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Przebieg pracy naukowo — badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Po uzyskaniu tytulu magistra, 1.10.1990 roku rozpoczgtam pracg na stanowisku
asystenta w Katedrze Ekologii i Ochrony Srodowiska, w Pracowni Biologii Rozwoju (obecnie
Zaktad Ekologii i Ochrony Srodowiska w Instytucie Biologii) Wydzialu Matematyczno —
Przyrodniczego Wyzszej Szkoty Pedagogicznej w Kielcach (obecnie Uniwersytet Jana
Kochanowskiego). Podjeta przeze mnie tematyka badawcza dotyczyta analizy sktadu
gatunkowego pasozytniczych blonkowek z rodziny mszycarzowatych (Hymenoptera,
Aphidiidae), naturalnych wrogéw mszyc zerujacych na ro$linach ozdobnych w obszarze
zurbanizowanym, na terenie miasta Kielce. Byta ona zwiazana z problematyka badawcza
Katedry Ekologii i Ochrony Srodowiska i stanowita kontynuacje badan nad pasozytami
mszyc podjetych przeze mnie w pracy magisterskiej pt. ,,Pasozyty mszyc (Hymenoptera,
Aphidiidae) roslin ozdobnych na terenie miasta Kielc i jego okolic”. W okresie od 16.11.1992
do 15.05.1993 roku odbytam staz naukowy w Pracowni Mikroskopii Elektronowej Instytutu
Botaniki Uniwersytetu Warszawskiego, podczas ktorego poznatam zasady preparatyki
mikroskopowej. Pozwolito to na poszerzenie badan o cytologiczne i ultrastrukturalne aspekty
zerowania mszyc na roslinach. Wyniki tych prac byly przedmiotem kilku publikacji. Zdobyte
doswiadczenia wptynely takze na zmiang profilu prowadzonych badan 1 nawiazanie
wspotpracy z  zespotem Pracowni Biologii Molekularnej Roslin  Uniwersytetu
Warszawskiego. Prowadzone badania dotyczyly okreslenia roli histonu H1 w procesie
regulacji transkrypcji w komorce eukariotycznej. Podstawowym materialem do badafh byty
transgeniczne ro$liny tytoniu (Nicotiana tabacum L.) o dwoéch przeciwstawnych
charakterystykach molekularnych w odniesieniu do zawartosci histonu H1 (rosliny z silna
nadekspresja gldéwnego wariantu somatycznego histonu H1 1 ro$liny z drastycznie
zmniejszonym poziomem gtéwnych wariantdow histonu H1). Szczegdétowa analiza
morfologiczna, strukturalna i ultrastrukturalna tych roslin tytoniu stata si¢ przedmiotem mojej
rozprawy doktorskiej.

Rosliny z nadekspresja zawieraly okolo 2,5 raza wigcej histonu H1 niz rosliny
normalne. Najbardziej charakterystyczne zmiany fenotypowe tych roslin zaczynaty ujawniaé
si¢ od 9 tygodnia ich rozwoju i1 polegaly na kartowatym pokroju i niezdolno$ci do kwitnienia.
Zmianom tym towarzyszyta silna i bardzo charakterystyczna heterochromatynizacja jader
komoérkowych komorek migkiszowych. Normalna budowa anatomiczna liScia roslin z
nadwyzka H1 oraz nie zmniejszona liczba komorek oznaczaty, ze zdolno$¢ do réznicowania

podstawowych struktur anatomicznych oraz zdolno$¢ do podziatow komérkowych nie zostaty



zaktocone. Zmniejszony natomiast rozmiar komorek migkiszowych $wiadczyl, ze zaktdceniu
uleglta zdolno$¢ komorek do normalnego wzrostu. Znamienne roznice dotyczyly takze
budowy 1 liczby chloroplastow, ktore byty wigksze i liczniejsze w stosunku do roslin
kontrolnych, co moglo §wiadczy¢ o zakloceniu normalnej proporcji migdzy genomem
jadrowym a genomem plastydowym. W przypadku roslin z nadekspresja histonu H1 zwracat
uwagg brak istotnych réznic w komodrkach epidermy, co moglo wynika¢ z innej organizacji
strukturalnej chromatyny w tych komorkach w porownaniu z komérkami migkiszowymi.

Z kolei zregenerowane rosliny z obnizonym poziomem histonu H1 w stosunku do
ro$lin kontrolnych wykazywaly rowniez pewne roznice fenotypowe. Polegaly one na zaniku
dominacji gtownego pedu, co przejawiato si¢ nizszym wzrostem i krzaczastym pokrojem
roslin. Ich liScie byly mniejsze, ale wystgpowatly w wigkszej liczbie niz u ro$lin kontrolnych.
Przekroje poprzeczne blaszek lisciowych tych ros§lin wykazaty, ze byly one grubsze o okoto
40% w stosunku do roslin kontrolnych, co bylo wynikiem zwigkszonych rozmiaréw komorek
poszczegolnych tkanek liScia. Rosliny z obnizonym poziomem histonu H1 tworzyty paki
kwiatowe, podobnie jak rosliny kontrolne, jednak w ich kwiatach znamiona stupkéow
wyrastaty ponad ptatki korony i gtowki precikow. Na skutek tego nie dochodzito do zapylenia
i kwiaty zasychaly, nie wydajac owocow i nasion. Analiza mikroskopowa procesu
mikrosporogenezy u tych roslin ujawnita asynchroniczny przebieg podziatu mejotycznego w
tkance sporogennej w stosunku do kontroli. Ponadto podczas podziatu mejotycznego
komorek macierzystych mikrospor obserwowano liczne aberracje chromosomowe (mosty
ana- i telofazowe, zgubione chromosomy) $wiadczace o zaburzeniach w rozdziale materiatu
genetycznego. Prowadzitly one do powstania znieksztalconych tetrad mikrospor (poliady,
tetrady linearne, tetrady z mikrojadrami), ktore stanowity okoto 27 % i w konsekwencji byty
przyczyna powstania nieprawidlowo uksztattowanych mikrospor. Obserwacje ziaren pytku
tych ros$lin w TEM i SEM ujawnily, Ze byly one mniejsze i stabiej rozwinigte. W wigkszos$ci
mikrospor nie dochodzito do rdéznicujacego podzialu jadra, w wyniku ktoérego powstaja
komorki: wegetatywna i generatywna, i ulegaty one stopniowej degradacji. Tylko nieliczne
ziarna pylku rodlin z obnizonym poziomem histonu H1 byly normalnie uksztattowane.

Nieomal w 100% ziarna te byty niezdolne do kietkowania.

Analiza cytologicznych i ultrastrukturalnych przejawow roéznego poziomu ekspresji
histonu H1 potwierdzita przypuszczenie, ze biatko to moze uczestniczy¢ w specyficznej
regulacji ekspresji okreslonych gendéw, nie jest za$ ogolnym represorem transkrypcji

kontrolujacym podstawowe funkcje komorki, w tym podzialy i roéznicowanie. Badania



wykazaty réwniez, ze zmiany iloSciowe stosunku H1 do DNA moga wptywaé na pewne

programy genetyczne (np. kwitnienie) istotne w procesie rozwoju.

Rozprawe doktorska pt. ,,Strukturalne przejawy ekspresji genu histonu H1 w
transgenicznych roslinach tytoniu (Nicotiana tabacum L.)” obronitam 14 lipca 1999 roku na

Uniwersytecie Marii Curie Sklodowskiej w Lublinie w dziedzinie nauk biologicznych.

Przeprowadzone badania zostaly przedstawione w 5 wymienionych ponizej
publikacjach o zasi¢gu krajowym i mi¢dzynarodowym. (Przy kazdej pozycji podano impact
factor oraz punktacje MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania, a w nawiasach zgodnie z
rokiem 2015.)

1. Slusarczyk J. 1994. Aphid parasites (Hymenoptera Aphidiidae) fund on the trees and
herbaceous plants of the Kielce urban area. Rocz. Nauk Roln. 24 (1/2), 21-25.
IF1994: 0, MNiSW1994: 3 (IF2015: 0, MNiSW2015: 4)

2. Slusarczyk J. 1994. Badania nad kompleksem pasozytow mszyc (Hymenoptera
Aphidiidae) zerujacych na sosnie. Stud. Kiel. 4/84, 121-126.
IF1994: 0, MNiSWa994: 1 (IF2015: 0, MNiSW2015: 1)

3. Prymakowska-Bosak M., Slusarczyk J., Przewloka M., Jerzmanowski A., Kuras M.

1997. Anatomia i ultrastruktura li§ci transgenicznego tytoniu z nadekspresja histonu
H1 z Arabidopsis taliana. Acta Biol. Sil. 31 (48), 92-100.
IF1997: 0, MNiSWa997: 3 (IF2015: 0, MNiSW2015: 1)

4. Slusarczyk J. 1998. Uszkodzenia lisci Pelargonium sp. i Papaver somniferum L.
przez mszyce Acyrthosiphon pelargonii (Kalt.) i Aphis fabae Scop. Stud. Kiel. 9, 119-
126.

IF1998: O, MNiSW199s: 1 (IF2015: 0, MNiSW2015: 1)

5. Slusarczyk J., Prymakowska —Bosak M., Przewloka M., Jerzmanowski A., Kuras M.
1999. Ultrastructural organization of leaves of transgenic tobacco overexpressing
histone H1 from Arabidopsis thaliana. Ann. Bot. 84, 329-335.

IF1999: 1,326, MNiSW1999: 16 (IF2015: 3,654, MNiSW2015: 40)

Wyniki badan byty takze zamieszczone W 4 krajowych i migdzynarodowych doniesieniach
konferencyjnych. Laczny impact factor opublikowanych prac zgodnie z rokiem
opublikowania wynosi 1,326 (zgodnie z rokiem 2015 IF2015: 3,654). Suma punktoéw MNiSW
za ww. publikacje zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 24 (zgodnie z rokiem 2015
MNIiSWo2o15: 47).

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, od 1.11.1999 zostalam zatrudniona
na stanowisku adiunkta w Katedrze Ekologii i Ochrony Srodowiska (obecnie Zaktad Ekologii
i Ochrony Srodowiska) Wyzszej Szkoty Pedagogicznej w Kielcach (obecnie Uniwersytet Jana
Kochanowskiego), w ktorym pracuj¢ do dzisiaj.



Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych moja problematyka badawcza byta
kontynuacja badan dotyczacych roli histonu Hl w procesie regulacji transkrypcji w komorce
eukariotycznej. Swoje =zainteresowania badawcze rozszerzylam réwniez o zagadnienia
zwiazane z antymitotycznym i przeciwnowotworowym dziataniem zwiazkow selenu. WyniKi
badan eksperymentalnych z tego zakresu zostaty przedstawione w 5 pracach, ktore weszlty w
sktad osiagnigcia naukowego, bedacego przedmiotem postgpowania habilitacyjnego.

Moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 13 oryginalnych prac

eksperymentalnych, w tym 10 opublikowanych w czasopismach z bazy JCR oraz dwa
rozdzialy w monografiach krajowych (tfacznie 10 punktéw MNiSW). Ponadto, wyniki badan
zostaly przedstawione w 15 komunikatach prezentowanych na konferencjach krajowych i
migdzynarodowych.
Laczny impact factor opublikowanych po doktoracie prac zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi 11,625 (zgodnie z rokiem 2015 IFz2015: 22,277). Suma punktow MNiSW za
wspomniane publikacje zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 195 (zgodnie z rokiem 2015
MNiSWo2o15: 308).

IV. Wskazanie osiagnig¢cia naukowego
wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze
zm.)

A) Tytul osiagnigcia naukowego:

»Cytologiczne efekty dziatania Selolu i sodu selenianu (IV) na komorki testu Allium
oraz komorki grzybni soplowki jeiowatej (Hericium erinaceum (Bull.; Fr. Pers). w

kulturze zawiesinowej”

B) Publikacje wchodzace w sklad osiagnig¢cia naukowego

(Przy kazdej pozycji podano Impact Factor zgodnie z rokiem opublikowania oraz za rok 2015,
a takze punktacje¢ MNiSW wg wykazu czasopism z dn. 23.12.2015)

W sktad mojego osiagnigcia naukowego wchodzi pigc prac.

1. Slusarczyk J., Dudek M., Wierzbicka M., Suchocki P., Kurag M. 2014. Antimitotic
effect of Selol and sodium selenate (IV) on Allium test cells. Caryologia 67(3), 250-
259.

IF2014 0,740; IF2015 0,740; MNiSW2o1s - 20 pkt, autor korespondencyjny



2. Slusarczyk J., Wierzbicka M., Suchocki P., Kuras M. 2015. Ultrastructural changes in
onion (Allium cepa L.) root tip meristem cells treated with Selol and sodium selenate
(IV). Caryologia (DOI:10.1080/00087114.2015.1109934)

IF2015 0,740; MNiSW2o015 - 20 pkt, autor korespondencyjny

3. Malinowska E., Krzyczkowski W., Herold F., Lapienis G., Slusarczyk J., Suchocki
P., Kura§ M., Turlo J. 2009. Biosynthesis of selenium-containing polysaccharides
with antioxidant activity in liquid culture of Hericium erinaceum. Enzyme and
Microbial Technology 44, 334-343.

IF2009 3,003; IF2015 2,966; MNiSW2015 - 30 pkt

4. Slusarczyk J., Malinowska E., Krzyczkowski W., Kuras M. 2013. Influence of
inorganic and organic selenium on number of living mycelial cells and their
ultrastructure in culture of Hericium erinaceum (Bull.: Fr. Pers.). Acta Biologica
Hungarica 64 (1), 96-105.

IF2013 0,504; IF2015 0,590; MNiSW2015 — 15 pkt, autor korespondencyjny

5. Slusarczyk J., Kuras M., Malinowska E., Skalicka-Wozniak K., Glowniak K. 2014.
Ultrastructural changes in the mycelium of Hericium erinaceum (Bull.; Fr.) Pers.
under selenium induced oxidative stress. Journal of the Science of Food and
Agriculture 94, 2718-2725.

IF2014 1,879; IF2015 1,714; MNiSW2o015 - 35 pkt

Sumaryczny Impact Factor wymienionych wyzej publikacji, zgodny 2z rokiem
opublikowania wynosi 6,866 (IF20156,716). Sumaryczna liczba punktow MNiSW wynosi 120.

Informacje na temat wkladu pracy wszystkich autorow podczas przygotowywania
publikacji sa zawarte w zataczniku nr 5 (O$wiadczenia dotyczace indywidualnego wkiadu
habilitanta w autorstwo prac oraz o§wiadczenia wspotautorow publikacji).

Omowienie celu naukowego w/w prac i osiagnietych wynikow

Wprowadzenie - przedmiot badan

Selen jest mikroelementem o bardzo szerokim oddziatywaniu biologicznym, zar6wno
zdrowotnym jak i toksycznym. Jest niezbednym sktadnikiem organizméw roslinnych i
zwierzecych. Biologiczne znaczenie selenu zostato poznane dzigki odkryciu, ze stanowi on
integralna cze$¢ wielu enzyméw. W postaci selenocysteiny wystgpuje on w ponad 30
selenobiatkach, jak np.: peroksydazy glutationowe selenozalezne, selenoproteina P,
selenoproteina W, selenoproteina G (Zhang i in. 2000) czy typ 1 jodotyroninodejodynazy
(Berry i in. 1991, Kucharzewski i in. 2002). W organizmie czltowieka selen wystepuje
najczesciej w potaczeniu z aminokwasami, cysteing (selenocysteina) 1 metioning

(selenometionina) oraz w zwiazkach z bialkami (Gromadzinska i in. 2008, Zwolak i



Zaporowska 2012). Selen nalezy do grupy pierwiastkow, ktore decyduja o prawidlowym
funkcjonowaniu organizmu, ma wilasciwosci przeciwutleniajace, chroni organizm przed
dziataniem wolnych rodnikéw tlenowych i czynnikéw rakotworczych (Wolf i in. 1997,
Stewart 1 in. 1999, Rayman 2002). Ponadto do najwazniejszych funkcji jakie spelniaja
zwiazki selenu w organizmie naleza:

» aktywacja i inaktywacja hormonow tarczycy,

* zapewnienie prawidlowego funkcjonowania uktadu immunologicznego,

» dzialanie przeciwzapalne, przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe,

* udziat w przekazywaniu impulséw nerwowych (Stewart i in. 1999).

Selen jest mikroelementem o fundamentalnym znaczeniu dla zdrowia cztowieka. Jego
niedobory w diecie maja zwiazek z etiologia wielu przewlektych chorob, jak miazdzyca,
reumatoidalne zapalenie stawow oraz niektdre rodzaje nowotwordéw ztosliwych (Whanger
2004, Alaejos i Diaz Romero 2000). Antyoksydacyjne wlasciwosci selenu i peroksydazy
glutationu oraz ich protekcyjna rolg w stosunku do DNA wykorzystuje si¢ od wielu lat w
terapii przeciwnowotworowej. Zwiazki selenu wykazuja duza skuteczno$¢ w przypadku
leczenia nowotwordw: piersi (Dorgan 1998), prostaty (Costello 2001, Clark i Marshall 2001),
ptuc (Van Zandwijk i Hirsch 2003), watroby, jelita grubego (Dayna i in. 2002) oraz
gwiazdziaka (Zhu 1 in. 1995).

Z drugiej jednak strony selen uwazany jest za pierwiastek wybitnie toksyczny.
Dzienne zapotrzebowanie organizmu na ten pierwiastek waha si¢ od 50 do okoto 200
ug/dobe, natomiast dawke toksyczna selenu dla cztowieka okreslono na okoto 700 ug/dobe
(Zagrodzki 2000, El-Bayoumy 2001). Nadmierne stgzenie selenu w organizmie powoduje
zahamowanie proliferacji komorek, replikacji DNA, syntezy biatek i prowadzi do stresu
oksydacyjnego oraz wzmozonej peroksydacji lipidow i tworzenia komplekséw z metalami
odktadajacymi si¢ w komorkach mézgowych (Zbikowska 1997). Przyswajalno$é¢ selenu
zalezy od formy chemicznej i1 sktadu pozywienia oraz od indywidualnych wlasciwosci
organizmu. Najtatwiej pobierane sa seleniany na +4 i +6 stopniu utlenienia, selenometionina,
selenocysteina oraz aminowe zwiazki selenu (Szymanska i Hawrylak 2007, Wierzbicka i in.
2007). Zwiazki selenu charakteryzujace si¢ wysoka aktywnoscia antyoksydacyjna i
przeciwnowotworowa powinny zawiera¢ selen na +4 stopniu utlenienia (Stewart i in. 1999,
Thirunavukkarasu i Sakthisekaran 2003, Chung i in. 2006), pomimo ze jego wchtanianie jest
rézne w przypadku formy organicznej i nieorganicznej. W produktach zywnosciowych selen
dostarczany jest gldownie w postaci selenometioniny i selenocysteiny, ktére zawierajq selen na

+2 stopniu utlenienia. W tej postaci jest on wbudowywany do centrow aktywnych enzymow



gléwnie w sposdb niespecyficzny, co powoduje ze bialtka takie nie wykazuja aktywnos$ci
biologicznej charakterystycznej dla zwiazkow selenu (McKenzie i in. 1998).

Jednym ze zwiazkoéw nieorganicznych, zawierajacych selen na +4 stopniu utlenienia,
stosowanym czesto w terapii przeciwnowotworowej, jest sodu selenian (IV). Dziata on
bardzo skutecznie indukujac w erytrocytach powstanie selenodiglutationu, ktory wywoluje
apoptoz¢ komorek nowotworowych (McKenzie i in. 1998). Jednak toksyczno$¢ sodu
selenianu (1V) jest wysoka (LDsp 3,5 mg/kg masy ciata) co ogranicza jego wykorzystanie w
skutecznej terapii, mimo ze nadal stosuje si¢ go w badaniach eksperymentalnych (Gasmi i in.
1997, Jiang i in. 2001, Van Zandvijk i Hirsh 2003, Nilsonne i in. 2006, Wierzbicka i in.
2007). Wobec tego faktu bardzo wazne sa badania nowych zwiazkéw selenu, ktore
charakteryzowatyby si¢ mniejsza toksycznos$cia.

Kilkanascie lat temu w Zakladzie Analizy Lekow Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego opracowano syntezg¢ organicznego zwiazku selenu nazwanego Selolem, ktory
zawiera selen rowniez na +4 stopniu utlenienia (Polski Patent 1999) (Fitak i in. 1999).
Stanowi on mieszaning seleninotriglicerydéw, otrzymanych na drodze estryfikacji oleju
stonecznikowego kwasem selenowym (1V) (H2SeOs). Seleninotriglicerydy moga wystgpowac
m.in., jako Seloly, zawierajacy 2% Se wbudowanego w pojedyncze pierscienie
dioksaselenolanowe w resztach kwasu oleinowego, a takze, jako Selolsy, zawierajacy 5% Se i
posiadajacy dodatkowo sasiadujace ze soba pierscienie dioksaselenolanowe wbudowane w
reszty kwasu linolowego. W obu tych formach Selolu selen wystgpuje na +4 stopniu
utlenienia (Suchocki i in. 2007). Dotychczasowe badania, nad mechanizmami dziatania tego
preparatu, wykazaty, ze w pierwszej fazie swojego dzialania posiada silne wihasciwosci
prooksydacyjne i przeciwnowotworowe natomiast w drugiej fazie wykazuje wiasciwosci
antyoksydacyjne i naprawcze np. blon komoérkowych lub DNA (Stanczuk i in. 2010, Ksigzek
I in. 2013). Jednocze$nie charakteryzuje si¢ stosunkowo mata toksyczno$cia, w zwiazku z
czym w terapii moze by¢ bezpiecznie stosowany w dawkach rzedu kilku mg/kg masy ciata
(Zagrodzki i in. 2000). Ponadto wykazuje on aktywnos¢ antyproliferacyjna i proapoptotyczna
wobec wielu linii komorkowych, jak np. ludzkich komérek biataczki promielocytowej HL-60,
HL-60/Dox (opornych na doksorubicyng) oraz HL-60/Vinc (opornych na winkrystyne)
(Suchocki i in. 2007), a takze silne cytotoksyczne dziatanie wobec linii nowotworu jelita
grubego (Caco-2)(Suchocki i in. 2010), ludzkiego androgenozalgznego raka prostaty LNCaP i
PC-3 (Ksiazek i in. 2013) oraz wielu innych.

Zwiazek ten jest rOwniez w ostatnim czasie intensywnie badany pod katem

wykorzystania go jako suplementu selenu w postaci dodatkow Zywno$ciowych.



Suplementacja selenu oraz wykorzystanie go w terapiach medycznych moze przyczyni¢ si¢
do zmniejszenia zagrozenia licznymi chorobami cywilizacyjnymi, ktérych przyczyny

wynikaja ze stresu oksydacyjnego i zaburzenia potencjatu oksydoredukcyjnego komorek.

Cel badan

Badania nad zwiazkami selenu, w tym roéwniez nad wymienionym preparatem,
prowadzone sa w wielu o$rodkach naukowych. Podstawowe dane dotyczace efektow
dziatania tego preparatu na roslinne, zwierzece i ludzkie komorki sa jednak niewystarczajace.
Niezbedne jest doktadne poznanie jego cytologicznych efektéw dzialania, cytotoksycznos$ci i
cytostatyczno$ci oraz przeprowadzenie szerszych badan podstawowych laboratoryjnych,
przedklinicznych 1 klinicznych, ktéore moga doprowadzi¢ do jego rejestracji jako leku
przeciwnowotworowego. Celem przeprowadzonych przeze mnie badan bylo porownanie
cytologicznych efektow dzialania organicznego i nieorganicznego zwiazku selenu na +4
stopniu utlenienia, tj. Selolu i sodu selenianu (1V), w oparciu o test Levana (Levan 1938) oraz
badania na poziomie ultrastrukturalnym. Test Levana, powszechnie znany jako test Allium,
zostal wprowadzony przez Levana w 1938 roku. Stanowia go merystematyczne komorki
wierzchotkéw korzeni cebuli (Allium cepa L.), bedace odpowiednikiem zwierzgcych i
ludzkich komorek macierzystych. Jego zaleta jest tatwos¢ uzyskania duzej ilosci genetycznie
jednorodnego materiatu dogodnego do wykorzystania w badaniach kariologicznych (mata
liczba — 16, duzych chromosomow utatwiajaca analiz¢ aberracji i zmian mutagennych). Test
ten jest czgsto stosowany w badaniach skriningowych 1 analizie potencjalnych preparatow
przeciwnowotworowych pod katem cytotoksyczno$ci i cytostatycznosci oraz dziatania
czynnikéw chorobotworczych i skazen srodowiska (Majewska i in. 2000, Gabara i in. 2006,
Kuras i in. 2006, Oyeyemi i Bakare 2013). Moje badania dotyczyty porownania wptywu obu
form selenu na strukture jader i chromosomow oraz aktywno$¢ mitotyczng komorek testu
Allium w réznych wariantach stezen obu zwiazkoéw. Analiza mikroskopowa obejmowata w

szczegblnosci:

e zmiany struktury interfazowych jader komérkowych oraz struktury chromosomow i
zaburzenia podziatow komorek kontrolnych i poddanych inkubacji w w/w zwiazkach

selenu:;

e ustalenie poziomu aktywnosci mitotycznej (wyrazonego w postaci indeksu
mitotycznego, tj. procentu dzielacych si¢ komodrek na tysiac komorek

merystematycznych) (Lopez —Saez i Fernandez - Gomez 1965);
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e ustalenie proporcji poszczegdlnych faz mitozy (indeksu fazowego) w obrebie

dzielacych si¢ komorek (Lopez —Saez i Fernandez - Gomez 1965).

Kolejnym krokiem moich badan byto poréwnanie dziatania obu tych zwigzkéw selenu
(organicznego i nieorganicznego), na ultrastruktur¢ komorek testu Allium oraz ustalenie
stezenia tych zwiazkow w wierzchotkach korzeni Allium cepa L. poddanych dziataniu Selolu
i sodu selenianu (IV), w celu wykazania czy selen w formie organicznej (Selol) przenika do

komorek w porownaniu do przenikania selenu w formie nieorganicznej (sodu selenian (IV).

W swoich badaniach zaj¢lam si¢ rowniez alternatywna mozliwoscia wykorzystania

zwiazkow selenu, jako czynnikéw wplywajacych stymulujaco na wzrost grzybni soplowki
jezowatej (Hericium erinaceum (Bull.: Fr. Pers.) w kulturze mycelialnej, w perspektywie
wykorzystania jej do biosyntezy wzbogaconych w selen polisacharydow o dziataniu
immunostymulujacym 1 przeciwnowotworowym. Grzyby wykazuja, bowiem zdolno$¢ do
akumulowania z podtoza hodowlanego wielu mikroelementéw, w tym rowniez selenu (Reilly
1998, Siegel i in. 1980) i dystrybuowania go do réznych czgsci komorek. Sktadniki $ciany
komorkowej grzybow, takie jak polisacharydy i biatka, moga wiaza¢ nieorganiczne zwiazki
Se na zasadzie biosorpcji (Yoshida i in. 2005). Daje to mozliwos$¢ uzupetniania niedoborow
tego pierwiastka poprzez jego dostarczanie w postaci zakumulowanej przez drobnoustroje
(np. drozdze selenowe) (Chen i in. 2006) i grzyby wyzsze (Rayman 2000, Chmielowski i in.
1994). Jednak wysoka toksycznos$¢ zwiazkow nieorganicznych ogranicza ich akumulacje w
komorkach grzybni (Fels i Cheldelin 1950).
W celu doktadnego poznania reakcji komorek grzybowych na dziatanie nieorganicznych i
organicznych zrodet selenu, na podstawie badan mikroskopowych porownywalam ich wptyw
na wzrost 1 Zywotnos$¢ oraz na zmiany strukturalne grzybni. W dalszej czgsci badania zostaly
rozszerzone réwniez o analize ultrastruktury komorek grzybowych soplowki jezowatej
(Hericium erinaceum (Bull.: Fr. Pers.) w hodowli wglgbnej, w réznych wariantach form
selenu w podtozach hodowlanych (Na,SeOs, Selolyy,, Selolsy, oraz mieszaniny Na,SeOs i
Selolu).

Szczegbdlowe cele badawcze obejmowaly:

1. Poréwnanie dziatania Selolu i sodu selenianu (IV) na komorki merystemow
wierzchotkowych korzeni cebuli (Allium cepa L.) w oparciu o test Allium (Levan,
1938).
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a. Analiza struktury interfazowych jader komodrkowych oraz struktury
chromosomow 1 zaburzen podzialdow komorek kontrolnych i poddanych

inkubacji w roztworach Selolu i sodu selenianu (1V).

b. Analiza aktywno$ci podziatowej komoérek merystemow wierzchotkowych
korzeni cebuli (Allium cepa L.) (testu Allium) po dziataniu Selolu i sodu

selenianu (1V).

c. Zmiany indeksu fazowego komorek merystemow wierzchotkowych
korzeni cebuli (Allium cepa L.) (testu Allium) po dziataniu Selolu i sodu
selenianu (1V).

2. Poréwnanie dziatania dwu zwiazkéw (organicznego i nieorganicznego) zawierajacych
selen na +4 stopniu utlenienia: Selolui sodu selenianu (IV), na ultrastrukture komorek

merystemow wierzchotkowych korzeni cebuli (Allium cepa L.) (testu Allium).

3. Analiza stezenia selenu (IV) w wierzchotkach korzeni Allium cepa L. poddanych
dziataniu Selolu i sodu selenianu (IV), czyli wykazanie czy selen w formie
organicznej (Selol) przenika do komoérek w poroéwnaniu do przenikania selenu w

formie nieorganicznej (sodu selenian (1V).

4. Zbadanie wplywu sodu selenianu (IV) i Selolu na wzrost i zywotno$¢ grzybni
soplowki jezowatej (Hericium erinaceum (Bull.: Fr. Pers.) w hodowli wgltebnej, w

perspektywie wykorzystania jej do biosyntezy polisacharydow zawierajacych selen.

5. Pordéwnanie wptywu nieorganicznych i organicznych zrodet selenu na zywotnos¢ i
zmiany ultrastrukturalne grzybni soplowki jezowatej (Hericium erinaceum (Bull.: Fr.
Pers.) w hodowli wglebnej, jako potencjalnego zroédta wzbogaconych w selen

polisacharydéw grzybowych.

Omowienie wynikow przeprowadzonych badan

Ad 1. PorOwnanie dzialania Selolu i sodu selenianu (IV) na komorki merysteméw

wierzcholkowych korzeni cebuli (Allium cepa L.) w oparciu o test Allium (Levan 1938).

Wyniki przeprowadzonego eksperymentu zostaty przedstawione w pracy: Antimitotic
effect of Selol and sodium selenate (1) on Allium test cells. 2014. Caryologia 67(3): 250-
259.
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Ad la. Analiza struktury interfazowych jader komdrkowych oraz struktury chromosomoéow

i zaburzen podziatdw komorek kontrolnych i poddanych inkubacji w roztworach Selolu i sodu

selenianu (1V).

W pierwszej czgsci badan podjetam si¢ poréwnania dziatania Selolu i sodu selenianu
(IV) na strukture interfazowych jader komorkowych oraz struktur¢ chromosoméw i zaburzen
podzialow w komorkach merystematycznych wierzchotkéw korzeni cebuli (Allium cepa L.).
W niniejszym eksperymencie korzenie przybyszowe cebuli inkubowano w roztworach
Seloluyy, 0 stezeniu 25, 100, 400, 800 i 1600 ug Se/ml, oraz w roztworze sodu selenianu (V)
w 0,9% NaCl o nastgpujacych stgzeniach: 25, 100, 200 i 400 pg Se/ml. Stezenia zwiazkow
selenu dobrano na podstawie wstgpnych eksperymentéw 1 poréwnania aktywnos$ci
podziatowej komodrek w réznych zakresach stezen, a takze wynikow dotychczasowych badan
(Suchocki i in. 2007). Proby pobierano po 6, 24 i 48 godz. i wykonywano mikroskopowe
preparaty zgniatane w acetoorceinie, ktore analizowano przy pomocy mikroskopu $wietlnego.

W badaniach wykazano, ze inkubacja w obu zwiazkach selenu prowadzita do zmian w
strukturze chromosoméw polegajacych na ich silnej kondensacji 1 kontrakeji (cc
chromosomy), czemu towarzyszyta stopniowa redukcja lub catkowita inhibicja podziatow
komorkowych. Dziatanie Selolu na komorki testu Allium uwidaczniato si¢ dopiero w
wyzszych stgzeniach 1 powodowat on jedynie turbageniczne zmiany w morfologii
chromosomow (zgrubienia i skrocenia; chromosomy cc od ang. condensed i contracted). W
czasie poznej profazy chromosomy byty zgrubiate 1 skrocone, a na terenie jadra wystgpowaty
wyrazne przejasnienia kariolimfy, dajac typowe cc profazy. Skrocone chromosomy
metafazowe uktadaly si¢ w plytce metafazowej, a podczas anafazy ulegaly typowemu
podzialowi 1 cc - siostrzane chromosomy rozchodzity si¢ do biegunéw komorki tworzac
nieregularne skupienia chromatyny. Na etapie telofazy diluzej trwala dekondensacja
chromatyny. Na tej drodze Selol doprowadzal prawie do catkowitej inhibicji aktywnosci
mitotycznej. Selol nie powodowal zmian klastogenicznych typowych dla dziatania sodu
selenianu (IV) opisanych ponizej. Ostatecznym efektem dzialania Selolu byla zmiana
morfologicznego uksztattowania jader, poprzez aberracje turbageniczne, skurcz i
nierownomierna kondensacj¢ chromatyny doprowadzal on do wyhamowania aktywnos$ci
mitotycznej. Selol nie dzialal wigc mutagennie. Podczas dalszej inkubacji, w najdtuzszych
czasach i najwyzszych stezeniach nastgpowalo stopniowe przechodzenie komorek w stan

apoptozy i tworzenie ciat apoptotycznych.
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Z kolei inkubacja w réznych stezeniach sodu selenianu (V) wyraznie zmieniata
strukturg jader interfazowych oraz morfologig ich chromosoméw. Juz od 6 godziny inkubacji
zanikaty podziaty komorkowe, a struktura jader interfazowych zostala pogrubiona i
ujednolicona, co byto prawdopodobnie efektem ich blokady w fazie G,. We wszystkich
badanych st¢zeniach, wsrdd zatrzymanych w podziale komoérek dochodzito do aberracyjnych
(klastogenicznych) zmian struktury chromosomoéw, uwidaczniajacych si¢ szczegdlnie w
metafazie 1 anafazie. Chromosomy czesci komodrek ulegaty pogrubieniu i skroceniu, tworzac
nietypowe profazy i C-metafazy, podczas ktorych chromosomy nie uktadaty si¢ w typowej
plytce metafazowej, ale byly rozproszone w obrgbie komorki. Nie dochodzito do ich
podziatu, ale nastgpowata restytucja ich struktury doprowadzajaca do powstania
charakterystycznych interfazowych, poliploidalnych jader. Sa to aberracje turbageniczne nie
powodujace mutagenezy. Znaczna cz¢s¢ chromosomow meta- i anafazowych tworzyta jednak
nieregularne uktady wielobiegunowe inicjujace tworzenie si¢ aberracji klastogenicznych,
czyli mutagennych. W anafazie powstawaly mosty, peknigcia i gubienie fragmentow oraz
caltych chromosomoéw. Dochodzito wigc do powstawania nietypowych ukladow
chromosomow uniemozliwiajacych ich segregacje i prawidtowy rozdziat. W czasie telofazy
widoczne byly efekty zaburzonego rozdziatu chromosoméw w postaci nierdéwnych lub
nierozdzielonych jader telofazowych, co prowadzito do powstania komorek poliploidalnych i
czgsto z mikrojadrami. Zmiany te okreslane sa, jako klastogeniczne 1 szczegdlnie w
przypadku wyzszych stgzen sa letalne. Po przedtuzonym dziataniu roztworu sodu selenianu
(IV) do 72 — 96 godz. dochodzito do stopniowej degradacji chromatyny i tworzenia
charakterystycznych jej uwypuklen i powstawania ,pseudoapoptotycznych” cial, a w
konsekwencji do calkowitej fragmentacji jader. W wyniku powyzszych zmian podczas
inkubacji we wszystkich badanych stezeniach sodu selenianu(IV) dochodzito do

gwalttownego obnizania indeksu mitotycznego i to nawet przy niskich jego stgzeniach.

Ad 1b. Aktywno$¢ podzialowa komoérek merysteméw wierzchotkowych korzeni cebuli

(Allium cepa L.) (testu Allium) po dziataniu Selolu i sodu selenianu (1V).

W dalszej czgs$ci badan poréwnywatam dziatanie Selolu 1 sodu selenianu (IV) na
aktywnos¢ podziatowa komorek merystemow wierzchotkowych korzeni cebuli (Allium cepa
L.).

W kontrolnych komoérkach testu Allium aktywnos$¢ mitotyczna wyrazona indeksem
mitotycznym wahata si¢ Srednio w granicach 12%. Wartos¢ tg przyjeto za 100% 1 w stosunku

do niej przedstawiono zmiany po dziataniu Selolu i sodu selenianu (V).
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Dziatanie Selolu bylo zalezne od stgzenia roztworu oraz czasu trwania inkubacji.
Inkubacja korzeni w roztworze o najnizszym stgzeniu (25pg Se/ml) wywotata wyrazna
stymulacje¢ podziatow przez caly czas trwania eksperymentu. Juz po 6 godz. nastapit wzrost
indeksu do 138% a po 48 godz., po przejsciowym lekkim spadku wzrost do 159%. Inkubacja
w roztworze Selolu o stgzeniu 100 ug Se/ml wywotata rowniez poczatkowy wzrost indeksu
mitotycznego do 131%, ale po 24 godz. jego warto$¢ spadta do poziomu kontroli, a po 48
godz. obnizyta si¢ do 84%. Po dzialaniu dalszych dwu stgzen (400 1 800 pg Se/ml)
nastgpowato stopniowe obnizanie indeksu mitotycznego w czasie trwania inkubacji. Nizsze
stezenie redukowalo podzialy w mniejszym stopniu poczynajac dopiero od 24 godz.
inkubacji. Wyzsze stezenie spowodowato spadek indeksu mitotycznego juz po 6 godz. do
73%. Inkubacja w roztworze o najwyzszym stezeniu selenu (1600 pg/ml) spowodowata
gwattowny spadek indeksu mitotycznego do 60% juz po 6 godz. inkubacji, a po 24 godz.
spadt on do 0% i na tym poziomie utrzymat si¢ do konca trwania eksperymentu.

Wptyw sodu selenianu (IV) na komorki testu Allium byt odmienny w stosunku do
dziatania Selolu. W przypadku wszystkich uzytych stgzen stwierdzono nagly spadek
aktywno$ci mitotycznej w czasie trwania inkubacji. Juz inkubacja w roztworze o najnizszym
stezeniu (25 ug Se/ml) przez 6 godz. spowodowata spadek aktywnosci mitotycznej o 40% w
poréwnaniu do kontroli. Po 24 godz. indeks mitotyczny wynosit juz tylko 17%, a do
catkowitego wyhamowania podzialéw doszlo po 48 godz. Dwa wyzsze stezenia (100 1 200 pg
Se/ml) spowodowaty catkowita inhibicj¢ podziatow juz po 24 godz. inkubacji. Inkubacja w
roztworze o stezeniu selenu 400 pg/ml wywolata spadek indeksu mitotycznego do 20% i
warto$¢ ta utrzymywata si¢ do konca trwania eksperymentu. Spowodowane to byto bardzo
silnym dziataniem toksycznym tej koncentracji selenu na komorki, co byto przyczyna ich

zatrzymania na tym etapie cyklu komoérkowego, na jakim si¢ znajdowaty w 6 godz. inkubacji.

Ad 1c. Zmiany indeksu fazowego komdrek merysteméw wierzchotkowych korzeni cebuli

(Allium cepa L.) (testu Allium) po dziataniu Selolu i sodu selenianu (1V).

Z kolei obserwacja indeksu fazowego wykazata, ze w komorkach kontrolnych
pozostawal on na wzglednie statym poziomie i wynosit odpowiednio — profazy 57%,
metafazy 17%, anafazy 5%, telofazy 21%. Chromosomy komoérek podziatowych wszystkich
faz mitozy mialy typowy wyglad. Natomiast inkubacja w roztworach Selolu zmieniata

wzajemne proporcje faz i powodowata powstawanie zmienionych mitoz (cc — chromosomy).
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Inkubacja w roztworze Selolu o najnizszym stezeniu (25 pg Se/ml) nie wplyngla
znaczaco na indeks fazowy a podziaty zmienione (cc profazy i cc metafazy) pojawity sig
tylko przej$ciowo po 24 godz. inkubacji. Pod wptywem dziatania roztworu o st¢zeniu 100 pg
Se/ml po 24 godz. nastapit wyrazny spadek indeksu profaz z jednoczesnym wzrostem indeksu
metafaz i telofaz. W czasie dalszej inkubacji dochodzito do wzrostu indeksu profaz i spadku
indeksu telofaz. Zaobserwowano rowniez wzrost udzialu podzialdow zmienionych (17%
profaz i 8% metafaz). Po 6 godz. inkubacji w roztworach o st¢zeniu 400 i 800 pg Se/ml
dochodzito do wzrostu indeksu profaz i spadku indeksu telofaz, a nastgpnie po 24 godz. do
wyraznego spadku indeksu profaz, a wzrostu indeksu metafaz, nawet do poziomu 56% w
przypadku stezenia 800 pg Se/ml. Obserwowano rowniez w tych fazach wigkszy udzial zmian
turbagenicznych. Zjawisko to bylo wyrazniejsze w miarg zwigkszenia st¢zenia Selolu.
Najwigcej podzialdéw zmienionych zaobserwowano po 48 godz. inkubacji w roztworze 0
stezeniu 400 pg Se/ml (40% profaz, 13% metafaz i 7% telofaz) oraz po 24 godz. inkubacji w
stezeniu 800 pg Se/ml (28% profaz i 22% metafaz). Pod wplywem dziatania roztworu o
stezeniu 1600 pg Se/ml po 6 godz. wzrdst procent profaz do 68% 1 metafaz do 32%.
Jednoczes$nie okoto 30% profaz i 70% metafaz charakteryzowalo si¢ pogrubionymi cc
chromosomami. Nie obserwowano anafaz, a telofazy stanowity zaledwie kilka procent wsrdd
dzielacych si¢ komorek. Nastgpowato, wigc stopniowe zatrzymywanie podziatow

mitotycznych w komoérkach.

Natomiast podczas inkubacji w roztworach dwu nizszych stezen (25 1 100 pg Se/ml)
sodu selenianu (1V) po 6 godz. dochodzito do wzrostu indeksu profaz (odpowiednio do 63%
I 69%) przy jednoczesnym spadku indeksu metafaz i anafaz. Podczas dalszej inkubacji w
stezeniu 25 pg Se/ml doszto do spadku indeksu profaz i wzrostu indeksu metafaz i telofaz
(telofazy stanowily 35% wszystkich podziatéw). Po 24 godz. inkubacji prawie wszystkie
podziaty byly zmienione, chromosomy ulegaly silnej kondensacji i czgsto obserwowano
aberracje klastogeniczne. Roztwoér o stezeniu 100 pg Se/ml po 24 godz. inkubacji
spowodowat juz catkowity =zanik podzialéw trwajacy do konca eksperymentu.
Szesciogodzinna inkubacja w roztworze o st¢zeniu 200 pug Se/ml spowodowata spadek
procentu profaz i nieznaczny metafaz oraz wzrost indeksu anafaz i telofaz, a jednocze$nie
prawie wszystkie podzialy byly podziatami zmienionymi. Inkubacja w roztworze sodu
selenianu (IV) o stezeniu 400 ug Se/ml wywotata spadek indeksu profaz i metafaz po 6 godz.
do poziomu ok. 10% kazdy i wzrost indeks6w anafaz i telofaz (odpowiednio do 29% 1 51%).

Dalsza inkubacja spowodowata wzglegdne wyrdéwnanie si¢ procentu poszczegélnych faz
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(odpowiednio do 28% i 19%). Bardzo waznym byl fakt, ze wszystkie dzielace si¢ komorki
obserwowane od 6 godz. inkubacji charakteryzowaly sig¢, opisana wczes$niej, zmieniong
struktura jader interfazowych (pogrubiona i ujednolicona) i w tej zatrzymanej postaci trwaly

do konca eksperymentu.

Oba badane zwiazki powodowaty, wigc zahamowanie podzialdéw komoérkowych z
tym, ze sodu selenian (IV) dziatat silniej toksycznie na komoérki, powodujac czesto aberracje
klastogeniczne, mutagenne, czego nie stwierdzono w przypadku Selolu. Pod wptywem Selolu
dochodzito do zmian struktury chromosomow, ich kondensacji i kontrakcji (zmiany
turbageniczne, nie mutagenne), uniemozliwiajacych przejscie do nastgpnych faz
podziatowych. Natomiast dzialanie sodu selenianu (IV) objawiato si¢ wzrostem indeksu
profaz lub pod wptywem wysokich stgzen dochodzilo do zahamowania podziatow 1
zatrzymania komorek na poszczeg6lnych etapach mitozy. Pod wpltywem wysokich stezen
Selolu dochodzito do silnej kondensacji chromatyny komoérek interfazowych, a w komoérkach
poddanych  dzialaniu  sodu  selenianu  (IV)  powstawaly  charakterystyczne
»pseudoapoptotyczne” ciata i nastgpowala calkowita fragmentacja jader. Uzyskane wyniki
wskazuja na znacznie nizsza toksycznos$¢ Selolu w poréwnaniu z sodu selenianem (IV), co
przemawia za dalszym badaniem tego zwiazku, jako potencjalnego, bezpiecznego leku

antynowotworowego.

Ad 2. PorOwnanie dzialania dwu zwiazkOw (organicznego 1 nieorganicznego)

zawierajacych selen na +4 stopniu utlenienia: Selolu i sodu selenianu (IV), na ultrastrukture

komorek merysteméw wierzchotkowych korzeni cebuli (Allium cepa L.) (testu Allium).

W dalszym etapie prowadzonych badan porownywatam dziatanie Selolu i sodu
selenianu (1V) na ultrastruktur¢ komorek merystematycznych wierzchotkow korzeni cebuli
(Allium cepa L.). Wyniki tych prac zostaty przedstawione w publikacji Ultrastructural
changes in onion (Allium cepa L.) root tip meristem cells treated with Selol and sodium
selenate (1V). 2015. Caryologia (DO1:10.1080/00087114.2015.1109934).

Pod wptywem inkubacji w roztworach Selolu dochodzito do zmian w ultrastrukturze
komorek testu Allium. Zmiany te nasilalty si¢ wraz ze wzrostem koncentracji selenu w
badanych roztworach oraz czasu trwania inkubacji. Juz po dziataniu najmniejszych
koncentracji Selolu (25ug Se/ml) nastgpowata zmiana ksztattu jader komorkowych oraz
zwigkszenie wakuolizacji cytoplazmy poprzez powstanie duzej ilosci matych i1 zlewajacych

sie wakuol.

17



Uzycie wyzszych stgzen roztworu Selolu (100 i 800 pg Se/ml) lub zwigkszenie czasu
inkubacji powodowalo wzrost kondensacji chromatyny jadrowej oraz zwigkszenie si¢ liczby
jader o bardziej nieregularnych, ptatowatych ksztaltach. Na terenie cytoplazmy pojawiaty si¢
liczne mate wakuole, w ktorych wystgpowaty ciemne, klaczkowate ztogi. Mitochondria
wystgpowaty dos$¢ licznie na terenie komorek. Posiadaty one zwykle kuliste ksztalty i byty
nieco mniejsze niz w komodrkach kontrolnych. Z reguty posiadaly one ciemna, ggsta matriks i
liczne kristy. Inkubacja w najwyzszym stezeniu Selolu (1600 ug Se/ml) powodowata silng
kondensacje¢ chromatyny, a jadra przybieraly czesto bardzo nieregularne ksztalty. W
cytoplazmie wystepowaly liczne rozdgte cysterny rER i aktywne struktury Golgiego.
Wakuole byly bardzo duze i zawieraly nadal klaczkowate ztogi. Pod wplywem dzialania
Selolu nie obserwowano uszkodzen bton zewngtrznych ani wewngtrznych organelli
komoérkowych.

Z kolei po dziataniu sodu selenianu (IV), prawie we wszystkich badanych stezeniach
i czasach inkubacji, zmiany w ultrastrukturze komorek byty bardzo drastyczne i wskazywaty
wyraznie na jego toksyczne dziatanie. Juz po 6 godz. inkubacji w najnizszym st¢zeniu (25 pg
Se/ml) sodu selenianu (IV) doszto do deformacji ksztattu jader i kondensacji ich chromatyny.
Na terenie zwakuolizowanej cytoplazmy wystgpowaty skupienia mitochondriow i plastydow,
ktore posiadaty elektronowo ggsta matriks. W miare postepujacego czasu inkubacji lub
wzrostu stgznia roztworu sodu selenianu (IV) nastgpowata wyrazna degradacja komorek.
Inkubacja w wyzszych stezeniach sodu selenianu (IV) powodowata obkurczenie jader
komoérkowych 1 ich jaderek oraz dochodzito do dalszej silnej kondensacji chromatyny.
Cytoplazma i zawarte w niej organella ulegaly obkurczaniu i degradacji, czg¢sto obserwowano
w komorkach jedynie ich pozostatosci. Po inkubacji w najwyzszym z uzytych stezen (400 pg
Se/ml) chromatyna byta bardzo silnie skondensowana, mitochondria i plastydy byty rozdete, z
przejasniona matriks 1 uszkodzonymi btonami. Na terenie cytoplazmy widoczne byly bardzo
dtugie 1 koncentrycznie utozone cysterny ER oraz liczne wakuole. Cytoplazma w wielu
miejscach odstawata od §ciany komdrkowe;j. Ostatecznie dochodzito do catkowitej degradacji
komorek. Cata komorke wypetniata duza wakuola zawierajaca liczne ciata lipidowe, a
czasami takze ciala wielopgcherzykowe oraz pozostatosci cytoplazmy i organelli
komoérkowych. Jadra komoérkowe byty skurczone, a otaczajaca je blona jadrowa byta
poprzerywana. Z ich wnetrza wyplywala chromatyna w formie silnie skondensowanych
pecherzykow. Dhuga inkubacja w najwyzszym z uzytych stgzen sodu selenianu (IV) (400
pg/ml) spowodowata, wige catkowita dezintegracj¢ cytoplazmy i organelli w niej zawartych,

a komorke wypeknialy duze wakuole. Zachowywato si¢ jedynie silnie obkurczone jadro
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komoérkowe bez jaderka z perforowana chromatyna, tworzaca charakterystyczne wypustki
chromatynowe.

Uzyskane wyniki potwierdzaja bardziej toksyczne dziatanie sodu selenianu (IV) na
komorki testu Allium. Juz, bowiem najnizsze stgzenia tego zwiazku uzyte do inkubacji
powodowaty istotne zmiany w ultrastrukturalnej organizacji komorek. Jednym ze skutkow
byta zmiana ksztattu jader komoérek interfazowych na nieregularny. Jadra komoérkowe
zachowywaly posttelofazowy ksztatt i miaty silnie zespiralizowana chromatyng. Tego typu
zmiany sa, bowiem czesta reakcja komoérek roslinnych na dziatanie réznych toksycznych
czynnikow, jak np. jony metali cigzkich czy zwiazki toksyczne (Lemasters 1 in. 1997,
Majewska i in. 2002). Zmiany te moga by¢ efektem zaburzen w funkcjonowaniu
cytoszkieletu, ktory uczestniczy takze w utrzymaniu ksztattu komorek. Wydtuzenie inkubacji
I wzrost st¢zenia sodu selenianu (IV) prowadzity do silnej kondensacji chromatyny jadrowe;j,
czego nastgpstwem byla degradacja jadra i catej komorki. Inng charakterystyczna zmiana po
dziataniu sodu selenianu (IV) bylo zwigkszenie wakuolizacji komorek. Wzrost wakuolizacji
cytoplazmy jest odpowiedzia komorek na obcy zwiazek chemiczny wnikajacy na teren
komorki. Komorki ros§linne maja, bowiem silnie rozwinig¢ty mechanizm detoksyfikacji, a jego
przejawem jest tworzenie dodatkowych przestrzeni apoplastu, jako magazynoéw substancji
toksycznych czy zbednych komorce (Antosiewicz i Wierzbicka 1999, Wojcik 2009).
Obserwowane jednoczes$nie zmiany aktywnosci endoplazmatycznego reticulum mogly by¢
wynikiem syntetyzowania przez nie bialek wakuolarnych badz sekrecyjnych, pelniacych rolg
lityczna 1 zwigzanych z reakcjami obronnymi komorek. Z kolei wzrost wakuolizacji komorek,
pojawianie sig cial lipidowych oraz silna kondensacja chromatyny jadrowej i jej specyficzna
degradacja, przebiegajaca w potaczeniu z zaburzeniami ultrastruktury mitochondriow i
plastydow, ktore polegaly na ich nabrzmieniu i dezorganizacji bton wewngtrznych, sa
typowymi zmianami, ktére moga wskazywa¢ na uruchomienie w komorkach procesu
programowanej $mierci. Podobne zmiany byly obserwowane u roslin np. podczas degradacji
trzech sposrdd czterech megaspor, ktore uznaje si¢ za efekt procesu programowanej $mierci
(PCD) np. u Larix leptolepis (Cecchi Fiordi i in. 2002), czy tez podczas degeneracji komorek
osrodka u Tillandsia (Brighigna et al. 2006), lub komorek tapetum pylnikowego w procesie
mikrosporogenezy (Lesniewska 2003). W przeprowadzonych badaniach, wyzsze stgzenie 1
dhuzszy czas inkubacji w roztworze sodu selenianu (IV) mogly uruchomi¢ w komoérkach
merystematycznych Allium cepa proces programowanej Smierci, ktory w swoim przebiegu

przypominal proces apoptozy u zwierzat, charakteryzujacy si¢ tworzeniem cial
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apoptotycznych. W komorkach roslinnych proces PCD moze rozwija¢ si¢, bowiem wedtug
réznorodnego wzoru (Krishnamurthy et al. 2000).

Godny uwagi jest fakt, potwierdzony we wczeéniejszych badaniach (Slusarczyk i in.
2014), ze komoérki poddane dziataniu Selolu przestaja si¢ dzieli¢, jednakze struktura ich jader
interfazowych pozostaje niezmieniona. Dopiero roztwor o wysokim stgzeniu (okolo
czterokrotnie wyzszym) powodowal zmiany w strukturze jader komodrkowych. Moze to
oznacza¢, ze Selol dziala o wiele specyficzniej niz sodu selenian (IV), nie powodujac
ogolnego zatrucia komoérek. Wskazuje na to fakt, ze juz po dziataniu najnizszych st¢zen
roztworu Selolu nastgpowaty zmiany w ksztalcie jader komorkowych, ktore nasilaty si¢ po
inkubacji w wyzszych stezeniach Selolu. Zmianom ksztattow jader towarzyszyta postepujaca
kondensacja chromatyny. Jak wykazaly nasze wczeSniejsze badania, w takiej sytuacji
nastepuje pogrubienie i kondensacja chromosoméw (cc chromosomy), czyli zmiany
turbageniczne, nie mutagenne. W wyzszych st¢zeniach nastgpuje stopniowe uruchamianie
procesu apoptozy w komorkach. Selol nie dziata, wigc toksycznie na komorki tak jak sodu

selenian (V).

Ad 3. Por6wnanie stezenia Selolu oraz sodu selenianu (IV) w komodrkach merystemow

wierzchotkowych korzeni cebuli (Allium cepa L.) czyli wykazanie czy selen w formie organicznej

(Selol) przenika do komdrek w porownaniu do selenu w formie nieorganicznej (sodu selenian

(V).

Uzupemieniem prowadzonych badan ultrastrukturalnych bylo poréwnanie stgzenia

Selolu i sodu selenianu (V) w wierzchotkach korzeni cebuli (Allium cepa L.). Wyniki tych
prac zostaly zawarte rowniez w publikacji Ultrastructural changes in onion (Allium cepa
L.) root tip meristem cells treated with Selol and sodium selenate (IV). 2015. Caryologia
(DOI:10.1080/00087114.2015.1109934).

Selol jest zwiazkiem o charakterze lipofilnym, stad pewna trudno$cia w badaniach byt
problem dotyczacy jego rozpuszczalnosci w wodzie. Wszystkie przedstawione doswiadczenia
wymagaly opracowania formy Selolu, tworzacej drobno — suspensyjna frakcj¢ micelli w
roztworze wodnym. W formie micelli przygotowano réwniez roztwor sodu selenianu (IV). Do
badan stosowano Selol 2% oraz sodu selenian (1V) (Na;SeOs3) w 0.9% NaCl zawierajace 400
ug/ml Se oraz 800 pg/ml Se (IV). Korzenie inkubowano w Selolu i sodu selenianie (V) przez
48 godz. Oznaczenie zawartosci Se (IV) metoda spektrometrii atomowej (ASA) wykonywano
po czasie 0, 6, 24 i 48 godz. w automatycznym jednowiazkowym spektrometrze absorpcji
atomowej z korekcja tha efektem Zeemana (Suchocki i in. 2003).
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Przeprowadzone badanie wykazato, ze przenikanie i gromadzenie selenu (1V)
pochodzacego z obu badanych zwiazkéw byto zrdznicowane i zalezato od rodzaju zwiazku,
jego stezenia oraz czasu inkubacji. Najszybciej do komorek przenikat selen w postaci sodu
selenianu (1V), z roztwordéw o nizszym st¢zeniu (400 ug Se/ml), osiagajac kilkunastokrotnie
wyzsza koncentracjg niz z roztworéw o stezeniu 800 pg Se/ml. Stgzenie sodu selenianu (IV)
800 pg Se/ml spowodowato uszkodzenie komorek, a przede wszystkim uszkodzenie blon
struktur komorkowych, dlatego obserwowano wyzsza akumulacj¢ selenu podczas inkubacji w
stezeniu 400 pg/ml Se niz w 800 pg/ml. Warto zwrédci¢ uwage na fakt, ze po 48 godz.
inkubacji w roztworze sodu selenianu (IV) o0 stezeniu 400 pg /ml Se w korzeniach
nagromadzito si¢ 25 razy wigcej selenu niz po dzialaniu Selolu o tym samym stgzeniu selenu.
Nalezy przypuszczaé, ze jest to zwiazane z wyzSza toksycznoscia sodu selenianu (IV), ktéra
powoduje szybsze uszkodzenia komodrek w roztworach o stgzeniu 800 pg Se/ml, ale takze
moze wynika¢ z innej struktury chemicznej zwiazku. Przenikanie selenu w postaci Selolu do
korzeni rowniez zalezato od czasu traktowania korzeni, ale byto znacznie wolniejsze. Dopiero
po 48 godz. inkubacji, oznaczona w korzeniach ilo$¢ selenu (2,2 mg/g $w. masy) byta rowna
tej, jaka wnikneta po 6 godz. inkubacji w roztworze sodu selenianu (IV) (2,1 mg/g §w. masy).
Wynika z tego, ze przenikanie selenu w formie organicznej (Selol) do komorek byto wyraznie
wolniejsze w poréwnaniu do przenikania selenu w formie nieorganicznej (sodu selenian
(IV)). Selol ponadto posiada bardziej ztozona budowg czasteczkowa, gdyz zawiera Se
wbudowany w pojedyncze pierscienie dioksaselenolanowe w resztach kwasu oleinowego.
Mozna, wigc wysuna¢ wniosek, 1z komérkom roslinnym latwiej jest pobiera¢ selen w postaci
sodu selenianu (IV), co potwierdzaja dane z literatury. Sodu selenian (V) jest jedna z
najlepiej przyswajalnych przez rosliny form selenu. Na podstawie literatury wiadomo, ze
wnika on do wngtrza komorek 1 w organizmie ro$linnym przemieszcza si¢ droga
symplastyczna (Whanger 2002, Szymanska i Hawrylak 2007, Wierzbicka i in. 2007). W
komorce nastepuje jego przeksztatcenie m.in. do Se-metyloselenocysteiny (Wierzbicka i in.
2007). Powstaly selenoaminokwas jest tzw. aminokwasem niebiatkkowym. Jednakze
wiadomo, ze w komorkach ro$linnych syntetyzowane sa rowniez selenocysteina i
selenometionina. Te dwa aminokwasy podstawiane sa niespecyficznie odpowiednio w
miejsce cysteiny 1 metioniny do nowosyntetyzowanych biatek, dezaktywujac czgsto ich

funkcje (Whanger 2002). Na tym polega gtéwnie toksyczne dziatanie selenu.
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Ad 4. Zbadanie wptywu sodu selenianu (IV) i seleninotriglicerydOw na wzrost i zywotnos$¢é

orzybni sopléwki jezowatej (Hericium erinaceum (Bull.: Fr. Pers.) w hodowli wglebnej, w

perspektywie wykorzystania jej do biosyntezy polisacharydoéw zawierajacych selen.

Kolejnym ectapem moich badan bylo poréwnanie wplywu nieorganicznego i
organicznego zrodta selenu, na wzrost, zywotno$¢ 1 zmiany strukturalne komoérek grzybni
soplowki jezowatej (Hericium erinaceum (Bull.: Fr. Pers.) w hodowli wglebnej, w
perspektywie wykorzystania jej do biosyntezy polisacharydéow wzbogaconych w selen.
Grzyby stanowia, bowiem cenne zrédto zwiazkéw biologicznie aktywnych zapobiegajacych
powstawaniu wielu chorob, m.in. choréb nowotworowych i uktadu krazenia oraz
wspomagajacych ich leczenie. Wlasciwosci przeciwnowotworowe grzybow wynikaja z
obecno$ci w ich owocnikach zwiazkéw polisacharydowych (Liu 1 in. 1997; Wasser 2002;
Konno 1 in. 2002; Leung i in. 2006, Zhang i in. 2007), ktére sa strukturalnymi sktadnikami
sciany komorkowej grzyboéw. Zwiazki te wystepuja zarowno w owocnikach rosnacych w
stanie naturalnym, jak i w biomasie pochodzacej z hodowli in vitro. Grzybnia soplowki
jezowatej (H. erinaceum) produkuje wewnatrzkomorkowe polisacharydy (IPS) i wydzielane
do pozywki zewnatrzkomorkowe polisacharydy (EPS) o aktywnosci przeciwnowotworowe;j i
immunostymulujacej (Son i in. 2006, Lee i Hong 2010). Wstepna analiza strukturalna grzybni
soplowki hodowanej na pozywkach wzbogaconych w sodu selenian (IV) (Na,SeO3), Selolyy,
Selolsy, oraz na podtozu kontrolnym (bez dodatkéw selenu) zostata przedstawiona w pracy
Malinowska E., Krzyczkowski W., Herold F., Lapienis G., Slusarczyk J., Suchocki P.,
Kura§ M., Turlo J.: Biosynthesis of selenium-containing polysaccharides with
antioxidant activity in liquid culture of Hericium erinaceum. 2009. Enzyme and
Microbial Technology 5: 334-343). W badaniach wykazano, ze grzybnia H. erinaceum
hodowana na pozywce podstawowej, nie zawierajacej selenu, miala posta¢ okraghlych
agregatow (peletek) o $rednicy 2-5 mm. W obrazie mikroskopowym pojedynczej peletki
widoczne byty liczne splatane strzgpki grzybni oraz rozmieszczone pomigdzy nimi owalnego
ksztattu zarodniki. Niektore z nich znajdowaty si¢ w fazie kietkowania, z wyraznymi nitkami
mtodych strzgpek. W poréwnaniu z kontrola grzybnia rosnaca w obecnosci sodu selenianu
(IV) charakteryzowala si¢ slabszym przyrostem i bardziej rozluZniona struktura. Miato to
rowniez negatywny wptywaty na wydajno$¢ biosyntezy polisacharydow wewnatrzkomorkowych
(IPS), przyczyniajac si¢ rownoczesnie do  wzrostu  produkcji  polisacharydow

zewnatrzkomorkowych (EPS), co mogto wynika¢ z obumierania komoérek grzybowych.
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Z kolei grzybnia pochodzaca z hodowli na podtozu zawierajacym seleninotriglicerydy,
zarowno w formie Seloluyy, jak i Seloluse,, miata wyglad zblizony do grzybni kontrolnej, a
pomiegdzy strzepkami mozna byto zaobserwowac liczne krople Selolu o r6znej wielkosci. W
przypadku Seloluse, ich nagromadzenie byto wicksze, co moze wskazywa¢ na odmienny
sposob metabolizowania seleninotriglicerydéw w obu tych formach Selolu. Zaobserwowano,
ze grzybnia H. erinaceum ma zdolno$¢ do absorbowania lipidow ze s$rodowiska
zewnetrznego, a nastepnie stopniowego ich wykorzystywania do swojego wzrostu i produkcji
polisacharydéw. Grzybnia H. erinaceum wykazywata wysoka tolerancj¢ w stosunku do
zwiazkow selenu na +4 stopniu utlenienia, w formie organicznych seleninotriglicerydow, w
postaci Seloluyy, 0raz nieco mniejsza w przypadku Selolusy, (odpowiednio 200 i 500 mg/l Se).
Seleninotriglicerydy stymulowaty wzrost grzybni i produkcje EPS. W przypadku
nieorganicznego sodu selenianu (IV) (100 mg/l Se), obserwowano toksyczny wplyw na
rozwoj grzybni, czego przejawem bylo zahamowanie jej rozwoju.

Powyzsze badania staly si¢ punktem wyjscia do kolejnych analiz, w ktorych
porownano dziatanie nieorganicznej formy selenu w postaci sodu selenianu (IV) (Na,SeOs) i
mieszaniny (sodu selenianu (IVV) + Seloluyy), na komorki grzybni soplowki jezowatej w
aspekcie zmian cytologicznych oraz ich zywotno$ci. Zostaly one przedstawione w pracy:
Slusarczyk J., Malinowska E., Krzyczkowski W., Kuras§ M.: Influence of inorganic and
organic selenium on number of living mycelial cells and their ultrastructure in culture of
Hericium erinaceum (Bull.: Fr. Pers.). 2013. Acta Biologica Hungarica 64 (1): 96-105.
Grzybnig hodowano na podtozach zawierajacych sodu selenian (IV) (Na;SeOs), mieszaning
sodu selenianu (IV) + Selolyy, oraz na podtozu kontrolnym (bez dodatkéw selenu). Wykazano,
ze grzybnia hodowana na podtozu kontrolnym zawierata po 3 dniach hodowli prawie w 100%
zywe komorki, a po 24 dniach ponad 80% zywych komorek. Natomiast hodowla grzybni w
pozywce zawierajacej sodu selenian (IV) charakteryzowala si¢ drastycznym spadkiem liczby
zywych komorek do 11,8% i 9,1% odpowiednio po 3 i 24 dniach. Pod wptywem toksycznego
dziatania selenu nieorganicznego (Na,SeOs) ultrastrukturalna organizacja komorek
grzybowych zostata stopniowo zdegradowana. Z kolei dodanie selenu organicznego
(Seloluyy,) spowodowato ponowny wzrost liczby zywych komoérek w kulturze do poziomu
okoto 90% po 24 dniach hodowli. Odwrocenie negatywnego wptywu nieorganicznego selenu,
wyrazito si¢ zardéwno przez zwigkszenie liczby zywych komorek jak i brak zmian
degradacyjnych w ultrastrukturze komorek grzybowych. Jedyne réznice w stosunku do
kontroli przejawialy si¢ w zwigkszonej ilosci cial lipidowych w cytoplazmie komorek

grzybowych. Niektoére z nich posiadaly wyrazne nadtrawione jasne obszary, a na terenie
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cytoplazmy obserwowano agregacje elektronowo ciemnych struktur, prawdopodobnie
rybosomow i zwiazkéw fenolowych. Powyzsze wyniki moga wskazywaé na prewencyjne
dziatanie Seloluyy, chroniace komorki grzybowe przed toksycznym wplywem jondw
nieorganicznego selenu.

Uzyskane wyniki dotyczace przezywalnosci komorek grzybni H. erinaceum
potwierdzily wczeséniejsze badania i wykazaly, ze w pozywce zawierajacej sodu selenian (1V)
nast¢puje zahamowanie wzrostu grzybni. Interesujacy byl fakt, ze w hodowli zawierajace;j
jednoczesnie sodu selenian (IV) i Selolyy, nie zaobserwowano hamujacego wpltywu selenu
nieorganicznego. Zjawisko to spowodowane bylo prawdopodobnie uruchomieniem
enzymatycznych 1 nieenzymatycznych systeméw obrony antyoksydacyjnej (m.in.
zwigkszenie aktywnosci peroksydazy glutationowej), minimalizujacych toksyczny wpltyw
sodu selenianu (IV) (Suchocki i in. 2007). Z kolei mniejsza ilo$¢ zywych komorek w
pozywce kontrolnej po 24 dniach hodowli wynika z intensywnego metabolizmu i
wyczerpywania si¢ sktadnikéw pokarmowych podtoza.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze rozne zrodta Se w podiozu
hodowlanym wywieraja odmienne dziatanie na ultrastrukturg i zywotno$¢ grzybni. Wynika to
najprawdopodobniej z réznic w budowie chemicznej tych zwiazkow, a takze z roznic W

toksycznosci wzgledem komorek grzybowych.

Ad 5. Poréwnanie wplywu nieorganicznych i organicznych zrédel selenu na zmiany

strukturalne i ultrastrukture erzybni soplowki jezowatej (Hericium erinaceum (Bull.: Fr.

Pers.) w hodowli welebnej, jako potencjalnego zrodla wzbogaconych w selen polisacharydow

grzybowych.

We wczesniejszych pracach wykazano, ze organiczne seleninotriglicerydy (Selol)
przyczyniaja si¢ do zwigkszenia biosyntezy egzopolisacharydéw (EPS), zawierajacych duze
ilosci Se (Malinowska et al., 2009). Wykazano tez, ze réznice w budowie chemicznej
Seloluyy, oraz Selolusy, jak réwniez inna zawartos¢ selenu w tych dwoch zwiazkach
(odpowiednio 200 i 500 mg/l Se) determinujaca ich toksycznos$¢, skutkuja réznicami w
przyroscie biomasy grzybni i biosyntezy polisacharydow. Wyniki powyzszych badan staly sig
powodem przeprowadzenia szerszych analiz w zakresie zmian cytologicznych i
ultrastrukturalnych zachodzacych w komorkach grzybni, ktore przedstawiono w pracy:
Ultrastructural changes in the mycelium of Hericium erinaceum (Bull.; Fr.) Pers. under
selenium induced oxidative stress. 2014. Journal of the Science of Food and Agriculture

94: 2718-2725. W badaniach grzybni¢ soplowki jezowatej (Hericium erinaceum (Bull.; Fr.)

24



Pers.) hodowano na podtozach zawierajacych sodu selenian (IV) (Na;SeO3), Selolzy, Selolsy,
oraz mieszaniny Na,SeOs i Selolu. Probki grzybni pobierano 3 i 24 dnia hodowli, utrwalano i
badano w TEM.

W pracy wykazano, ze przez caly czas trwania hodowli w grzybni kontrolnej, bez
dodatku selenu, dominowaty zywe komorki, wypelnione ggsta cytoplazma i licznymi
organellami. Po 24 dniach hodowli pojawiaty si¢ w$rdd nich komorki zdegradowane, ktore
stanowity 17,9%. W przypadku pozostatych wariantow podtozy, struktura mikroskopowa
komorek grzybowych byla zroznicowana w zaleznos$ci od kombinacji badawcze;.

Po 3 dniach hodowli grzybni z dodatkiem Seloluzy, w obrazie mikroskopowym
dominowaty zywe komorki, ktoére mialy wyglad typowy dla komoérek kontrolnych, z gesta
cytoplazma 1 licznymi organellami. Wystepowaty w nich liczne rybosomy, cysterny ER oraz
struktury btoniaste. W centralnej czg$ci komorki potozone byto nieregularnego ksztattu jadro.
W brzeznej czgsci komorki wystgpowaty mitochondria o charakterystycznym wydtuzonym
ksztatcie. Na terenie cytoplazmy spotykano pojedyncze lub po kilka ciata lipidowe pokryte
czasem ciemnymi ziarnisto$ciami. Interesujaca zmiana wystapita w strukturze S$ciany
otaczajacej komorki grzybowe. Byla ona bardziej rozbudowana i1 utworzona z kilku warstw
(3-4), podczas gdy normalnie tworzyly ja dwie warstwy, ponadto byta ona silnie spgczniata.
Po 24 dniach tej hodowli pojawialy si¢ w wielu komodrkach zmiany degradacyjne. W
komorkach tych cytoplazma byla ulozona przysciennie, z pozostatosciami organelli
komorkowych. Komorki z oznakami degradacji stanowily ponad 40% wszystkich komorek.

Natomiast w kombinacji z dodatkiem Selolusy,, po 3 dniach hodowli, réwniez
dominowaty zywe komorki grzyba (68%), lecz wsrdd nich czesciej niz po dodaniu Selolug,
spotykano martwe (32%). Cytoplazma zywych komoérek byla wypelniona licznymi
skupieniami rybosoméw, co nadawato komoérkom charakterystyczng ciemna barwe. Sciana
komorkowa tworzyla szeroka jednorodna warstwe, wyraznie postrzgpiona, na powierzchni
ktorej wystgpowaly ciemne, drobne zlogi, stanowiace prawdopodobnie zwiazki fenolowe
wytracone pod wptywem kofeiny dodanej podczas procedury utrwalania lub zdeponowane
zwiazki selenu. Natomiast po 24 dniach hodowli tej kombinacji liczba zywych komorek
wzrosta do poziomu wariantu kontrolnego (75,9%).

W przypadku dodania do podtoza hodowlanego nieorganicznego selenu (tj. 100 mg/I
Se sodu selenianu (IV)), juz po 3 dniach hodowli w kulturze przewazaly komoérki z
wyraznymi zmianami degradacyjnymi (88,2%). Zmiany te mocno nasilily si¢ podczas trwania
hodowli i po 24 dniach w Kkulturze dominowaty komorki zdegradowane. Ich liczba osiagngta

najwyzszy poziom (90,9%) wérod wszystkich kombinacji badawczych.
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Zmiany degradacyjne wystepowaly réwniez po 3 dniach hodowli w podtozach, z
dodatkiem obu form selenu, nieorganicznego w postaci sodu selenianu (1V) i organicznego w
postaci 1% Selolu,s, lub Selolusy,. Liczniejsze komoérki z oznakami degradacji obserwowano
jednak w przypadku dodania do podtoza sodu selenianu (IV) z Selolemss. Po 24 dniach
hodowli w tej kombinacji wyraznie jednak wzrosta liczba zywych komorek (69,8%) w
poréwnaniu do stanu po 3 dniach hodowli (15,8%).

Z kolei w podtozu z sodu selenianem (IV) i Selolemyy, W obrazie mikroskopowym
grzybni po 3 dniach hodowli dominowaty zZywe komorki (90,9%), chociaz wystgpowaly
réwniez wsrod nich komorki, z oznakami degradacji (9,1%). Komorki zywe miaty podobna
ultrastruktur¢ do komoérek kontrolnych. W gestej cytoplazmie wystepowaly jednak bardzo
liczne rybosomy, co nadawalo komoérkom ciemna barwg. Pomigdzy nimi obserwowano
cysterny rER i pojedyncze ciata lipidowe. Po 24 dniach hodowli zmiany degradacyjne
obejmowaty wiecej komorek (10,2%), jednak w preparacie przewazaly nadal komorki zywe
(89,8%). Wypelniata je gesta, cytoplazma, w ktorej jednak stopniowo pojawialy si¢ zmiany
degradacyjne przejawiajace si¢ w tworzeniu drobnych wakuol, degradacji rybosomoéw i
rozpadzie organelli. Natomiast komorki zdegradowane zawieraly nieznaczne pozostatosci
cytoplazmy i wypetione byly duzymi ciatami lipidowymi. W komorkach zdegradowanych i
zywych, na terenie cytoplazmy i wokol organelli, obserwowano Czarne zlogi, stanowiace
przypuszczalnie zdeponowane zwiazki selenu. Sciana otaczajaca komérki byta nieco grubsza
niz po 3 dniach hodowli. Tworzyly ja dwie warstwy, wewngtrzna - szara, zbita i zewngtrzna —
jasna, na powierzchni ktorej wystgpowaly drobne ciemne depozyty, ktore mogty stanowié
zdeponowane zwiazki selenu.

Badania wykazaty, Ze obecno$¢ selenu w pozywce powoduje w komodrkach
grzybowych, wystapienie zmian degradacyjnych w postaci zmniejszenia si¢ liczby organelli
komoérkowych, rybosoméw i mitochondriow, odpowiedzialnych za procesy metaboliczne
komorki. Czgsto zmiany degradacyjne pojawiaty si¢ w komorkach H. erinaceum bardzo
szybko, co uwidocznito si¢ zwtaszcza po dodaniu sodu selenianu (IV) (wyzsza toksyczno$c),
a w mniejszym stopniu Selolusy,. Zjawisko to byto zwiazane ze zwigkszona absorpcja Se z
pozywki, skutkujaca nasileniem stresu oksydacyjnego przyczyniajacego si¢ do degradacji
organelli komorkowych. Niniejsze badania potwierdzaja tezg, ze w niekorzystnych
warunkach §rodowiska biosynteza, a nastgpnie Sekrecja polisacharydow (EPS) poza komorke
grzybowa ulega nasileniu na skutek zmian w ciagtosci Sciany komorkowej 1 zwigkszenia jej
przepuszczalno$ci, czego oznaka byt wzrost zmian degradacyjnych w komorkach. W

przypadku dodania Seloluyy, do pozywki, zmiany degradacyjne byly najtagodniejsze,
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najbardziej zblizone do kontroli, cho¢ po 24 dniach w kulturze rowniez dominowaty komorki
zdegradowane. Rezultaty badan sugeruja, ze Seloly, nie wptywa az tak negatywnie na stan
biologiczny grzybni i moze stanowi¢ dobre zrodlo Se przyswajalnego przez grzybnie w
sposoOb stopniowy. Obserwowany wzrost liczby warstw $ciany otaczajacej komorke grzybowa
moze $wiadczy¢ o uruchomieniu reakcji obronnej przed toksycznym wptywem $rodowiska
zewngtrznego, co skutkowalo wzrostem syntezy polisacharydéw zewnatrzkomorkowych
(EPS). O toksycznym natomiast dziataniu sodu selenianu (IV) na rozwoj grzybni Hericium
erinaceum $wiadczyly szybko wystepujace w komorkach zmiany degeneracyjne, ktore
wplywaty rowniez negatywnie na wydajnos¢ biosyntezy IPS, przyczyniajac si¢ rOwnoczes$nie
do wzrostu produkcji EPS, na drodze obumierania komorek grzybowych.

Cickawy byt fakt, potwierdzony rowniez w tym eksperymencie, ze w hodowli
zawierajacej jednoczesnie, jako zrodto selenu sodu selenianu (V) i Seloly, nie
zaobserwowano hamujacego wpltywu selenu nieorganicznego. Poniewaz grzybnia uzywa
kwasow tluszczowych zawartych w Selolu, jako zrodta wegla, ilos¢ glukozy w tej pozywce
zostata zmniejszona do 10 g/L w celu zapobiezenia efektowi represji katabolicznej. Mniejsza
ilo$¢ glukozy w poroéwnaniu z jej zawartoscia w pozywce z samym sodu selenianem (IV)
mogta by¢ przyczyna zmniejszenia wchlaniania tego zwiazku, gdyz efektywno$¢ transportu
aktywnego jonu SeOs*” wzrasta w obecnoscei cukrow (Chen i in. 2006).

Zaskakujace wyniki uzyskano w przypadku zastosowania pozywek zawierajacych
Selolsy, jak rowniez Selolsy, w potaczeniu z sodu selenianem (1V) (Na,SeOs). Liczba zywych
komorek byta wyzsza po 24 niz po 3 dniach hodowli. Zjawisko to mogto by¢ spowodowane
wolniejszym wzrostem biomasy wynikajacym z koniecznosci uruchomienia rezerw
energetycznych w kierunku wytworzenia mechanizméw obrony antyoksydacyjnej. Mogto by¢
to rowniez spowodowane powstawaniem depozytu selenu w martwych komorkach, przez co
obnizeniu ulegla toksyczno$¢ srodowiska.

Polisacharydy sa sktadnikami $ciany komorkowej grzybow. Zwykle w pracach na
temat podwyzszenia produkcji polisacharydow grzybowych obserwowany jest rozrost Sciany
komorkowej grzyba (Stasinopoulos i Seviour 1990; Yong-Min i Yong Won 2006). Sciana
komorkowa jest syntetyzowana w pierwszym stadium rozwoju grzybni przy udziale siateczki
endoplazmatycznej 1 podlega ciagtemu rozrastaniu si¢. Jest ona odpowiedzialna za ksztalt
komorek oraz stanowi pierwsza barier¢ oddzielajaca cytoplazme od srodowiska. Tymczasem
zwigkszenie szeroko$ci $ciany komodrkowej, jej kilkuwarstwowa budowe obserwowano
jedynie po dodaniu Seloluyy,. Moze to sugerowaé, ze wzrost wydzielania przez grzybnig

polisacharydow (EPS), po dodaniu selenu nieorganicznego (sodu selenianu (IV)) zwiazany
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jest z procesem degradacji komodrki grzybowej w reakcji na zmieniajace si¢ warunki

srodowiska rozwoju.

Natura efektu wywieranego przez rézne zrdédta Se w podtozu hodowlanym, na
zywotno$¢ grzybni oraz formowanie EPS i IPS wynika prawdopodobnie z rdéznic w ich
budowie chemicznej oraz z rdéznic w toksycznosci tych zwiazkéw wzgledem komorek.
Efektem tych oddziatywan moga by¢ zmiany degeneracyjne komodrek i zwigzany z tym
rozpad S$ciany otaczajacej zdegradowane komorki grzybowe, czemu towarzyszy uwalnianie
zwiazkow polisacharydowych do podtoza hodowlanego. Wystepujace za§ zmiany w
strukturze $ciany komorek grzybowych (zwigkszenie liczby warstw) w przypadku dodania
Seloluzy,, moga $wiadczyé o uruchomieniu w komoérkach mechanizméw obronnych w

zwiazku z jego tagodniejszym dzialaniem.

Uzyskane wyniki moga mie¢ znaczenie w dalszych badaniach nad mechanizmem
dziatania 1 wykorzystania Selolu w terapiach przeciwnowotworowych, a takze w

suplementacji produktow zywnosciowych.
Najwazniejsze osiagnigcia prezentowanych badan

e Oba badane zwiazki selenu, Selol 1 sodu selenian (IV), dziatajac na komorki testu Allium
powodowaty zmiany w strukturze chromosomow, polegajace na ich silnej kondensacji 1

kontrakcji (cc chromosomy).

e Zaréwno Selol jak i sodu selenian (IV), powodowaly zahamowanie podziatow
komoérkowych z tym, ze sodu selenian (IV) dziatat bardziej toksycznie na komorki,

powodujac czgsto aberracje klastogeniczne, czego nie stwierdzono w przypadku Selolu.

e Ostatecznym efektem dziatania Selolu byta zmiana morfologicznego uksztattowania jader,
poprzez aberracje turbageniczne, skurcz i kondensacj¢ chromatyny doprowadzat on do
prawie catkowitej inhibicji aktywno$ci mitotycznej. Selol nie powodowat zmian
klastogenicznych typowych dla dziatania sodu selenianu (IV). Selol nie dziatat

mutagennie.

e Podczas inkubacji w nizszych stgzeniach Selolu dochodzilo do synchronicznego
nagromadzenia komorek na etapie interfazy 1 najwcze$niejszych faz mitozy. Po
wydtuzeniu czasu inkubacji oraz w najwyzszych st¢zeniach dochodzito do stopniowego

przechodzenia komorek w stan apoptozy i tworzenia cial apoptotycznych.
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Na podstawie analizy zmian strukturalnych komorek, ich aktywnosci podziatowej (indeks
mitotyczny), oraz proporcji faz podziatlowych (indeks fazowy) stwierdzono, ze inkubacja
w obu zwiazkach selenu prowadzila do stopniowej redukcji lub catkowitej inhibicji

podzialow komoérkowych.

Analiza zmian ultrastrukturalnych potwierdzita bardziej toksyczne dziatanie sodu
selenianu (IV) na komorki testu Allium. Juz bowiem najnizsze st¢zenia tego zwiazku
uzyte do inkubacji powodowaly istotne zmiany w ultrastrukturalnej organizacji komorek.
Jednym ze skutkéw byla zmiana ksztaltu jader komorek interfazowych na nieregularny.
Jadra komoérkowe zachowywaly posttelofazowy ksztatt 1 miaty silnie zespiralizowana
chromatyng. Wydhuzenie inkubacji i wzrost stezenia sodu selenianu (IV) prowadzity do
silnej kondensacji chromatyny jadrowej i w nastgpstwie do degradacji jadra i calej

komorki.

Dziatanie Selolu nie powodowato tak drastycznych zmian w ultrastrukturze. Obejmowaty
one stopniowy wzrost heterochromatynizacji jader komérkowych oraz zmiang ich ksztattu

skorelowang ze wzrostem st¢zenia roztworow Selolu oraz czasu inkubacji.

Porownanie stezenia obu zwiazkow w wierzchotkach korzeni Allium cepa L. wykazalo, ze
przenikanie i gromadzenie selenu (IV) w formie organicznej (Selol) i selenu w formie
nieorganicznej (sodu selenian (IV) byto zr6znicowane i zalezato od rodzaju zwiazku, jego
stezenia oraz czasu inkubacji. Najszybciej do komoérek przenikal selen w postaci sodu
selenianu  (IV), z roztworow o nizszym stezeniu (400 pg Se/ml), osiagajac

kilkunastokrotnie wyzsza koncentracjg niz z roztwordw o stgzeniu 800 pg Se/ml.

Selen w formie organicznej (Selol) przenikat wyraznie wolniej w poréwnaniu do
przenikania selenu w formie nieorganicznej (sodu selenianu (IV), co mogto by¢ zwiazane

z bardziej zlozona struktura chemiczna Selolu.

Wyniki badan nad wptywem réznych zrodet selenu na wzrost grzybni soplowki jezowatej
(H. erinaceum (Bull.; Fr.) Pers.) wykazatly, ze dodanie sodu selenianu (IV) do podtoza
hodowlanego powoduje zahamowanie wzrostu grzybni. Swiadczy to o toksycznym
dziataniu sodu selenianu (IV) na komorki grzybni H. erinaceum, i przejawiato si¢ szybko
wystepujacymi zmianami degeneracyjnymi w komoérkach. Miato to rowniez negatywny

wplywaly na wydajno$¢ biosyntezy polisacharydow wewnatrzkomorkowych (IPS),
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przyczyniajac si¢ rownoczesnie do wzrostu produkcji polisacharydéw zewnatrzkomérkowych

(EPS), na skutek obumierania komoérek grzybowych.

Badania potwierdzity teze, ze w niekorzystnych warunkach $rodowiska biosynteza, a
nastgpnie sekrecja polisacharydow (EPS) poza komorke grzybowa ulega nasileniu na
skutek zmian w ciaglo$ci $ciany komorkowej 1 zwigkszenia jej przepuszczalnosci, czego

oznaka byt wzrost zmian degradacyjnych w komorkach.

Dodatek Seloluze, do poditoza hodowlanego nie powodowal zaburzen w ultrastrukturze
komorek, lecz przyczyniat si¢ do pogrubienia $ciany komoérkowej, co sugerowato wplyw
na biosyntez¢ polisacharydow (EPS), bedacych skladnikami $ciany komorkowe;.
Rezultaty tych badan wykazaty, ze Selol,y, nie wptywa negatywnie na stan fizjologiczny
grzybni 1 moze stanowi¢ dobre zrédlo Se przyswajalnego przez grzybni¢ w sposob

stopniowy.

W przypadku hodowli zawierajacej w podtozu jednoczes$nie Selolyy, i Sodu selenian (1V)
nie zaobserwowano hamujacego wplywu selenu nieorganicznego. Zjawisko to
spowodowane  bylo  prawdopodobnie  uruchomieniem  enzymatycznych i
nieenzymatycznych systemow obrony antyoksydacyjnej minimalizujacych toksyczny

wptyw sodu selenianu (1V).

Zastosowanie pozywek zawierajacych Selolsy, jak rowniez Selolsy, w potaczeniu z sodu
selenianem (IV) spowodowato wzrost liczby zywych komoérek grzybowych pod koniec
hodowli. Zjawisko to moglo by¢ spowodowane wolniejszym wzrostem biomasy
wynikajacym z konieczno$ci uruchomienia rezerw energetycznych w celu wytworzenia
mechanizméw obrony antyoksydacyjnej. Moglo to by¢ rowniez spowodowane
powstawaniem depozytu selenu w martwych komorkach, przez co obnizeniu ulegta

toksyczno$¢ srodowiska.

Wyniki badan wskazuja na znacznie nizsza toksyczno$¢ Selolu w porownaniu z sodu
selenianem (IV), co przemawia za dalszym badaniem tego zwiazku, jako potencjalnego,
bezpiecznego leku antynowotworowego. Moze rowniez stanowi¢ dobre zrodto selenu w

postaci suplementéw zywnosciowych.

Literatura

Alaejos M.S., Diaz Romero C. 2000. Selenium and cancer: some nutritional aspects. Nutrition. 16: 376-383.

30



Antosiewicz DM, Wierzbicka M. 1999. Localization of lead in Allium cepa L., cell by electron microscopy.
Journal of Microscopy. 195:139-146.

Berry M., Banu L., Larsen P. 1991. Type | jodothyronine deiodinase is a selenocysteine containing enzyme.
Nature 349, 438-440.

Brighigna L, Milocani E, Papini A, Vesprini JL. 2006. Programmed cell death in the nucellus of Tillandsia
(Bromeliaceae). Caryologia. 59 (4):334-339.

Cecchi Fiordi A, Papini A, Brighigna L. 2002. Programmed Cell Death of the nonfunctional megaspores in
Larix leptolepis (Sieb Et Zucc.) Gordon (Pinaceae): ultrastructural aspects. Phytomorphology. 52 (2-3):187-195.

Chen T., Zheng W., Wong Y.S., Yang F., Bai Y. 2006. Accumulation of selenium in mixotrophic culture of
Spirulina platensis on glucose. Bioresource Technology 97: 2260-2265.

Chmielowski J., Ktapcinska B., Tyflewska A. Bioakumulacja selenu. In: Szteke B. (red.) Kabata-Pendias A.
1994. Arsen i selen w Srodowisku — problemy ekologiczne i metodyczne. Zeszyty Naukowe PAN Czlowiek i
Srodowisko.

Chung Y.W., Kim T.S., Lee S.Y., Lee S.H., Choi Y., Kim N., Min B-M., Jeong D-W., Kim LY. 2006.
Selenite-induced apoptosis of osteoclasts mediated by the mitochondrial pathway. Toxicol. Lett. 160: 143-150.

Clark L.C., Marshall J.R. 2001. Randomized, controlled chemoprevention trials in populations at very high
risk for prostate cancer: elevated prostate-specific antigen and high-grade prostatic intraepithelial neoplasia.
Urology. 57(4a):185-187.

Costello A. J. 2001. A randomized, controlled chemoprevention trial of selenium in familial prostate cancer:
rationale, recruitment, and design issues. Urology 57 (suppl 4a): 182-184.

Dayna S., Hill K., Burk R., Palmer I. 2002. Selenoprotein levels in patients with colorectal adenomas and
cancer. The American Journal of Gastroenterology. 97(3): 745-748.

Dorgan J.F. 1998. Relationships of serum carotenoids, retinol, cc-tocopherol, and selenium with breast
cancer risk: results from a prospective study in Columbia, Missouri (United States). Cancer Causes Control 9(l):
89-97.

El-Bayoumy K. 2001. The protective role of selenium on genetic damage and on cancer. Mutat. Res. 475:
123-139.

Fels 1., Cheldelin V.H. 1950. Selenate inhibition studies. 1. Biochemical bases of selenate toxicity in yeast.
Journal of Biological Chemistry. 185: 803-811.

Fitak B.A., Grabowski M., Suchocki P. 1999. Patent-B. Preparat przeciwnowotworowy i sposob jego
wytwarzania. Pol. PL, 176530.

Gabara B., Kalwinek J., Kozirég A., Zakowska Z., Brycki B. 2006. Influence of N, N — bis
(aminopropylo)dodecyloamine on the ultrastructure of nuclei in Aspergillus niger mycelium and on cell
proliferation and mitotic disturbances in Allium cepa L. root meristem. Acta Biologica Cracoviensia Series
Botanica. 48(1): 45-52.

Gasmi A., Garnier R., Galliot-Guilley M., Gaudillat C., Quartenoud B., Buisine A., Djebbar D. 1997. Acute
selenium poisoning; Vet Hum Toxicol. 39(5):304-308.

Gromadzinska J., Reszka E., Bruzelius E., Wasowicz W., Akesson B. 2008. Seleniumand cancer:
biomarkers of selenium status and molecular action of selenium supplements. Eur. J. Nutr. 47 suppl 2: 29-50.

Jiang C., Wang Z., Ganther H., Lu J., 2001. Caspases as Key of Methyl Selenium — induced apoptosis
(Anoiks) of DU — 145 Prostate Cancer Cells. Cancer Research. 61: 3062—-3070.

Konno S., Aynehchi S., Dolin D.J., Schwartz A.M., Choudhury M.S., Tazaki H. 2002. Anticancer and
hypoglycemic effects of polysaccharides in edible and medicinal maitake mushroom [Grifola frondosa (Dicks.:
Fr.) S. F. Gray]. International Journal of Medicinal Mushrooms 4: 185-195.

Krishnamurthy KV, Krishnaraj R, Chozhavendan R, Samuel CF. 2000. The programme of cell death in
plants and animals- A comparison. Current Science. 79(9):1169-1118.

Ksiazek 1., Sitarz K., Roslon M., Anuszewska E., Suchocki P., Dudkiewicz Wilczynska J. 2013. The
influence of Selol on the expression of oxidative stress genes in normal and malignant prostate cells. Cancer
Genomics and Proteomics 10: 225-232.

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Gasmi+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Garnier+R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Galliot%2DGuilley+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Gaudillat+C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Quartenoud+B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Buisine+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Djebbar+D%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Vet%20Hum%20Toxicol.');

Kucharzewski M., Braziewicz J., Majewska U., G6zdZz S. 2002. Concentration of selenium in the whole
blood and the thyroid tissue of patients with various thyroid diseases. Biol. Trace. Elem. Res. 88: 25-30.

Kura$ M., Nowakowska J., Sliwinska E., Pilarski R., Ilasz R., Tykarska T., Zobel A., Gulewicz K. 2006.
Changes in chromosome structure, mitotic activity and nu clear DNA kontent from cells of Allium Test induced
by bark water extract of Uncaria tomentosa (Willd.) DC. Journal of Ethnopharmacology. 107; 211-221.

Lemasters J., Nieminen A., Qian T., Trost L., Herman B. 1997. The mitochondrial permeability transition in
toxic, hypoxic and reperfusion injury. Mol. Cell Biochem. 174; 159-165.

Lee J.S., Hong E.K. 2010. Hericium erinaceus enhances doxorubicin-induced apoptosis in human
hepatocellular carcinoma cells. Cancer Letters. 297: 144-154.

Lesniewska J. 2003. Tapetum pylnikowe w aspekcie programowanej $mierci komorki. Kosmos. 52 (4): 399-
412.

Leung M.Y.K., Liu C., Koon J.C.M., Fung K.P. 2006. Polysaccharide biological response modifiers.
Immunology Letters 105: 101-114.

Levan A. 1938. The effect of colchicine on root mitoses in Allium. Hereditas 24: 471-486.

Liu F., Ooi V.E.C., Chang S.T. 1997. Free radical scavenging activities of mushroom polysaccharide
extracts. Life Sciences 60 (10): 763-771.

Lopez-Saez J.F., Fernandez-Gomez E. 1965. Partial mitotic index and phase indices. Experientia 21: 591-
592.

Majewska A., Furmanowa M., Sliwinska E., Glowniak K., Guzewska J., Kura§ M., Zobel A. 2000.
Influence of extract from shoots of Taxus baccata var. “elegantissima” on mitotic activity of meristematic cells
of Allium cepa L. roots. Acta Societatis Botanicorum Poloniae. 69 (3): 185-192.

Majewska A., Furmanowa M., Glowniak K., Guzewska J., Zobel A., Kura§ M. 2002. Influence of extract
from shoots of Taxus baccata var. elegantissima on ultrastructure and tubulin cytoskeleton of meristematic cells
of Allium cepa L. roots. Acta Soc. Bot. Pol. 71 (3): 211-221.

Malinowska E., Krzyczkowski W., Herold F., Lapienis G., Slusarczyk J., Suchocki P., Kuras M., Turlo J.
2009. Biosynthesis of selenium-containing polysaccharides with antioxidant activity in liquid culture of
Hericium erinaceum. Enzyme Microb. Technol. 44:334-343.

McKenzien R.C., Rafferty T.S., Beckett G.J. 1998. Selnium: an essential element for immune function.
Immunol. Today 19: 342-345.

Nilsonne G., Sun X., Nystrom C., Rundléf A K., Fernandes A.P., Bjornstedt M., Dobra K. 2006. Selenite
induces apoptosis in sarcomatoid malignant mesothelioma cells through oxidative stress. Free Radic. Bio. Med.
41: 874-885.

Oyeyemi |.T., Bakare A.A. 2013. Genotoxic and anti-genotoxic effect of aqueous extracts of Spondias
mombin L., Nymphea lotus L., and Luffa cylindrical L. on Allium cepa root tip cells. Caryologia. 66, 4: 360-367.

Rayman M.P. 2000. The importance of selenium to human health. Lancet. 356: 233-241.
Rayman M.P. 2002. The argument for increasing selenium intake. Proc. Nutr. Soc. 61, 203-215.

Reilly C. 1998. Selenium: a new entrant into the functional food arena. Trends in Food Science and
Technology. 9: 114-118.

Siegel S.M., Galun M., Siegel B.Z. 1980. Filamentous fungi as metal biosorbents: a review. Water, Air, and
Soil Pollution. 53: 335-344.

Son C.G., Shin J.W., Cho J.H., Cho C.K., Yun C.H., Chung W. 2006. Macrophage activation and nitric
oxide production by water soluble components of Hericium erinaceum. Intetnational Immunopharmacology. 6:
1363- 1369.

Stanczyk M., Jaworska M., Wilk M., Suchocki P., Anuszewska E. 2010. The effect of selenium on redox
state and thiols changes in lung tissue after Selol, a new organoselenium ((V) compound, administration.
Experimental Immunology 35(3): 115-122.

Stasinopoulos S.J., Seviour R.J. 1990. Stimulation of exopolysaccharide production in the fungus
Acremonium persicinum with fatty acids. Biotechnol. Bioeng. 36: 778-782.

32



Stewart M.S., Spallholz J.E., Neldner K.H., Pence B.C. 1999. Selenium compounds have disparate abilities
to impose oxidative stress and induce apoptosis. Free Radical Biology and Medicine 26: 42-48.

Suchocki P., Jakoniuk D., Fitak B.A. 2003. Specific spectrophotometric method with trifluoroacetic acid for
the determination of selenium (I1V) in selenitetriglycerides. J. Pharm. Biomed. Anal. 32: 1029-1036

Suchocki P., Misiewicz 1., Skupinska K., Waclawek K., Fijalek Z., Kasprzycka-Guttman T. 2007. The
activity of Selol in multidrug-resistant and sensitive human leukemia cells. Oncology Reports. 18(4): 893-899.

Suchocki P., Misiewicz-Krzeminska 1., Skupinska K., Niedzwiecka K., Lubelska K., Fijatek Z.,
Kasprzycka-Guttman T. 2010. Selenitetriglicerydes affect CYP1A1 and QR activity by involvement of reactive
oxygen species and Nrf2 transcription factor. Pharmacological Reports 62: 352-361.

Szymanska M., Hawrylak B. 2007. Selen w ro$linach, In: Wierzbicka M., Pyrzynska K., Bulska E. (red.)
Selen — pierwiastek wazny dla zdrowia, fascynujacy dla badacza. Malamut, Warszawa, pp. 69-87.

Slusarczyk J., Malinowska E., Krzyczkowski W., Kura§ M. 2013. Influence of inorganic and organic
selenium on number of living mycelial cells and their ultrastructure in culture of Hericium erinaceum (Bull.: Fr.
Pers.) Acta Biol. Hung. 64:100-109.

Slusarczyk J., Dudek M., Wierzbicka M., Suchocki P., Kuras M. 2014. Antimitotic effect of Selol and
sodium selenate (IV) on Allim test cells. Caryologia 67(3): 250-259.

Thirunavukkarasu C., Sakthisekaran D. 2003. Sodium selenite, dietary micronutrient, prevents the
lymphocyte DNA damage induced by N-nitroso diethylamine and Phenobarbital promoted experimental
hepatocarcinogenesis. J. Cell. Biochem. 88(3): 578-588.

Van Zandwijk N., Hirsch F.R. 2003. Chemoprevention of lung cancer: current status and future prospects;
Lung Cancer 42: 71-79.

Wasser S.P. 2002. Medicinal mushrooms as a source of antitumor and immunomodulating polysaccharides.
Applied Microbiology and Biotechnology 60: 258-274.

Whanger P. D. 2002. Selenocompounds in plants and animals and their biological significance. Journal of
The American College of Nutrition 21 (3): 223-232.

Whanger P. D. 2004. Selenium and its relationship to cancer: an update. British Journal of Nutrition. 91: 11—
28.

Wierzbicka M.H., Dutkiewicz J., Wysocka I.A., Bulska E., Janssens K. 2007. Biotransformacja selenu w
roslinach, In: Wierzbicka M., Pyrzynska K., Bulska E. (red.) Selen — pierwiastek wazny dla zdrowia,
fascynujacy dla badacza. Malamut, Warszawa, pp. 88-102.

Wolf C., Lewis A., Adams D., Allan D., Ansel D. 1997. The role glutathione in determining the response of
normal and tumors cells to anticancer drugs. Biochem. Soc. Trans. 15: 728-730.

Wojcik M. 2009. Vacuole as a multifunctional compartment in plant responses to stress factors, W:
“Compartmentation of Responses to Stresses in Higher Plants, True or False”, Maksymiec W. (Red.),
Transworld Research Network, Kerala, India, 91-123

Yong-Min L., Yong-Won Y. 2006. Enhanced production of exopolysaccharides by supplementation of
toluene in submerged culture of an edible mushroom Collybia maculate TG-1. Proc. Biochem. 41: 1620-1626.

Yoshida M., Sugihara S., Inoue Y., Chihara Y., Kond6 M., Miyamoto S., Sukcharoen B. 2005. Composition
of chemical species of selenium contained in selenium-enriched shiitake mushroom and vegetables determined
by high performance liquid chromatography with inductively coupled plasma mass spectrometry. Journal of
Nutritional Science and Vitaminology. 51: 194-199.

Zagrodzki P. 2000. Selen w zywieniu cztowieka. Bromat. Chem.Toksykol. 33: 209-214.

Zhang Z., Miyatake S.1., Saiki M., Asahi M., Yukawa H., Toda H., Kikuchi H., Yoshimura S.I., Nashimoto
N. 2000. Selenium and glutathione peroxidase mMRNA in rat glioma. Biol. Trace. Elem. Res. 73: 67-76.

Zhang M., Cui S.W., Cheung P.C.K., Wang Q. 2007. Antitumor polysaccharides from mushrooms: a review
on their isolation process, structural characteristics and antitumor activity. Trends in Food Science and
Technology. 18: 4-19.

Zhu Z, Kimura M, Itokawa Y, Nakatsu S, Oda Y, Kikuchi H. 1995. Effect of selenium on malignant tumor
cells of brain. Biological Trace Element Research 49(1):1-7.

33



Zwolak 1., Zaporowska H. 2012. Selenium interactions and toxicity: a review. Cell Biol. Toxicol. 28: 31-46.

Zbikowska H.M. 1997. Metabolizm selenu w komoérce i organizmie cztowicka. Postepy Biol. Kom. 24: 303-
313.

Plany przysztych badan

W najblizszej  przyszlosci  zamierzam  kontynuowaé¢  badania  nad
przeciwnowotworowym dziataniem Selolu w pordwnaniu z sodu selenianem (IV).
Doswiadczenia beda przeprowadzone na wybranych liniach komoérek nowotworowych i
obejmowaé beda indukcje procesu apoptozy z wykorzystaniem cytometru przeptywowego
oraz analiz¢ zmian ultrastrukturalnych. Badania kontynuowane beda rowniez na komoérkach
ro$linnych (test Allium) w celu poréwnania wptywu obu zwiazkéw na zmiany w strukturze
cytoszkieletu. Kolejnym krokiem dalszych prac bedzie zbadanie dziatania Selolu w
polaczeniu ze zwiazkami pochodzenia naturalnego, biopierwiastkami, a takze ze stosowanymi
w chemioterapii cytostatykami.

Swoja pracg naukowa zamierzam réwniez kontynuowaé w zakresie mozliwos$ci
biotechnologicznego wykorzystania seleninotriglicerydéw, jako stymulatorow biosyntezy
roznych substancji czynnych pozyskiwanych z hodowli in vitro, a takze do uzyskiwania ta
droga wzbogaconych w selen zwiazkow aktywnych biologicznie z wybranych gatunkow

roslin 1 grzybow.

V. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Rownolegle do przedstawionych badan, ktore stanowily podstawg osiagnigcia
naukowego, prowadzitam lub uczestniczylam réwniez w innych badaniach naukowych,

dotyczacych nastgpujacych problemow badawczych:

Zaburzenia mikrosporogenezy i rozwoju pylku w transgenicznych roslinach

tytoniu (Nicotiana tabacum L.) z obnizonym poziomem histonu H1.

Badania byty kontynuacja tematyki, podjgtej w pracy doktorskiej, dotyczacej roli
histonu H1 w regulacji transkrypcji w komorce. Analizowano transgeniczne rosliny tytoniu,
w ktérych poziom histonu H1 zostal drastycznie obnizony. Rosliny te, podobnie jak we
wczesniejszych badaniach, charakteryzowaly si¢ zmieniona budowa kwiatéw, polegajaca na
wydtuzeniu szyjki slupka i wyniesieniu znamienia ponad gtéwki precikéw i platki korony, co
uniemozliwialo samozapylenie. Zmianom tym towarzyszyly zaburzenia procesu

mikrosporogenezy, zwiazane z nieprawidtlowym parowaniem i segregacja chromosomow
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homologicznych podczas mejozy. Obserwowano liczne aberracje chromosomowe i
asynchroniczny przebieg mejozy, co potwierdzity obliczenia indekséw fazowych i indeksow
aberracji. Badania ultrastrukturalne (TEM) wykazaty, ze w procesie tworzenia ziaren pytku,
w mikrosporach tych roslin nie dochodzito do podziatu r6znicujacego, i nie powstawaty w
nich komorki, wegetatywna i generatywna. Analiza w SEM ujawnila, Zze tak powstajace
ziarna pytku byly mniejsze i stabiej rozwinigte, w poréwnaniu z ro$linami kontrolnymi.
Prawie w 100% ziarna pytku tych roslin nie kietkowaty.

Badania wykazaty, ze zaburzenie naturalnej stechiometrii 1 rozmieszczenia wariantow
histonow lacznikowych, wptywaja na zaktocenie prawidlowego przebiegu procesu rozwoju
meskiego gametofitu.

Wyniki powyzszych badan zostaty opisane w nast¢pujacych publikacjach:
e Prymakowska —Bosak M., Przewloka M.R., Slusarczyk J., Kuras M., Lichota J.

Kiljanczyk B., Jerzmanowski A. 1999. Linker histones play a role in male meiosis and

the development of pollen grains in tobacco. Plant Cell 11: 2317-2329.

o Slusarczyk J., Prymakowska —Bosak M., Przewloka M., Jerzmanowski A., Kuras M.

2001. Disturbances of pollen development in tobacco plants with low level of histone

HI. Biol. Bull. Poznan. (obecnie Biological Letters), 38(1): 55-61.

o Slusarczyk J., Prymakowska —Bosak M., Przewloka M., Jerzmanowski A., Kuras M.

2001. Disorders of microsporogenesis in transgenic tobacco plants with disturbed
proportions of native histone H1 variants. Acta Biol. Crac. Series Bot., 43: 69-78.

Wplyw zmiany proporcji wariantow histonu H1 na mikrosporogenez¢ i rozwoj
gametofitu meskiego oraz tapetum w transgenicznych roslinach tytoniu (Nicotiana

tabacum L.).

Kontynuujac badania nad mechanizmem dziatania histonu H1, kluczowego sktadnika
bialkowego chromosomow  wszystkich organizméw eukariotycznych, analizowano
transgeniczne rosliny tytoniu z réznym poziomem wariantéw histonu H1. Tyton posiada sze$¢
wariantow sekwencyjnych histonu H1: dwa duze (H1A 1 HIB) stanowiace okoto 90%
wszystkich H1 1 cztery mate (HIC, HID, H1E 1 H1F) wystepujace w sladowych ilosciach.
Badano nastgpujace grupy ro$lin: K — grupa kontrolna z pelnym sktadem wariantow
histonowych, - AB — z wytaczonymi wariantami A i B, - ABCD — z wylaczonymi wariantami
A, B, CiD oraz — CD — z wylaczonymi wariantami C i D.

Wszystkie warianty roslin, podobnie jak we wczesniejszych badaniach, wykazywaty
w stosunku do kontroli zaburzenia w rozwoju kwiatu polegajace na wydtuzeniu szyjki stupka
ponad poziom glowek precikowych i nie dochodzito w nich do samozapylenia i w efekcie

wytwarzania nasion. Analiza mikrosporogenezy u tych ro$lin, ujawnita zréznicowany poziom
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asynchronicznosci przebiegu mejozy, wystgpowanie aberracji chromosomowych i w efekcie
powstawanie sterylnych ziaren pytku. Najwigksza liczbe sterylnych ziaren pytku i aberracji
obserwowano u roslin z wylaczonymi wariantami AB oraz ABCD (odpowiednio: 84,4% oraz
81,4%). W roslinach — CD procent aberracji i sterylnych ziaren pytku (13%) byt zblizony do
poziomu materialu kontrolnego (8%). Obserwacje mikrosporogenezy w TEM wykazaty, ze w
przypadku roslin z wylaczonymi wariantami AB oraz ABCD powstajace ziarna pytku bylty w
znacznej czgsci zdegradowane. Najmniej zdegradowanych ziaren pytku w stosunku do
kontroli obserwowano u roslin z wytaczonymi wariantami CD.

Powszechnie wiadomo, ze jednym z warunkow wyksztalcenia ptodnego pytku jest
obecno$¢ prawidtowo funkcjonujacego tapetum. Przeprowadzone obserwacje ultrastruktury
komorek tapetum pylnikowego w kontekscie zaburzen, jakie wystgpowaly w procesie
mikrosporogenezy u tych ro$lin wykazaty, ze rozwd¢j tapetum we wszystkich grupach
badanych roslin odbywat si¢ prawidlowo i1 sekwencja zmian byla typowa jak w kontroli.
Jednak pewne roznice ultrastrukturalne uwidocznity si¢ w okresie funkcjonowania tapetum,
jako tkanki sekrecyjnej i w fazie degradacji. W cytoplazmie komorek tapetum, przy udziale
rER, powstawaty ciala lipidowe, ktére po przedostaniu si¢ na powierzchni¢ komoérki i do
loculus uczestniczyly w formowaniu sporodermy ziaren pytku. W kontroli 1 we wszystkich
kombinacjach z wyjatkiem —ABCD, ciala te wygladaty podobnie: byty one szare, homogenne
1 otoczone czarnymi klaczkowatymi ztogami. Natomiast u roslin z wylaczonymi wariantami
A, B, C i D ciala te byly jasniejsze, nieco rozrzedzone i1 nie otaczaty ich czarne strzgpiaste
ztogi. Z kolei u roslin —CD pomigdzy pozostalosciami zdegradowanych komorek tapetum,
czeSciej niz w kontroli 1 w pozostatych kombinacjach badawczych, obserwowano duze
lipidowe ztogi.

W badaniach wykazano, ze warianty C i D histonu H1 sg alternatywne dla normalnego
wzrostu 1 rozwoju ro$lin tytoniu. Natomiast indukcja meskiej sterylnosci u tytoniu jest
zwigzana ze zmiang proporcji duzych i matych wariantow histonu H1, a nie zalezy od
nadekspresji wariantow C 1 D. Wylaczenie poszczegdlnych wariantéw histonu H1 wptywa,
wigc gtownie na przemiany zachodzace w tkance sporogennej podczas mikrosporogenezy, i
powoduje tylko nieznaczne zmiany w komorkach warstwy tapetum, zwiazane z tworzeniem
ciat Ubisha.

Wyniki powyzszych badan zostaty opisane w nastgpujacych publikacjach:
o  Przewfoka M.R., Wierzbicki A., Slusarczyk J., Kuras M., Grasser K.D., Stemmer C.,

Jerzmanowski A. 2002. The ,, drought-inducible” histone Hls of tobacco play no role
in male sterility linked to alterations in H1 variants. Planta, 215: 371-379.
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) S‘lusarczyk J. Wierzbicki A., Przewloka M., Tykarska T., Jerzmanowski A., Kuras M.
2003. Influence of change in the proportion of H1 histone variants on
microsporogenesis and development of male gametophyte in transgenic plants of
tobacco (Nicotiana tabacum L.). Acta Soc. Bot. Pol., 72 (1): 25-35.

) S‘lusarczyk J. Tykarska T., Wierzbicki A., Jerzmanowski A., Kuras M.. 2006. Tapetum
development in transgenic tobacco plants (Nicotiana tabacum L.) with modified level
histone H1 variants. Acta Soc. Bot. Pol., 75(1): 95-105.

Badania skladu gatunkowego pasozytéw mszyc Polski centralnej i poludniowej
oraz analiza zmian ultrastrukturalnych i cytochemicznych spowodowanych zerowaniem

mszycy pelargoniowej (Acyrthosiphon pelargonii (Kalt.).

Studia dotyczyty rozpoznania sktadu gatunkowego pasozytow mszyc wystgpujacych
w réznych ekosystemach, rejonach uprzemystowionych, terenach lesnych 1 miejskich
terenach rekreacyjnych i zwiazane byly z problematyka badawcza Zakladu Ekologii i
Ochrony Srodowiska. Badania prowadzono na 128 gatunkach drzew, krzewow i roslin
zielnych. Ogétem wyhodowano 60 gatunkow pasozytniczych btonkowek, nalezacych do 11
rodzajow, ze 113 gatunkoéw mszyc. Najliczniej obecny byt rodzaj Aphidius, reprezentowany
przez 20 gatunkoéw pasozytéw. Mniej liczne w gatunki byly rodzaje: Trioxys (10), Praon (9),
Ephedrus (4), Lysiphlebus (4). Z pozostatych rodzajow pasozytow wyhodowano po jednym
gatunku.

Z kolei analiza zmian ultrastrukturalnych 1 cytochemicznych, w liSciach pelargonii
bluszczolistnej (Pelargonium hederifolium hort.), wywolanych zerowaniem mszycy
pelargoniowej (Acyrthosiphon pelargonii (Kalt.), wykazata podwyzszenie ilosci zwiazkow
fenolowych. Wiele depozytéw fenolowych bylo ulokowane w wakuolach, w przestrzeniach
migdzy membrana plazmatyczng a $ciana komoérkowa oraz  w  przestrzeniach
migdzykomorkowych. Rosliny wyksztalcity, bowiem mechanizmy obrony przed
szkodnikami, ktére maja inny charakter niz analogiczne reakcje u zwierzat. Nie zapobiegaja
one samej infekcji, ale moga skutecznie zahamowacé proces jej rozwoju. Polega on m.in. na
nagromadzeniu w miejscu zerowania owadow zwiazkéw chemicznych o szerokim spektrum
dziatania 1 znacznej toksyczno$ci wobec patogenow. W przypadku pelargonii zwiazki te
naleza gtownie do grupy fenoli, co wykazaly obserwacje mikroskopowe i analiza
biochemiczna. W roslinach zasiedlonych przez mszyce obserwowano takze wzrost
aktywnosci organelli komoérkowych oraz oddzielanie si¢ uszkodzonych przestrzeni w postaci
degradacji membrany plazmatycznej. W rejonie zerowania mszyc, na terenie cytoplazmy
komorek migkiszowych, obserwowano zmiany degradacyjne chloroplastow, uszkodzenia w

obrgbie tonoplastu i liczne pecherzykowate depozyty w poblizu membrany plazmatycznej. W
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komorkach wzrastala ilo$¢ endoplazmatycznego retikulum, struktur mielinowych i
mitochondriéw, ktorych kristy byly wydtuzone i powigkszone. U wielu roslin odpowiedzia
obronna jest tzw. reakcja nadwrazliwosci, polegajaca na obumieraniu komorek roslinnych w
miejscu infekcji patogena. Zjawisko to zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ infekcji w czasie
potrzebnym roslinie do uruchomienia innych mechanizméw obronnych, np. syntezy
allomondw. Obserwowane zmiany degradacyjne byly przypuszczalnie oznaka takiej reakcji.

Wyniki powyzszych badan zostaty przedstawione w nastepujacych publikacjach:

o Wiqckowski S., Wigckowska L., Werstak K., Slusarczyk J. 2000. Parazytoidy mszyc
(Hymenoptera : Aphidiidae) Polski centralnej i potudniowej. Wiad. Entom., 20(1-2):
57-65.

o Slusarczyk J. 2004. W jaki sposéb rosliny broniq sie przed czynnikami
patogenicznymi? W: ,, IV Kielecki Festiwal Nauki. Prezentacje festiwalowe.” Grysa K.
(Red.), Akademia Swigtokrzyska Press, Kielce, 16-17.

o Slusarczyk J. 2006. Zmiany ultrastrukturalne i cytochemiczne w lisciach pelargonii

(Pelargonium sp.) spowodowane zZerowaniem mszycy pelargoniowej (Acyrthosiphon
pelargonii (Kalt.). Acta Agrobotanica, 59, (2): 59-67.

Perspektywy wykorzystania zwigzkéw selenu na +4 stopniu utlenienia, jako

potencjalnych preparatow leczniczych w chorobach nowotworowych.

W pracy przedstawiono stan wiedzy na temat rodzajow i roli zwiazkow selenu w
prawidlowym funkcjonowaniu organizmow oraz mozliwosci wykorzystania ich w terapii
przeciwnowotworowej. Selen jest niezbednym skladnikiem organizmoéw zywych. W tancuchu
pokarmowym przechodzi z gleby do roslin, a nastgpnie z pokarmem roslinnym dostaje si¢ do
organizméw zwierzat. Zawartos$¢ selenu w diecie cztowieka jest zalezna od zasobnosci gleby
w ten pierwiastek. Chroni on organizm przed szkodliwym dzialaniem wolnych rodnikow
tlenowych, nadtlenku wodoru 1 niektorych nadtlenkéw organicznych. W organizmach
zwierzegcych selen wystgpuje w postaci selenoprotein, ktore uczestnicza w szeregu procesow
biochemicznych odpowiadajac za prawidlowe funkcjonowanie catego organizmu. Zwiazki
selenu wykazuja duza skuteczno$¢ w leczeniu m.in. choréb nowotworowych. Uwaza sig, ze
niski poziom selenu w organizmie moze by¢ traktowany, jako jedna z przyczyn powstawania
nowotworu. Zainteresowanie, tak waznym dla zdrowia populacji ludzkiej, dzialaniem selenu
zapoczatkowato wiele badanh nad metabolizmem 1 rola zwiazkoéw organicznych 1
nieorganicznych tego pierwiastka. Jedne z pierwszych badan prowadzono ze zwiazkami
nieorganicznymi tzn. selenianem (IV) i selenianem (VI). Wykazaty one hamujace dziatanie na

wzrost komorek nowotworowych, lecz przez odmienne mechanizmy. Selenian (VI)
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charakteryzuje si¢ odwracalng inhibicja i hamuje fazg G; cyklu komorkowego, za$ selenian
(IV) powoduje nieodwracalne zahamowanie cyklu komodrki w fazie S. Jednym z jego
zwiazkow nieorganicznych, zawierajacych selen na +4 stopniu utlenienia jest sodu selenian
(IV). Badania in vitro wykazaty, ze dziala on bardzo skutecznie jednak jego wysoka
toksyczno$¢ (LDsp 3,5 mg/kg masy ciata) znacznie ogranicza stosowanie w terapii
przeciwnowotworowej. Zwiazkiem organicznym, rowniez zawierajacym selen na +4 stopniu
utlenienia, o dziataniu przeciwnowotworowym, jest zsyntetyzowany w Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym preparat 0 nazwie Selol. Wykorzystuje on podwojny efekt
dziatania selenu na +4 stopniu utlenienia, prooksydacyjny a nast¢pnie antyoksydacyjny.
Dziatanie prooksydacyjne zwiazane jest z wysokim stgzeniem glutationu w komorkach i
redukcja selenu (IV) do selenu na +2 stopniu utlenienia. Powstaje wtedy duza ilo$¢
jonorodniké6w ponadtlenkowych, ktére moga uszkadza¢ komorki nowotworowe 1 powodowac
apoptoz¢. Przy niskim stgzeniu glutationu proces redukcji selenu przebiega wolniej.
Wytwarzane jonorodniki ponadtlenkowe ulegaja procesowi dysmutacji 1 nastgpnie
detoksykacji przy wudziale peroksydazy glutationowej. Selen spelnia swoja funkcje
antyoksydacyjna gtownie jako kofaktor selenoprotein, takich jak selenozalezne peroksydazy
glutationowe i reduktaza tioredoksynowa. Indukowany przez glutation stres oksydacyjny jest
jednym z najwazniejszych mechanizmow odpowiedzialnych za cytotoksyczne dziatanie
zwiazkow selenu (IV) oraz indukcje apoptozy w komorkach.
Praca o charakterze przegladowym stanowita rozdzial w niniejszej monografii:
e Suchocki P., Suchocka Z., Wierzbicka M., Slusarczyk J., Zobel A., Nowakowska J.,
Kuras M. 2007. Selen IV nadziejq w walce z nowotworami. W.: ,,Aktualne problemy

immunodiagnostyki i immunotoksykologii.” Siwicki A.K. i Skopinska - Rozewska E.
(Red.), Wyd. Edycja, Olsztyn, 93-107.

Nowe mozliwosci wykorzystania obszarow wiejskich w dzialalnosci edukacyjno —
wychowawczej spoleczenstwa oraz jako miejsce wytwarzania zdrowej, ekologicznej
Zywnosci.

W pracy, bedacej wynikiem wspolpracy z nauczycielami i uczniami, przedstawiono
aktualne problemy i nowe mozliwosci wykorzystania 1 zaktywizowania terenow wiejskich
regionu $wigtokrzyskiego w dziedzinie edukacji, agroturystyce oraz produkcji zywnosci
ekologicznej. Wzrost popytu na zywno$¢ ekologiczna powoduje, ze wielu rolnikéw
przechodzi na ekologiczne metody gospodarowania. Do nowych inicjatyw w §rodowiskach
wiejskich nalezy zaliczy¢ takze turystyke zrownowazona, turystyke wiejska, agroturystyke

czy ekoturystyke. Gospodarstwa ekologiczne moga sta¢ si¢ roOwniez, godna polecenia dla
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nauczycieli, forma edukacji, w ramach ktorej ksztattuje si¢ pozytywna postawa ucznia wobec
$rodowiska, czyli postawa proekologiczna. Opracowane programy obejmuja tresci
wychowawczo-edukacyjne, zwigzane z praca na roli, rzemiostem artystycznym, nawigzujace
do minionych okreséw. MEN wprowadzilo w programach szkolnych tzw.
miedzyprzedmiotowsg $ciezke edukacyjng pt. ,,Edukacja regionalna — dziedzictwo kulturowe
regionu”, ktéra proponuje taka wlasnie realizacj¢ zaje¢ szkolnych.
Praca stanowila rozdzial w niniejszej monografii:
o Slusarczyk J. 2012. Obszary wiejskie: nowe perspektywy, nowe inicjatywy, nowe
zagrozenia w stylu zycia i odzywiania. W: ,, Wspolczesne ksztalcenie i doskonalenie
zawodowe nauczycieli przedmiotow przyrodniczych na obszarach wiejskich i

miejskich.” Fudali I., Zeber-Dzikowska I, Buchcic E. (Red.), Wyd. Perpetuum Mobile,
Kielce, 447-466.

Sumaryczny Impact Factor przedstawionych powyzej publikacji, w ktoérych opisano
pozostale osiagniecia naukowo-badawcze, nie wlaczane do osiagnigcia stanowigcego
podstawe postegpowania habilitacyjnego, wynosi 4,759 (IF zgodny z rokiem publikacji; IF2015
— 15,561). Sumaryczna liczba punktow MNiSW (zgodnie z aktualng punktacja z dnia
23.12.2015) wynosi 188.

fyﬂ/trzzéz Ji’twﬂfﬂ?[/

40



