletu cze$ci korowej
cytoplazmy w miejscach wspoétdziatania komorka—komoérka oraz komoérka—macierz
zewnatrzkomorkowa (Atherton 1 wsp., 2015). Winkulina oraz aktyna wspoétdziataja w celu
utworzenia gldownego mechanosensorycznego modutu ogniskowej adhezji. F-aktyna laczy sig¢
z ogonem winkuliny, a gtowa winkuliny taczy si¢ z taling, ktora laczy si¢ z integrynami,
penetrujacymi blone komoérkowa 1 wigzacymi si¢ z ECM (Furuhashi i wsp., 2012; Atherton i
wsp., 2015; Yao i in., 2014). Wigzania miedzy F-aktyng a winkuling regulujg dynamike aktyny
i rekrutuja filamenty aktynowe do rosngcych przyczepow ogniskowych. Analiza statystyczna
wykazata, ze fibroblasty L.929 hodowane na grafenie wytwarzaly wigcej ognisk adhezji,
gtownie w obszarach obwodowych komoérki wzglgdem grupy kontrolnej (PII). Przyczepy
ogniskowe miaty ksztalt elipsoidalny i byly wydluzone w tym samym Kkierunku co
odpowiadajace im aktynowe wiokna naprezajace. Wsrdd przyczepdw ogniskowych mozemy

wyrdznic:

o dojrzate - duze ptytki adhezyjne majace tendencj¢ do wydhuzania sig;
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o prawdopodobnie dopiero powstajace kompleksy ogniskowe — mate;

. okragte ptytki adhezyjne (Dalby i wsp., 2018).

W przypadku fibroblastow BALB 3T3 wigkszy obszar kontaktu ogniskowego
odnotowano na podtozu grafenowym (PIV). Ponadto ksztalt przypominat kombinacj¢ kilku
elips, w przeciwienstwie do grupy kontrolnej, w ktérej dominowaty pojedyncze elipsy.
Stwierdzono rowniez istotng roznice w liczbie ogniskowych kontaktow komorek rosnacych na
szkle i grafenie. Na podtozu grafenowym byto mniej kontaktow ogniskowych, ale z wigkszym
rozmiarem pojedynczego kontaktu ogniskowego w pordwnaniu z podiozem ze szkla
kontrolnego. W przypadku MSC nie wykazano istotnych roznic dotyczacych liczby
przyczepdéw ogniskowych (~60/komoérke) migdzy podtozami (PVI). Stwierdzono dwa rodzaje
ptytek adhezyjnych w postaci okragtych punktow 1 elips zarowno wsrod MSC rosnacych na
grafenie jak i na szkle (PV1). Dalby i wsp. (2018) sugeruja, ze adhezja odgrywa wazng role w
réznicowaniu komorek macierzystych 1 przypisali okreslonej linii ukierunkowanego
réznicowania okreslone postaci FA, m.in. duze, super dojrzate FAs wskazuja na osteogeneze,
a mniejsze, niedojrzate FA adipogeneze. Kalbacowa i wsp. (2010, 2014) w do$wiadczeniu in
vitro z ludzkimi osteoblastami (SAOS-2) i MSC wykazali brak dziatania toksycznego i
pozytywny wplyw adhezje komorek do monowarstwy grafenu CVD na podlozu SiO2/Si a takze
na proliferacje komorek. Z kolei Kim i wsp. (2015) wykazali, ze na poczatkowym etapie
hodowli adhezja MSC do monowarstwy grafenu CVD jest niska, lecz po 7 dniach inkubacji
notuje si¢ istotny wzrost liczby FA w porownaniu do podtoza szklanego: odpowiednio okoto
150 i 100 FA/komorke. Po tym okresie inkubacji Autorzy stwierdzili takze wzrost interakcji
komorka-komorka na podstawie ekspresji koneksyny 43 (Cx43). Koneksyny (CX) odgrywaja
wazng role w komunikacji migdzykomodrkowej podczas gojenia ran. Sa to biatka polaczen
szczelinowych, a w skoérze najczescie] wystepujacym typem jest Cx43 (Zhang i Cui, 2017).
Cx43 umozliwia wymiang informacji biologicznej migdzy komorkami, ktore sg fizycznie
potaczone i migdzy komorkami rozdzielonymi (Riberio-Rodrigues i wsp. 2017). Cx43 integruje
wiele sygnatow regulujacych gojenie ran skory, w tym przebudowe macierzy
zewnatrzkomorkowej, proliferacje 1 migracje¢ komorek skory, reakcje zapalng 1 angiogeneze
(Zhang 1 Cui, 2017). Analiza wtasna Cx43 w MSC rosnagcych na grafenie i na podtozu
szklanym, oparta na obrazach immunofluorescencyjnych, wykazala obecno$¢ Cx43 w
cytoplazmie i btonie komorkowej, ale nie w formie typowych plakoidow (PVI). Byly to
drobnoziarniste struktury przewaznie réwnomiernie rozmieszczone w komorce. Nalezy

podkresli¢, ze wykryta obecnos¢ Cx43 nie wskazuje jednoznacznie na tworzenie funkcjonalnie
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aktywnych potaczen szczelinowych pomigdzy komodrkami MSC. Roéznice w uzyskanych
wynikach mozna tlumaczy¢ zblizong $rednig chropowatoscig podtozy: szkta i monowarstwy
grafenu powlekajacej szkto oraz krotszym okresem inkubacji (48 godzin) w poréwnaniu do
wynikow analiz Kim i wsp. (2015) uzyskanych po 7 dniach inkubacji. Wobec powyzszego czas
inkubaciji, liczba pasazy, gestos¢ wysiewanych komoérek MSC na podioze grafenowe bedzie
miato wptyw na interakcje komorek z podtozem oraz na proliferacj¢ i réznicowanie komorek
(PI). Komorki progenitorowe pochodzenia mezodermalnego, zwane rowniez
mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi - MSC stanowiag istotny wklad w terapie
leczenia ran. Jednak ekspansja MSC bez utraty multipotencji nie jest prosta, poniewaz kultury
MSC zazwyczaj przechodzg spontaniczne réoznicowanie w fenotypy fibroblastyczne in vitro
(Dalby i wsp. 2018). Zatem Kluczowe jest ustalenie warunkow sprzyjajacych uzyskiwaniu
komorek MSC o okreslonym/oczekiwanym fenotypie. Jednoczesnie daje to mozliwosé
wyhodowania komorek przeznaczonych do okre$lonych zastosowan klinicznych, m.in. gojenie

ran skory (PII1).

Korzysci wynikajace z hodowli komérek MSC na monowarstwie grafenu i z ich
synergistycznego dziatania w procesie gojenia ran skory przedstawiono w pracy przegladowe;j
ninijeszego cyklu (PI11). Wiedza na temat mechanizméw gojenia ran jest niezwykle istotna z
klinicznego punktu widzenia. Proces gojenia si¢ rany skornej jest ztozony i skomplikowany,
obejmuje cztery fazy, tj. hemostaze, zapalenie, proliferacje i przebudowg tkanek. Biorg w nich
udziat ptytki krwi, komorki zapalne, komorki nablonkowe, keratynocyty, fibroblasty, MSC
oraz szereg cytokin, czynnikéw wzrostu i innych czasteczek bioaktywnych, a takze czasteczki
adhezyjne i receptory integryn odpowiedzialne za interakcje ze sktadnikami ECM (PIII).
Obecnos¢ MSC w skorze ludzi oraz zwierzat i ich kluczowa rola w gojeniu ran sugeruje, ze
zastosowanie egzogennych MSC jest obiecujacg strategig leczenia ran powstatych w wyniku
urazu oraz tych trudno gojacych si¢ w przebiegu cukrzycy, niewydolno$ci naczyniowej 1 wielu
innych stanéw chorobowych (Latifi-Pupovci i wsp., 2015). MSC podane w postaci
bezposredniej aplikacji na rang na rusztowaniu z grafenu moze stanowi¢ alternatywe dla
materialow opatrunkowych w leczeniu miejscowym. Efekt synergiczny tej strategii moze
pomoc w gojeniu ran ostrych 1 przewlektych, stanowigcych powazny problem kliniczny
zarowno w medycynie ludzkiej jak i weterynaryjnej, ze wzgledu na zwigkszajgca si¢ opornosé
bakterii. W pracy przedstawiono wlasne konstatacje oparte na badaniach in vitro i in vivo,
prezentowanych na tamach renomowanych czasopism naukowych, dotyczacych zastosowania

grafenu i/lub MSC w leczeniu ran i ich przypuszczalnego mechanizmu dziatania.
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Oczekiwang rolg grafenu w procesie gojenia rany jest nasladowanie architektury
natywnej macierzy zewnatrzkomorkowej w taki sposob, aby proliferacja, migracja i
organizacja przestrzenna komorek zaangazowanych w ten proces prowadzily do efektywnego
zasklepiania rany, wzrostu wytrzymatosci nowej tkanki i zmniejszenia rozmiaru blizny. W
pracach oryginalnych niniejszego cyklu habilitacyjnego (PII, 1V) wykazatam wplyw
monowarstwy grafenu na wzrost aktywnos$ci mitochondrialnej (cechujacy komorki
proliferujace) fibroblastow (WST-8) i na uporzadkowang migracje fibroblastow L929 w
“sztucznie wytworzonej ranie”. Ponadto wykazano, ze grafen cechuje samoistna aktywno$¢
przeciwbakteryjna (Zou i wsp., 2016). Uwaza sie, ze przeciwbakteryjna aktywno$¢ materiatlow
grafenowych jest zwigzana ze stresem blonowym, ktéremu moze towarzyszy¢ zalezny lub
niezalezny od ROS stres oksydacyjny (PII1). Inni Autorzy wskazuja takze na uszkodzenie
integralnos$ci Sciany komorkowej bakterii na skutek kontaktu z ostrymi krawedziami grafenu
oraz izolowaniu bakterii poprzez uwigzienie ich w arkuszu grafenowym, ograniczajac w ten
sposob dostep bakterii do sktadnikéw odzywczych (PI11). Barbolina i wsp. (2016) uwazaja z
kolei, ze to zanieczyszczenia obecne w wytwarzanym grafenie i jego pochodnych sa
odpowiedzialne za opisywane przez innych Autoréw wiasciwos$ci przeciwbakteryjne. Dlatego
tez wskazuja, ze oczyszczanie tlenku grafenu ma kluczowe znaczenie i zapewnia wlasciwa
oceng efektu Dbiologicznego tego nanomaterialu. Mukherjee 1 wsp. (2015) wykazali
proangiogenng aktywno$¢ tlenku grafenu i zaproponowali mechanizm oparty na
wewnatrzkomorkowym  tworzeniu ROS 1 RNS oraz aktywacji/fosforylacji syntazy
srodbtonkowej tlenku azotu przez kinaze Akt. Grafen i jego pochodne moga takze oddziatywac
na neutrofile, indukujgc powstawanie pozakomdrkowych putapek neutrofili (NETs). Ponadto
grafen indukuje zalezng od TLR aktywacje szlaku sygnalowego NF-kB w makrofagach,
powodujac polaryzacje makrofagéw w kierunku fenotypu M1 i stymulacj¢ wydzielania cytokin
i chemokin typu Th1/Th2 (PII1). Pochodne grafenu modulujg rowniez dojrzewanie komorek
dendrytycznych oraz ich zdolno$¢ do przetwarzania i1 prezentacji antygenu. Wykazano takze
aktywno$¢ przeciwwirusowg grafenu wynikajgcg z inaktywacji czastek wirusa przed jego
wniknigciem do komorek, a polegajacej prawdopodobnie na elektrostatycznym oddziatywaniu
ujemnie natadowanych krawedzi tlenku grafenu z dodatnio natadowanymi czastkami wirusa

(PIN).

Nanotopografia grafenu wywiera efekt na komorki reagujace na zmiany w miejscowym
mikrosrodowisku poprzez nanotransdukcje i adaptacje, generujac okreslone sity mechaniczne

umozliwiajgce migracje, proliferacje i roznicowanie (PI11). Nanotopografia to wazny element
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w projektowaniu biomateriatow przeznaczonych do zastosowan w inzynierii tkankowe;,
poniewaz warunkuje zwilzalno$¢, a ona z kolei determinuje adhezj¢ komorkowa. Dai 1 wsp.
(2015) podsumowali, ze zwilzalno$¢ grafenu zalezy od liczby warstw, podtoza, na ktorym
grafen jest osadzany i sktadu chemicznego jego powierzchni. Wiasciwosci mechaniczne
rusztowania grafenowego powodujg uruchomienie szeregu wewngtrzkomorkowych kaskad
sygnalizacyjnych, w tym GPT-azy z rodziny Rho (Rho, Rac i Cdc42) i jej aktywatory. Biatka
te biorg udziat w translacji sygnatéw regulujacych rézne procesy komorkowe, takie jak adhezja
komorek, reorganizacja cytoszkieletu aktynowego, polaryzacja, wzrost komorek, proliferacja i
chemotaksja (PIIl). BodZce ptynace z rusztowania grafenowego prowadza do naprezen
rozciagajacych, Sciskajacych i $cinajacych, ktore wywolujag zmiany w strukturze komorki,
mozliwe do wychwycenia podczas barwienia immunofluorescencyjnego poszczegdlnych

elementow cytoszkieletu 1 bialek z nim zwigzanych.

Mechanizm dziatania grafenu i jego pochodnych na skutek wigzania lub interakcji z
molekutami komorki i ECM mozna podsumowaé jako odpowiedz komorek na stres,
prowadzacy do roéznych i skrajnych reakcji (zaleznych od fizycznych i chemicznych postaci
grafenu), tj. zwigkszenia produkcji ROS i RSN, modulacji adhezji komoérkowej, proliferacii,
réznicowania, apoptozy, nekrozy, genotoksycznosci, dysfunkcji lub przebudowy cytoszkieletu
(PII). Poza bezsprzecznym wplywem grafenu na komorki, istotne jest takze samo strukturalne
wzmocnienie warunkowane przez rusztowanie grafenowe, umozliwiajagce zachowanie

okreslonej formy istotnej w aplikacyjnym zastosowaniu grafenu (PII1).

Obecnie MSC uwaza si¢ za terapeutyczng alternatywe w leczeniu réznych schorzen.
Cenne wlasciwosci MSC zaleza gtownie od czynnikow, ktore wydzielaja lub pakowane sg do
pecherzykow zewnatrzkomorkowych lub egzosoméw, takich jak czynnik wzrostu srodblonka
naczyniowego (VEGF), naskorkowy czynnik wzrostu (EGF), czynnik wzrostu fibroblastow
(FGF), czynnik wzrostu keratynocytow (KGF), insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF),
czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego (PDGF), TGF-B, prostaglandyna E2 (PGE2),
czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF), czynnik martwicy nowotworu-o (TNF-a), interferon A
(IFNA) i interleukiny (ILs), takie jak IL-4, IL-6 i IL -10 (PI11). Wszystkie te czynniki wzrostu
1 cytokiny odgrywaja wazng role w tworzeniu nowych naczyn krwionos$nych, rekrutacji
komorek, immunomodulacji i zasklepianiu rany (PI11). Ponadto MSC promuja bezposrednie
réznicowanie komorek, proliferacj¢ i przebudowg ECM. MSC maja takze zdolno$¢ do

gromadzenia si¢ w rejonie naprawy tkanek. Wykazano, ze hBM-MSC (ang. human bone
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marrow) zwigkszajg stopien zasklepiania rany poprzez przyspieszenie migracji in vitro

fibroblastow i keratynocytow (Walter i wsp. 2010).

Synergistyczne oddziatywanie grafenu i MSC sklania do dalszych badan nad
stworzeniem opatrunku z MSC na rusztowaniu grafenowym. Terapia ta polegataby na zmianie
srodowiska rany za pomocg bodzcéw mechanicznych i chemicznych, wynikajacych ze
wzmacnianych za pomocg rusztowan grafenowych funkcji troficznych MSCs regulowanych
przez dynamiczne interakcje ECM-cytoszkielet, kontakty komorka-komoérka i sygnalizacje
czynnikow transkrypcyjnych oraz cenne wilasnosci samego grafenu jako immunoadiuwanta,
materiatu  przeciwbakteryjnego, przeciwwirusowego, o aktywno$ci angiogennej |

strukturalnego wzmocnienia.

Wazna jest takze kompleksowa kontrola dla utrzymania potencjalu naprawczego MSC,
ktérego skutecznos¢ polega na parakrynnym dziataniu i zdolno$ciach immunomodulacyjnych
oraz regeneracyjnych w uszkodzonej tkance. Istotne zatem sag takie czynniki, jak Zrodto
komorek, metoda izolacji, proces ekspansji in vitro, stezenie tlenu, liczba pasazy. Dazy¢ nalezy
do standaryzacji i wypracowania szczegdtowych kryteriow stosowania, zarOwno monowarstwy
grafenu, jak i MSC.

Innym biatkiem bgdacym w centrum moich badan, stuzacym jako tacznik strukturalny i
taczacym blony sasiednich keratynocytow jest E-kadheryna. Zewnatrzkomérkowa domena E-
kadheryny uczestniczy w adhezji miedzykomorkowej, natomiast domena wewnagtrzkomorkowa
E-kadheryny taczy si¢ z cytoszkieletem aktyny za posrednictwem katenin. To biatko ma
kluczowe znaczenie dla integralnosci tkanki, migracji komorek i gojenia ran (van Roy i Berx,
2008, Ekanem i Udoh, 2018). Zlokalizowane jest gléwnie w punktach przylegania.
Przeanalizowatam skupiska skladajace si¢ z 2, 3, 4, 6, 10 i wiecej komorek. Zadne z nich nie
wykazato nieprawidtowosci w wizualizacji E-kadheryny na podtozu z monowarstwa grafenu
(PV). Im wigcej komorek stykato sie ze sobg, tym klastry stawaty si¢ gestsze, a potagczenia E-
kadheryny byly wyraznie zaznaczone wokot catej komorki, zarowno na podtozu grafenowym,
jak i szklanym. Nie wykazano takze zadnych uszkodzen lub powstawania porow/dziur/wnek w
btonie keratynocytéw, zaré6wno na szkietkach nakrywkowych pokrytych grafenem, jak i
kontrolnych. Analiza z uzyciem fluorescencyjnej aglutyniny kietkow pszenicy (WGA)
wykazala, ze btona keratynocytow pozostata nienaruszona (PV). Pelin i wsp. (2018) pokazali,
ze nanoarkusze tlenku grafenu zawieszone w medium hodowlanym powodowaty zaburzenia w
integralnosci blony komorkowej keratynocytow, oceniane w tescie wychwytu PI (jodku
propidyny). Duan i wsp. (2017) oraz Li i wsp. (2018) wykazali na przyktadzie makrofagow
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uszkodzenia w blonie i tworzenie porow na skutek kontaktu z nonoptatkami grafenu i tlenku
grafenu, wplywajacych jednoczesnie na obnizenie zywotnosci komorek. W badaniach
wiasnych ocena zywotno$ci keratynocytéw dokonana na podstawie oznaczenia aktywnosci
kaspazy (ang. Caspase-3/7 Green Detection Reagent), oznaczenia substratu rozszczepionego
przez kaspaze (test M30) i oznaczenia zmian btonowych (ang. Annexin V/Pl Assay) nie
wykazala wplywu na wzrost $miertelnosci keratynocytow rosnacych na podlozu z
monowarstwg grafenu po 48 godzinach inkubacji (PV). Po raz kolejny wskazuje to na istnienie
istotnych ro6znic w oddziatywaniu tych dwoch postaci grafenu — nanoptatkéw/nanoarkuszy i

monowarstwy grafenu na komorki.

Filamenty posrednie Sg najbardziej wytrzymate ze wszystkich trzech typoéw filamentow
tworzacych cytoszkielet 1 zabezpieczaja komorki przed stresem mechanicznym. Tworzg sie¢
wewnatrz cytoplazmy, otaczajac jadro komorkowe i rozciagajac si¢ az do krancow komorki. IF
poprzez napinanie si¢ i rozktadanie efektu miejscowo przytozonych sit, zapobiegaja rozerwaniu
komorek i ich blon w odpowiedzi na rozciagganie (Alberts i wsp., 2005). Wiekszos$¢ IF jest
dodatkowo stabilizowana przez biatka pomocnicze a jednym z nich jest plektyna. Biatko to jest
tacznikiem MF, MT i IF. Zdolnos¢ plektyny do tworzenia potaczen krzyzowych jest niezbgdna
do nadania komoérkom wytrzymatosci, by sprosta¢ stresom mechanicznym (Alberts i wsp.,
2005, Wiche i Winter, 2011; Karashima i in., 2012; Winter i in., 2016). Ponadto ma kluczowe
znaczenie dla nadania ksztattu, polaryzacji, organizacji wiokien cytoszkieletu komorki i w
konsekwencji dla gojenia ran skornych. Myszy nie majace aktywnego genu plektyny (PLEC)
ging w ciggu kilku dni po urodzeniu ze skora pokryta pecherzami oraz z nieprawidtowymi

mig¢sniami szkieletowymi 1 mig$niem sercowym.

W réznych komodrkach pochodzenia mezenchymalnego rozmieszczenie i organizacja IF
zalezg od MT (Mendez i wsp., 2010) oraz MF (Costigliola i wsp., 2017). Wykazano, Ze Sieci
MF 1 IF w komorkach wplywaja na siebie nawzajem: przerwanie ciagtosci tuku
aktomiozynowego prowadzi do rozprzestrzeniania si¢ sieci IF w kierunku krawedzi komorki
(Jiu i wsp., 2017). Ponadto Autorzy wskazuja, ze plektyna jest wymagana do interakcji miedzy
tukami aktomiozyny 1 wldknami wimentyny, a wyczerpanie tego biatka prowadzi do
podobnych nieprawidtowosci, co niedobor wimentyny, takich jak: uposledzona migracja
komorek z wyraznie zaznaczonymi widknami naprezeniowymi taczacymi si¢ z przyczepami
ogniskowymi. Uzyskane przez mnie wyniki nie wykazaty anomalii w architekturze MF i IF
hBM-MSCs oraz obecnos$ci plektyny na podtozu grafenowym (PVI). Barwienie

imunofluorescencyjne przeciwko wimentynie zastosowatam do oceny ogolnej morfologii
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(ksztattu) MSCs oraz do szczegdtowej analizy struktury IF. Wizualizacja wimentyny ukazata
delikatng sie¢ nitkowatych wildkien IF rozciggajaca si¢ w kierunku krawedzi komoérki bez
zadnych nieprawidlowos$ci i przerw w ich cigglosci. Wykazatam takze, ze plektyna byta
rOwnomiernie rozmieszczona w hBM-MSC, a takze Kkolokalizowata z wtdknami
naprezeniowymi aktyny na podtozu z monowarstwg grafenu i bez niej (PVI). Na przedniej
krawedzi komorki plektyna ksztattem przypominata przyczepy ogniskowe i obecna byla
zardéwno w lamellipodiach jak i filopodiach. Co wigcej, biatko to ulegato obfitej ekspresji w
kazdej komorce na badanych podtozach (PVI). Pacjenci cierpiacy na ,,plektynopatie” majg
drastycznie zmniejszong intensywnos¢ fluorescencji plektyny w badaniu histopatologicznym
takich narzadoéw jak skora i mig$nie (Kyrova i in., 2016; Winter i in., 2016). Inni Autorzy
wskazali rowniez, ze niedobor plektyny sprzyja tworzeniu wiokien stresowych, a takze

zmniejsza dynamik¢ MT w komoérkach (Castandn i in., 2013).

Mikrotubule sa bardzo dynamicznym strukturalnym sktadnikiem cytoszkieletu,
ztozonym z dwoch podjednostek biatkowych: a-tubuliny i B-tubuliny, ktére ulegaja
zwielokrotnieniu i wygladaja jak diugie wldkna rozciggajace si¢ od centrum organizacji
mikrotubul (MTOC) do krawedzi komorki (Zwetslootet al., 2018). Taka morfologic MT
wykazano w rosngcych na grafenie i szkle fibroblastach (P11), MSC (PVI) i keratynocytach
(PV). W badaniach wlasnych wykazano, ze o/p-tubulina ulegata ekspresji w typowym dla
komoérek pochodzenia mezenchymalnego wzorze, byla réwnomiernie rozmieszczona w
cytoplazmie a sieci mikrotubul byly utrzymywane. Zachowana byta integralno§¢ mikrotubul 1
nie stwierdzono zadnych zaburzen w ich organizacji. Zatem monowarstwa grafenu nie
zmieniata organizacji sieci mikrotubul w badanych komoérkach. Ponadto barwienie
immunofluorescencyjne przeciwko B-tubulinie uchwycito dzielace si¢ keratynocyty rosnace
zarowno na monowarstwie grafenu, jak i samym szkle (PV). Morfologia wrzeciona
kariokinetycznego i mostka (ciatka srodkowego) wskazuje na prawidtowy przebieg mitozy i to,

ze podloze grafenowe nie zaburza podziatow komorkowych (PV).

Proces gojenia rany zalezy od migracji i proliferacji komorek (Liang i wsp., 2007).
Fibroblasty to kluczowe komorki odpowiedzialne za inicjowanie angiogenezy, epitelializacji i
produkcji kolagenu. Procz keratynocytow odgrywaja jedng z wazniejszych rol w procesie
gojenia rany. Dynamiczna reorganizacja cytoszkieletu aktomiozynowego w odpowiedzi na
réznorodne bodzce lezy u podstaw wszystkich zjawisk zwigzanych z ruchliwos$cia komorek.
Jednym z nich jest migracja komorek petzajacych. Komoérki adherentne przemieszczaja sie,

bedac stale w Scistym kontakcie z podtozem. Sile niezbedna dla ruchu komorki generujg dzigki
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procesom zachodzacym w cytoszkielecie kortykalnym, znajdujgcym si¢ pod btong komérkows.
Podstawowym sktadnikiem tego cytoszkieletu sa filamenty aktynowe, ktére formuja wigzki
albo sieci, a organizacja cytoszkieletu kortykalnego zalezy z kolei od ww. biatek regulujacych
i wigzacych aktyne (Furuhashi i wsp., 2012). Test gojenia ran in vitro (ang. scratch wound
assay) to stosunkowo prosta i niedroga metoda, dajaca odpowiedz, czy badany materiat wptywa
na ruchliwo$¢ komorek (Liang i1 wsp., 2007). Przeprowadzono proby gojenia rany na
hodowlach in vitro fibroblastow i keratynocytow na podtozu grafenowym i na szkle. Proces
migracji/gojenia dokumentowano w okreslonych interwatach czasowych pod mikroskopem
$wietlnym. Proba gojenia na podtozu z monowarstwg grafenu i szkta trwata 48 h w przypadku
fibroblastow i 38 h w przypadku keratynocytow. Szeroko$¢ wykonanej ,,rysy” w monowarstwie
fibroblastow 1 keratynocytéw nie byla identyczna, mimo uzytego tego samego rozmiaru
mikropipety, dlatego tez wyniki nie bgda dyskutowane. Prawdopodobnie keratynocyty ze
wzgledu na silne polaczenie miedzykomorkowe trudniej ulegalty zdrapaniu — brzegi ,,rany” nie
byly rowne, co §wiadczy o odrywaniu catych grup komorek (PV) a nie pojedynczych jak miato
to miejsce w przypadku fibroblastow (PIl). Fibroblasty przygotowujace si¢ do ruchu
wykazywatly fenotyp spolaryzowany, ustality swoj przod i tyt wzgledem kierunku ruchu (PI1).
W przypadku keratynocytow pojawia si¢ dodatkowy wymiar polaczen zwigzany z
oddziatywaniami mi¢dzykomoérkowymi. Komorki migrujace kolektywnie utrzymuja miedzy
sobg fizyczne i funkcjonalne potaczenia, migruja wspdlnie a Spojnos¢ zapewniaja im potaczenia
przylegajace (ang. adherens junctions), ztozone z kadheryn (PV). Potaczenia te s3 dynamiczne
1 mogg by¢ szybko remodelowane, pozwalajac na zmiang potozenia komoérki w obrgbie grupy.
Ta wspdlna migracja sugeruje koordynacj¢ pracy cytoszkieletu pomigdzy wieloma komdrkami

w klastrze.

Podloze z monowarstwa grafenu nie powodowato op6znienia reakcji fibroblastow i
keratynocytow na wytworzony ubytek ich monowarstwy wzgledem podtoza szklanego (PII,

PV). Ponadto zamknigcie ,,rany” w grupie z monowarstwg grafenu nastgpowato w wyniku

uporzadkowanej migracji fibroblastow z obu brzegéw uszkodzenia (PII). Migracja
fibroblastow w grupie kontrolnej nastgpowata w sposob mniej regularny. Wskazuje to, ze
monowarstwa grafenu stwarza korzystne warunki dla migracji komoérek oraz prawdopodobnie
poprzez nanotopografie wplywa na uporzadkowany charakter tego procesu. Potencjalnie moze

mie¢ to wptyw na wytrzymato$¢ i elastycznos¢ odtwarzanej tkanki in vivo.

Mitochondria to dynamiczne organella tworzace sieci stale ulegajace przebudowie, przez

€O zmienia si¢ ich liczba, morfologia i1 rozmieszczenie w komorce. Fuzja, czyli taczenie si¢
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mitochondriow, oraz ich rozszczepianie zwigzane jest ze stanem energetycznym komorki, ale
takze dziataniem réznych czynnikéw zewnetrznych. Wykazano, ze tlenek grafenu w postaci
nanoptatkow moze przenika¢ do cytozolu, gdzie moze oddziatywa¢ z mitochondriami i
wplywaé na ich morfologie, funkcj¢ oraz potencjat blonowy (Zhang i wsp., 2016,; JaworskKi i
wsp., 2019). Nalezy jednak pamietac, ze oddzialtywanie migedzy grafenem a btong komérkowa
jest Scisle zwigzane z wilasciwosciami fizykochemicznymi grafenu, w tym wielkoS$cia,
ksztaltem 1 formami chemicznymi. Morfologia sieci mitochondrialnej dostarcza waznych
informacji o kondycji komorki i cyklu komérkowym. Mimo nieustannej przebudowy sieci
mitochondrialnej mozna jg opisac jako rozwidlong lub pofragmentowang z mitochondriami w
ksztalcie sferoidalnym lub w postaci rozgal¢zionej. Wyrdézni¢c mozemy Kkilka kategorii
ksztattow mitochondriéw: punktowe, precikowe, rozgatezione oraz duze i okragle (Leonard i
wsp., 2015). Odpowiednia proporcja pomiedzy poszczegdlnymi fenotypami mitochondriow
jest rbwnie wazna, by wnioskowac o ich stanie i funkcjonowaniu. Objawami uszkodzen lub
defektow w morfologii mitochondriéw moga by¢: obrzek mitochondriow ($rednia grubosé ~
0,5 um) i olbrzymie mitochondria okreslane jako ,,donut” (Rafelski i wsp., 2013). Ksztatt
mitochondriow moze zmienia¢ si¢ wielokrotnie w czasie i pod wplywem czynnikow
stresowych. Do wizualizacji morfologii mitochondriow w fibroblastach (P1V) i keratynocytach
(PV) rosnacych na podtozu z monowarstwa grafenu uzyto dwoch barwnikéw — Mito Tracker
Green FM (w zywych komérkach) i Mito Red (w komoérkach utrwalonych). Mitochondria w
komorkach BALB/3T3 rosngcych na szkietkach pokrytych grafenem lub niepowlekanych
stanowity rozgaleziong sie¢ bez wyraznych dysfunkcji morfologicznych, w przeciwienstwie do
silnie rozdrobnionych i obrzmiatych mitochondriéw w fibroblastach traktowanych H>O>
(kontrola pozytywna) (P1V). Ten odczynnik warunkujacy wystgpienie stresu oksydacyjnego w
komorce, spowodowal rozszczepienie mitochondriéw i ich fragmentacje. Ta fragmentacja
znalazta takze odzwierciedlenie w istotnie obnizonym blonowym potencjale
mitochondrialnym. Zmiany morfologii mitochondriow z silnie rozgatezionych do
fragmentarycznych sg regulowane przez szybkoS$¢ rozszczepiania i1 fuzji, ktore zostaja
zaklocone, gdy komorka jest narazona na stres (Rastogi i wsp., 2017). W badaniach wlasnych
nie stwierdzono zmian w morfologii i rozmieszczeniu sieci mitochondrialnej w fibroblastach
(P1V) i keratynocytach (PV) hodowanych na monowarstwie grafenu. Analiza morfometryczna
sieci mitochondrialnych z wykorzystaniem programu ImageJ wykazata, ze rozktad sieci byt
rownomierny 1 charakteryzowal si¢ dobrymi polaczeniami. Sie¢ mitochondrialna nie byta
nadmiernie pofragmentowana, ani wydtuzona, nie wykazano takze obrzmiatych ani olbrzymich

sferycznych mitochondriow (,,donut”). Mitochondria byly zorientowane rownolegle do 0si
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dhugiej komorki. Mitochondria komoérek rosngcych na podtozu kontrolnym i monowarstwie
grafenu mozna opisac jako dobrze usieciowane i tworzace preciki o réznych fenotypach: preciki
proste, preciki skrecone, preciki rozgatezione i petle. Zmiany powstate w sieci mitochondrialne;j
zwigzane sg na 0g6ot z rOwnoczesnym zaburzeniem funkcjonowania tych organelli. Wobec tego
okreslony zostat takze btonowy potencjat mitochondrialny w fibroblastach metoda cytometrii
przeptywowej przy uzyciu barwnika JC-1 (PIV). Mitochondria zbudowane sa z dwoch bton
biatkowo-lipidowych (zewngtrznej i wewnetrznej), oddzielonych przestrzenig migdzybtonowa.
Pomiegdzy przestrzenig miedzyblonowg a macierza mitochondrialng istnieje rdznica potencjatu
elektrochemicznego, ktora zapewnia site napedowa dla syntezy ATP, umozliwia transport
jonéw wapnia do macierzy mitochondrialnej oraz jest miarg prawidlowej funkcjonalno$ci
mitochondriow. W warunkach patologicznych dochodzi do utraty mitochondrialnego
potencjatu btonowego, a w konsekwencji spadku poziomu ATP, wzrostu poziomu wolnych
rodniko6w mitochondrialnych i $mierci komoérki (Rastogi i wsp., 2017). JC-1 jest czulym
markerem zmian potencjalu btony mitochondrialnej, a stosunek fluorescencji agregatow i
monomeréw odzwierciedla poziom uszkodzenia bton mitochondriow komoérek (Nuydens i

wsp., 1999).

Ocena potencjalu blony mitochondrialnej wykazata, ze monowarstwa grafenu nie
powoduje obnizenia tego parametru w fibroblastach, a odsetek komorek o niskimi i wysokim
potencjale blonowym w grupie kontrolnej i grupie z monowarstwa grafenu byt porownywalny
(P1V). Obserwacje te dostarczaja kolejnych dowodow, ze grafen w postaci monowarstwy nie
wywotuje stresu komorkowego. Potwierdzajg to takze badania Rastogi 1 wsp. (2017), ktory
wykazat, Ze monowarstwa grafenu nie wptywa negatywnie na morfologi¢ mitochondriow i
btonowy potencjat mitochondrialny komorek, zar6wno nieneuronalnych (fibroblastow), jak i

neuronalnych, oraz promuje ich adhezje i proliferacje.

Wspotpraca naukowa migdzy osrodkami krajowymi 1 zagranicznymi poparta
powyzszymi publikacjami i deklaracjami na dalsza kooperacje, daje mozliwo$¢ zaplanowania
i gwarancj¢ wykonania kolejnych badan w ramach odrgbnych dziedzin: inzynierii

materiatowej, bioinzynierii i biomedycyny.

Whioski wynikajace z badan opisanych w publikacjach wchodzacych w sklad dziela
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Grafen w_postaci_monowarstwy naniesiony na szkietko nakrywkowe, jako

podtoze do hodowli komoérek nie jest toksyczny w kontakcie bezposrednim dla

fibroblastow L929 i fibroblastow embrionalnych Balb3T3 po 24-godzinnej
ekspozycji oraz dla keratynocytow i mezenchymalnych komorek macierzystych po
48-godzinnej ekspozyciji.

. W doswiadczeniach z fibroblastami wykazano, ze zastosowanie monowarstwy
grafenu jako podtoza/rusztowania wywiera wplyw na komorki poprzez jego
nanotopografie, na ktoérg komorki reaguja poprzez nanotransdukcje i adaptacje.
Whiosek ten sformutowano na podstawie zmian zachodzacych w cytoszkielecie 1
adhezji fibroblastow L929 i Balb 3T3 migrujacych po monowarstwie grafenu.
Sztywnos$¢ 1 nanotopografia rusztowan do hodowli komoérkowych, takich jak
monowarstwa grafenu, generuja mechaniczne sygnaly wymagane do regulacji
sygnalizacji komorkowej, ktéra wyzwala odpowiedz komorkowa: migracje,
proliferacj¢ i roznicowanie.

. Kontakty komérki z podtozem (przyczepy ogniskowe) sa dynamicznymi tworami,
rozwijajacymi si¢ etapowo. Wykazatam, ze podtoze grafenowe wptywa na adhezje
1 migracje komorek adherentnych. Liczba przyczepéw ogniskowych w
fibroblastach L292 hodowanych na monowarstwie grafenu byta wicksza wzgledem
kontroli, a w przypadku fibroblastow Balb3T3 ich liczba byla mniejsza, ale
powierzchnia pojedynczego przyczepu ogniskowego byla wicksza wzgledem
kontroli, co wedtug Dalby i wsp. (2018) s$wiadczy o dojrzatosci przyczepu
ogniskowego.

. Wykazano istotny wzrost aktywnosci mitochondrialnej (test WST-8) fibroblastow
L929 1 Balb 3T3 rosnacych na grafenie wzglgdem kontroli. Jednak wzrost ten nie
byt efektem zmiany mitochondrialnego potencjatu btonowego (Balb 3T3)
okreslonego cytometrycznie przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego JC-1.
Uwazamy, ze wzrost ten jest wynikiem transdukcji sygnatu nanopodiloza —
monowarstwy grafenu.

. Analiza mikroskopowa wybarwionych struktur, utworzonych przez biatko: aktyne
[peczki kurczliwe 1 wlokna naprezeniowe w cytoplazmie, plytkowate
(lamellipodia) i1 palczaste (filopodia) wypustki wiodacego konca poruszajacej si¢
komorki], tubuling (centrosom, mikrotubule cytoplazmatyczne, Wwrzeciono
kariokinetyczne), winkuling i FAK (przyczepy ogniskowe), wimentyne (wiokna
posrednie), plektyne, E-kadheryne i koneksyne 43 nie wykazata nieprawidtowosci
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10.

w budowie cytoszkieletu fibroblastow, MSC i keratynocytéw i ich adhezji do
podtoza grafenowego oraz nie indukowata ich uszkodzen.

Wykazatam na przyktadzie fibroblastow 1929 i keratynocytow, ze monowarstwa
grafenu nie opdznia zasklepiania rany wytworzonej in vitro (ang. scratch wound
assay). W przypadku fibroblastow 1929 migracja komoérek byla bardziej
uporzadkowana wzgledem grupy kontrolnej, co moze mie¢ wplyw na
wytrzymalo$é i elastycznos¢ rany in vivo.

Morfologia mitochondriéw fibroblastoéw Balb 3T3 i keratynocytow rosnacych na
grafenie byla prawidlowa. Zidentyfikowano nastepujace fenotypy sieci
mitochondrialnej: preciki proste, preciki skrecone, preciki rozgatezione i petle. Nie
stwierdzono olbrzymich sferycznych mitochondriéw ,,donut”, bedacych objawem
uszkodzenia mitochondriéw.

System ,lab on a chip”, bedacy implementacja zasady 3R, gwarantuje
efektywniejsze  wykorzystanie odczynnikéw, materialu  biologicznego i
jednocze$nie umozliwia monitorowanie morfologii komorek przy wykorzystaniu
mikroskopu oraz wykonanie analiz. Zastosowanie mikrouktadu, powleczonego
monowarstwg grafenu, do hodowli komérkowej moze w prosty, szybki i tatwy
sposob oceni¢ reakcje komorek na nanopodloze oraz modulowaé site adhezji
komorek i przebudowg ich cytoszkieletu poprzez dzialanie innego stresora —
naprezen Scinajacych wywieranych przez przeptywajace w uktadzie medium. Takie
modulowanie stresorami (naprezenia $cinajace i nanotopografia) moze pomoc
uzyska¢ komorki o okreSlonym fenotypie, oczekiwanym w konkretnym
zastosowaniu w medycynie regeneracyjnej. Pozostaje pytanie jak takie zmiany
utrwalic?

Uzyskane wyniki badan dajg nadzieje na skuteczne zastosowanie monowarstwy
grafenu w terapii miejscowej. Brak cytotoksycznego oddzialywania monowarstwy
grafenu w warunkach in vitro pozwala na planowanie dalszych badan, standaryzacji
technik i metod, celem opracowania bioopatrunku o szerokim potencjale
zastosowania. Wyniki uzyskane dzigki niniejszym badaniom pomoga w
stworzeniu nowych rozwigzan biomedycznych sluzacych przyspieszeniu
procesu leczenia ran skory u zwierzat, zar6wno gospodarskich, towarzyszacych,
uzytkowanych sportowo, jak i zwierzat egzotycznych oraz mozliwych do
wykorzystania takze w profilaktyce ochrony skory podczas réznych zabiegéw

pielegnacyjnych i codziennych zwiazanych z uzytkowaniem zwierzat. Stang si¢
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rowniez podstawa do poprawy dobrostanu i zdrowotnosci zwierzat,
wykorzystujac najnowsze rozwigzania nanobiotechnologiczne wkraczajace w

dziedzin¢ zootechniki.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotnag aktywnoScia naukowa albo
artystyczng realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej,
w szczegolnosci zagranicznej.

5.1. Staz w Narodowym Instytucie Lekow w Warszawie

W 2012 roku, po uzyskaniu stopnia doktora w pazdzierniku 2011 roku, zostatam przyjeta

na szesciomiesieczny staz w Zakladzie Farmakologii w Narodowym Instytucie Lekow w

Warszawie. Pod kierunkiem dr hab. Zenona Jastrzebskiego prof. NIL., 6wczesnego kierownika
Zaktadu Farmakologii, zapoznalam si¢ z metodami i technikami  (HPLC, TLC,
spektrofotometria UV-Vis w kontroli jako$ci) stosowanymi w ocenie skutecznosci i
bezpieczenstwa stosowania produktéw leczniczych 1 wyrobéw medycznych. Nabylam
praktyczne umiejetnosci i doswiadczenie w obszarze badan aktywnosci lekow in vitro i in vivo,
tolerancji miejscowej, dzialania uczulajacego wg ISO =z uwzglgdnieniem oceny
histopatologicznej tkanek pobranych z miejsca aplikacji produktéw leczniczych i wyrobow
medycznych, obecno$ci substancji gorgczkotworczych i endotoksyn bakteryjnych . Ponadto
uczestniczytam w analizie wielko$ci czastek metoda dyfrakcji $wiatla laserowego w
preparatach farmaceutycznych (proszki, ptyny, emulsje, zawiesiny), badaniu aktywnosci lekow
wpltywajacych na uktad krazenia (glikozydy kardenolidowe). W trakcie trwania stazu
przygotowatam wspdlnie z dr hab. Zenona Jastrzebskiego prof. NIL. wniosek grantowy do
Narodowego Centrum Nauki w konkursie Opus o tytule ,Badania skutecznosci i
bezpieczenstwa stosowania piwa bezalkoholowego w profilaktyce i1 terapii doswiadczalnej
kamicy moczowej u szczuréw” oraz materiaty do wieloosrodkowych badan nad terapig jaskry

w ramach konkursu ,,Strategmed — profilaktyka i leczenie chordb cywilizacyjnych” NCBiR.

5.2.  Wspolpraca wieloosrodkowa krajowa i zagraniczna

W 2014 roku nawigzalam wspolprace z Instytutem Technologii Materialow

Elektronicznych oraz Instytutem Optoelektroniki, Wojskowej Akademii Technicznej w
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Warszawie w zakresie wykorzystania monowarstwy grafenu w badaniach in vitro, co
dokumentuje praca przegladowa, pierwsza w ramach Zespotu, opublikowana w 2015 na tamach
czasopisma Biotechnology & Biotechnological Equipment. Kolejnymi etapami powyzszej
wspolpracy bylo rozpoczecie badan in vitro z wykorzystaniem monowarstwy grafenu w
poczatkowym ujeciu w zakresie jego cytokompatybilno$ci a nastgpnie jego zastosowania w
procesie gojenia ran in vitro. Kolejne prace oryginalne i przegladowa ukazywaly si¢ w latach
pozniejszych, w 2018, 2019 1 2021 oraz 2022. W tych latach wspolpraca prowadzona byta z
Wydziatem Fizyki Politechniki Warszawskiej, w ktorej zatrudnieni zostali dr inz. Wtodzimierz
Strupinski oraz dr Iwona Pasternak.

Pozostatymi cztonkami mojego zespolu badawczego, z ktdérymi $ci§le wspotpracuje, sa
pracownicy Zaktadu Immunologii Instytutu Medycyny Weterynaryjnej (SGGW) — dr hab.
Lidia Szulc-Dgbrowska prof. SGGW i dr Karolina Gregorczyk-Zboroch oraz dr hab. Michat
Skibniewski z Zakltadu Anatomii Poréwnawczej 1 Klinicznej Instytutu Medycyny
Weterynaryjnej (SGGW) i dr hab. Ewa Skibniewska prof. SGGW z mojej macierzystej
jednostki i Katedry (SGGW). Ponadto kontynuuje wspotprace krajowa: z prof. dr hab. Hanng
Leontowicz, dr Marig Leontowicz, prof. dr hab. Mikotajem Gralakiem z Instytutu Medycyny
Weterynaryjnej (SGGW) w zakresie badania profilu lipidowego i mineralnego zwierzat
modelowych (szczur) zywionych dietami z dodatkiem owocow egzotycznych, owocOw morza
itp., dr hab. Zenonem Jastrzgbskim — emerytowanym juz kierownikiem Zaktadu Farmakologii
Narodowego Instytutu Lekéw w  Warszawie w  zakresie badania dziatania
przeciwmiazdzycowego substancji pochodzenia naturalnego, z dr hab. Elzbieta Jastrzebska z
Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej w zakresie hodowli mezenchymalnych
komorek macierzystych i kardiomiocytéw z wykorzystaniem systemu ,,lab on a chip” oraz
migdzynarodowa, z prof. Shelg Gorinstein z Uniwersytetu Hebrajskiego w Jerozolimie (Izrael)
w zakresie oznaczania potencjatu przeciwutleniajacego i zwigzkoéw biologicznie czynnych w
owocach egzotycznych. Od 2018 roku $cisle wspotpracuje z prof. dr hab. Marie Hubalek-
Kalbacova z Uniwersytetu Karola w Pradze Czeskiej, w zakresie cytokompatybilnosci

monowarstwy grafenu.

W 2018 roku uzyskatam finansowanie w ramach Wtasnego Funduszu Stypendialnego

SGGW, ktore umozliwito mi odbycie trzymiesiecznego stazu zagranicznego na
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Uniwersytecie Karola w Pradze Czeskiej. Pracowatam tam w Laboratorium Oddzialywania
Komorek z Nanomateriatami w Instytucie Fizjologii Patologicznej na I Wydzial Lekarskim w
zespole pod kierunkiem Pani dr hab. Marie Hubalek-Kalbacovej. Grupa badawcza pod
kierunkiem obecnie juz prof. dr hab. Marie Hubalek Kalba¢ovej zajmuje si¢ badaniem r6znych
nanomateriatdéw: nanorurki weglowe (SWCNT - single walled carbon nanotubes), grafen,
diamenty nanokrystaliczne (NCD - nano-crystalline diamond), stopy tytanu. Celem badan
zespolu jest ocena wpltywu nanomaterialdéw na zywotnos¢ komorek, ich adhezje, wzrost i
roznicowanie. Badania skupiajg si¢ przede wszystkim na interakcjach pomigdzy ludzkimi
komorkami (linia komoérek SAOS-2, linia komoérek HelLaG, mezenchymalne komorki
macierzyste) z podlozami wykonanymi z roéznych biokompatybilnych materiatow, z
kontrolowang ich topografig. Grupa poszukuje odpowiedniej nanostruktury dla powtok
implantologicznych w ortopedii. Wspotpraca z prof. dr hab. Marie Hubalek Kalbacova
zaowocowala kilkoma pracami badawczymi oraz planowanym do zlozenia projektem w
ramach wspotpracy bilateralnej migdzy Polskg a Czechami, dotyczacym badan na zwierzetach
pod katem skuteczno$ci monowarstwy grafenu w leczeniu ran skory i potencjalnego jego
zastosowania jako opatrunku dla zwierzat gospodarskich, towarzyszacych, egzotycznych i

uzytkowanych sportowo.

6. Informacja o0 osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

6.1. Osiagniecia dydaktyczne

Jestem autorka 1 wspotautorkg opracowan przedmiotow realizowanych dla studentow
Wydziatu Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony Zwierzat SGGW w Warszawie, dla trzech roznych
kierunkow: Zootechnika, Hodowla i Ochrona Zwierzat Towarzyszacych i Dzikich (HiOZTiD)
oraz Bioinzynieria zwierzat.

Przygotowatam 1 prowadzitam nastgpujace przedmioty:
Fizjologia zwierzgt dla kierunku HIOZTiD, studia stacjonarne i niestacjonarne 1°. Prowadzg
calos¢ przedmiotu: ¢wiczenia oraz wyklady od 2015 roku. Jestem autorkg sylabusa do
przedmiotu i koordynatorem tego przedmiotu. Od 2021 roku takze dla kierunku Zootechnika

na studiach niestacjonarnych I°.
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Toksykologia srodowiska dla kierunku Bioinzynieria zwierzat, studia stacjonarne 1°. Od 2015
roku prowadzg ¢wiczenia audytoryjne i cze$¢ wykladow. Jestem wspotautorka sylabusa do
przedmiotu i koordynatorem tego przedmiotu.

Substancje biobdjcze dla kierunku Bioinzynieria zwierzat, studia stacjonarne II°, przedmiot
fakultatywny. Jestem wspotautorka sylabusa do przedmiotu i koordynatorem tego przedmiotu.
Realizuje wigkszos¢ wyktadow od 2017 roku.

Higiena utrzymania zwierzqt amatorskich i dzikich w niewoli dla kierunku HIOZTID, studia
niestacjonarne I°. Jestem wspodlautorka sylabusa do przedmiotu i koordynatorem tego
przedmiotu. Realizuj¢ cz¢$¢ wyktadow od 2015 roku.

Bioasekuracja w hodowli zwierzgt dla kierunku HiOZTiD, studia niestacjonarne II°. Jestem
autorka obecnie obowigzujacego sylabusa do przedmiotu i koordynatorem tego przedmiotu.
Realizuje wszystkie wyktady od 2021.

Dobrostan zwierzgt dla kierunku Zootechnika, studia niestacjonarne I°. Jestem autorka
sylabusa do przedmiotu i koordynatorem tego przedmiotu. Realizuj¢ czgs¢ wyktadoéw od 2019

roku.

Dodatkowo prowadzitam zajecia (wyktady i/lub ¢wiczenia) w ramach nast¢pujacych
przedmiotow w latach 2013-2021:
Higiena zwierzgt dla kierunku Zootechnika, studia stacjonarne i niestacjonarne I°.
Prewencja weterynaryjna jednolite studia na kierunku Medycyna Weterynaryjna, studia
stacjonarne.
Ekotoksykologia i waloryzacja srodowiska, Kierunek HiIOZTiD, studia stacjonarne, 11°
Prewencja i bioasekuracja w produkcji zwierzecej, Zootechnika, studia stacjonarne, I°
Analiza instrumentalna 7 zakresu higieny i dobrostanu zwierzgt, studia doktoranckie
Zootechnika.
Zanieczyszczenie srodowiska a dobrostan zwierzgt. Zootechnika 11°, studia stacjonarne.
Dobrostan zwierzgt, dla kierunku Zootechnika, studia stacjonarne I°.
Wspdlczesne trendy badawcze w genetyce, Zywieniu i srodowisku bytowania zwierzgt,
Zootechnika, studia doktoranckie.
Higiena i prewencja w hodowli zwierzgt amatorskich. Kierunek Biologia Wydziat Biologii,
studia stacjonarne, I°

Bioasekuracja whodowli zwierzgt. Kierunek HIOZTID, studia stacjonarne, II°.
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Bytam opiekunem 17 prac dyplomowych, w tym 15 prac inzynierskich oraz 2 prac
magisterskich. Moi magistranci: mgr inz. Marta Kokierzak oraz mgr inz. Hubert Kmie¢ zostali
przyjeci na studia doktoranckie przy Wydziale Nauk o Zwierz¢tach w dyscyplinie zootechnika,
w zakresie biologii zwierzat oraz zatrudnieni w Katedrze Biologii Srodowiska Zwierzat jako
asystenci. Peli¢ funkcje promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim Pani mgr inz.
Marty Kolierzak. Przewidywany termin obrony pracy doktorskiej pt. ,,Wplyw wieku oraz
wspolistniejacych zaburzen homeostazy na zawarto§¢ wybranych metali biogennych oraz
metali toksycznych w narzadach rozrodczych psa domowego (Canis lupus f. familiaris)” — to
listopad 2023 roku. Penitam rowniez funkcje recenzenta, oceniajgc tacznie 64 prace
dyplomowe, w tym 1 pracg licencjacka, 52 inzynierskie i 11 magisterskich.

Bylam réwniez opiekunem praktyk studenckich realizowanych w 2014 roku przez
studentow Wydzialu Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony Zwierzat w Katedrze Biologii
Srodowiska Zwierzat — 2 0soby.

Prowadzitam wyktady i/lub ¢wiczenia pt. ,,Higiena kurnikow i srodowiska ferm drobiu”
na Specjalizacyjnych Studiach Podyplomowych ,,Choroby drobiu oraz ptakoéw ozdobnych”
SGGW w 2018 i 2021 roku.

W 2013 roku bratam takze czynny udzial w opracowaniu zasad rekrutacji, kosztorysu,
programu i planu studiow podyplomowych pt.: ,,Dobrostan zwierzat” na Wydziale Nauk o
Zwierzgtach. Wsrod 20 zaproponowanych przedmiotow, bylam autorem 4 sylabusow. W
styczniu 2014 roku na podstawie uchwaty Rady Wydziatu (protokot 1094 z dnia 21 stycznia
2014r.) pozytywnie zaopiniowano wniosek o otwarcie studiow podyplomowych: ,,Dobrostan
zwierzat” pod kierunkiem prof. dr hab. Tadeusza Kosli.

Podejmowatam takze dzialania majace na celu poprawe jako$ci ksztalcenia poprzez

uczestnictwo w nastepujacych szkoleniach i kursach:

o Wdrazanie technologii e-learning (styczen-luty 2013),

o Regionalne Forum Tutoringu w Warszawie (7 listopad 2014),

o Celem zaktualizowana wiedzy i doskonalenia procesu dydaktycznego (na kierunku
Bioinzynieria zwierzat — przedmiot: Toksykologia srodowiska oraz Substancje
biobodjcze) bratam udziat on line jako wolny stuchacz w cyklu wyktadow podczas
spotkania naukowego pt.: ,,Farmakologia Przysztosci”, ktore odbylo si¢ w

Krakowie w dniach 16-19.11.2021. Poruszane tematy: nowoczesne laboratorium

-35-



mikroskopowe,  laboratorium  farmakokinetyki 1 wstepnych  badan

toksykologicznych, laboratorium obrazowania, laboratorium badan izotopowych.

. Cztonek Senackiej Komisji ds. Wspotpracy Migdzynarodowej SGGW (2020-2024)

o Komisja ds. oceny nauczycieli akademickich — sekretarz (2019, 2020-2024)

o Zespot ds. hospitacji zaje¢ przy Radzie Wydziaty Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony
Zwierzat - cztonek (2020-2024)

. Komisja ds. Promocji i Wspodlpracy z otoczeniem spoteczno-gospodarczym —
Zespot ds. Wspdlpracy ze Szkotami Srednimi — cztonek (2021-2024)

. Opiekun roku dla studentoéw stacjonarnych I° i II° na kierunku Hodowla i Ochrona
Zwierzat Towarzyszacych 1 Dzikich, w latach 2017-2021

. Koordynator migdzynarodowej wymiany studentow (2017-2024)

. Pelnomocnik Dziekana ds. Wymiany Studentéw Wydzialu Nauk o Zwierzgtach
(2016)

J Cztonek komisji ds. Oceny programéw ksztatcenia dla kierunku Hodowla i
Ochrona Zwierzat Towarzyszacych i Dzikich I° i II° - 2016

o Udziat w realizacji Uczelnianego Konkursu ,,START PO INDEKS SGGW” -
edycja 2015

Osiagniecia popularyzujace nauke:

e W 2014 roku bralam udziat w organizacji Dni SGGW, przygotowalam i
zaprezentowatam uczniom gimnazjum metodyke badan mikroklimatu pomieszczen, w
ktorych utrzymywane sg zwierzgta oraz praktyczng ocen¢ parametrow, takich jak

temperatura, wilgotno$¢ wzgledna, ruch powietrza, halas, natezenie o§wietlenia.

7. Omowienie pozostalych osiagniec¢

Uzyskalam dotacje w ramach Grantéw wewnetrznych SGGW dla Mlodego

Naukowca:
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2014/2015: ,,Ocena morfologii dojrzatych i zarodkowych mysich fibroblastow
hodowanych na grafenie”, nr. 505-10-072500-L00221-99

2015/2016: ,,Zastosowanie testu leczenia ran in vitro do oceny przydatnos$ci grafenu
jako podtoza w regeneracji tkanek”, nr. 505-10-072500-M00320-99

2016/2017: ,Wplyw podloza grafenowego na organizacje cytoszkieletu
fibroblastow”, nr. 505-10-072500-N00266-99

2017/2018: ,,Wptyw podtoza grafenowego na adhezj¢, migracj¢ i organizacje
cytoszkieletu mezenchymalnych komorek macierzystych”, nr. 505-10-072500-
P00191-99

2018/2019: ,,Wptyw podtoza grafenowego na sie¢ mitochondrialng mysich
komoérek BALB 3T3”, nr. 505-10-072500-Q00396-99dla Mtodego naukowca w

ramach

Przygotowanie i opracowanie merytoryczne do realizacii powvyzszych grantow pozwolito

na opublikowanie dwoch prac przegladowych, bedacych cze$cia niniejszego cyklu

habilitacyjnego. A uzyskane wyniki w ramach realizacji powyzszych grantow zostaly

zaprezentowane w czasopismach zagranicznych z listy A i takze stanowia wkiad w cykl prac

przedstawionych jako dorobek habilitacyjny.

Podejmowatam dziatania w zakresie samoksztalcenia:

Ukonczytam kurs kwalifikacyjny pedagogiczny wrzesien 2009 — luty 2010: w

wymiarze 270 godzin organizowany przez Instytut Doskonalenia Kadr

Pedagogicznych ,,Edukacja” w Warszawie,

Uzyskatam  Certyfikat Polskiego Towarzystwa Nauk o Zwierzgtach

Laboratoryjnych Nr 442/2015 (doswiadczenia na zwierzetach), wrzesien 2015,

Warszawa

Uczestniczylam w konferencjach i kursach/szkoleniach/warsztatach podnoszacych

kwalifikacje 1 dostarczajgce wiedzy na temat aktualnych dostepnych rozwigzan w

pracy w laboratorium, ze zwierzetami, technikami in vitro oraz pozyskiwania

funduszy na prace badawczg oraz mobilnosci zagranicznej wsrod pracownikdéw

Uczelni 1 studentéw:

o konferencja pt. ,,Rozwigzania dla diagnostyki laboratoryjnej” (12 czerwca
2012)
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o XII konferencja naukowa pt. ,,Etyczne i prawne aspekty ochrony dobrostanu
zwierzat” (4 pazdziernika, 2013), Wroctaw,

o  warsztaty: ,,Na styku nauki i biznesu. Jak skutecznie i bezpiecznie
prezentowa¢ wyniki prac naukowych przed inwestorami?” (7 luty, 2014),
Warszawa,

o kurs pt. ,,Zastosowanie technik hodowli komorek zwierzgcych in vitro do
badan biomedycznych” (29-31 maj 2014), Warszawa,

o  szkolenie: ,,Praktyczne sposoby komercjalizacji wynikow badan w naukach
przyrodniczych, aspekty miedzynarodowe” (19-20 listopad, 2014),
Warszawa,

o konferencja naukowa: ,Warunki utrzymania a dobrostan zwierzat
laboratoryjnych” organizowanej przez Wydzial Nauk o Zwierzetach SGGW
w Warszawie, Koto Naukowe Zwierzat Doswiadczalnych i Laboratoryjnych,
Polskie Towarzystwo Zootechniczne — Koto Warszawskie, 17 maja 2019.

o XXIV Warsztaty Zootechniczne pt.: ,,Aktualne zagrozenia epidemiologiczne
w produkcji zwierzgcej”, (3 listopada 2021), Warszawa

o Konferencja Inauguracyjna UNIgreen, II sesja Warsztatow: ,,Mobilnos¢

studentow i pracownikow”. 31 stycznia 2023 r. SGGW w Warszawie.

W trakcie 4-letniego studium doktoranckiego nabywatam i rozwijatam zdolno$ci oraz
umiejetnosci analityczne w zakresie oznaczania pierwiastkow i technik histologicznych.

Zapoznatam si¢ z ptomieniowg absorpcyjng spektrometrig atomows (F-AAS), ktéra
opiera si¢ na zjawisku absorpcji promieniowania elektromagnetycznego przez swobodne
atomy. Wykonywalam oznaczenia zawartosci wybranych pierwiastkow (Se, Mn, Cu, Zn, Fe,
Mg, Ca) w materiale roslinnym i zwierzecym.

Wykonywatam preparaty do badan histopatologicznych. Poniewaz tkanki zwierzgce sa
stosunkowo migkkie, ich skrawanie moze odbywac si¢ jedynie po przepojeniu i zatopieniu w
twardszym materiale - parafinie. Inng metoda jest utwardzenie, do ktorego dochodzi w wyniku
zamrozenia, czyli przeksztatcenia zawartej w tkankach wody w krysztatki lodu.

Zapoznatam si¢ takze z podstawowymi metodami barwienia, z ktorych wykorzystuje si¢

najczegsciej barwienie hematoksyling 1 eozyng (HE). Wykonywalam analizy ilo$ciowe
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materiatu biologicznego na komputerowym systemie skanujagcym (Multi Scan Base 14.02).
Okreslalam zawarto$¢ thuszczu (pg/um3) w hepatocytach 1 mierzylam catkowita gesto$¢
thuszczu za pomocag programu komputerowego Lucia v.4x. (Nikson). Wszystkie nabyte
umiejetnosci 1 doswiadczenie pozwolily mi realizowaé powierzone zadania badawcze w

ramach pdzniejszych grantow.

Rownolegle do gldwnej $ciezki badawczej uczestniczytam w badaniach w ramach trzech

pobocznych watkéw tematycznych, lecz wzajemnie ze sobg powigzanych:

1. Pierwszy z nich to kontynuacja badan rozpoczg¢tych na studium doktoranckim, a
dotyczacych prozdrowotnego dziatania owocdéw egzotycznych w stanach
hipercholesterolemii i miazdzycy;

Jako wykonawca grantu pt. ,,Wplyw bioaktywnych sktadnikow owocéw mini kiwi
(Actinidia arguta) na profil transkryptomiczny i miRNA oraz metabolizm lipidow w tkankach
szczurdw z indukowang hipercholesterolemia”, NCN, panel 9, konkurs OPUS 3 (2013-2016)
miatam mozliwo$¢ wykonania analiz:

- zawarto$ci zwiazkoéw polifenolowych oraz sktadnikow mineralnych w owocach mini kiwi,
- preparatow histologicznych aort oraz watrob szczurzych,

- zwigzkéw mineralnych wybranych narzadow 1 oceny biodostepnosci wybranych
pierwiastkow.

Wyniki powyzszego grantu zostaly zaprezentowane w publikacjach pokonferencyjnych:

o Zinc content in Aktinidia arguta cultivars, new selekt M1 and hybrid cultivar Bingo
bred at WULS (SGGW). Autorzy: Iwona Jesion, Maria Leontowicz, Hanna

Leontowicz, Piotr Latocha, Mikotaj A., Shela Gorinstein Konferencja:
Migdzynarodowa Konferencja Naukowa z okazji 60 - lecia Wydzialu
Biotechnologii i Hodowli zwierzat ZUT, Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny, 18 czerwca 2015, Szczecin, Polska,

o Effect of consumption of kiwifruits different iron and manganese content (Actinidia
arguta and Actinidia deliciosa) on spleen mineral content in rats fed diets with
cholesterol. Autorzy: Iwona Jesion, Maria Leontowicz, Hanna Leontowicz, Piotr
Latocha, Mikotaj A., Young-Seo Park, Shela Gorinstein. Konferencja: Xllith

Conference of Young Researchers Physiology and Biochemistry in Animal
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Nutrition” 2015, Akademia Nauk. konferencja 23-24 wrzesnia, Lowicz-Nieborow,
Polska

Seasonal differences between iron content in Actinidia arguta and Actinidia
deliciosa, and its effects on liver iron content in rats fed diets with cholesterol.
Autorzy: Iwona Jesion, Maria Leontowicz, Hanna Leontowicz, Piotr Latocha,
Mikotaj A., Gralak, Young-Seo Park, Shela Gorinstein. Konferencja: I0S-PIB, XI
International Scientific and Technical Conference Element Cycle In the
Environment: Bioaccumulation-Toxicity -Prevention, Warsaw 2015, Wydawca:
Instytut Ochrony Srodowiska - Panstwowy Instytut Badawczy. 10 wrze$nia,

Warszawa, Polska

Charakterystyke wlasciwosci prozdrowotnych na podstawie skladu chemicznego

owocOow minikiwi, ze szczegdlnym uwzglednieniem zwigzkéw biologicznie czynnych i ich

potencjatu antyoksydacyjnego przedstawiono w publikacji:

Bioactivity and nutritional properties of hardy kiwi fruit Aktinidia arguta in
comparison with Actinidia deliciosa 'Hayward' and Actinidia eriantha 'Bidan'.
Hanna Leontowicz, Maria Leontowicz, Piotr Latocha, Iwona Jesion, Yong-Seo
Park, Elena Katrich, Dinorah Barasch, Alina Niemirowski, Shela Gorinstein. 2016,
Food Chemistry, 196, 281-291, Elsevier.

Wyniki prezentujace ochronny efekt suplementacji owocami mini Kkiwi u

hipercholesterolemicznych szczurow, na podstawie zmian w aorcie 1 watrobie opublikowano:

Actinidia arguta supplementation protects aorta and liver in rats with induced
hypercholesterolemia. Autorzy: Maria Leontowicz, Hanna Leontowicz, Iwona
Jesion, Wojciech Bielecki, Katarzyna Najman, Piotr Latocha, Yong-Seo Park,
Shela Gorinstein, 2016, Nutrition Research 36, 1231-1242, Elsevier.

Wiyniki dotyczace biodostepnosci mikro i makroelementow u hypercholesterolemicznych

szczurdw, otrzymujacych 5% dodatek =zliofilizowanych owocow mini kiwi w diecie

zaprezentowano na tamach czasopisma Foods:

Bioavailability of macro- and microelements in rats fed hypercholesterolemic diets
containing Actinidia arguta fruits. Autorzy: Gralak Mikotaj, Lasocka Iwona,

Leontowicz Maria, Leontowicz Hanna, Latocha Piotr, Gorinstein Shela. 2022,
Foods 11, 11, 1-11, 1633. Wydawca: MDPI
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2.  Drugi poboczny watek tematyczny dotyczyl hodowli komorkowej w systemie
,»lab 0 achip”, w ktorym komorka poddana jest dziataniu naprezen Scinajacych na
skutek przeptywajacego w uktadzie medium.

Poczatkowo system ten zainteresowal mnie z uwagi na lokalizacj¢ zmian
miazdzycowych, gtownie w miejscach, gdzie $ciana tetnic jest narazona na oddziatywanie
matych naprezen $cinajacych. Jednak podjeta wspotpraca z dr hab. Elzbieta Jastrzebska i
wcielenie mnie do Zespotu, w ramach grantu pt.: ,,Mikrosystem Lab-on-a-chip do modelowania
i badania wzrostu komorek migs$nia sercowego”, NCBiR, konkurs Lider, 573/L-4/2012, (2013-
2016), jako wykonawcy przekierowalo moje zainteresowania na badanie komorek
macierzystych z uzyciem tego modelu (,,lab on a chip”).

Efektywne réznicowanie komoérek MSC w kierunku pozadanych linii komorek i
utrzymanie ich fenotypu jest wyzwaniem dla naukowcow. MSC majg zdolno$¢ do
roznicowania in vitro w Kkierunku, m.in. ko$ci, chrzastki, tkanki tluszczowej, migséni
szkieletowych (Bajek i wsp., 2011). Pojawilo si¢ takze wiele doniesien na temat roznicowania
MSC w kierunku kardiomiocytow (Balana i wsp., 2006; Deng i wsp., 2009; Siegel i wsp., 2012;
Potdar i Prasannan, 2013; Ye i wsp., 2013).

W ponizszej publikacji przegladowej Autorzy skoncentrowali si¢ gtownie na opisaniu
systemow ,,lab-on-a-chip” wykorzystywanych w inzynierii tkankowej serca oraz czynnikow
biochemicznych, mechanicznych i fizycznych stylumujacych réznicowanie komorek

macierzystych w kierunku kardiomiocytow:

° Jastrzgbska Elzbieta, Tomecka Ewelina, Jesion Iwona, 2016: Heart-on-a-chip

based on stem cell biology. Biosensors & Bioelectronics, 75, 67-81.
DOI:10.1016/j.bi0s.2015.08.012
Zgodnie z zadaniami 1 funkcjami przypisanymi w projekcie zakres prac, w ktore bytam
zaangazowana obejmowal: udziat w doborze metody wytwarzania struktur przestrzennych do
wzrostu kardiomiocytow, doborze sposobu obserwacji 1 oceny wzrastajacych komorek
macierzystych z wykorzystaniem metod mikroskopowych, nadzorowanie prac dotyczacych
opracowania metody pomiaru 1 wizualizacji komoérek macierzystych po stymulacji VEGF, 5-
azacytydyng. Ocenie podlegala m.in. obecnos¢ specyficznych dla kardiomiocytow markerdw:
a-aktyniny, troponiny T w komorkach MSC.
Celem badania bylo zoptymalizowanie warunkéw roznicowania MSC do
kardiomiocytow za pomoca wybranych czynnikow biochemicznych. R6znicowanie MSC w

warunkach in vitro polega na zastosowaniu swoistych czynnikoéw wzrostu lub zwigzkow
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chemicznych o wlasciwosciach roznicujacych. Wsrdéd czynnikéw wzrostu, ktére moduluja
réznicowanie mezenchymalnych komoérek macierzystych w kierunku kardiomiocytow jest
m.in. VEGF. Dziala on chemotaktycznie na komoérki i moze promowac réznicowanie komoérek
macierzystych w kardiomiocyty (Song i wsp., 2007, Singh i wsp. 2016, Zisa i wsp. 2009).
Ponadto autorzy wykazali, ze anty-VEGF blokuje réznicowanie hADSC (ang. human adipose
derived stem cells) w kierunku kardiomiocytow. Ye i wsp. (2013) opublikowali protokot
roznicowania wybranych linii hiPCS (ang. human induced pluripotent stem cells) do
kardiomiocytow (hiPSC-CM) przy udziale m.in. VEGF w ilosci 5-10 ng/ml inkubowanych
przez 72 godziny. Oprocz swoistych czynnikOw wzrostu w roznicowaniu odgrywajg roéwniez
role inne czynniki, takie jak 5’azacytydyna. Wykazano, ze MSC hodowane w obecnos$ci
5’azacytydyny réznicuja si¢ w mioblasty, ktore taczac si¢ daja poczatek kurczacym sig
rytmicznie miotubulom (Liu i wsp., 2009). Badania Balana i wsp. (2006) nie wykazaly wptywu
5-azacytydyny na réznicowanie hMSC w kierunku kardiomiocytow (brak ekspresji MyoD,
Nkx2.5, a-aktyniny), w przeciwienstwie do MSC pozyskanych ze szpiku myszy. Autorzy w
komoérkach hMSC traktowanych 5-azacytydyng (3pumol przez 24 h) stwierdzili istotny wzrost
gestosci pradow jonowych K* po 6 tygodniach hodowli. Z kolei Siegel i wsp. (2012) w
doswiadczeniu z hMSC, stosujac rézne protokoty réoznicowania w kierunku kardiomiocytow,
m.in. z 5-azacytydyng (10 umol przez 48h) i VEGF (10 ng/ml) wykazali zwigkszong ekspresj¢
specyficznych markerow sercowych wzgledem grupy kontrolnej. Jednak hMSC hodowane bez
dodatku w medium substancji promujacych roznicowanie takze wykazywaty ekspresje, m.in.
cTnl, ANP, a-aktyniny. Siegel 1 wsp. (2012) w do$wiadczeniach z réznymi induktorami
roznicowania hMSC w kierunku kardiomiocytow nie otrzymali komorek spontanicznie
pulsujacych. Fukuda (2003) uzyskat populacje komoérek spontanicznie kurczacych si¢ po 2
tygodniach od inkubacji subklonéw mBM-MSC z 5-azacytydyna (3pumol przez 24h). Potdar i
Prasannan (2013) poddali hDMSC (ang. human dermal mesenchymal stem cells) réznicowaniu
za pomoca 5-azacytydyny (10 i 20 umol przez 48 h) i po 15 dniach stwierdzili ekspresjg, m.in.
a-aktyniny i cTnT.
Uzyskane wyniki zrealizowanego projektu przedstawiono w pracy:

J Sokotowska Patrycja, Zukowski Kamil, Lasocka Iwona [i in.], 2020: Human

mesenchymal stem cell (hMSC) differentiation towards cardiac cells using a new
microbioanalytical method. Analyst, 145, 8, 3017-3028.

Realizacja drugiego pobocznego tematu badawczego zapoznata mnie ze specyfika pracy

w skali mikro (,lab on a chip”) i umozliwita wykorzystanie tego systemu w ocenie
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cytotoksyczno$ci monowarstwy grafenu w warunkach dodatkowego stresora (napr¢zen

$cinajacych) i adhezji komorek HaCaT w warunkach mikroprzeptywu.

3.  Trzecim pobocznym watkiem tematycznym jest ocena znaczenia oraz
toksycznosci  wybranych  pierwiastkow dla zwierzat towarzyszacych,
gospodarskich i dzikich.

W Katedrze Biologii Srodowiska Zwierzat, w ktorej rozpoczetam prace w grudniu 2012
roku, pod kierunkiem profesora dr hab. Tadeusza Ko$li a nastepnie dr hab. Ewy Skibniewskiej
prof. SGGW, od lat prowadzone byty badania dotyczace wptywu makro- i mikroelementéw na
organizmy zywe. Wiedza i umiejetnosci zdobyte w trakcie studiow doktoranckich na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej, przede wszystkim w zakresie oznaczania iloSciowego
pierwiastkdw przy uzyciu plomieniowej absorpcyjnej spektrometrii atomowej pod kierunkiem
prof. dr hab. Mikotaja Gralaka, umozliwita mi aktywne wiaczenie si¢ w prace badawcze
Zespotu na Wydziale Nauk o Zwierzetach. W Katedrze Biologii Srodowiska Zwierzat
przeprowadzane sg takze analizy rtgci w materiale biologicznym za pomoca spektrometru
absorpcji atomowej AMA 254, bedacego na wyposazeniu Katerdy. Praca podsumowujaca
wieloletnie badania i1 zainteresowania Zespolu w zakresie niezbgdnosci i1 toksycznosci
pierwiastkéw byta publikacja dwoch rozdziatéw monografii o tytule:

,Mammals and birds as bioindicators of trace element contaminations in terrestrial
environments: an ecotoxicological assessment of the Northern Hemisphere” / Kalisinska
Elzbieta (red.), 2019, Cham, Springer, s.247-279, ISBN 978-3-030-00121-6.
DOI:10.1007/978-3-030-00121-6_8. Jeden rozdziat dotyczyt chromu (Autorzy: Kosla Tadeusz,
Lasocka Iwona, Kotnierzak Marta), drugi rozdziat poswigcony byt molibdenowi (Autorzy:

Tadeusz Kosla, Michat Skibniewski, Ewa Skibniewska, lwona Lasocka, Marta Kotnierzak).

Ta obszerna monografia dokumentuje oceng ekotoksykologiczna potkuli pétnocnej, m.in.
dzigki r6znym gatunkom ssakow i ptakow jako bioindykatorow zanieczyszczen pierwiastkami
sladowymi w srodowiskach ladowych. Monografia ta jest takze efektem wspotpracy krajowej,
wieloosrodkowej z naukowcami z Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie,
Akademii Rolniczej w Szczecinie, Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w
Szczecinie, Uniwersytetu Pedagogicznego w Krakowie, Instytutu Medycyny Doswiadczalnej

i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.
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8. Plany na przyszlosé¢

W centrum moich zainteresowan znajduje si¢ problematyka procesu gojenia ran i
poszukiwaniwe rozwigzan mogacych usprawnic ten ztozony proces i ostatecznie wplyna¢ na
dobrostan i zdrowotno$¢ zwierzat. Wiadomym jest, ze proces gojenia ran jest niemozliwy do
przeprowadzenia bez udzialu makrofagéw oraz, ze makrofagi wykazuja duza zmiennosé
charakteru polaryzacji w odpowiedzi na zmiany mikrosrodowiska. Dzigki odpowiedniej
modulacji mikrosrodowiska (podtoze grafenowe) moze okaza¢ si¢ mozliwe sterowanie
polaryzacja makrofagéw, w taki sposob, aby proces gojenia rany przebiegal sprawnie i
prawidtowo. Powyzsza problematyka badawcza zostata zakwalifikowana do finansowania
przez NCN w ramach konkursu Miniatura 6. Makrofagi wybrano jako model komoérkowy ze
wzgledu na ich kluczowa role w regulacji odpowiedzi zapalnej i procesie gojenia ran, oraz na
ich powszechne stosowanie w testach nanotoksycznosci (norma ISO 10993-5:2009(E)). W
badaniu wykorzystane zostang komorki pierwotne pozyskane ze szpiku kosci udowej myszy
oraz komorki linii RAW 264.7. W zwiazku z tym mozliwa bgdzie takze analiza porOwnawcza
odpowiedzi tych dwoch typow komorek: ktore maja taki sam kariotyp jak organizm i
charakteryzuja si¢ ograniczong liczbg pasazy (hodowla pierwotna) i komorki linii ustalonych,

ktore charakteryzuja si¢ nieogranoczong liczba pasazy i sa aneuploidalne.

Polaryzacja M1/M2 makrofagdéw zostanie oceniona pod katem nastepujacych analiz:

1.  ekspresja genoéw IL-1B, TNF-a oraz IL-6 (aktywacja M1) lub IL-10, IL-13,

arginazy 1 i/lub PPARy (aktywacja M2) za pomocg qRT-PCR;

2. produkcj¢ TNF-a, IL-6, IL-10i/lub IL-13 za pomoca metody ELISA;

3. analiz¢ ekspresji markerow powierzchniowych, wiaczajac CD69, MHC 11, CD80

1/lub CD86 za pomocg cytometrii przeplywowe;.

Dodatkowo, (4.) za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej zostanie oceniona zdolnos¢
makrofagéw MO, M1 i M2 do tworzenia struktur adhezyjnych (podosomow) na podiozu z
grafenem i bez grafenu. Struktury te, mechanizm ich powstawania, aktywacja biatek bioracych
udziat w ich tworzeniu, dynamika i reakcja na podtoze, ktore eksploruja nadal wymagaja badan.
Powstawanie podosomow jest nierozerwalnie zwigzane z polaryzacja makrofagow i
petnionymi przez nie funkcjami, m.in. uczestniczg w eliminacji stanéw zapalnych.

Wyniki uzyskane dzigki planowanym badaniom pomoga w stworzeniu nowych
rozwigzan biomedycznych, stuzacych przyspieszeniu procesu leczenia ran skornych poprzez

manipulowanie srodowiskiem makrofagdw, ale takze fibroblastow przy udziale monowarstwy
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grafenu. W przysztosci planowane sg takze badania we wspotpracy z naukowymi osrodkami
zagranicznymi, umozliwiajace zastosowanie opatrunku grafenowego u zwierzat
towarzyszacych, gospodarskich i uzytkowanych sportowo.

Badania w ramach konkursu MINIATURA majg stanowi¢ uzupetienie wiedzy na temat
bezpieczenstwa stosowania grafenu w kontakcie z zywg komorka oraz jego zastosowania jako
rusztowanie (ang. scaffolding) w warunkach in vitro w celu ,.kontrolowanej” polaryzacji,
mogacej przynies¢ duze korzy$ci w procesie gojenia ran i opracowania specjalistycznego
opatrunku z jego wierzchnig warstwa majacg kontakt z rang. Planowane do§wiadczenia moga
sta¢ si¢ preludium do szerzej zakrojonych badan, dotyczacych synergistycznego dzialania
grafenu i ,,odpowiednio” spolaryzowanych makrofagéw, poznania mechanizmu polaryzacji w
kierunku M1 i M2 przy udziale monowarstwy grafenu, a w konsekwencji stworzenia

specjalistycznego opatrunku dobieranego w zaleznosci od fazy gojenia uszkodzenia skory.
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