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Studia podyplomowe — Dietetyka i planowanie zywienia- Wydziat
Nauk Spotecznych i Nauk Medycznych, Wyzsza Szkota Nauk
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Tytul: specjalisty z zakresu uzytkowania 1 patologii zwierzat
laboratoryjnych, Komisja do Spraw Specjalizacji Lekarzy
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antybiotykow jonoforowych.
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1997-2003  Tytut zawodowy lekarza weterynarii, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej Akademii Rolniczej (obecnie Uniwersytet

Przyrodniczy) w Lublinie

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych/artystycznych

01.05.2010 do dnia dzisiejszego - Zaklad Farmakologii i Toksykologii, Panstwowy
Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut

Badawczy w Putawach, adiunkt

01.05.2009 - 30.04.2010 - Zaklad Farmakologii i Toksykologii, Panstwowy Instytut
Weterynaryjny -Panstwowy Instytut Badawczy

w Putawach, glowny specjalista -badawczo-techniczny

01.02.2008 - 30.04.2009 - Zaklad Farmakologii i Toksykologii, Panstwowy Instytut
Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy

w Pulawach, specjalista inzynieryjno-techniczny

01.10.2003 - 30.09.2008 - Zaktad Toksykologii i Ochrony Srodowiska, Katedra
Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych, Wydziat
Medycyny Weterynaryjnej Akademia Rolnicza, Lublin,

uczestniczka studidw doktoranckich
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4. Wskazanie osiggniecia” wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm.
w Dz. U. 22016 r. poz. 1311.)

a) Osiagni¢gciem naukowym jest jednotematyczny cykl publikacji pod wspdlnym
tytulem:

»Badanie toksycznosci wybranych substancji obcych
z wykorzystaniem metod in vitro”

b) Publikacje stanowigce osiggnigcie naukowe:

H.1. Radko L., Cybulski W., Rzeski W.: The protective effects of silybin on the
cytotoxicity of thiram in human, rat and chicken cell cultures. 2017. Pesticide
Biochemistry and Physiology, 143, 154-160.

IF2017 = 3,440, MNiSW =30 pkt., liczba CytOWElfl (Web of Science Core Collection) — 1

M¢j wkiad w powstanie pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu
wszystkich do$wiadczen, wspotprowadzeniu hodowli komoérkowych, wykonaniu czg¢sci testow
oceny cytotoksycznosci, opracowaniu i interpretacji wynikow, opracowaniu wykreséw i tabel,
zebraniu pismiennictwa, sformutowaniu wnioskéw, redagowaniu manuskryptu, wystaniu pracy
do druku oraz wykonaniu korekty po recenzji. Mdj udziat procentowy szacuje na 90%.

H.2. Radko L., Minta M., Styputa-Trebas S.: Differential toxicities of albendazole
and its two main metabolites to Balb/c 3T3, HepG2, and FaO lines and rat
hepatocytes. 2016. Journal of Veterinary Research, 60, 495-500.

[F2016 = 0,462, MNiSW = 15 pkt., liczba CytOWﬁfl (Web of Science Core Collection) — 2

M¢j wktad w powstanie pracy polegal na: opracowaniu koncepcji badaf, zaplanowaniu
doswiadczenia, zaktadaniu hodowli komérkowej w celu wykonania badan, wykonaniu testow
oceny cytotoksycznosci, interpretacji uzyskanych wynikow, zebraniu pi$miennictwa,
opracowaniu wykreso6w 1 tabel, redagowaniu wstgpnej wersji manuskryptu. Moj udziat
procentowy szacuj¢ na 85%.

H.3. Radko L., Minta M., Jedziniak P., Stypufa-Trebas S.: Comparison of
albendazole cytotoxicity in terms of metabolite formation in four model systems.
2017. Journal of Veterinary Research, 61, 313-319.

IF2017 = 0,811, MNiSW =15 pkt., liczba CytOWﬁfl (Web of Science Core Collection) — 0

M¢j wktad w powstanie pracy polegal na: opracowaniu koncepcji badaf, zaplanowaniu
doswiadczenia, izolacji hepatocytéw szczura, prowadzeniu hodowli komérkowych, wykonaniu
testow oceny cytotoksycznosci, interpretacji uzyskanych wynikow, zebraniu pi$miennictwa,
opracowaniu wykreso6w 1 tabel, redagowaniu wstgpnej wersji manuskryptu. Moj udziat
procentowy szacuj¢ na 85%.
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H.4. Cybulski W., Radko L., Rzeski W.: Cytotoxicity of monensin, narasin and
salinomycin and their interaction with silybin in HepG2, LMH and L6 cell
cultures. 2015. Toxicology in Vitro, 29, 337-344.

[F2015 = 3,338, MNiSW =30 pkt., liczba CytOWﬁfl (Web of Science Core Collection) — 10

M¢j wklad w powstanie pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
wszystkich do$wiadczen, wspotprowadzeniu hodowli komoérkowych, wykonaniu cze¢sci testow
cytotoksycznosci, opracowaniu i interpretacji wynikow, opracowaniu wykresow i tabel, zebraniu
piSmiennictwa, sformutowaniu wnioskow, redagowaniu manuskryptu, wystaniu pracy do druku
oraz wykonaniu korekty po recenzji. M6j udziat procentowy szacuj¢ na 90%.

H.5. Radko L., Olejnik M.: Cytotoxicity of anticancer candidate salinomycin and
identification of its metabolites in rat cell cultures. 2018. Toxicology in Vitro, 52,
314-320.

[F2018 = 3,105, MNiSW =30 pkt., liczba cytowafl (Web of Science Core Collection) — 0

M¢j wklad w powstanie pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu
doswiadczen, izolacji hepatocytow szczura, prowadzeniu hodowli komoérkowych,
przeprowadzeniu testow oceny cytotoksycznosci, analizie statystycznej 1 interpretacji
uzyskanych wynikow badan z cytotoksycznosci, zebraniu piSmiennictwa, przygotowaniu
manuskryptu do publikacji oraz opracowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow. M¢j udziat
procentowy szacuj¢ na 80%.

e Sumaryczna warto$¢ wspolczynnika wpltywu (Impact Factor, IF) dla
publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe wedlug Web of Science Core
Collection —11,156.

e Sumaryczna liczba punktow MNiSW dla publikacji stanowigcych osiggnigcie
naukowe — 120 pkt.

* Kopie publikacji oraz o$wiadczenia wspotautorow, okreslajace indywidualny wkiad kazdego z nich
w powstanie pracy znajdujg si¢ odpowiednio w zalacznikach 4 i 5 do wniosku o przeprowadzenie
postgpowania habilitacyjnego.
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b) Omowienie celu naukowego prac ww. prac i osiaggnietych
wynikow wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Ze wzgledéw etycznych, przepisow prawnych o ochronie zwierzat oraz
uwarunkowan ekonomicznych coraz wigkszy nacisk kladzie si¢ obecnie na badania,
metodami alternatywnymi do konwencjonalnych badan na zwierzgtach, toksycznych
efektow dzialania r6znych substancji. Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady
2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych
réwniez jasno okresla konieczno$¢ stosowania metod alternatywnych, poprzedzajac
konwencjonalne badania na zwierzetach, jako wiodacych metod badawczych, co
pozwala na ograniczenie wykorzystania zwierzat w eksperymencie. Wszystkie
dziatania w tym zakresie uwzgledniaja zasad¢ 3R. Pomystodawcami tej idei byli,
dwaj Anglicy, Russel i Burch, ktérzy w roku 1959 nakreslili jej zasady (Russell
i Burch, 1959). 1R - Reduction - ograniczenie liczby zwierzat - postepowanie to
obejmuje metody, ktore pozwalaja na zmniejszenie calkowitej liczby zwierzat
uzytych w doswiadczeniu lub teécie i uzyskanie porownywalnego zakresu danych
(informacji) z uzyciem mniejszej ich liczby lub wigkszej liczby danych od tej samej
liczby zwierzat. 2R -Refinement - udoskonalenie metod - postepowanie to obejmuje
metody, ktore radykalnie minimalizuja bol, cierpienie, dystres lub trwale urazy, jakich
moga doswiadcza¢ zwierzgta, i1 roéwnie znaczaco poprawiaja ich dobrostan.
Udoskonalenie odnosi si¢ do wszystkich aspektow wykorzystywania zwierzat,
poczawszy od warunkow ich utrzymania do warunkéw, w jakich prowadzony jest
eksperyment. Ostatnim elementem opisywanej zasady jest 3R- Replacement -
zastepowanie zwierzat w eksperymencie przez modele badawcze nie odczuwajace
cierpien. Oznacza to zastosowanie metod, ktore pozwalaja unikng¢ wykorzystania lub
zastapi¢ zwierzeta w badaniach badz testach. W niektérych przypadkach, wstepne lub
wzgledne zastgpienie jest stosowane jako pierwszy etap bezwzglednej eliminacji
zwierzat z doswiadczenia — jest to zastapienie wyzszych zwierzat kregowych przez
hodowle tkankowe lub komérkowe, embriony kregowcow lub zwierzeta bezkregowe.
Przyktadami takiego postepowania sa: wykorzystanie ludzkich tkanek badz komoérek;
cigglych linii komérkowych lub komorek i tkanek pobranych od zwierzat, ktére uzyto
wylacznie do tego celu, nieobjetych ochrong prawng ptodéw kregowcdw czy zwierzat

bezkregowych, oraz wykorzystanie modeli matematycznych lub komputerowych.
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Powstalo wiele fundacji i1 instytucji opracowujacych nowe programy badawcze
w ramach metod alternatywnych. Jednym z najstarszych jest program FRAME (The
Fund for the Replacement of Animals in Medical Experiments), ktorego zatozZenia
powstaly juz w 1969 roku. Koordynowaniem realizacji tych zamierzeh w Europie
1 prawidlowym rozwojem badan alternatywnych zajmuje si¢ ECVAM (European
Center for Validation of Alternative Methods) powolany przez Parlament UE
w Brukseli. W ostatnich latach zainteresowanie badaczy wzbudzito wprowadzanie
modeli narzadéw (organ on chips) w doswiadczeniach. Z duzym powodzeniem
sprawdzaja si¢ one w badaniach m.in. w kardiologii, w badaniach nad
patomechanizmem astmy i w badaniach przerzutow nowotwordéw zlosliwych jak
1 nad komorkami hematopoetycznymi (Baker 1 wsp. 2015, Burdrn i wsp. 2015, Doke
1 wsp. 2015). Wykorzystanie tego modelu w toksykologii wymaga jednak jeszcze
wielu udoskonalen. W chwili obecnej testy substancji o dziataniu draznigcym, ktore
stosowane s3 w kosmetologii oraz jako skltadniki niektorych lekow prowadzi sig
wylacznie in vitro na hodowlach komorkowych (Baker i wsp. 2015, Burdrn 1 wsp.
2015) eliminujac tym samym udziat zwierzat w testach. Nalezy takze podkresli¢, ze
wykorzystanie badan in vitro ma ogromne znaczenie w obliczu obowigzujacych
regulacji prawnych zaktadajacych konieczno$¢ rejestracji wszystkich substancji
chemicznych, zar6wno obecnych i wprowadzanych na rynek, z jednoczesng
charakterystyka ich oddzialywania na zdrowie czlowieka i srodowisko naturalne

(REACH, Registration, Evaluation, Authorisation of Chemicals).

Ze wzgledu na brak wystarczajacej wiedzy odnosnie wptywu na zdrowie ludzi
1 zwierzat ogromnej liczby obecnych w zywnos$ci i1 w $rodowisku substancji
chemicznych, duza uwaga $wiata nauki skupiona jest na opracowaniu szybkich
i tanich testow pozwalajacych na przeprowadzenie oceny toksykologiczne;.
W ostatnich latach coraz wigksze nadzieje poklada si¢ w metodach in vitro, zwlaszcza
takich, w ktorych jako modele badawcze stosuje si¢ hodowle komorkowe: ciagtych
linii komorkowych, ustalonych linii komoérkowych oraz izolowanych komorek
z narzadow (hodowle pierwotne). W badaniach toksyczno$ci in vitro z powodzeniem
wykorzystywane s3 rézne modele komoérkowe. Sposrod istniejacych, do oceny
toksyczno$ci in vitro, szczegblng uwage przywigzuje si¢ do badan z udzialem

komorek zachowujacych zdolnos¢ metaboliczng zwlaszcza komorek watroby w tym



Zatacznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

hepatocytow (Guillouzo, 1998). Pozwalaja one na oceng substancji, zwtaszcza lekow,
ktérych metabolity mogg by¢ bardziej toksyczne od substancji macierzystej oraz na
badanie wrazliwos$ci migdzygatunkowej. Istotne jest to z punktu widzenia weterynarii
gdzie prowadzenie takich badan wymagalo wykorzystania duzej liczby zwierzat.
Nalezy takze pamigtac, ze wrazliwo$¢ ludzi na wiele substancji obecnych w zywnosci
nie zostata do chwili obecnej doktadnie okreslona. Rozwigzaniem tego problemu jest
zastosowanie w badaniach toksycznosci ciagtych linii komoérkowych, ktore
catkowicie eliminujg organizmy zywe z do$wiadczen, zast¢pujac je hodowlami
komorek, ktore sg niesmiertelne. Najczesciej wykorzystywane w badaniach sg ciggte
linie komoérkowe, pochodzace z komoérek nowotworowych lub powstajace w wyniku
transformacji lub tez transfekcji prawidlowych komoérek. Metody te zyskuja coraz
czgstsze zastosowanie w badaniach przesiewowych z uwagi na najmniejsze
ograniczenia w zakresie zasady 3R. Réwniez do badan toksycznosci podstawowe;j
substancji wybiera si¢ najczesciej ciggle linie komérkowe z uwagi na ich dobra
charakterystyke, wzgledna stabilno$¢ 1 stosunkowo tatwa obstuge hodowli (Castel,
2006). Najwigksza wada takiego rozwigzania jest jednak brak linii komorkowej
charakteryzujacej si¢ zard6wno odpowiednim tempem i liczba podzialéw jak
1 posiadajacej fenotyp mozliwie najbardziej zblizony do izolowanych komorek
z narzadow zwierzat lub ludzi. Watrobowe linie komérkowe charakteryzuja sie
praktycznie nieograniczong liczbg podziatéw, ale ich funkcje, np. produkcja
mocznika czy aktywno$¢ poszczegélnych izoform cytochromu P450 s uposledzone.
Posrod istniejacych ciaglych linii komorkowych najczgsciej wykorzystywana jest
linia HepG2, pochodzaca z nowotworu watrobowo komoérkowego cztowieka. Linia
ta wyrdznia sig, na tle innych, fenotypem najbardziej zblizonym do watrobowego, np.
synteza albuminy i innych bialek, w tym czynnikdéw krzepnigcia oraz zachowaniem
zywotnosci 1 funkcjonalno$ci podczas perfuzji osoczem pochodzacym od pacjentow
z niewydolno$cig watroby (Coward, 2009). Najwicksza wadg jest brak mozliwosci
przeksztalcania amoniaku do mocznika ze wzgledu na brak funkcjonalnych enzymow
cyklu mocznikowego — arginazy I i karbamoilotransferazy ornitynowej oraz obnizone
zdolno$ci detoksykacyjne, w tym aktywno$ci cytochromu P450. W przypadku
cytochromu ogromny wptyw na jego dzialanie majg warunki hodowli — sktad medium

hodowlanego 1 numer pasazu (Doostdar, 1988; Wilkening, 2003). Wiele badan
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odnos$nie toksycznosci in vitro jest rowniez prowadzona na ciggltych liniach
komoérkowych pochodzacych od zwierzat, m.in. szczuréw, myszy, kur a nawet
owadow. Ze wzgledu na wiele ograniczen jakie posiadaja ciggle linie komérkowe
oraz trudno$ci w ekstrapolacji uzyskanych wynikow na warunki in vivo, badania
prowadzone sg takze na izolowanych komorkach z narzadow zwierzat lub ludzi.
Hodowle izolowanych hepatocytow zaliczane sa do ,,zlotego standardu” modelu
badan nad toksyczno$cia w tym nad biotransformacja ksenobiotykéw. Hodowle te
wykazuja ekspresje enzymow zarowno fazy I jak i II metabolizmu. Umozliwiajac
identyfikacje lekow, ktore sa induktorami lub inhibitorami m.in. monooksygenaz
i transferaz oraz badania nad ich hepatotoksycznoscig. Hodowle tego typu sa rowniez
w stanie odtworzy¢ profil metaboliczny leku podobny do otrzymanego in vivo. Ze
wzgledu na zachowanie réznic gatunkowych sa doskonalym modelem mogacym
shuizy¢ do badan porownawczych dotyczacych toksycznos$ci lekow. Na izolowanych
komoérkach pochodzacych od jednego osobnika mozna przeprowadzi¢ badania
toksycznosci kilku substancji co nie jest mozliwe w warunkach in vivo. Wszystkie te
cechy sprawiaja, ze hodowle pierwotne hepatocytow sa bardzo czgsto stosowane
w badaniach. W zwiazku z istotng kwestia jaka jest nieregularny dostep do komorek
ludzkich, w badaniach wykorzystuje si¢ model komorek zwierzecych, zwlaszcza
szczura jako zwierzecia modelowego w badaniach toksycznosci lekéw. Zaleta
wymienionego gatunku jest fakt, ze cytochrom CYP3A4, najpowszechnie]
wystgpujaca  izoforma,  charakteryzuje  si¢  najmniejsza ~ zmienno$cia
miedzygatunkowa 1 to wlasnie szczur (ale jedynie osobniki meskie ze wzgledu na
prawie 7-krotng roznice w metabolizowaniu mig¢dzy samcami a samicami) jest
modelem rekomendowanym dla ludzkich hepatocytow (Bogaards, 2000). Poza
dziataniem cytochromu P450, hepatocyty szczurze i1 ludzkie wykazuja wiele cech
réznigcych m.in. aktywno$¢ transporteroOw zaangazowanych w wyrzut substancji
szkodliwych czy ilo§¢ wydzielanych kwasow zétciowych (Marion, 2012). Wadami
modelu pierwotnych hodowli, jest stosunkowo krotki okres przezywania komorek
oraz niestabilno$¢ fenotypowa zwigzana z trudnoscia w standaryzacji metody
w zwigzku z wysoka réznorodno$ciag migdzyosobniczg. Eutanazja pewnej liczby

zwierzat w prowadzonych badaniach toksycznos$ci in vitro jest niestety konieczna
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w celu pobrania materiatu, ktory najlepiej odzwierciedla procesy zachodzace
w warunkach in vivo.

We wspodlczesnej toksykologii coraz silniej odczuwa si¢ potrzebe
poszukiwania odpowiednich miernikéw (biomarkerow) pozwalajacych na ocene
szkodliwych skutkéw narazenia na substancje obce, a ktérymi moga by¢ kazde
pomiary zwigzane z interakcjami zachodzacymi w systemach biologicznych pod
wplywem czynnika toksycznego (Eisenbrand i wsp. 2002, Freshney, 2001). Wsrod
biomarkerow wyr6zniamy: biomarkery ekspozycji — stezenia substancji lub ich
metabolitow w tkance; biomarkery wrazliwo$ci — odnoszace si¢ do rdznic
gatunkowych, osobniczych itp. oraz biomarkery skutku — mierzalne zmiany
w organizmie. Na poziomie komodrkowym, efektami oddzialywania substancji
toksycznej z docelowymi miejscami uszkodzenia moga by¢ m.in. zaklocenia cyklu
komoérkowego, uruchomienie procesoOw apoptozy, zwigkszenie przepuszczalnosci
blon komérkowych, zmiany w ekspresji genow. W warunkach in vivo zaburzenia
takie, w zalezno$ci od nasilenia i czasu trwania, moga prowadzi¢ do powstania
zaburzeh w czynno$ciach fizjologicznych, a nastgpnie zmian patologicznych
w obrebie narzadu. Takze w ukladzie in vitro niezbedne jest dysponowanie
odpowiednio dobranymi biomarkerami, ktérych pomiar umozliwi ocene
wspotzaleznosci pomiedzy stezeniem badanej substancji, a zaobserwowanym
efektem. Ze wzgledu na ro6znorodno$¢ mechanizméw prowadzacych do $mierci
komorki, wprowadzono szereg metod pozwalajacych wnioskowac o oddziatywaniu
badanej substancji na poszczegolne struktury i funkcje komoérkowe. Obecnie
najbardziej wyczerpujacym zroédtem informacji na temat alternatywnych metod
stosowanych w toksykologii, prowadzonych w warunkach in vitro sa dane znajdujace
si¢ w protokotach zawartych w banku danych INVITTOX (The ERGATT/ FRAME
Data Bank of In Vitro Techniques in Toxicology). Wybor odpowiedniego testu
podyktowany jest celem badan oraz wymaganiami odno$nie wykorzystania komorek
w dalszej ocenie. W badaniach cytotoksycznosci podstawowe] najczescie]
wykorzystuje si¢ testy umozliwiajace ocene: integralnosci blon komérkowych (m.in.
test uwalniania dehydrogenazy mleczanowej z komorki (test LDH); zdolnos$ci
proliferacyjnych (m.in. pomiar calkowitego biatka komorkowego (test Kenacid Blue

(KB)); aktywno$ci mitochondrialnej komoérek (m.in. test redukcji bromku 3-(4,5-
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dimetylo-2-tiazoilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazolu (test MTT); aktywno$ci lizosomalnej
komorek (m.in. test wychwytu czerwieni obojetnej (test Neutral Red Uptake (NRU)).
Wymienione parametry sa bardzo czulymi wskaznikami toksycznego dzialania
substancji, pozwalajacymi nie tylko na stwierdzenie dzialania toksycznego, ale
roéwniez wskazujacymi, na ktore elementy subkomoérkowe wywieraja wptyw badane
substancje.

Brak szczegdtowych danych dotyczacych toksycznego dziatania wybranych
substancji stosowanych w rolnictwie i w medycynie weterynaryjnej na zwierzeta,
a szczegolnie na czlowieka (jako konsumenta narazonego na pozostatosci tych
substancji w produktach spozywczych) sklonilo mnie do podjgcia badan, ktore
koncentrowaty si¢ na wykorzystaniu réznych modeli hodowli komorkowej
i przydatnosci ich w badaniach oceny szeroko rozumianego bezpieczenstwa

chemicznego.
Podsumowujac gldwnymi celami podjetych przeze mnie badan bylo:

1. Okreslenie  cytotoksycznosci  wybranych  substancji  stosowanych
w rolnictwie i w medycynie weterynaryjnej na hodowlach komoérek
pochodzacych z ciagglych linii komérkowych: czlowieka (linia HepG2),
szczura (linia FaO 1 L6), myszy (linia Balb/c 3T3), kurczaka (linia LMH).

2. Okreslenie  cytotoksyczno$ci ~ wybranych  lekow  weterynaryjnych

w hodowlach izolowanych hepatocytow szczura.

3. Okreslenie wplywu biotransformacji wybranych lekow
przeciwpasozytniczych na ich cytotoksyczno$¢ w hodowlach komorek
pochodzacych z cigglych linii i w hodowlach pierwotnych hepatocytow

SzCzura.

4. Ocena przydatnosci réznych modeli komoérkowych w badaniach

biotransformacji lekow weterynaryjnych.

Podczas realizacji badan majacych na celu oceng cytotoksycznosci wybranych
substancji skoncentrowatam si¢ na tiuramie najczesciej stosowanym jako fungicyd

w rolnictwie oraz na dwdch grupach lekow przeciwpasozytniczych (bezimidazole,
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kokcydiostatyki) stosowanych w medycynie weterynaryjnej. Wszystkie zaplanowane
1 wykonane przeze mnie doswiadczenia przeprowadzono z wykorzystaniem tak
zwanych alternatywnych modeli do$wiadczalnych, czyli na modelach, ktére
pozwalajg ograniczy¢ liczbe¢ oraz cierpienie zwierzat uzytych do eksperymentéw do
niezbednego minimum. Wigkszo$¢ doswiadczen wykonano na komorkach
pochodzacych z cigglych linii komoérkowych, pozyskanych komercyjnie,
pochodzacych od czlowieka, szczura, myszy i kurczaka, eliminujgc tym samym ich
udziat w badaniach. Jednakze dos$wiadczenia przeprowadzone z wykorzystaniem
izolowanych hepatocytéw szczura wymagalo udzialu zwierzat i byto zaakceptowane
przez Lokalng Komisje Etyczng w Lublinie. Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie
metod alternatywnych do klasycznych badah na zwierzgtach nie zmniejszylo
wiarygodno$ci otrzymywanych wynikow 1 nie wplynglo na mozliwos¢ ich

ekstrapolacji do warunkow in vivo.

Pierwszy etap badan obejmowat weryfikacje wrazliwo$ci migdzygatunkowej,
w tym czlowieka, na dziatanie tiuramu - fungicydu powszechnie stosowanego
w rolnictwie. Do przeprowadzenia tego etapu wykorzystano ciggle linie komorkowe:
czlowieka, szczura i kurczaka. Najwazniejsze wyniki przeprowadzonego

eksperymentu zostaly zaprezentowane w pracy:

H.1. Radko L., Cybulski W., Rzeski W.: The protective effects of silybin on the
cytotoxicity of thiram in human, rat and chicken cell cultures. 2017. Pesticide

Biochemistry and Physiology, 143, 154-160.

Powszechne stosowanie pestycydow czgsto prowadzi do ich
kumulowania si¢ w $rodowisku zwigkszajac ryzyko narazenia zaréwno zwierzat
1 ludzi. Przykladem jest tiuram, fungicyd nalezacy do grupy ditiokarbaminianow
stosowany w rolnictwie w zabiegach agro-technicznych jako zaprawa do nasion oraz
jako $rodek dolistny uzywany w uprawach owocow i warzyw. Wysokie dawki tej
substancji stosowane sg jako repelent na ptaki, gryzonie i inne ssaki w polach i sadach.
Tiuram jest rowniez produktem degradacji innych pestycydow (ferbam, ziram) co
zwigzane jest z jego obecno$cia w glebie i wodzie stanowigc powazne zagrozenie dla
ekosystemu (Jouany i wsp. 1985). Ogromna wigkszo$¢ dostepnych danych z badan

toksycznos$ci tiuramu pochodzi z doswiadczen zywieniowych. Zwigzek ten, wcigz
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jest zrodlem zatru¢ u niektorych gatunkdéw zwierzat, uwarunkowanych
prawdopodobnie r6znym stopniem metabolizmu. Obecno$¢ tiuramu w tancuchu
pokarmowym stanowi niebezpieczenstwo dla zdrowia ludzi ze wzgledu na fakt, iz
nawet niski poziom tiuramu w diecie czlowieka, w polaczeniu z azotynami, jest
potencjalnym prekursorem dla tworzenia si¢ rakotworczych nitrozoamin. Podobne
zalezno$ci obserwowano takze u zwierzat. U drobiu, dzialanie toksyczne tiuramu,
obecnego w paszy, powigzano z wystgpieniem choroby metabolicznej ukladu
kostnego tzw. dyschondroplazji piszczelowej (Tibial Dyschondroplasia, (TP)) (Li
i wsp. 2007). Objawy zatrucia tiuramem obserwowano takze u szczuréw i psOw rasy
Beagle co przejawialo si¢ niedotlenieniem mig$ni oraz utrata napigcia mig§niowego,
a w konsekwencji prowadzito do paralizu ndg u tych gatunkow zwierzat (Maita i wsp.
1991). Tiuram zostat zakwalifikowany jako substancja szkodliwa: LDso-375 mg/kg
masy ciala (szczur); 1 g/kg masy ciata (mysz); 210 mg/kg masy ciata (krolik).
Opisywano takze jego niekorzystny wptyw na funkcje watroby, uktad nerwowy, oraz
na uktad rozrodczy (Maita i wsp. 1991, Han i wsp. 2003, Stoker i wsp. 2003).
Mechanizm toksycznosci tiuramu jest ztozony i rézni si¢ mi¢dzy poszczegdlnymi
gatunkami zwierzat. Przedstawione powyzej dane uzasadnialy podjgcie badan
toksycznos$ci biorac takze pod uwage zalezno$¢ dziatania tej substancji od uzytych
hodowli komérkowych pochodzacych od réznych gatunkow. Kierujac sie¢ zasada 3R,
wdrazang we wspolczesnej toksykologii, w badaniach postuzono si¢ hodowlami
komoérkowymi pochodzacymi z ciggtych linii komorkowych: 1. metabolizujacymi:
HepG2- komorki hepatoma czlowieka; FaO — komorki hepatoma szczura; LMH —
komorki hepatoma kurczgcia oraz 2. nie metabolizujacg linig - L6 - mioblasty szczura.
Dodatkowo oceniono wptyw sylibiny (substancji o udowodnionym dziataniu

hepatoprotekcyjnym) na cytotoksycznos$¢ badanego fungicydu.

Otrzymane wyniki wykazaty ze tiuram byt bardziej cytotoksyczny dla
mioblastow (L6) szczura niz komoérek hepatoma cztowieka (HepG2), szczura (FaO)
i kurczaka (LMH). Obserwacja gestosci komorek pod mikroskopem $wietlnym oraz
ocena zmian ich wygladu potwierdzita réznice we wrazliwosci wsrdéd badanych
hodowli komorkowych. Wyniki badan wskazaty rézna wrazliwo$¢ komorek
hepatoma pochodzacych od poszczegdlnych gatunkow. Stwierdzono, ze komorki

kurczaka (LMH) sg bardziej wrazliwe na tiuram niz komorki szczura (FaO) lub
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czlowieka (HepG2). Mechanizm dziatlania fungicydu we wszystkich badanych
hodowlach komorkowych prowadzit do silnego hamowania aktywnosci
mitochondrialnej komorek. Ciekawg kwestia jest dziatanie sylibiny, ktéra
zmniejszata aktywnos$¢ cytotoksyczng tiuramu w zakresie hamowania aktywnos$ci
mitochondrialnej 1 uszkodzenia blony komdrkowej we wszystkich uzytych
hodowlach. Dziatanie protekcyjne sylibiny wykazywalo charakter silnego
antagonizmu z badanym fungicydem. Uzyskane wyniki moga by¢ wykorzystane
w praktyce zywienia drobiu, a dodatek sylimaryny moze zmniejszy¢ straty hodowlane

spowodowane obecno$cig tiuramu w paszy.

Opublikowane wyniki stanowig pierwsze doniesienie na temat
potencjalnego cytotoksycznego dziatania tiuramu w zaleznos$ci od gatunku uzytych
w doswiadczeniu komorek z ciaglych linii komérkowych (kurczak> szczur>
cztowiek) a takze od hodowli komorkowej (mioblasty > komorki hepatoma).
W chwili podejmowania badan brak bylo réwniez informacji na temat protekcyjnego

dziatania sylibiny wobec cytotoksycznos$ci indukowane tiuramu.

Obiecujace wyniki otrzymane podczas badan z uzyciem tiuramu sktonity
mnie do kontynuowania tego kierunku i zapoczatkowaty seri¢ doswiadczen majacych
na celu oceng  cytotoksycznosci  powszechnie  stosowanego  leku
przeciwpasozytniczego — albendazolu. W badaniach tych wykorzystalam model
hodowli ciaglych linii komorkowych oraz dodatkowo hodowli pierwotne]
hepatocytow szczura. Analizg albendazolu (ABZ) i1 powstatych jego metabolitow:
sulfotlenku albendazolu (ABZ-SO) i sulfonu albendazolu (ABZ-SO2) w plynie znad
hodowli komérkowych przeprowadzono z zastosowaniem metody chromatografii
cieczowe] polaczonej ze spektrometria mas (LC-MS/MS). Wyniki badan
oceniajacych cytotoksycznosci albendazolu i jego metabolitow oraz zaleznos¢
wystepujacej toksycznosci leku od jego biotransformacji w warunkach in vitro

przedstawitam w dwoch ponizszych pracach:

H.2. Radko L., Minta M., Stypula-Tre¢bas S.: Differential toxicities of
albendazole and its two main metabolites to Balb/c 3T3, HepG2, and FaO lines
and rat hepatocytes. 2016. Journal of Veterinary Research, 60, 495-500.
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H.3. Radko L., Minta M., Jedziniak P., Stypula-Tr¢bas S.: Comparison of
albendazole cytotoxicity in terms of metabolite formation in four model systems.

2017. Journal of Veterinary Research, 61, 313-319.

Profilaktyczne stosowanie lekéw przeciwpasozytniczych jest powszechna
praktyka stosowana u zwierzat i ludzi. Duza uwage zwraca si¢ na ich skutecznos¢
zapominajac niejednokrotnie o dzialaniach niepozadanych. Stosowanie lekow
w weterynarii bez konsultacji lekarza niesie ze soba ryzyko pozostatosci tych lekow
w zywnosci pochodzenia zwierzgcego. Regularne spozywanie przez konsumentow
niskich stezen lekdw obecnych w zywnosci prowadzi do powaznych nastgpstw
w wyniku ich kumulowania si¢ w organizmie, m.in. wyst¢powanie alergii i zaburzen
rozwoju plodow (Rico 1 wsp. 1985). Przyktadem takiego leku jest albendazol
nalezacy do grupy benzimidazoli stosowany jako lek przeciwpasozytniczy.
Mechanizm jego dziatania polega na hamowaniu polimeryzacji mikrotubuli przez
wigzanie z B-tubuling w komorce. Ostatnie doniesienia wskazuja réwniez na jego
wiasciwosci przeciwnowotworowe (Noorani i wsp. 2015). Po podaniu per os lek jest
szybko metabolizowany w watrobie do sulfotlenku, a nastgpnie do sulfonu
albendazolu. Obecne w surowicy metabolity wystepuja w wyzszych st¢zeniach niz
sam lek 1 kumuluja si¢ w watrobie oraz nerkach, przechodzac nastgpnie do mleka, co
stanowi zagrozenie dla zdrowia konsumentéw produktow spozywczych pochodzenia
zwierzgcego. Ostra toksyczno$¢ albendazolu jest niska; jednakze u leczonych
zwierzat obserwowano dziatanie hepatotoksyczne i1 zaburzenia rozwoju plodu.
Obserwowane s3 rowniez roéznice migdzygatunkowe, ktore zwigzane sa z roznym
stopniem wchlaniania leku. Najbardziej wrazliwe sa owce i1 bydlo, u ktérych
wchianianie jest na poziomie 50%, a najmniej czlowiek (1-2%). Jednakze jak dotad
niema jednoznacznego stanowiska, ktdra z substancji, albendazol czy jego metabolity
sa odpowiedzialne za dzialania niepozadane. W zwigzku z tym albendazol zostat
zaklasyfikowany jako "wysoki" priorytet dla szczegdélowej oceny ryzyka

toksykologicznego (Capleton i wsp. 2006).

Celem przeprowadzonych badan byla ocena potencjalu cytotoksycznego
albendazolu i jego dwoch glownych metabolitow: sulfotlenku i sulfonu albendazolu
bioragc pod uwage zalezno$¢ od zastosowanej hodowli komoérkowej. Dodatkowo

badano zalezno$¢ toksycznos$ci albendazolu od jego metabolizmu. Badania wykonano
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na hodowlach komérkowych pochodzacych z ciaggltych linii komorkowych:
1. metabolizujacych: HepG2 — komoérki hepatoma cziowieka; FaO — komorki
hepatoma szczura, oraz 2. nie metabolizujacej linii - Balb/c 3T3, mysich
fibroblastach. W oparciu o wyniki uzyskane na powyzszym modelu w badaniu
wykorzystano hodowle pierwotne, izolowanych hepatocytow szczura. W celu
uzyskania izolowanych hepatocytow do badan toksycznosci albendazolu
wykorzystano zwierz¢ta. Do oznaczania st¢zen albendazolu i jego metabolitow

w plynie znad hodowli komérkowych zastosowano metod¢ LC-MS/MS.

W toku przeprowadzonych badan stwierdzono, Zze albendazol byt bardziej
toksyczny niz jego metabolity, a jego toksyczno$¢ byta zalezna od zastosowanego
modelu komorkowego. Stwierdzono takze, Ze biotransformacja albendazolu
prowadzi do jego detoksykacji. Sposrdod czterech hodowli komorkowych najbardziej
wrazliwe na dzialanie leku i jego metabolitu (sulfotlenku albendazolu) byly nie
metabolizujace fibroblasty mysie, Balb/c 3T3, a nast¢gpnie komorki linii hepatoma
cztowieka (HepG2). Izolowane hepatocyty i komorki linii hepatoma szczura (FaO)
nie byly wrazliwe na lek i jego metabolity. Mechanizm dzialania cytotoksycznego
badanych substancji polegat na uszkodzeniu blon komoérkowych i hamowaniu
aktywno$ci mitochondrialnej komorek. Najbardziej aktywne metabolicznie byty
izolowane hepatocyty szczura. Wskazano istnienie roznic jakosciowych
1 illosciowych w biotransformacji albendazolu pomi¢dzy komoérkami linii hepatoma
szczura (FaO) i1 czlowieka (HepG2). Komorki linii hepatoma cztowieka (HepG2)
metabolizowaly lek do dwoch metabolitow ale ich st¢zenia byly nizsze w poréwnaniu
do komorek linii hepatoma szczura (FaO), ktorych metabolizm prowadzil do

powstania jednego metabolitu, sulfotlenku albendazolu.

W oparciu o badania in vitro mozna stwierdzi¢ ze toksyczno$¢ albendazolu
jest wysoka co jest sprzeczne z badaniami in vivo. Biotransformacja leku prowadzi
do jego detoksykacji wskazujac na wysoka wrazliwo$¢ miedzygatunkowa. Zwrocic
nalezy uwage na dzialanie hepatotoksyczne leku w przypadku pacjentow
z uszkodzong watrobg Ilub jej niewydolnoscig. Opublikowane wyniki stanowig
pierwsze doniesienie na temat zalezno$ci toksycznego dziatania albendazolu od
procesow biotransformacji przy wykorzystaniu w badaniach, hodowli komérkowych.

Izolowane hepatocyty szczura okazaty si¢ doskonalym modelem badawczym
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metabolizmu albendazolu oraz jakosciowej i1 ilosciowej oceny powstatych jego

metabolitow.

Biorac pod uwage dane dotyczace wysokiej wrazliwosci migdzygatunkowe;j
na kokcydiostatyki jonoforowe przy jednoczesnym braku, w dostgpnej literaturze,
danych dotyczacych wptywu tej grupy lekow na czlowieka, postanowitam skupi¢ sie
na ustaleniu ich cytotoksyczno$ci. Opis dzialania monenzyny, narazyny
i salinomycyny — trzech kokcydiostatykdw powszechnie stosowanych u zwierzat na
hodowle komorek ciaggtych linii: czlowieka (HepG2), szczura (L6) i kurczgcia (LMH)

przedstawilam w pracy:

H.4. Cybulski W., Radko L., Rzeski W.: Cytotoxicity of monensin, narasin and
salinomycin and their interaction with silybin in HepG2, LMH and L6 cell
cultures. 2015. Toxicology in Vitro, 29, 337-344.

Zwigkszenie zapotrzebowania ludzi na zywno$¢ prowadzi do wzrostu
ilosci hodowanych zwierzat. W zwiazku z tym, stosowanie lekoéw weterynaryjnych
gwaltownie wzrasta. Istotne znaczenie majg leki podawane w celach profilaktycznych
zmierzajacych do ograniczenia wystgpowania chorob na fermie. Przykladem takich
substancji s3 kokcydiostatyki jonoforowe stosowane powszechnie w profilaktyce
kokcydiozy u zwierzat. Naleza one do grupy antybiotykow jonoforowych
produkowanych przez Streptomyces spp. Pozostalosci tych lekéw stwierdza sig
w ramach badania monitoringu produktow spozywczych pochodzenia zwierzecego
(Jaja, migsnie, watroba). Najczgstszymi  przyczynami  pozostalosci  sa
przedawkowania leku, nieprzestrzegania czaséw karencji i niezgodne ze wskazaniami
stosowanie lekow (Olejnik i wsp. 2007; Dorne i wsp. 2013). Tym bardziej, ze
kokcydiostatyki ~ jonoforowe  odznaczaja si¢  niskim  wspotczynnikiem
terapeutycznym, czyli mala rozpigtoscia pomigdzy stezeniem (dawka) leczniczym
i toksycznym. Badania nad ich toksyczno$cia, a takze wystepujace przypadki zatru¢
wykazaty bardzo duze rdéznice we wrazliwosci na ich toksyczne dziatanie
w zalezno$ci od gatunku. Drob jest jednym z mniej wrazliwych gatunkow zwierzat
na dziatanie jonoforow w przeciwienstwie do bardziej wrazliwego gatunku jakim sg
konie. Narazenie czlowicka na kokcydiostatyki jest gléwnie narazeniem

zawodowym. Skutki przypadkowych zatru¢ pracownikéw mieszalni pasz lub ferm
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wielkotowarowych sugeruja, ze wrazliwos$¢ czlowieka na toksyczne dziatanie tych
substancji jest do$¢ duza. Ze wzgledu na fakt, ze obecnie trwaja badania dotyczace
potencjalnego  zastosowania  salinomycyny 1 monenzyny w  terapii
przeciwnowotworowej (Huczynski, 2012) istnieje potrzeba podjgcia szczegdtowych
badan oceniajacych toksycznos¢ tych lekéw. Mechanizm ich dziatania
(terapeutyczny, jak i toksyczny) zwigzany jest ze zdolnosciag do kompleksowania
1 transportowania kationoéw przez blony komorek, zarowno prokariotycznych jak
i eukariotycznych. Zaburzenie transportu blonowego doprowadza do zachwiania
rownowagi sodowo-potasowej 1 wzrostu ci$nienia osmotycznego we wnetrzu
komorki, co prowadzi w konsekwencji do jej $mierci. Przyczyny rdznic we
wrazliwos$ci gatunkowej na dziatanie toksyczne kokcydiostatykow nie zostaty

ustalone, jednak uwaza sie, ze dotycza prawdopodobnie proceséw metabolicznych.

W zwiazku z powyzszym gtéwnym celem badan bylo okreslenie roznic
toksyczno§¢  powszechnie  stosowanych  kokcydiostatykow  jonoforowych
(monenzyny, narazyny isalinomycyny) z wykorzystaniem hodowli komorek ciagtych
linii komérkowych pochodzacych od trzech gatunkéw. Linia komérkowa: LMH -
pochodzita z komoérek hepatoma kurczecia (gatunek docelowy); HepG2 — byty to
komorki pochodzace z hepatoma czlowieka (konsumenta) i L-6 - mioblasty szczura
(komorki wrazliwe na kokcydiostatyki w warunkach in vivo). Oceniono réwniez
wplyw substancji o udowodnionym dziataniu hepatoprotekcyjnym — sylibiny, na

cytotoksycznos¢ badanych kokcydiostatykow.

Otrzymane wyniki wykazaty wyraznie r6znice w mechanizmie dziatania
badanych kokcydiostatykoéw w zaleznosci od gatunku i rodzaju komorek. Wykazano,
ze mechanizm dziatania monenzyny i narazyny prowadzit do hamowania aktywnosci
mitochondrialnej komoérek pochodzacych z komérek hepatoma cztowieka (HepG2),
a salinomycyna powodowata zaburzenia w funkcjonowaniu blony komorkowe;.
Podobne wyniki dla monenzyny i salinomycyny uzyskano na komdrkach hepatoma
kurczaka (LMH) przy czym stwierdzono, ze narazyna powodowala uszkodzenie
blony komoérkowej. Dzialanie narazyny i salinomycyny na mioblasty szczura (L6)
zwigzane Dbylo gléwnie =z zaburzeniem integracji blony komorkowe;j
w przeciwienstwie do monenzyny, ktora hamowata ich aktywno$§¢ mitochondrialna.

Dodatkowo wykazano protekcyjny wptyw sylibiny na dziatanie toksyczne badanych
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kokcydiostatykow. Interakcje pomiedzy sylibing a jonoforami miaty charakter
antagonistyczny. Nalezy podkresli¢, iz podobne wyniki uzyskano w uprzednim

badaniach z tiuramem wchodzacego w skfad osiagniecia naukowego (H.1).

Podsumowujac  uzyskane wyniki wykazano Ze najbardziej
cytotoksyczna byla monenzyna, ktoérej mechanizm dziatania prowadzil do
hamowania aktywnos$ci mitochondrialnej. Wykazano réwniez ze komorki
pochodzace z hepatoma cztowieka (HepG2) i kurczaka (LMH) byly najbardziej
wrazliwe na dziatanie badanych kokcydiostatykow w pordwnaniu do mioblastow
(L6) (komoérek nie metabolizujacych). Wynik ten wskazuje, ze toksyczno$¢ tych

lekoéw moze by¢ powigzana z ich metabolizmem watrobowym.

Kontynuacja tego kierunku badan, pod wptywem uzyskanych wcze$niej
wynikow, sklonita mnie do zwrdcenia szczegdlnej uwagi na antybiotyk jonoforowy
o silnych wlasciwosciach przeciwnowotworowych jakim jest salinomycyna.
W ramach realizacji projektu badawczego w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii
zapoczatkowano doswiadczenie, ktére miato na celu wyjasnienie czy toksyczno$¢
salinomycyny jest zalezna od jej biotransformacji. Opis wynikow uzyskanych

z postanowionego celu przedstawitam w pracy:

H.S. Radko L., Olejnik M.: Cytotoxicity of anticancer candidate salinomycin and
identification of its metabolites in rat cell cultures. 2018. Toxicology in Vitro, 52,
314-320.

W tym celu, hodowle komorkowe pochodzace od szczura (jako
zwierzgcia modelowego w badaniach toksykologicznych): komorki hepatoma (linia
FaO), mioblasty (linia L6) i izolowane hepatocyty, zostaly wybrane do badania
cytotoksycznosci salinomycyny i jej potaczen z tiamuling (inhibitorem metabolizmu
salinomycyny) 1 prednizolonem (stymulatorem metabolizmu salinomycyny).
Hodowle izolowanych hepatocytoéw szczura pochodzily od tych samych zwierzat,
ktore byly wykorzystane w badaniach cytotoksycznosci albendazolu, a opisane
wyniki wchodza w sktad osiggniecia naukowego, H.2. i H.3. Do oznaczania st¢zen
salinomycyny 1 jej metabolitow w ptynie hodowlanym zastosowano metod¢ LC-
MS/MS. Nalezy zwroci¢ szczegdlng uwage na innowacyjnos¢ tych badan ze wzgledu

na brak zidentyfikowanych metabolitow salinomycyny. Badania in vitro
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przeprowadzone z wykorzystaniem hodowli komoérek pochodzacych z watroby
wykazaly $ciezki biotransformacji salinomycyny oraz ocenity wplyw na jej
wiasciwosci toksyczne. Mechanizm dzialania leku polegat na silnym hamowaniu
aktywnosci lizosomalnej we wszystkich uzytych hodowlach komorek. Interesujace
jest dzialanie salinomycyny na izolowane hepatocyty, ktére prowadzi do zaburzen
integracji blony komérkowej. Dane literaturowe wskazuja, ze mechanizm dzialania
farmakologicznego 1 toksycznego salinomycyny polega na zaklocaniu przeptywu
jonéw jednowartosciowych (K/Na") przez blony komoérkowe. Prowadzi to do
przecigzenia, w komoérkach, jonami Ca** pod wplywem, ktérych nastepuje
zmniejszenie 1 hamowanie degradacji lizosomalnych bialek (Grinde, 1983;
Boehmerle i wsp. 2011; Sommer i wsp. 2016; Zou i wsp. 2017). Uzyskane wyniki sg
zgodne z badaniami innych autoréw, w ktorych salinomycyna hamowata aktywno$¢é
lizosomalg w réznych komorkach prowadzaca ostatecznie do ich $mierci (Yue i wsp.

2013; Sommer i wsp. 2016; Xipell i wsp. 2016; Zou 1 wsp. 2017).

W ostatnich  latach  badaczy  zainteresowala  aktywnos¢
przeciwnowotworowa salinomycyny. Wykazano, ze zar6wno komorki macierzyste
niektorych nowotworéw jak i komorki lekooporne sa wrazliwe na dziatanie
salinomycyny przy niskiej toksyczno$ci w stosunku do komoérek prawidlowych.
Bardzo niskie stezenia leku, od 0,1 uM (0,08 pug/ml) do 10-30 uM (7,51-22,5 pg/ml),
dziataty cytotoksycznie na komorki nowotworowe pochodzace z r6znych narzadow
(Gupta i1 wsp. 2009; Lieke 1 wsp. 2012; Scherzed i wsp. 2013; Jangamreddy i wsp.
2013). Uzyskane w tym badaniu stezenia cytotoksyczne salinomycyny miescity si¢ w
cytowanym zakresie stezen (<0,52 do 21 uM) dla komérek hepatoma szczura (FaO).
Izolowane hepatocyty i komorki hepatoma (FaO) szczura byly bardziej wrazliwe na
badany lek niz mioblasty (L6). Podobne obserwacje dotycza wcze$niejszej pracy
wchodzacej w sktad cyklu (H.4.), wskazujac ze komorki hepatoma czlowieka
(HepG2) i1 kurczaka (LMH) byly bardziej wrazliwe na salinomycyng niz mioblasty
(L6).

Wykazano wzrost cytotoksycznosci salinomycyny w potaczeniu
z tiamuling wskazujac na synergistyczny charakter zachodzacych interakcji pomiedzy
oba lekami. Potwierdzaja to obserwacje kliniczne wskazujace na toksyczne

(synergistyczne) interakcje pomi¢dzy badanymi lekami, prowadzace do $mierci
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zwierzat (Islam i wsp. 2008; Weisman 1 wsp. 1980). Interakcja salinomycyny
z tiamuling wiaze si¢ z ich wptywem na aktywnos$¢ cytochromu P-450, ktory odgrywa
wazng role w biotransformacji oksydacyjnej salinomycyny (Nebbia i wsp. 1999).
Z drugiej strony, spadek cytotoksyczno$¢ leku byl obserwowany we wszystkich
modelach komorkowych przy wspotdziataniu z prednizolonem, co wskazuje na
antagonistyczny charakter interakcji migdzy tymi lekami. Wiele badan sugeruje, ze
prednizolon moze stymulowaé aktywno$¢ cytochromu CYP3A4 (Matoulkova i wsp.
2014). Podobne dziatanie udowodniono na przykladzie innego glukokortykoidu
(deksametazon), ktoéry wplywa na metabolizm monenzyny (Szucs i wsp. 2004).

Elementem innowacyjnym w tej pracy jest wykorzystanie badan in vitro
do oceny biotransformacji salinomycyny z przeprowadzona réwnolegle ocena jej
cytotoksycznosci w celu okreslenia wptywu powstatych metabolitow na dziatanie
toksyczne leku. Wydajno$¢ biotransformacji salinomycyny w hodowlach komorek
hepatoma (linia FaO) i izolowanych hepatocytéw szczura byta niska (28%). Istotne
jest, ze wspotdziatanie salinomycyny z tiamuling lub prednizolonem prowadzito do
zmiany wydajnosci biotransformacji tych komoérek. Zgodnie z oczekiwaniami
(Nebbia 1 wsp. 1999; Szucs i1 wsp. 2000), tiamulina zmniejszyta tempo
biotransformacji, co szczegdlnie bylo zauwazalne w izolowanych hepatocytach.
W oparciu o ten model wykryto 16 potencjalnych metabolitéw salinomycyny -
glownie sa to produkty hydroksylacji. Wyniki tych badan potwierdzaja dane uzyskane
z badan in vivo (Rychen i wsp. 2017). Trzy metabolity zidentyfikowane w komorkach
hepatoma (FaO) szczura (M5, M9 1 M12), powstawaly rowniez w ludzkich
komorkach hepatoma (HepG2) (Olejnik 1 wsp. 2018). Izolowane hepatocyty szczura
byly znacznie bardziej aktywne metaboliczne, co doprowadzito do powstania di- 1 tri-
hydroksy pochodnych salinomycyny, ktére wczesniej zidentyfikowano u kurczat
w badaniach in vivo. Uzyskane wyniki dotyczace szczuréw sa slabo dostgpne
w danych literaturowych co tym bardziej wskazuje, ze zachodzacy metabolizm
salinomycyny u tego gatunku prowadzi do powstawania podobnych metabolitéw jak
u kurczat (Anadon iwsp. 2004). Podobienistwo profilu metabolicznego salinomycyny
u szczurdw 1 kurczat wskazuje na podobng wrazliwo$¢ obu tych gatunkéw na ten

antybiotyk.
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Podsumowanie i wnioski:

Wykazano, ze hodowle komérek z ciggtych linii komérkowych pochodzacych od
kilku gatunkéw s3 przydatnym modelem do badan przesiewowych nad
toksycznos$cig substancji obcych. Mechanizm dziatania tiuramu prowadzit do
hamowania aktywno$ci mitochondrialnej komorek, z tym ze jego mechanizm
dziatania wobec mioblastow reprezentujacych komorki nie metabolizujace,
prowadzit do wigkszej toksycznosci w porownaniu do komodrek hepatoma
(cztowieka, szczura, kurczaka) reprezentujacych komoérki metabolizujace.
Komorki kurczaka okazaly si¢ bardziej wrazliwe na toksyczne dziatanie badanego

fungicydu w porownaniu do komoérek cztiowieka lub szczura.

Udowodniono, ze badania in vitro umozliwiajag oceng toksycznosci substancji
oraz ich metabolitow. Wykazano wysoka cytotoksyczno$¢ albendazolu
w poréwnaniu do jego metabolitow. Mechanizm dziatania cytotoksycznego
albendazolu i jego metabolitow polegal na uszkodzeniu blon komoérkowych
i hamowaniu aktywno$ci mitochondialnej komorek. Biotransformacja
albendazolu prowadzi do jego detoksykacji. Albendazol byt bardziej toksyczny
dla fibroblastow reprezentujacych komorki nie metabolizujace (brak metabolitow
w plynie hodowlanym) w poréwnaniu do izolowanych hepatocytow szczura i
komorek hepatoma (czlowieka 1 szczura) reprezentujagcych komorki
metabolizujace (obecno$¢ metabolitéw albendazolu). Wérdéd komoérek hepatoma
- komorki czlowieka okazaly si¢ bardziej wrazliwe na toksyczne dzialanie
badanego leku (oznaczono dwa metabolity w niskich st¢zeniach) niz komorki
szczura (oznaczono jeden metabolit w wyzszym st¢zeniu niz w komorkach
cztowieka). Izolowane hepatocyty szczura okazaty si¢ doskonalym modelem
badawczym biotransformacji albendazolu (oznaczono dwa metabolity w

wysokich stgzeniach).

Wskazano, ze prowadzenie badan na hodowlach komoérek nie metabolizujacych i
metabolizujacych umozliwia potencjalng ocen¢ cytotoksycznosci powstatych
metabolitow badanych substancji. Wykazano wyzsza wrazliwo$§¢ komorek
metabolizujacych (komorki hepatoma czlowieka i1 kurczgcia) na dzialanie

kokcydiostatykow  jonoforowych ~w  poréwnaniu do komoérek nie
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metabolizujacych (mioblasty szczura). Wsréd badanych kokcydiostatykow
najbardziej cytotoksyczna byla monenzyna, ktérej mechanizm dziatania
prowadzit do hamowania aktywnos$ci mitochondrialnej komoérek. Wykazano, ze
toksyczno$¢ salinomycyny jest zalezna od typu komorek (komorki hepatoma byty

bardziej wrazliwe) co rowniez potwierdza jej dzialanie przeciwnowotworowe.

Izolowane hepatocyty szczura okazaty si¢ doskonatym modelem badawczym
biotransformacji lekow weterynaryjnych: albendazolu (oznaczono 2 metabolity)

i salinomycyny (oznaczono 16 metabolitow).

Dowiedziono, ze polaczenie badan in vitro z analiza instrumentalng ptynu
hodowlanego w kierunku metabolitow umozliwialo uzyskanie danych
dotyczacych jakosciowej i iloSciowej identyfikacji metabolitoéw salinomycyny

(pierwsze na $wiecie doniesienia).
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Mehrpour M. Inhibition of the autophagic flux by salinomycin in breast cancer stem-
like/progenitor cells interferes with their maintenance. Autophagy 2013, 9, 714-729.

52. Zou Z.Z., Nie P.P., Li Y.W., Hou B.X., Rui-Li Shi X.P., Ma Z.K., Han B.W., Luo
X.Y. Synergistic induction of apoptosis by salinomycin and gefitinib through
lysosomal and mitochondrial dependent pathay overcomes gefitinib resistance in
colorectal cancer. Oncotarget 2017, 8, 22414-22432,

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Pozostale osiagni¢cia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

Moje pierwsze do$wiadczenia naukowe pochodza z okresu ostatniego roku
studidw, kiedy jako studentka Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej asystowalam
w badaniach ankietowych z zakresu deontologii i historii weterynarii, ktorych wyniki
zostaly zaprezentowane w postaci doniesien konferencyjnych. Po ukonczeniu
studidw na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej AR w Lublinie rozpocz¢tam studia
doktoranckie w Zakladzie Toksykologii i Ochrony Srodowiska, Katedry
Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych tego samego Wydziatu, pod opieka dr hab.
Wojciecha Cybulskiego. W okresie studiow doktoranckich skupitam si¢ na
udoskonalaniu metod i wprowadzaniu nowych modeli komorkowych stosowanych
w badaniach nad oceng cytotoksycznosci lekow uzywanych w medycynie
weterynaryjnej (gldéwnie kokcydiostatykéw jonoforowych) oraz substancji
biologicznie czynnych (gldwnie sylimaryny). W tym czasie rozpoczgtam takze
szczegblowe badania dotyczace sposobu obnizenia cytotoksycznosci lazalocydu
stosowanego w profilaktyce kokcydiozy u kurczat rzeznych, ktorych wyniki
przedstawilam w pracy doktorskiej. W okresie studidéw doktoranckich bratam udziat
w szkoleniach z zakresu higieny pasz oraz farmakologii i terapii roslinnymi
dodatkami oraz z zakresu metod analitycznych w ocenie jakosci lekéw, celem
doskonalenia umiej¢tnosci metod i poglebienia wiedzy w omawianym obszarze.
Bratam takze aktywny udzial w realizacji projektu badan wilasnych, ktérego celem
byta optymalizacja metod oceny cytotoksycznosci substancji obcych. Przed
uzyskaniem stopnia naukowego doktora uczestniczylam w dwoéch projektach
badawczych, wérdd ktorych, jednym bylam kierownikiem i jedynym wykonawca.

Efektem badan prowadzonych w tym okresie sg 3 publikacje w czasopismach z listy
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JCR oraz monografie i 4 publikacje w innych recenzowanych czasopismach (lista B
MNiSW). Wyniki moich badan byty takze prezentowane na konferencjach krajowych
i migdzynarodowych w postaci 17 wyktadow i doniesien posterowych.

1. Radko L., Cybulski W., Wessely-Szponder J., Rzeski W. 2006. Badania

cytotoksycznosci monenzyny i narazyny w hodowli linii ciaglej hepatocytow
szczura. Medycyna Weterynaryjna, 62, 834-837. (IF2006 = 0,259; MNiSW =15)

2. Cybulski W., Wessely-Szponder J., Radko L., Bobowiec R. 2006. Wpltyw
monenzyny na zywotno$¢ i aktywnos$¢ izolowanych neutrofili od jatowek
w przebiegu zespotu oddechowego BRD. Medycyna Weterynaryjna, 62, 915-954.
(IF2006 = 0,259; MNiSW =15)

3. Radko L., Cybulski W., Rzeski W. 2007. Cytotoxicity of salinomycin and
lasalocid in a model hepatocyte cell line of a rat. Medycyna Weterynaryjna,
63, 839-843. (IF2007 = 0,259; MNiSW = 10)

4. Radko L., Cybulski W. 2007. Application of silymarin in human and animal
medicine. Journal of Pre-Clinical and Clinical Research, 1, 22-26.

5. Radko L., Cybulski W. 2005. Zatrucia zwierzat jadami owadow
blonkoskrzydtych. Magazyn Weterynaryjny, 02, 59-62.

6. Cybulski W., Radko L. 2006. Srodki farmaceutyczne z grupy beta-agonistow-
aspekty farmakologiczne, toksykologiczno-higieniczne i legislacyjne. Zycie
Weterynaryjne, 2006, 11, 760-766.

7. Radko L., Cybulski W. 2007. Zastosowanie sylimaryny u zwierzat. Magazyn
Weterynaryjny, 16, 52-54. (MNiISW=2)

Sumaryczny Impact Factor = 0,777 Punkty MNiSW = 42

Zakonczeniem tego etapu moich badan bylo uzyskanie stopnia doktora nauk
weterynaryjnych na  Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie, 30 wrze$nia 2008 roku na podstawie pracy ,,Badania nad
ochronnym wplywem sylimaryny wobec cytotoksycznego dziatania wybranych
antybiotykow jonoforowych”, ktorej promotorem byt dr hab. Wojciech Cybulski,
prof. nadzw. UP w Lublinie.

5.2. Pozostale osiagni¢cia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

Uzyskane w toku pracy doktorskiej wyniki wykazaly, ze zastosowanie metod in

vitro w ocenie toksyczno$ci lazalocydu, koresponduje z wynikami badan in vivo.
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Lazalocyd wykazatl si¢ dzialaniem cytotoksycznym niezaleznie od zastosowanej
hodowli komorek ciaglych linii komérkowych. Rownolegle zastosowanie trzech
testow oceny aktywno$ci cytotoksycznej pozwolilo na Dblizsze poznanie
mechanizméw dzialania lazalocydu. Fakt, Ze niezaleznie od uzytej linii komorek
hepatoma: LMH - kurczaka, FaO - szczurze, HepG2- ludzkie, zwigzek ten hamowat
aktywno$¢ mitochondrialng. Najwigksza wrazliwo$¢ wykazywaty komorki hepatoma
cztowieka, a najmniejszg kurczecia. W przypadku miocytow (linia L6) mechanizm
cytotoksycznego dziatania wskazuje na uszkodzenie blony komérkowej. Dodatkowo
wykazano, ze laczna ekspozycja komoérek na lazalocyd i sylibing powodowala
czesciow protekcje komorek szczura i kurczecia, a catkowite zniesienie toksycznego
dziatania lazalocydu w komorkach czlowieka. Wyniki pracy doktorskiej zostaly
przedstawione w nast¢pujacych pracach oryginalnych:

1. Radko L., Cybulski W., Rzeski W. 2011. Cytotoxicity studies of lasalocid

and silibinin in rat hepatoma cell culture. Bulletin of the Veterinary Institute
in Pulawy, 55, 547-554. (IF2011 = 0.414; MNiSW = 20)

2. Radko L.,Cybulski W., Rzeski W. 2013. The protective effect of silybin
against lasalocid cytotoxic exposure on chicken and rat cell lines. BioMed
Research International, 2013, Article ID 783519, 1-8. (IF2013 = 2,706;
MNiSW = 30)

3. Radko L., Cybulski W., Rzeski W. 2013. Cytoprotective effect of silybin
against lasalocid-induced toxicity in HepG2 cells. Polish Journal of
Veterinary Sciences, 16, 275-282. (IF2013 = 0.712; MNiSW = 20)

W celu potwierdzenia wynikow in vitro uzyskanych z pracy doktorskiej
przeprowadzono badania in vivo na brojlerach kurzych. Ptakom z czterech grup
przez caty cykl produkcyjny (49 dni) podawano lasalocyd w dawkach: 75, 125, 150,
200 ppm, natomiast kolejnym czterem grupom podawano lasalocyd ww. dawkach
z sylimaryng w dawce 800 ppm. Uzyskane wyniki wykazaly istotny spadek
pozostatosci lazalocydu w mig$niach i w watrobie w grupie zwierzat otrzymujacych
lasalocyd z sylimaryng. Wykazano brak wplywu sylimaryny na efektywnos$¢
terapeutyczng lazalocydu. Wyniki z tych badan zostaly szczegélowo opisane

W ponizej wymienionej pracy, ktorej bytam inicjatorem i ktorg koordynowatam.
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1. Radko L., Cybulski W. 2019. The decrease of lasalocid residue in the edible
tissues by silymarin supplementation of chicken diet. Food Additives &
Contaminants: Part A, doi.10.1080/19440049.2019.1584406. (IF2017 = 2,129;
MNiISW = 30)

Na poczatku mojej pracy w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii, PIWet-PIB
w Putawach kontynuowatam badania z wykorzystaniem znanych mi modeli i metod
do oceny cytotoksycznos$ci ksenobiotykow. Rozpoczecie moje pracy w Zaktadzie
Farmakologii i Toksykologii, zbieglo si¢ z zainteresowaniem opinii publicznej
dwoma substancjami, ktorych obecnos¢ stwierdzono, mimo zakazu ich stosowania,
w zywno$ci. Byly to zielen malachitowa w rybach i melamina w mleku dla
niemowlat 1 innych produktach, np. sos sojowy. Zielen malachitowa ze wzgledu na
wysoka skuteczno$¢ (przeciwgrzybicza, przeciwpasozytnicza), tatwa dostepnose,
niska cen¢ oraz tradycyjne przyzwyczajenie hodowcoéw, mimo wprowadzenia
zakazu stosowania w gospodarstwach rybnych nadal bywa stosowana nielegalnie.
Niebezpieczenstwo narazenia ludzi i zwierzat na zielen malachitowg 1 jej metabolit
(zielen leukomalachitowa) wynika z jej potencjalnego dzialania genotoksycznego,
mutagennego, kancerogennego i teratogennego. Melamina inaczej cyjanuramid to
zwigzek chemiczny stosowany przy produkcji zywic  syntetycznych
wykorzystywany m.in. do produkcji tworzyw sztucznych. Melamina ze wzglgdu na
wysoka zawarto$§¢ azotu bywa stosowana nielegalnie do zawyzania zawartosci
biatka w produktach spozywczych. Mimo brakow dowodow na dziatanie
mutagenne, rakotworcze czy teratogenne to wysokie stezenia powodowatly zatrucia
ludzi 1 zwierzat. W przeprowadzonych badaniach in vitro wykazano mniejsza
aktywno§¢  cytotoksyczng  metabolitu  zieleni  malachitowej,  zieleni
leukomalachitowej w poréwnaniu do substancji macierzystej. Generalnie
wrazliwo$¢ komorek metabolizujacych (linii komorek hepatoma: szczura (FaO)
i cztowieka (HepG2)) na dziatanie zieleni malachitowej byta wyzsza w poréwnaniu
do komoérek nie metabolizujacych (linia mioblastow (L6)). Wykazano, ze
mechanizm dziatania zieleni malachitowej i jej metabolitu prowadzil do hamowania
aktywnos$ci lizosomalnej i mitochondrialnej w komorkach. Badania z udziatem
melaminy wykazaly stabe dziatanie toksyczne w poréwnaniu do zieleni

malachitowej. Najbardziej wrazliwe na ten zwigzek byly mioblasty, a mechanizm
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dziatania prowadzit do hamowania aktywno$ci mitochondrialnej i lizosomalne;j
komorek. Ocena substancji, jaka uzyskano w przeprowadzonych badaniach
w duzym stopniu koresponduje z wynikami zarowno in vitro jak in vivo. Wyniki
uzyskane podczas realizacji tych badan przedstawiono w dwdch pracach:

1. Radko L., Minta M., Stypula-Trebas S. Zmudzki J. 2010. Determination of

melamine cytotoxicity. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 54, 223-
228. (IF =0.321; MNiSW = 20)

2. Radko L., Minta M., Styputa-Trebas S. 2011. Cellular toxicity of malachite
green and leucomalachite green evaluated on two rat cell lines by MTT, NRU,

LDH and protein assays. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 55,
347-353. (IF = 0.414; MNiSW = 20)

Nastgpnym etapem badan in vitro z wykorzystaniem hodowli komorek
z ciggtych linii komorkowych byla ocena i poréwnanie cytotoksycznosci wybranych
grup lekéw weterynaryjnych. W badaniach tych postanowitam skupi¢ si¢ na lekach,
o ktorych wiadomo, Ze poza podstawowym dziataniem terapeutycznym, stanowig
zagrozenie dla zdrowia konsumentéw ze wzgledu na ich pozostatosci stwierdzane
w produktach spozywczych pochodzenia zwierzgcego oraz w S$rodowisku. W
zwigzku z tym w przeprowadzonych doswiadczeniach poroéwnatam dzialanie
nitrozoimidazoli (metronidazolu, tindazolu, ronidazolu, ornidazolu) na hodowlach
komorek hepatoma cztowieka (linia HepG2) i szczura (linia FaO). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze oceniane substancje s3 malo toksyczne w obu zastosowanych
hodowlach co koresponduje z ich oceng in vivo. Kolejnym badaniem byta ocena
cytotoksycznosci fluorochinolonéw (enrofloksacyna, cyprofloksacyna,
norfloksacyna, danofloksacyna, sarafloksacyna, difloksacyna, marbofloksacyna),
ktora przeprowadzono wykorzystujac hodowle komérek: metabolizujacych (komorki
hepatoma cztowieka — linia HepG2) i nie metabolizujacych (mysie fibroblasty — linia
Balb/c 3T3). Badania wykazaty, Zze toksyczno$¢ fluorochinolonéw jest zalezna od
uzytej w badaniu hodowli komorkowej. Wrazliwe na ich dziatanie byly fibroblasty
Balb/c 3T3 w pordwnaniu do komoérek hepatoma HepG2. Cytotoksycznos¢ badanych
lekow byla réwniez zalezna od czasu ekspozycji. Nast¢gpng grupa lekow, ktora
zbadalam

z wykorzystaniem hodowli fibroblastow (linia Balb/c 3T3) i komérek hepatoma
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cztowieka (linia HepG2) sa leki o dziataniu hormonalnym i anabolicznym
(etynyloestradiol, dietylostilbestrol, propionian testosteronu i trenbolon). Badane
substancje estrogenowe charakteryzowatly si¢ wysoka toksycznos$cia, a toksyczno$¢
androgenow byla zalezna od uzytej hodowli komérkowej. Najwazniejsze uzyskane
wyniki oraz wnioski z wykonanych badan przedstawitam w nastepujacych pracach:
1. Radko L., Minta M. 2012. Cytotoxicity of some nitroimidazole derivatives -

comparative studies on human and rat hepatoma cell lines. Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulawy, 56, 579-584. (IF = 0.377; MNiSW = 20).

1. Radko L., Minta M., Styputa-Trebas S. 2013.Influence of fluoroquinolones on
viability of Balb/c 3T3 and HepG2 cells. Bulletin of the Veterinary Institute in
Pulawy, 57, 599-606.(IF = 0.365; MNiSW = 20).

2. Minta M., Radko L., Stypula-Trebas S., Zmudzki J. 2014. Cytotoxic effects of
the synthetic oestrogens and androgens on Balb/c 3T3 and HepG2 cells. Bulletin
of the Veterinary Institute in Pulawy, 58, 613-620. (IF = 0.357; MNiSW = 15).

W latach 2013-1017 uczestniczytam w realizacji projektu badawczego, ktoérego
glownym celem bylo ustalenie wplywu metabolizmu salinomycyny na jej
toksyczno$¢. W badaniu wykorzystano rozne modele komérkowe pochodzace od
r6znych gatunkdéw zwierzat, ze szczegdlnym uwzglednieniem cztowieka. Okreslono
cytotoksycznosci salinomycyny na izolowanych hepatocytach szczura i indyka oraz
na hepatocytach czlowieka, a takze posrednio — poprzez identyfikacje metabolitow
salinomycyny ustalono ich wplywu na wystepowanie efektow toksycznych. Wyniki
z jednego etapu badan (na izolowanych hepatocytach szczura) wchodza w sktad
jednotematycznego cyklu publikacji mojego osiagniecia naukowego (H.S). Udziat
w realizacji tego projektu rozwingt méj warsztat badawczy 1 umiejetnosci izolacji
hepatocytow szczura a zwlaszcza indyka, gatunku na ktéorym dotychczas nie
wykonywano izolacji tych komoérek. Efektem badan bylo ustalenie, zaleznosSci
wplywu  metabolizmu  watrobowego na  toksyczno$¢  salinomycyny
u poszczeg6lnych gatunkow zwierzat i czlowieka oraz poszerzenie wiedzy na temat
mechanizméw wystgpowania efektow toksycznych tego leku. Wyniki uzyskane
podczas realizacji badan zostaly cze¢s$ciowo opublikowane oraz sa na etapie
przygotowywania manuskryptéw. Prezentowane byly rowniez w postaci doniesien

na konferencjach miedzynarodowych.
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1. Olejnik M., Radko L., Jedziniak P. 2018. Identification of metabolites of
anticancer candidate salinomycin using liquid chromatography coupled with
quadrupole time-of-flight and hybrid triple quadrupole linear ion trap mass

spectrometry. Rapid Communications in Mass Spectrometry, 32, 629-634.(IF =
1,97; MNiSW = 30)

e Radko L., Olejnik M., Korycinska B. 2015. Cytotoxicity evaluation of
salinomycin and identification of its metabolites in two rat cellular models. 51st
Congress of the European Societies of Toxicology, Porto, Portugalia.

e Radko L., Olejnik M., Korycinska B. 2016. Cytotoxicity evaluation of
salinomycin and identyfication of its metabolites in rat primary hepatocytes.
19th International Congress on In Vitro Toxicology (ESTIV), Juan-les-Pins,
Francja.

¢ Radko L., Olejnik M., Korycinska B., Sell B. 2017. Toxicity of salinomycin
and identification of its metabolites in turkey primary hepatocytes. 53rd
Congress of the European Societies of Toxicology (EUROTOX ), Bratystawa,
Stowacja.

Od szeregu lat uczestnicze rowniez w badaniach prowadzonych we wspdlpracy
z Danylo Halytsky Lviv National Medical University z Ukrainy dotyczacych oceny
cytotoksycznosci nowo syntetyzowanych substancji. Bioragc pod uwage fakt, ze
glownym celem badan toksykologicznych jest ocena mechanizmu toksycznego
dziatania badanych zwigzkow chemicznych, najczesciej stosowanym modelem sg
hodowle komérkowe z cigglych linii komérek nie metabolizujacych (linia Balb/c
3T3) i metabolizujacych (linia HepG2) ze wzgledu na ich wzgledna stabilnos¢,
dobra charakterystyke oraz tatwa obstuge hodowli. Wyniki dotychczasowych badan
zostaty opublikowane w pracy:
1. Lozynskyi A., Zimenkovsky B., Radko L., Stypula-Trebas S., Roman O.,
Gzella A. K. Lesyk R. 2018. Synthesis and cytotoxicity of new thiazolo[4,5-

b]pyridine-2(3H)-one derivatives based on a,B-unsaturated ketones and a-
ketoacids. Chemical Papers, 72, 669—-681. (IF = 0,963; MNiSW = 20)

Moja szczegolng tematyka zainteresowan naukowych sg interakcje lekow
weterynaryjnych z innymi substancjami. Temat stanowi po cze$ci kontynuacje
badan rozpoczgtych w okresie studiow doktoranckich. Zagadnienie to wzbudza
coraz wigksze zainteresowanie ze wzgledu na liczbg cytowani moich publikacji

poruszajacych ten problem. Ze wzgledu na ograniczone dane literaturowe dotyczace
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tego problemu w 2017 roku otrzymalam dofinansowanie z Narodowego Centrum
Nauki na realizacj¢ badan, ktérego bytam kierownikiem i wykonawca w ramach,
projektu Miniatura 1. Aktualnie w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii
realizowane s3 dwa projekty badawcze podejmujace problematyke interakcji:
enrofloksacyny z fipronilem, ktérego jestem kierownikiem (badania wtasne
pracownikow PIWet-PIB) oraz interakcje deoksyniwalenolu z trzema lekami
weterynaryjnymi powszechnie stosowanymi w hodowli $win (projekt Opus

finansowany przez Narodowe Centrum Nauki), ktorego jestem wykonawca.

Szczegdlng uwage opinii publicznej zwraca fakt obecnosci lekow
weterynaryjnych w $rodowisku naturalnym. Gléwnymi zrédltami sa odchody
leczonych ludzi/zwierzat. Czas ich rozktadu w srodowisku waha si¢ od kilku dni do
kilku miesigcy, stanowigc potencjalne zrodlo narazenia. Nalezy zwroci¢ uwagg, iz
obecno$¢ lekow w zywnosci i ekosystemie sprzyja wzrostowi wystgpowania alergii
i opornosci drobnoustrojow. W Unii Europejskiej fluorochinolony (enrofloksacyna)
naleza do grupy jednych z najczes$ciej stosowanych lekow w weterynarii.
W zaleznos$ci od gatunku ok. 40% dawki enrofloksacyny w formie biologicznie
aktywnej wydalane jest do $rodowiska. W ostatniej dekadzie znaczaco wzrosto
zainteresowanie zanieczyszczeniem zywno$ci i pasz mikotoksynami, ktore sa
wtornymi  metabolitami  naturalnie wystepujacych grzybow plesniowych.
Toksyczne dziatanie mikotoksyn na organizm ludzki i zwierzecy doprowadza do
szeregu chordb oraz powaznych strat ekonomicznych. Najwigksze znaczenie maja
mikotoksyny nalezace do grupy trichotecendw, w tym deoksyniwalenol. Powazny
problem stanowi narazenie zwierzat leczonych enrofloksacyna na mikotoksyny
naturalnie zawarte w paszy. Prowadzi to do zwigkszenia ryzyka zanieczyszczenia
srodowiska stosowanym lekiem w zwigzku z wptywem deoksyniwalenolu na proces
biotransformacji enrofloksacyny. Gléwnym celem zrealizowanego dziatania
naukowego w ramach projektu Miniatura bylo okreslenie wptywu
deoksyniwalenolu na toksycznos$ci enrofloksacyny w badaniach in vitro. Wyniki
wykazaty toksyczne interakcje zachodzace pomigdzy badanym lekiem,
a mikotoksyng o charakterze synergistycznym oraz hamujacy wzajemny wptyw na
biotransformacj¢ w komorkach linii HepG2. Wyniki prac in vitro wskazaly na

konsekwencje biochemiczne oddzialywania enrofloksacyny z mikotoksyna nie
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pokazujac jednak efektéw biologicznych. Ten projekt zamierzat wypehi¢ te luke
poprzez przeprowadzenie badan toksycznos$ci in vivo na organizmie modelowym
jakim byly ryby Danio rerio. Badania na rybach wykonatam dzigki nawigzaniu
wspoOtpracy z Osrodkiem Medycyny Doswiadczalnej, Uniwersytety Medycznego w
Lublinie. W badaniach in vivo wykazalam hamujacy wpltyw obu badanych
substancji 1 ich mieszaniny na rozwoj Danio rerio. Wyniki uzyskane podczas
realizacji tych badan sg w trakcie przygotowywania manuskryptu. Dotychczas
przedstawitam je w postaci doniesien ustnych 1 posterowych na XIV
Migdzynarodowym Kongresie Europejskiego Towarzystwa Farmakologow
1 Toksykologéw Weterynaryjnych (EAVPT) we Wroctawiu (2018) oraz na XXXV
Konferencji Naukowo-Technicznej pt. ,,Bezpieczenstwo i jako§¢ handlowa pasz” w
Putawach (2018). Dodatkowo wyglositam wyklad na Ogélnopolskiej Konferencji
Naukowej pt. “Doswiadczenia na zwierzgtach jako przedmiot refleksji

interdyscyplinarnej”, KUL w Lublinie (2018).

W czasie mojej pracy w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii, PIWet-PIB
w Pulawach, ewoluowal takze profil moich zainteresowan naukowych. Obecno$¢
w Srodowisku substancji zaburzajacych funkcjonowanie uktadu endokrynnego jest
jednym z gléwnych zagrozen. Prowadzi to do wzrostu czgstosci wystgpowania
hormono-zaleznych nowotwordéw, bezptodnosci w populacji zwierzat i ludzi oraz
zaburzen prawidlowego rozwoju plodu. Substancje zaburzajace funkcje ukladu
hormonalnego i wywotujagce wspomniane efekty okresla si¢ mianem zwigzkéw
endokrynnie czynnych. Pozostalo$ci tych substancji w $rodowisku wskazuje, ze
moga one by¢ obecne w réznych ogniwach fancucha pokarmowego. Do okreslenia
potencjalnego ryzyka dla zdrowia, zwigzanego z ewentualnymi pozostalosciami,
niezbedna jest ich charakterystyka toksykologiczna w kierunku okreslenia zmian
w organizmie. W zwigzku z przyznanym projektem badawczym na lata 2010-2013
przez KBN N N308 267238. ,,Biotesty w ocenie aktywnos$ci hormonalnej zywno$ci”
rozpoczetam badania in vivo, oceniajace dzialanie zwigzkdéw endokrynnie czynnych
z wykorzystaniem jako modelu badawczego chomika syryjskiego (Mesocricetus
auratus). Gatunek ten z powodzeniem byt dotychczas stosowany w badaniach
z zakresu teratogennosci wykonywanych w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii.

Rozpoczgcie prac na tym modelu zwierzgcym poprzedzitam pracami
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metodycznymi, w celu optymalizacji dwoch zalecanych przez OECD testow do
oceny aktywno$ci hormonalnej substancji lub probek tj. testu wzrostu masy macicy
(OECD 440) i testu Hershbergera (OECD 441). Zaplanowatam i przeprowadzitam
seric doswiadczen w celu opracowania protokolu eksperymentalnego
pozwalajacego na uzyskanie wiarygodnych wynikdw 2z oceny dziatania
hormonalnego substancji obcych na organizm zwierzecy. Najwazniejsze wyniki

z wykonanych do$wiadczen przedstawitam w nastepujacych pracach:
1. Radko L, Minta M., Jasik A., Styputa-Trebas S, Zmudzki J. 2015. Usefulness
of immature golden hamster (Mesocricetus auratus) as a model for

uterotrophic assay. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 59, 533-
539.(IF2015 = 0,468; MNiSW = 15)

2. Radko L., Minta M., Stypula-Trgbas S. 2017. Estrogenic activity of
commercial milk as revealed in immature hamster uterotrophic assay — pilot
study. Roczniki Panstwowego Zaktadu Higieny, 68, 303-307.(MNiSW = 14)

Réwnoczesnie z prowadzonymi badaniami in vivo wlaczytam sie w badania
in vitro, oceniajace aktywno$¢ hormonalng substancji i probek zywnosci. Badania te
prowadzone sa z wykorzystaniem modelu genetycznie modyfikowanych komorek
drozdzy (Saccharomyces cerevisiae). Dotychczasowym efektem badan in vitro

realizowanych w ramach tego obszaru sg nastgpujace prace:

1. Styputa-Trebas S., Minta M., Radko L., Zmudzki J. 2015. Application of the
yeast-based reporter gene bioassay for the assessment of estrogenic activity in
cow's milk from Poland. Environmental Toxicology and Pharmacology. 40,
876-885.(IF2015 = 2,187; MNiSW = 25)

2. Stypula-Trebas S., Minta M., Radko L., Zmudzki J. 2016. Oestrogenic and
(anti)androgenic activity of zearalenone and its metabolites in two in vitro yeast
bioassays. World Mycotoxin Journal, 9, 247-255.(IF2016 = 2,189; MNiSW = 25)

3. Stypula-Trebas S., Minta M., Radke L., Jedziniak P., Posyniak A. 2017.
Nonsteroidal mycotoxin alternariol is a full androgen agonist in the yeast

reporter androgen bioassay. Environmental Toxicology and Pharmacology, 55,
208-211. (IF2017 = 2,776; MNiSW = 25)

4. Styputa-Trebas S., Minta M., Radke L., Posyniak A. 2017. Ocena aktywnosci
estrogennej mleka i jego przetworoOw z wykorzystaniem testu in vitro aktywacji
transkrypcyjnej receptora estrogenowego. Medycyna Srodowiskowa —
Environmental Medicine, 20, 44-48. (MNiSW = §8)
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W trakcie wykonywania dos$wiadczen na zwierzg¢tach szczegdlng uwage
zwrdcitam na problem zanieczyszczen pasz dla zwierzat laboratoryjnych i ich
zwigzek z jakoscig otrzymywanych wynikow. W zwigzku z brakiem kontroli jakos$ci
pasz dla zwierzat laboratoryjnych podj¢tam si¢ wykonania badah zmierzajacych do
oceny pasz uzywanych przez hodowcow tych zwierzat. Zywienie jest jednym
z czynnikow S$rodowiskowych wplywajacych nie tylko na wyniki hodowlane
1 zdrowotne zwierzat laboratoryjnych ale takze na ich jako$¢ jako modelu
doswiadczalnego, a w konsekwencji na wyniki prowadzonych badan. Potencjalne
chemiczne i biologiczne zanieczyszczenia pasz sg glownym zrodlem zafatszowania
wynikéw  prowadzonych  doswiadczen. Przewlekle narazenie  zwierzat
laboratoryjnych na niskie st¢zenia mieszaniny stwierdzanych zanieczyszczen,
prowadzi do pogorszenia wynikoéw hodowli. Z punktu widzenia eksperymentatora
wplywa to na uzyskiwanie falszywych wynikow badan, zwigkszenia liczby
wykorzystanych zwierzat w do$wiadczeniach oraz na trudnosci w ekstrapolacji
wynikdéw na organizm cztowieka. Badania te sg w takcie realizacji, a wstepne wyniki
zostaty opublikowane w formie ponizszych monografii i publikacji naukowych:

1. Minta M., Radko L., Styputa-Trgbas S. 2011. Wplyw obecnos$ci zwigzkow
bioaktywnych w paszy zwierzat laboratoryjnych na wyniki testu wzrostu
macicy (UterotrophicAssay), w: Toksykologia w ocenie bezpieczenstwa
chemicznego ludno$ci, Monografia. Wyd. PTToks w Warszawie pod red.

prof. dr hab. Jana K. Ludwickiego, dr Katarzyny Goralczyk i dr Pawla
Strucinskiego, 2011, 178-185

2. Minta M., Radko L., Stypula-Trebas S., Wozniak B, Zmudzki J. 2013.
Influence of dietary soy isoflavines on immature hamster uterotrophic and

Hershberger assays. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy. 2013, 57,
579-585. (IF2013 = 0.365; MNiSW = 20)

3. Wozniak B, Minta M., Stypula-Trebas S., Radko L., Zmudzki J. 2014.
Evaluation of estrogenic activity in animal diets using in vitro assay.
Toxicology in Vitro, 28, 70-75. (IF2014 = 2,903; MNiSW = 30)

4. Radko L., Styputa-Trebas S., Posyniak A. 2018. Jakos$¢ pasz dla zwierzat
laboratoryjnych jako czynnik otrzymanych wynikow badan. Pasze
Przemystowe, 27, 67-72. (MNiSW = 3)
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Wykorzystujac swoja wiedzg z zakresu toksykologii weterynaryjnej
zainicjowalam, a takze wspolitworzylam publikacje skierowane do lekarzy
praktykow:

1. Radko L., Cybulski W. 2005. Zatrucia zwierzat jadami owadow

blonkoskrzydtych. Magazyn Weterynaryjny, 02, 59-62.

2. Cybulski W., Radko L. 2006. Srodki farmaceutyczne z grupy beta-
agonistow-  aspekty  farmakologiczne,  toksykologiczno-higieniczne
i legislacyjne. Zycie Weterynaryjne 2006, 11, 760-766.

3. Radko L., Cybulski W. 2007. Zastosowanie sylimaryny u zwierzat. Magazyn
Weterynaryjny, 16, 52-54.

4. Cybulski W., Radko L. 2009. Enrofloksacyna — aspekty stosowania
u zwierzat i jej wptyw na $srodowisko naturalne. Magazyn Weterynaryjny, 2,
166-169. (MNISW = 2)

5. Cybulski W., Radko L. 2010. Fipronil i pyriprol - zagrozenia w terapii i dla
srodowiska. Magazyn Weterynaryjny, 19, 78-8. (MNiSW = 2)

6. Cybulski W., Sell B., Giergiel M., Radko L., Bednarek D. 2018. Najczestsze
przyczyny zatru¢ bydla - stan obecny. Wybrane choroby niezakaZzne
w patologii bydta. Lecznica Duzych Zwierzqgt, 37-40.(MNiSW = 3)

5.3. Udzial w projektach badawczych

Jako kierownik projektu finansowanego z funduszy NCN:
1. 2017-2018. Badanie wplywu deoksyniwalenolu na cytotoksycznosé
enrofloksacyny oraz ich jednoczesnego oddziatywania na rozwoj ryb Danio

rerio. Narodowe Centrum Nauki, MINIATURA 1.
Jako kierownik projektu finansowanego z innych funduszy:

1. 2006-2007. Badania in vitro 1 in vivo nad ochronnym dzialaniem substancji
aktywnych  ostropestu  plamistego ~w  warunkach  cytotoksycznego
i subtoksycznego dzialania chemicznych dodatkéw paszowych z grupy
antybiotykow jonoforowych u drobiu. Projekt badawczy realizowany w ramach
programu konkursowego finansowanego z Europejskiego Funduszu Spotecznego
1 Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju Regionalnego (EFS-
ZPORR) na finansowanie prac naukowych doktorantow Uniwersytety

Przyrodniczego w Lublinie jako szansa dla lubelskiego rynku innowacji.
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2. 2019-2020. Interakcje lekow weterynaryjnych w badaniach in vitro. Projekty

badawcze wlasne pracownikéw naukowych Instytutu PIWet-PIB w Putawach.

Jako wykonawca projektow finansowanych z funduszy NCN lub KBN:

1. 2017-2020. Interakcje mikotoksyn i antybiotykow w ukladzie pokarmowym
1 immunologicznym $§wini - badania in vitro. Narodowe Centrum Nauki,
OPUS, (kierownik — dr hab. Piort Jedziniak — prof. nadzw.).

2. 2013-2017. Badania nad wplywem metabolizmu salinomycyny na jej
toksyczno$¢. Narodowe Centrum Nauki, SONATA 2 (kierownik - dr hab.
Matgorzata Olejnik - prof. nadzw.).

3. 2010-2013. Biotesty w ocenie aktywnosci hormonalnej zywnosci. KBN N
N308 267238 (kierownik — dr hab. Maria Minta).

Jako wykonawca projektow finansowanych z innych funduszy:

1. 2019-2020. Zastosowanie ukierunkowanej na efekt identyfikacji pozostatosci
lekow weterynaryjnych i biocydow do oceny stanu zanieczyszczenia wod
powierzchniowych w okolicy ferm wielkotowarowych. Projekty badawcze
wiasne pracownikéw naukowych Instytutu PIWet-PIB.

2. 2018-2019. Rozwdj technik separacyjnych pofaczonych z tandemowga
spektrometria mas w toksykologii weterynaryjnej. Rozwdj Potencjalu
Badawczego w ramach Konsorcjum Naukowego KNOW ,.Zdrowe Zwierze

— Bezpieczna Zywno$¢”.

3. 2015-2017. Wdrozenie 1 rozw6j nowoczesnych metod w obszarze
toksykologii weterynaryjnej. Grant badawczy w ramach ,Konsorcjum

Naukowego KNOW , Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢.

Z chwilg rozpoczgcia pracy w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii, PIWet-
PIB w Putawach realizowatam i realizuj¢ projekty badawcze prowadzone w ramach
dziatalno$ci statutowe;:

1. 2019- 2020. Przydatnos¢ pasz dla zwierzat laboratoryjnych dostepnych w kraju

do badan nad zwigzkami aktywnymi hormonalnie. Wykonawca.
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2. 2019-2020. Badania przegladowe w kierunku aktywnosci hormonalnej zywno$ci.

Wykonawca.

3. 2018. Badania przegladowe w kierunku aktywno$ci hormonalnej Zywnos$ci

pochodzenia zwierzgcego. Wykonawca.

4. 2016-2017. Ocena aktywno$ci estrogennej mleka 1 jego przetworow

z wykorzystaniem biotestow in vitro/in vivo. Wykonawca.

5. 2014-2015. Poroéwnanie cytotoksyczno$ci 1 metabolizmu wybranych
weterynaryjnych produktow leczniczych w hodowli komoérek hepatoma (linia
ciggla FaO i HepG2) oraz w hodowli pierwotnej hepatocytow szczura.

Wykonawca.

6. 2010-2013. Zastosowanie zestawu testow in vitro do oceny toksycznosci

ksenobiotykow, w tym wybranych lekow weterynaryjnych. Wykonawca.

7. 2008-2009. Doskonalenie szybkich testow in vitro do oceny toksyczno$ci

ksenobiotykow. Wykonawca.

5.4. Dzialalno$¢ dydaktyczna

Od momentu rozpoczecia studidw doktoranckich (2003), po odbyciu 6-cio
miesi¢cznego kursu pedagogicznego, bratam czynny udzial w przygotowywaniu
1 prowadzeniu ¢wiczen, w tym ¢wiczen laboratoryjnych na kierunku weterynaria
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej (toksykologia weterynaryjna, ochrona
srodowiska, higiena pasz, historia weterynarii 1 deontologia) Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie. W czasie pracy w Instytucie z zakresu badan
cytotoksycznosci przeszkolitam 4 osoby odbywajace staz w Zakladzie Farmakologii

i Toksykologii, PIWet-PIB w Putawach.

5.5. Dzialalno$¢ organizacyjna
e W latach 2004-2007 sprawowatam funkcje zastgpcy przewodniczacego

Samorzadu Doktorantow Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.
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W latach 2006-2008 bylam czlonkiem (z ramienia doktorantow) Rady
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie.

Od roku 2015 jestem czlonkiem zespolu dyscyplinarnego PIWet-PIB
w Pulawach.

Od roku 2016 pehi¢ funkcje wyznaczonego lekarza weterynarii do
$wiadczenia ushug weterynaryjnych dla zwierzat laboratoryjnych.

Od 2016 jestem cztonkiem Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na

Zwierzetach w Lublinie.

5.6. Czlonkostwo w miedzynarodowych i krajowych organizacjach oraz

towarzystwach naukowych

1.

Polskie Towarzystwo Nauk Weterynaryjnych, od 2009 do chwili obecnej,
cztonek.

Polskie Towarzystwo Toksykologiczne, od 2010 do chwili obecnej, czlonek.
Polskiego Towarzystwa Nauk o Zwierzetach Laboratoryjnych — POILASA, od
2010 do chwili obecnej, cztonek.

5.7. Nagrody i wyroznienia

1.

Otrzymatam nagrode I1I stopnia przyznana przez Polskie Towarzystwo Nauk

Weterynaryjnych w 2016 roku, za prace:

e Cybulski W., Radko L., Rzeski W.: Cytotoxicity of monensin, narasin
and salinomycin and their interaction with silybin in HepG2, LMH and L6
cell cultures, Toxicology in Vitro 2015, 29, 337-344.

Jestem laureatem 2 nagrdd przyznanych przez Dyrektora Panstwowego

Instytutu Weterynaryjnego — PIB w Pulawach za najlepsze publikacje

pracownikow naukowych Panstwowego Instytutu Badawczego (lata 2013

12016):

e Wozniak B., Minta M., Stypula-Trebas S., Radko L., Zmudzki J.:
Evaluation of estrogenic activity in animal diets using in vitro assay.

Toxicology in Vitro 2013, 28, 70-75.
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e Cybulski W., Radko L., Rzeski W.: Cytotoxicity of monensin, narasin
and salinomycin and their interaction with silybin in HepG2, LMH and L6
cell cultures. Toxicology in Vitro 2015, 29, 337-344.

3. Moja wspodlpraca z Zaktadem Wirusologii i Immunologii, UMCS w Lublinie
zaowocowata publikacjami, ktore zostaly wyrdznione dwoma nagrodami
przyznanymi przez J.M. Rektora Uniwersytetu Marii Sklodowskie Curie
w Lublinie w roku akademickim 2015/2016 12016/2017.

e Cybulski W., Radke L., Rzeski W. 2015. Cytotoxicity of monensin,
narasin and salinomycin and their interaction with silybin in HepG2, LMH

and L6 cell cultures. Toxicology in Vitro, 29, 337-344.

e Radko L., Cybulski W., Rzeski W. 2017. The protective effects of silybin
on the cytotoxicity of thiram in human, rat and chicken cell cultures.

Pesticide Biochemistry and Physiology, 143, 154-160.

4. Otrzymatam wyrdznienie w sesji posterowej na XXXV Jubileuszowej
Konferencji Naukowo-Technicznej Bezpieczenstwo i jako$¢ handlowa pasz

w 2018:

¢ Radko L., Jedziniak P., Jakubaszek A., Styputa-Trebas S., Posyniak A.:
Wptyw mikotoksyn wykrywanych w paszach na rozwoj ryb Danio rerio.

5.8. Szkolenia i staze

1.

W celu poglebienia wiedzy z zakresu metod badan toksycznosci in vitro i in vivo

bratam udziat w nastepujacych szkoleniach:

Université Catholique de Louvain, Faculty of Public Health, Brussels, Belgium,
02-05 wrzesien 2018, Exposure, hazard and risk assessment of mixtures of
pesticides/ chemicals in food using the tools developed in the EuroMix project.

Panstwowy Instytut Weterynaryjny -PIB w Putawach, 13-14 czerwca 2018,
szkolenie, ,.Bezpieczenstwo i jako$¢ handlowa pasz”.
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3. Panstwowy Instytut Weterynaryjny - PIB w Putawach, Das Bundesinstitut fur
Risikobewertung (BfR), Vet-Twin, 05-09 marzec 2018, udziat w szkole
zimowej ,,Chemical Risk Assessment”.

4. Uniwersytet Medyczny, Osrodek Medycyny Doswiadczalnej w Lublinie, 20-21
kwiecien 2017, Workshop — Principles of zebrafish model in toxicology and
behavioural studies.

5. MatTek In Vitro Life Science Laboratories, Bratislava, Slovakia, 10-13 wrzesien
2017, Nanotoxicology and risk assessment: the state of the art.

6. SeCAM Services & Consultation on Alternative Methods and Bayer, Sophia
Antipolis, France, 20-21 pazdziernik 2016, Practical Training Course, In vitro
methods for dermal, Ocular, Lung, Hepatic & Developmental Toxicity Testing.

7. Panstwowy Instytut Weterynaryjny - PIB w Pulawach, 05-09 pazdziernik 2015,
szkolenie dla 0s6b odpowiedzialnych za planowanie procedur i do§wiadczen na
zwierzetach oraz za ich przeprowadzenie, dla 0s6b sprawujacych opieke nad
zwierzetami utrzymywanymi w osrodku, dla os6b u$miercajacych zwierzgta
wykorzystywane w procedurach.

8. Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, 19 — 22 wrzesien 2011 — Letni kurs
hodowli komérek zwierzgcych.

9. Panstwowy Instytut Weterynaryjny -PIB w Pulawach, 5 grudzien 2011,
Warsztaty organizowane przez Thomson Reuters nt. Platformy Web of
Knowledge.

10. Panstwowy Instytut Weterynaryjny -PIB w Pulawach, 04 listopad 2011,
szkolenie “7 Program Ramowy UE- praktyczne wskazowki jak uzyskad
europejski grant badawczy”.

11. Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, 8-11 wrzesien 2004, Workshop on
Pharmacokinetics.

5.9. Podsumowanie dorobku naukowego

Szczegétowy wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacje
o osiggnieciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej, otrzymanych nagrodach oraz
dziatalnosci popularyzujacej nauke znajduja si¢ w zalaczniku numer 3 do wniosku
o przeprowadzenie post¢epowania habilitacyjnego).
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5.10. Bibliometryczne podsumowanie osiggnie¢ naukowych

- w tym: opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora 22
5

- w tym: stanowigcych osiggniecie habilitacyjne

w tym: zaprezentowanych na konferencjach krajowych 43

w tym: zaprezentowanych na konferencjach zagranicznych 17

- w tym: dla publikacji po uzyskaniu stopnia doktora 32,936
- w tym: dla publikacji stanowigcych osiggnigcie habilitacyjne 11,156
- w tym: dla publikacji po uzyskaniu stopnia doktora 530

- w tym: dla publikacji stanowigcych osiggnigcie habilitacyjne 120
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e —

Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy/ 10(8)
Journal of Veterinary Research

Medycyna Weterynaryjna 3(1)
Toxicology in Vitro 3(1)
Pesticide Biochemistry and Physiology 1(1)
Food Additives and Contaminants: Part A 1(1)
BioMed Research International, 1E1)
Polish Journal of Veterynary Sciences (1)
Environmental Toxicology and Pharmacology 2(0)
World Mycotoxin Journal 1(0)
Rapid Communications in Mass Spectrometry 1(0)
Chemical Papers 1(0)
Journal of Pre-Clinical and Clinical Research 1(1)
Roczniki Panstwowego Zakladu Higieny 1(1)
Medycyna Srodowiskowa - Environmental 1(0)
Medicine

Pasze Przemyslowe 2(1)
Magazyn Weterynaryjny 4(2)
Zycie Weterynaryjne 1(0)
Lecznica Duzych Zwierzat 1(0)

Putawy, 25.02.2019 1.
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