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1. POSTADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE - Z PODANIEM PODMIOTU
NADAJACEGO STOPIEN, ROKU ICH UZYSKANIA ORAZ TYTULU ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

11.12.2014 doktor nauk o zdrowiu
Instytut Medycyny Wsi im. Witolda Chodzki w Lublinie
Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Ocena wlasciwosci chemoprewencyjnych
kompleksow weglowodanowo-biatkowych izolowanych z Boletus edulis
(borowik szlachetny). Badania in vitro i molekularne w modelu komoérek
raka okreznicy”

15.12.2011 menedzer projektow badawczych
Wyzsza Szkota Ekonomii i Innowacji w Lublinie
Tytut pracy podyplomowej: ,,Automatyzacja 1 nowoczesne metody
wyznacznikiem ekspansji rynkowej firmy Cell-Lab”

10.06.2008 magister biotechnologii
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Nauk
0 Ziemi
Tytul pracy magisterskiej: ,,Ocena aktywno$ci biologicznej wodnych

ekstraktow izolowanych z Piptoporus betulinus 1 Inonotus obliquus”

2. INFORMACJA O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH

01.09.2010 - obecnie Zaktad Biologii Medycznej, Instytut Medycyny Wsi w Lublinie

Stanowisko:

adiunkt (01.02.2016 - obecnie)

asystent (01.11.2012 - 31.01.2016)

pracownik inzynieryjno-techniczny (01.09.2010-31.10.2012)
01.07.2008 - 20.04.2015 Samodzielna Pracownia Chorob Fibroproliferacyjnych, Instytut

Medycyny Wsi w Lublinie

Stanowisko:

asystent (01.11.2012 - 20.04.2015)

pracownik inzynieryjno-techniczny (01.07.2008-31.10.2012)
01.07.2007 - 30.09.2007 Department of Microbiology, Molecular Biology and

Biochemistry, University of Idaho, Moscow, USA

Stanowisko: short term scholar
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3. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT. 2
USTAWY

3.1. Tytul osiaggniecia naukowego:

Ocena chemoprewencyjnych i neuroprotekcyjnych witasciwosci polisacharydow 1 kwasow
nukleinowych izolowanych z Cantharellus cibarius (pieprznik jadalny; kurka) oraz
mozliwosci ich wykorzystania w terapii nowotwordéw i chordb neurodegeneracyjnych -

badania w modelach in vitro
3.2. Wykaz publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe
Cykl 4 publikacji w czasopismach z Listy Filadelfijskiej [IF: 17,310; MNiSW: 340]

We wszystkich publikacjach jestem pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym.

1. Lemieszek MK, Nunes FM, Cardoso C, Marques G, Rzeski W: Neuroprotective properties

of Cantharellus cibarius polysaccharide fractions in different in vitro models of

neurodegeneration. Carbohydrate Polymers 2018, 197, 598-607. [IF: 6,044; MNiSW: 40]
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan; opracowaniu
1 wdrozeniu protokotu pozyskiwania neurondéw w drodze réoznicowanie ludzkich komorek
neuroblastoma; uzyskaniu finansowania badan in vitro; zaplanowaniu i1 wykonaniu
doswiadczen polegajacych na okresleniu neuroprotekcyjnych wtasciwosci frakeji
polisacharydowych izolowanych z C. cibarius w ré6znych modelach neurodegeneracji;
opracowaniu, analizie statystycznej 1 interpretacji uzyskanych wynikéw badan;
przygotowaniu manuskryptu.

MOoj udzial procentowy szacuje na 80%

2. Lemieszek MK, Marques PS, Ribeiro M, Ferreira D, Marques G, Chaves R, Pozarowski P,

Nunes FM, Rzeski W: Mushroom small RNAs as potential anticancer agents: a closer look at

Cantharellus cibarius proapoptotic and antiproliferative effects in colon cancer cells. Food &

Function 2019, 10(5), 2739-2751. [IF: 3,241; MNiSW: 100]
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan; uzyskaniu
finansowania badan in vitro; zaplanowaniu 1 wykonaniu doswiadczen polegajacych na
ocenie chemoprewencyjnych wiasciwosci frakcji zawierajacych sRNA izolowanych z
wybranych grzybow podstawkowych z gromady Basidiomycota w komorkowym modelu
raka okreznicy celem selekcji frakcji o najwickszym potencjale terapeutycznym;
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen polegajacych na okresleniu mechanizméow
przeciwnowotworowego dzialania izolowanej z Cantharellus cibarius frakcji

zawierajace] sSRNA ze szczegdlnym uwzglednieniem jej wplywu na przebieg cyklu
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komorkowego oraz zdolno$¢ indukcji apoptozy w komoérkach raka okreznicy;
opracowaniu, analizie statystycznej 1 interpretacji uzyskanych wynikéw badan;
przygotowaniu manuskryptu.

Moj udziat procentowy szacuje na 65%

3. Lemieszek MK, Nunes FM, Marques G, Rzeski W: Cantharellus cibarius branched

mannans inhibits colon cancer cells growth by interfering with signals transduction in NF-kB

pathway. International Journal of Biological Macromolecules 2019, 134, 770-780. [IF: 4,784;

MNiSW: 100]
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan; uzyskaniu
finansowania badan in vitro; zaplanowaniu i wykonaniu do$§wiadczen polegajacych na
ocenie chemoprewencyjnych wtasciwosci  frakcji polisacharydowych izolowanej z
Cantharellus cibarius w komoérkowym modelu raka okr¢znicy oraz na okresleniu
molekularnego mechanizmu dziatania frakcji o najwigkszym potencjale terapeutycznym
ze szczegolnym uwzglednieniem jej wpltywu na przekazywanie sygnatéw w szlaku NF-
kB w tym ekspresje podlegtych mu gendéw oraz przebieg nadzorowanych przez niego
procesoOw tj. apoptozg, cykl komorkowy, przerzutowanie; opracowaniu, analizie
statystycznej i interpretacji uzyskanych wynikow badan; przygotowaniu manuskryptu.

Moj udziat procentowy szacuje na 85%

4. Lemieszek MK, Nunes FM, Rzeski W: Branched mannans from the mushroom

Cantharellus cibarius enhance the anticancer activity of natural killer cells against human

cancers of lung and colon. Food & Function 2019, 10(5), 5816-5826. [IF: 3,241; MNiSW:

100]
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan; uzyskaniu
finansowania badan in vitro; zaplanowaniu 1 wykonaniu doswiadczen polegajacych na
analizie wptywu frakcji polisacharydowych izolowanej z Cantharellus cibarius na
zywotno$¢ 1 proliferacje komorek NK oraz okresleniu molekularnego mechanizmu
lezacego u podstaw immunomodulacyjnych wtasciwosci frakcji o najwigkszym
potencjale terapeutycznym; zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen polegajacych na
ocenie wplywu wybranej frakcji polisacharydowej na zdolno$¢ komoérek NK do
rozrozniania komorek prawidtowych (nabtonka dréog oddechowych i nabtonka jelita) od
nowotworowych (rak ptuca i raka okreznicy) oraz eliminacji komorek nowotworowych;
opracowaniu, analizie statystycznej 1 interpretacji uzyskanych wynikow badan;
przygotowaniu manuskryptu.

MGoj udzial procentowy szacuje na 90%
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Wydruki publikacji wchodzgcych w skiad omawianego osiggniecia wraz z oswiadczeniami
wspolautorow wskazujgcymi na ich wkiad merytoryczny w powstanie tych prac zamieszczono

w Zatgczniku Nr 5

3.3. Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Pomimo postgpu, jaki w ostatnich latach dokonal si¢ w neurologii i onkologii, odsetek 0sob
cierpigcych na choroby neurodegeneracyjne oraz choroby nowotworowe stale si¢ zwigksza.
Problem ten jest szczegodlnie widoczny w starzejacych si¢ spoteczenstwach krajow wysoko
rozwinietych, w ktérych pomimo coraz wigekszych naktadéw finansowych na diagnostyke i
leczenie wspomnianych chorob prognozy na najblizsze lata wskazuja na systematyczny
wzrost zachorowalnosci, niepelnosprawnosci oraz $miertelnosci z powodu nowotworow i
chorob neurodegeneracyjnych [Licher 1 wsp. 2019, GBD 2015, Stewart and Wild 2014]. Z
uwagi na niezadowalajaca skutecznos$¢ dostepnych strategii terapeutycznych, duze nadzieje
poktadane sg w prewencji wspomnianych choréb a w szczegdlnos$ci neuroprotekcji oraz
chemoprewencji [Brown i wsp. 2005, Vajda 2002, Sporn i Suh 2000]. Neuroprotekcja polega
na przeciwdzialaniu destrukcji tkanki nerwowej wywotanej roéznymi czynnikami
uszkadzajacymi przez zastosowanie substancji zdolnych zapobiec lub zahamowac $mier¢
neurondw, ktore to zjawisko lezy u podtoza wiekszosci chorob neurodegeneracyjnych [Brown
1 wsp. 2005, Vajda 2002]. Natomiast chemoprewencja jest metoda zapobiegania nowotworom
poprzez przyjmowanie substancji, ktore moga zatrzymac¢ lub spowolni¢ przebieg
karcynogenezy, czy tez wplynaé na regresj¢ juz powstatych zmian [Sporn i wsp. 2000]. Z
uwagi na podstawowy wymdg obu strategii terapeutycznych dotyczacy wykorzystania
nietoksycznych substancji na wczesnych etapach rozwoju choroby lub dhugo przed
wystgpieniem pierwszych jej objawow uzasadnionym wydaje si¢ poszukiwanie
neuroprotektantoéw czy chemioterapeutykéw wsrod sktadnikow codziennej diety. Koncepcja
ta jest odzwierciedleniem idei sformutowanej przez Hipokratesa okoto IV w. p.n.e. ,.Niech
zywnos¢ bedzie Twoim lekarstwem, a lekarstwo zywnoscig”, jest ona réwniez zgodna ze
wspotczesnymi trendami obowigzujacymi w naukach o zdrowiu, ktore w oparciu o wyniki
badan klinicznych 1 populacyjnych wskazujg na racjonalne, prawidlowe zywienie jako jeden z
glownych czynnikdw prewencji chordb niezakaznych w tym nowotworéw i chorob
neurodegeneracyjnych [Lillycrop 1 Burdge 2012, Joseph 2009, Donaldson 2004].
Dostrzezenie oraz zrozumienie zaleznosci migdzy stanem zdrowia cztowieka a spozywanym
pozywieniem, jego warto$cig odzywcza oraz jakoscig zdrowotng znalazto odzwierciedlenie w
terminie zywnos¢ funkcjonalna rozumianym jako zywnosci o udokumentowanym badaniami

naukowymi korzystnym wptywie na zdrowie ponad ten, ktory wynika z obecnos$ci w nich
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sktadnikow odzywczych tradycyjnie uznanych za niezbedne. Z pojeciem zywno$¢
funkcjonalna $ci$le zwigzany jest termin nutraceutyki definiowany jako $rodek spozywczy
(czesto nie bedacy sktadnikiem odzywczym) o udokumentowanych korzysciach medycznych
lub zdrowotnych, w tym zdolno$ci do zapobiegania i1 leczenia chorob. Nutraceutyki
stosowane s3 w celu wzbogacenia diety o korzystne dla zdrowia substancje pochodzenia
naturalnego, ktére wystepuja w zywnosci, ale w niewielkich ilosciach. Nalezy podkresli¢, ze
termin nutraceutyki jest pojeciem szerszym niz zywno$¢ funkcjonalna i poza nig mieszczg si¢
w nim réwniez pojedyncze substancje bioaktywne naturalnego pochodzenia jak réwniez
suplementy diety. W odréznieniu od lekow nutraceutyki zawieraja nizsze dawki substancji
bioaktywnych, ale dzigki temu charakteryzujg si¢ wyzszym bezpieczenstwem dtugotrwatego
stosowania, a ich pierwotnym przeznaczeniem jest szeroko rozumiana poprawa ogolnego
stanu zdrowia oraz prewencja choréb [Dudeja i Grupta 2017, Hardy 2000]. Jednoznaczne i
wiarygodne potwierdzenie prozdrowotnych wilasciwosci preparatdow spozywczych wymaga
przeprowadzenia zakrojonych na szeroka skale wieloletnich badan populacyjnych. Z uwagi na
czasochtonno$¢ oraz kosztochtonnos$¢ takich badan, podobnie jak w przypadku lekow,
wstepng ocen¢ prozdrowotnych wilasciwosci nutraceutykow z reguly przeprowadza si¢ w
modelach in vitro.

Interesujagcym zrodtem nutraceutykéw wydaja si¢ byé grzyby wyzsze z gromady
Basidiomycota (grzyby podstawkowe), ktore od tysigcleci cenione sg zardowno za wlasciwosci
odzywcze jak i1 korzysci zdrowotne. W starozytnej Grecji byly one uznawane za pokarm
bogéw, a w Egipcie ich spozycie bylo przywilejem faraonow. Wprawdzie wlasciwosci
lecznicze grzybow po raz pierwszy opisal Hipokrates okolo IV w. p.n.e., to podstawy
mykoterapii zawdzigczamy Medycynie Dalekiego Wschodu, gdzie od ponad 2000 lat stosuje
si¢ produkty z grzybow podstawkowych w prewencji oraz leczeniu choréb [Chang i Buswell
1996]. Sposrod szerokiej gamy zwigzkow biologicznie czynnych wystepujacych w taksonie
Basidiomycota najlepiej poznane 1 opisane zostaty polisacharydy o wlasciwosciach
przeciwnowotworowych [Muszynska i wsp. 2010, Wasser 2002, Reshetnikov i wsp. 2001,
Mizuno 1999, Wasser i Weis 1999a, Wasser i Weis 1999b, Mizuno 1996] a wérod nich
stosowane w onkologii od ponad 50 lat: lentinan, krestin (PSK) i schizophyllan [Lemieszek 1
Rzeski 2012, Mizuno 1996].

Lentinan jest wysoce oczyszczong frakcja polisacharydowa izolowana z Lentinus edodes
(Shiitake, twardnik japonski). Pod wzgledem struktury chemicznej jest to B-glukan, w ktorym
tancuch glowny utworzony jest z czasteczek glukozy potaczonych wigzaniami B-(1—3)
glikozydowymi, za§ odgatezienia boczne stanowig czasteczki glukozy potaczone z tancuchem
glownym wigzaniami B-(1—6) glikozydowymi [Mizuno 1999]. Lentinan jest powszechnie

stosowany w Japonii jako lek przeciwnowotworowy. Podawany jest lacznie z innymi
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farmaceutykami w terapii nowotworéw watroby, zotadka, jelita, ptuca 1 jajnika.
Udowodniono, ze lentinan zwigksza skuteczno$¢ konwencjonalnej terapii a tym samym
wydtuza przezycie pacjentdow [Mahajna 1 wsp. 2007]. W badaniach eksperymentalnych
wykazano, ze podawanie lentinanu zapobiega onkogenezie indukowanej chemicznie lub przez
wirusy, jak rOwniez zapobiega procesom przerzutowania [Hobbs 2000, Hobbs 1995].

Krestin (PSK) izolowany jest z Trametes versicolor (wrosniak réznobarwny). Poza czescia
cukrowa ktorg stanowi B-glukan, w sktad czasteczki PSK wchodzi réwniez peptyd. Czes¢
cukrowg stanowi tancuch gléwny utworzony przez czasteczki glukozy potaczone wigzaniami
B-(1—3) oraz B-(1—4) glikozydowymi a w odgalezieniach bocznych wystepuja wigzania -
(1—6) glikozydowe [Mizuno 1999]. Podobnie jak lentinan, krestin jest bardzo popularnym
lekiem stosowanym w Japonii. Badania kliniczne wykazaty, Zze jego podawanie zwigksza
skuteczno$¢ chemioterapii u pacjentdéw cierpiacych na nowotwory piersi, watroby, prostaty,
zotadka, ptuca 1 okreznicy. Samodzielnie stosowany jest w weterynarii w leczeniu raka pluca,
raka jelita grubego, migsaka i czerniaka [Mahajna i wsp. 2007].

Schizophyllan pozyskiwany jest z Schizophyllum commune (rozszczepka pospolita). Pod
wzgledem sktadu cukrow oraz sposobu ich potaczenia, przypomina lentinan. Ten B-glukan
stosowany jest w terapii raka zotadka i szyi [Hobbs 1995]. Dodatkowo, jest podawany w
trakcie radioterapii ze wzgledu na zdolno$¢ regeneracji uszkodzonych promieniowaniem
gamma komorek szpiku kostnego [Herre 1 wsp. 2004, Brown 1 Siamon 2001].

Warto zwroci¢ uwage, ze zakrojone na szeroka skale badania uczonych gléwnie z Chin i
Japonii sugeruja, ze wickszos$¢, je§li nie wszystkie, grzyby podstawkowe zawieraja
polisacharydy o wtasciwosciach przeciwnowotworowych [Muszynska i wsp. 2010, Wasser
2002, Reshetnikov 1 wsp. 2001, Mizuno 1999, Wasser 1 Weis 1999a, Wasser 1 Weis 1999b,
Mizuno 1996].

Badania ostatnich lat wskazuja rowniez na inne niz onkologiczne mozliwosci wykorzystania
polisacharydow izolowanych z grzybow podstawkowych [Friedman 2016]. Z punktu
widzenia potrzeb zdrowia publicznego, u podstaw ktérego leza dziatania zapobiegawcze
majace na celu ograniczenie zachorowan oraz dziatania shuzace przywracaniu zdrowia,
szczegblnie cenne wydaja si¢ doniesienia o neuroprotekcyjnych wilasciwosciach tej grupy
zwigzkow chemicznych. Wprawdzie wigkszos¢ wynikoéw uzyskano w hodowlach komorek
nerwowych linii PC12, ale dostgpne sg réwniez pierwsze wyniki z badan na zwierzetach
[Wong 1 wsp. 2017]. Do tej pory wykazano neuroprotekcyjne wlasciwosci polisacharydow
izolowanych z Ganoderma lucidum (lakownica zoéttawa) w szczurzych modelach:
niedokrwiennego uszkodzenia moézgu [Zhou i wsp. 2010], urazowego uszkodzenia rdzenia
kregowego [Gokce 1 wsp. 2015], oraz w modelu drgawek indukowanych kwasem kainowym

[Tello 1 wsp. 2013]. Korzystny wplyw polisacharydéw izolowanych z Agaricus bisporus
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(pieczarka dwuzarodnikowa) na funkcje poznawcze wykazano w modelu neurodegeneracji
wywotanej trimetylocyng w uktadzie limbicznym szczurow [Amal 1 wsp. 2015]. Podobne
protekcyjne dzialanie w zakresie funkcji sensorycznych zaobserwowano po podaniu szczurom
z uszkodzonym mechanicznie nerwem strzatkowym polisacharydow z Hericium erinaceus
(soplowka jezowata) [Wong 1 wsp. 2015]. Niestety brakuje wiarygodnych danych o
wykorzystaniu polisacharydéw pozyskiwanych z Basidiomycota w terapii schorzen
neurodegeneracyjnych u ludzi.

O ile prozdrowotne wilasciwosci polisacharydow grzybowych od wielu lat s3 w kregu
zainteresowan naukowcow z catego §wiata o tyle na drugim biegunie znajdujg si¢ badania nad
potencjatem leczniczym grzybowych kwaséw nukleinowych zwtaszcza krétkotancuchowych
czasteczek RNA, ktore dzieki zdolnos$ci do interferencji moga wplywac na ekspresje genow.
Wsrod tych zwigzkow najlepiej opisany zostat mechanizm dziatania pozyskiwanej z Agaricus
blazei (pieczarka brazylijska) frakcji FA-2-b-B stanowigcej kompleks RNA-biatko. Gao i
wsp. wykazali, ze FA-2-b-B zmniejszajac aktywno$¢ telomerazy oraz stymulujac ekspresje
mRNA kaspazy 3 indukuje apoptoze w ludzkich komorkach biataczki linii HL-60 [Gao 1 wsp.
2007]. Identyczny mechanizm dziatania z tym, ze w ludzkich komoérkach raka zotadka linii
MKN45 opisal Sun 1 wsp. [Sun 1 wsp. 2007]. Naszemu zespotowi réwniez udato si¢
zidentyfikowa¢ mechanizm przeciwnowotworowego dziatania sSRNA z Boletus edulis
(borowik szlachetny), ktora to czasteczka powodowala w komorkach raka okr¢znicy linii
LS180 1 HT-29 indukcj¢ apoptozy odpowiednio zalezng i niezalezna od p53, zatrzymanie
cyklu komérkowego w fazie GO/G1 oraz S, jak réwniez wyciszanie przekazywania sygnalow
w szlaku MAPK/Erk [Lemieszek 1 wsp. 2017a, 2016, 2013]. Ponadto, wykazaliSmy takze
immunomodulacyjne wlasciwosci SRNA borowika szlachetnego wzgledem ludzkich komorek

NK linii NK-92 [Lemieszek i wsp. 2017b].

W prezentowanym osiagni¢ciu skupilam si¢ na analizie prozdrowotnych witasciwosci
polisacharydow oraz kwasow nukleinowych izolowanych z jednego z najpopularniejszych i
najbardziej cenionych ze wzgledu na walory smakowe grzybow jadalnych na $wiecie tj.
Cantharellus cibarius (pieprznik jadalny, kurka). Co ciekawe pomimo duzej popularno$ci
wiedza na temat wplywu spozycia C. cibarius na organizm cztowieka jest ograniczona i o ile
sktadniki odzywcze kurki s3 dobrze poznane i opisane [Brzezicha-Cirocka 1 wsp. 2019,
Muszynska 1 wsp. 2016, Falandysz 1 Drewnowska 2015, Kumari 1 wsp. 2011] o tyle zwigzki
bioaktywne wystepujace w pieprzniku jadalnym sa stabo scharakteryzowane. Glownym

zalozeniem prezentowanego oslagniecia byla ocena neuroprotekcyjnych i

chemoprewencyijnych wilasciwosci kwaséw nukleinowych oraz polisacharydow izolowanych

z C. cibarius celem poszerzenia wiedzy na temat substanciji bioaktywnych obecnych w kurce
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oraz stworzenie podstaw do opracowania nowej strategii prewencji/leczenia chordob

neurodegeneracyijnych oraz nowotwordw ze szczegdlnym uwzglednieniem raka okreznicy.

Ponadto, uzyskane wyniki badan miaty stanowi¢ punkt wyj$cia do uznania owocnikow kurki
za zywno$¢ funkcjonalng a izolowanych z nich i oméwionych w osiggnigciu biopolimeréw za
nutraceutyki. Dodatkowo z uwagi na fakt, ze pieprznik jadalny jest jednym z najcze¢sciej
konsumowanych grzybow na $wiecie, identyfikacja oraz charakterystyka biologiczna
substancji w nim zawartych powinna znalez¢ si¢ w kregu zainteresowan zdrowia publicznego

oraz by¢ rozpatrywana w kategoriach bezpieczenstwa zywnosci.

Wyniki zaprezentowane w publikacjach wchodzacych w sktad osiggniecie sg efektem mojej
wieloletniej wspotpracy z zespotem naukowcoOw pod kierunkiem Prof. Fernando Nunesa z
University of Tras-os-Montes and Alto Douro w Portugalii (UTAD). Zesp6t Prof. Nunesa byt
odpowiedzialny za izolacj¢, oczyszczenie oraz charakterystyke chemiczng wykorzystanych
przeze mnie w badaniach in vitro rozpuszczalnych w wodzie biopolimerow C. cibarius.
Zespot Prof. Nunesa uzyskat z owocnikow kurki cztery frakcje, wérod ktorych ze wzgledu na
sktadnik dominujgcy wyodrgbniono trzy frakcje polisacharydowe: CC1 - frakcja sktadajgca
si¢ z 1,6 mannanu rozgatezionego przy O-2 i O-3 (34%) i liniowego 2,3-glukanu (25%) oraz
1,4 mannanu rozgatezionego przy O-2 i O-3 (8%); CC2a - frakcja skladajaca si¢ z 1,6
mannanu rozgalezionego przy O-2 1 O-3 (54%) 1 liniowego 1,3-glukanu (28%), zawierajaca
rowniez komponente biatkowa; CC2b - frakcja sktadajaca si¢ z liniowego 1,3-glukanu (73%)
z niewielka domieszka 1,6 mannanu rozgatezionego przy O-2 i1 O-3 (8%), oraz frakcje CC3
zawierajagcg kwasy nukleinowe w postaci SRNA (CC3). Natur¢ chemiczng frakcji CC3
potwierdzit zespot genetykow z UTAD pod kierunkiem Prof. Raquel Chaves.

1. Lemieszek MK, Nunes FM, Cardoso C, Marques G, Rzeski W: Neuroprotective
properties of Cantharellus cibarius polysaccharide fractions in different in vitro models
of neurodegeneration. Carbohydrate Polymers 2018, 197, 598-607

Choroby neurodegeneracyjne stanowig heterogenng grupe wrodzonych lub nabytych schorzen
uktadu nerwowego, ktoérych wspdlng cecha jest postepujace zwyrodnienie komorek
nerwowych prowadzace do ich obumierania, a w konsekwencji do trwalych i
nieodwracalnych zmian w ukladzie nerwowym [Przedborski i wsp. 2003]. Degeneracja
neuronow moze by¢ nastgpstwem defektow genetycznych prowadzacych z reguty do
pojawienie si¢ 1 akumulacji nieprawidlowych, opornych na dzialanie enzymow
proteolitycznych biatek o wlasciwosciach neurotoksycznych np. B-amyloidu (choroba
Alzheimera), oa-synukleiny (choroba Parkinsona), huntingtyny (plasawica Huntingtona)

[Kovacs 2019, Gorman 2008]. Smier¢ neuronéw moze by¢ rowniez efektem niesprzyjajacych
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lub wrecz toksycznych warunkéw $rodowiska np. niedoboru sktadnikéw odzywczych (stres
troficzny) [Skup 2018, Sheline 1 wsp. 2010], zwigkszonej ilosci reaktywnych form tlenu (stres
oksydacyjny) [Wang 1 wsp. 2017, Espinet 1 wsp. 2015], czy nadmiernej ilos¢ aminokwasow
pobudzajacych (ekscytotoksycznos¢) [Gorman 2008, Dible 1999]. Wymienione czynniki
srodowiskowe powigzano ze stwardnieniem zanikowym bocznym [Cluskey i Ramsden 2001],
jak réwniez ze wspomnianymi powyzej chorobg Alzheimera, Parkinsona oraz Huntingtona,
chociaz w ich przypadku sposréd wymienionych induktoréw za dominujacy uznawana jest
toksyczno$¢ z nadpobudzenia [Gorman 2008, Doble 1999]. O ile wywotanie w warunkach in
vitro zaburzen genetycznych lezacych u podtoza neurodegeneracji nastrgcza pewnych
trudnosci o tyle stworzenie Srodowiska promujacego $mier¢ neuronow jest stosunkowo proste
1 w konsekwencji stanowi podstawe wigkszosci komoérkowych modeli neurodegeneracyjnych
w tym wykorzystanych w prezentowanych badaniach.

Gléwnym celem badan byla ocena neuroprotekcyjnych wlasciwos$ci polisacharyddéw oraz

kwasOw nukleinowych izolowanych z Cantharellus cibarius w modelach neurodegeneracii

indukowanych: stresem troficznym, toksyczno$cia z nadpobudzenia (ekscytotoksyczno$é)

oraz stresem oksydacyjnym.

Kluczowym etapem badan bylo opracowania skutecznej, alternatywnej do hodowli
pierwotnych, metody pozyskiwania ludzkich neurondéw. Pozadany efekt osiggnelam przez
inkubacj¢ ludzkich komorek neuroblastoma linii SH-SYSY z 0,5 uM kwasem retinowym w
warunkach uniemozliwiajacych adhezje komoérek do podtoza. Dzigki temu uzyskatam
uzyteczny model badawczy niezalezny od hodowli pierwotnych wyprowadzanych z tkanki
nerwowej, do ktorej dostep jest ograniczony.

Wpltyw kwasoéw nukleinowych oraz polisacharydoéw izolowanych z Cantharellus cibarius na
zywotno$¢ neuronéw sprawdzono testem MTT oraz LDH (I/n Vitro Toxicology Assay Kit,
Lactic Dehydrogenase based), natomiast wzrost neurytow w obecnosci badanych substancji
zbadano przy uzyciu Neurite Outgrowth Staining Kit. Badania przeprowadzono po 48
godzinach ekspozycji neuronéw na badane substancje w stezeniach 10, 25, 50 1 100 pg/ml.
Sposréd czterech analizowanych frakcji najkorzystniejszy wplyw na zywotno$¢ neurondéw
oraz wzrost neurytow wykazaly frakcje o najwyzszej oraz o najnizszej zawartosci
polisacharydow tj. frakcja CC2a (69,2% polisacharydéw) oraz frakcja CC3 (10,7%
polisacharydéw). PozZniejsze analizy, ktorych wyniki zaprezentowano w drugiej publikacji z
cyklu ujawnily, ze frakcja CC3 zawiera sRNA. Zaro6wno frakcja polisacharydowa jak i
zawierajgca SRNA w stezeniu 100 pg/ml powodowaty istotny statystycznie wzrost
aktywnos$ci metabolicznej neurondéw oraz stymulowaly wzrost neurytow srednio o okoto 10%
1 15% w porownaniu z kontrolg . Ponadto, w hodowli neuronéw wystawionych na dziatanie

CC2a (100 pg/ml) oraz CC3 (50 1 100 pg/ml) zaobserwowano znaczace obnizenie poziomu
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dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w podiozu zebranym z nad hodowli co sugeruje troficzne
dziatanie badanych substancji. Natomiast frakcja CCl (36,9% polisacharydow) juz w
najnizszych badanych stezeniach 10 1 25 pg/ml powodowata uszkodzenia bton neurondw,
spadek ich zywotno$ci oraz zahamowanie wzrostu neurytow. Z kolei frakcja CC2b (53,2%
polisacharydéw) w calym zakresie analizowanych stezen nie powodowala zadnych zmian w
komorkach nerwowych. Na podstawie uzyskanych wynikow wybrano dwie frakcje o
najwiekszym potencjale terapeutycznym tj. frakcje CC2a oraz CC3, ktoérych neuroprotekcyjne
wlasciwos$ci oceniono w komoérkowych modelach neurodegeneracji indukowanych stresem
troficznym, toksyczno$cig z nadpobudzenia oraz stresem oksydacyjnym.

Smieré komoérek nerwowych wywolana deprywacja troficzna ma istotne znaczenie dla
prawidtowego rozwoju uktadu nerwowego [Oppenheim 1991, Purves i wsp. 1988] z drugiej
strony, w uformowanym uktadzie nerwowym prowadzi do neurodegeneracji [Sheline i wsp.
2010]. Stad tez tak duze nadzieje poktadane sg w wykorzystaniu w terapii chordb
neurodegeneracyjnych endogennych czynnikow neurotroficznych m.in. NGF (czynnik
wzrostu nerwow), NT-3 (neurotrofina 3), GDNF (neurotroficzny czynnik pochodzenia
glejowego), BDNF (neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego) [Connor i Dragunow
1998]. Powszechne jest rowniez poszukiwanie egzogennych substancji zdolnych zapobiec lub
zmniejszy¢ $mier¢ komoérek nerwowych lub tez zwigkszy¢ skuteczno$¢ dziatania
endogennych neurotrofin. W celu okreslenia potencjatu troficznego frakcji CC2a oraz CC3
sprawdzono ich wpltyw na zywotno$¢ neuronow (test MTT) 1 wzrost neurytow (Neurite
Outgrowth Staining Kit) w warunkach stresu troficznego wywotanego usuni¢ciem z podtoza
hodowlanego czynnika troficznego B27. Zabieg ten spowodowal spadek zywotnoS$ci
neurondw oraz zahamowanie wzrostu neurytow odpowiednio o 24,4% oraz 25,5%.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze frakcja polisacharydowa CC2a nie wplywata na
analizowane procesy. Natomiast zawierajaca kwasy nukleinowe frakcja CC3 w stezeniach 50
1 100 pg/ml skutecznie niwelowata negatywne skutki deprywacji troficznej utrzymujac
aktywno$¢ metaboliczng neurondw i wzrost ich neurytéw na poziomie obserwowanym w
hodowli komorek nerwowych rosngcych w podilozu zawierajagcym suplement czynnika
troficznego B27.

Ekscytotoksyczno$¢ jest procesem patologicznym, w ktorym dochodzi do uszkodzenia i/lub
Smierci komorek nerwowych w wyniku nadmiernej stymulacji receptorow glutaminianowych
przez zwigkszone stezenia ich agonistow lub ich dlugotrwata aktywacje¢ przez umiarkowane
stezenia aminokwasow pobudzajacych [Lucas i Newhouse 1957]. Glownym aminokwasem
pobudzajacy w osrodkowym uktadzie nerwowym jest glutaminian, ktéry dziata poprzez dwie
klasy receptoréw: 1) glutaminianergiczne receptory jonotropowe (iGluR), do ktorych zalicza

si¢ receptory kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDA), receptory kwasu a-amino-3-
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hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego (AMPA) oraz kwasu kainowego; 2)
glutaminianergiczne receptory metabotropowe (mGluR) [Sattler 1 Tymianski 2001]. Badania
nad mechanizmami toksyczno$ci z nadpobudzenia ujawnity, ze bedace jej nastepstwem
uszkodzenie neuronéw odbywa si¢ gldwnie za posrednictwem receptorow NMDA [Zhou i1
wsp. 2015] oraz w mniejszym stopniu w sposob posredni przy udziale receptoréw AMPA
[Doble 1999]. Toksycznos¢ z nadpobudzenia jest obserwowana w wigkszosci schorzen
neurologicznych [Gorman 2008, Dible 1999, Doble 1999] w konsekwencji analiza wplywu
substancji na to zjawisko jest jednym z kluczowych punktéw oceny neuroprotekcyjnych
wlasciwosci substancji. W omawianych badaniach ekscytotoksyczno$¢ wywotano ekspozycija
neurondw na aktywatory uktadu glutaminianergicznego tj. glutaminian (1 mM), NMDA (0,5
mM) oraz AMPA (0,25 mM) zastosowane w stezeniach, ktore powodowaly spadek
zywotnosci neurondow o okoto 20-25%. Neuroprotekcyjne wiasciwosci frakcji CC2a oraz
CC3 w warunkach indukowanej toksyczno$ci z nadpobudzenia zbadano przy uzyciu testow
MTT, LDH oraz Neurite Outgrowth Staining Kit. Obie frakcje skutecznie neutralizowaty
negatywne skutki ekscytotoksycznosci. Przeprowadzone badania wykazaty istotny wzrost
zywotno$ci neurondw, zmniejszenie uszkodzen ich blon komoérkowych oraz wzrost neurytow
po podaniu frakcji w stezeniach 50 i 100 pg/ml razem z analizowanymi agonistami.
Najsilniejszy efekt neuroprotekcyjny zaobserwowano w przypadku frakcji CC3 (sRNA),
ktora w stezeniu 100 pg/ml catkowicie neutralizowata negatywny wptyw aktywatorow uktadu
glutaminianergicznego na zywotnos¢ neurondw 1 wzrost neurytow.

Stres oksydacyjny to brak rownowagi miedzy potencjalem oksydacyjnym a
antyoksydacyjnym. Jego przyczyna sa reaktywne formy tlenu (RFT) powstajace podczas
wielu reakcji biochemicznych zachodzacych w organizmie. Szkodliwos¢ RFT wynika z ich
wysokiej reaktywno$ci. Z uwagi na budowg (niekorzystny stosunek powierzchni do
objetosci), nasilony metabolizm tlenowy, duzg zawartoscig nienasyconych kwasow
thuszczowych oraz niski poziom antyoksydantow neurony sg szczegdlnie wrazliwymi na
dzialanie RFT. W warunkach stresu oksydacyjnego neurony jako jedne z pierwszych ulegaja
uszkodzeniu a nastgpnie unicestwieniu co w konsekwencji moze prowadzi¢ do rozwoju
chorob neurodegeneracyjnych [Liu 1 wsp. 2017]. W $wietle tych danych nie dziwi
zainteresowanie substancjami antyoksydacyjnymi, ktore moglyby przeciwdziala¢ degeneracji
neuronow wywolanej RFT. Catkowity potencjal antyoksydacyjny (TAC; total antioxidant
capacity) frakcji CC2a i CC3 okreslono przy uzyciu Antioxidant Assay Kit, ktory pozwala
porowna¢ TAC badanych substancji z TAC Troloksu (rozpuszczalny w wodzie analog
witaminy E). Wykazano, ze roztwory badanych frakcji o stezeniach 10 pg/ml posiadaja
aktywnos$¢ przeciwutleniajacg odpowiadajaca 1,278 mM (CC2a) i 0,412 mM (CC3) Troloksu.

W kolejnym etapie sprawdzono wptyw badanych frakcji na endogenny poziom RFT w
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hodowli neuronow jak rdwniez oceniono zdolnos¢ frakcji do usuwania RFT indukowanych w
komorkach neuronowych przez podanie 50 uM TBHP (wodoronadtlenek tert-butylu).
Oznaczenie wykonano przy uzyciu DCFCA Cellular ROS Detection Assay Kit. Wykazano, ze
frakcje CC2a 1 CC3 w calym zakresie analizowanych stgzen (10-100 pg/ml) nie powodowaly
wzrostu poziomu RFT w hodowli komodrek nerwowych. Jednocze$nie badane frakcje
powodowaty  obnizenie poziomu DCF (2,7-dichlorofluoresceina; marker stresu
oksydacyjnego) podniesionego po podaniu TBHP o ponad 110%. Najskuteczniej wolne
rodniki tlenowe usuwata frakcja CC2a, ktora zmniejszyla poziom DCF o 19% (10 pg/ml),
30% (25 pg/ml), 53% (50 pg/ml) 1 69% (100 pg/ml) w pordéwnaniu z komorkami
wystawionymi na dziatanie 50 uM TBHP. W przypadku frakcji CC3, ktoérej potencjat
antyoksydacyjny byl ponad trzykrotnie nizszy niz frakcji CC2a, istotne zmniejszenie poziomu
DCF (o 15%) w hodowli neuronéw zaobserwowano przy stezeniu 100 pg/ml. Wyzsza
aktywno$¢ antyoksydacyjng frakcji CC2a w pordwnaniu z CC3 wigzano z wigksza
zawarto$cig polisacharydow (69,2% vs. 10,7%).

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaty korzystny wpltyw izolowanych z
Cantharellus cibarius frakcji polisacharydowej CC2a (1,6 mannan rozgateziony przy O-2 i O-
3 z domieszka liniowego 1,3 glukanu i komponentg biatkowa) oraz zawierajacej kwasy
nukleinowe frakcji CC3 (sRNA) na zywotno$¢ neurondéw oraz wzrost neurytow zarOwno w
warunkach normalnych jak i stresowych. Wykazano znaczny potencjat antyoksydacyjny
frakcji CC2a 1 CC3 oraz ich zdolno$¢ do niwelowania negatywnych zmian w komorkach
nerwowych wywotanych przez aktywatory ukfadu glutaminianergicznego (glutaminian,
NMDA, AMPA). Ponadto, przeprowadzone badania ujawnily troficzne dziatanie zawierajacej
sRNA frakcji CC3. Zidentyfikowane neuroprotekcyjne wiasciwosci badanych substancji
sugeruja mozliwos¢ ich wykorzystania w prewencji chordb neurodegeneracyjnych u podtoza
ktorych lezg stres oksydacyjny, stres troficzny czy ekscytotoksycznos¢ w tym
najpowszechniej wystepujacych choroby Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona oraz
stwardnienia zanikowego bocznego [Gorman 2008, Cluskey i Ramsden 2001, Doble 1999].
Niemniej jednak konieczne jest potwierdzenie skuteczno$ci i bezpieczenstwa stosowania

opisanych biopolimerow kurki w badaniach na zwierzgtach oraz z udziatlem pacjentow.

2. Lemieszek MK, Marques PS, Ribeiro M, Ferreira D, Marques G, Chaves R,
Pozarowski P, Nunes FM, Wojciech Rzeski W: Mushrooms small RNAs as natural
potential anticancer agents: a closer look at the Cantharellus cibarius proapoptotic and
antiproliferative effects in colon cancer cells. Food & Function 2019, 10(5), 2739-2751

Liczne badania wykazaly, ze pojawienie si¢ oraz rozprzestrzenianie si¢ nowotworow nie jest

wylacznie efektem nagromadzenia w komoérkach zmian genetycznych w tym m.in.
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utraty/inhibicji genoéw supresorowych czy tez nadekspresji onkogendow [Weber 2007].
Roéwnie istotnym czynnikiem promujacym karcynogenez¢ jest zmniejszenie wrazliwosci
transformowanych nowotworowo komorek (komorek ze zmieniong/uszkodzong informacja
genetyczng) na sygnaly indukujace apoptoze - nastgpstwem czego jest zwigkszenie ich
zywotno$ci, a w ostatecznosci ich unie$miertelnienie [Gerl i1 Vaux 2005]. Niezaleznie lub
rownolegle ze spadkiem zdolno$ci transformowanych komorek do ulegania apoptozie
dochodzi do zaburzen w przebiegu ich cyklu komorkowego prowadzacych do ich
niekontrolowanych podziatow, rozprzestrzeniania si¢ w organizmie jak rowniez do utrwalenia
zaistniatych, niepozadanych mutacji czy innych modyfikacji genetycznych [Vermeulen i wsp.
2003]. Wiedze o roli apoptozy oraz mechanizmow regulujacych przebieg cyklu
komorkowego w procesie karcynogenezy wykorzystano przy tworzeniu cytostatykow —
bedacych najstarsza grupa lekow przeciwnowotworowych. W tym konteks$cie zrozumiatym
jest, ze hamowanie niekontrolowanych podziatow komoérek nowotworowych (dziatanie
antyproliferacyjne) i/lub indukowanie programowanej $mierci komoérek nowotworowych
(aktywnos$¢ proapoptotyczna) jest jedna z gldéwnych i najlepiej udokumentowanych strategii
chemoprewencji [Bonovas i wsp. 2008, Sporn i Suh 2000].

Glownym celem prezentowanych badan byla ocena chemoprewencyjnych wlaSciwosci

kwasoOw nukleinowych izolowanych z Cantharellus cibarius wzgledem komorek raka

okreznicy obejmujaca identyfikacje mechanizmdéw molekularnych odpowiedzialnych za

wykryte wlasciwosci przeciwnowotworowe analizowanych biopolimerow ze szczegdlnym

uwzglednieniem ich wplywu na przebieg cvklu komérkowego oraz programowana $mieré

komorek.

Realizacje glownego celu poprzedzily badania przesiewowe polisacharydow oraz czasteczek
sRNA izolowanych z owocnikow wybranych, jadalnych grzybow podstawkowych
przeprowadzone pod katem zdolnosci analizowanych biopolimeréw do hamowania podziatow
ludzkich komorek raka okreznicy linii LS180 1 HT-29 jak réwniez ich wptywu na ludzkie
komorki nablonka jelita grubego linii CCD841 CoTr. Wyniki testu MTT jednoznacznie
wykazaly wyzsza aktywnos$¢ antyproliferacyjng frakcji zawierajacych sRNA niz frakcji
polisacharydowych otrzymanych z poszczegolnych gatunkow grzyboéw podstawkowych.
Szczegblnie skuteczng w hamowaniu podziatow komorek raka okreznicy okazata si¢ byc¢
zawierajgca SRNA frakcja CC3 izolowana z C. cibarius. Warto$ci IC50 (stg¢zenia powodujace
zahamowanie proliferacji komorek o 50% w pordwnaniu z kontrolg) wyznaczone dla frakcji
CC3 na podstawie wynikéw testu MTT wykonanych na komoérkach raka okreznicy linii
LS180 i HT-29 wyniosty odpowiednio 2,6 pg/ml oraz 11,1 pg/ml. Przeprowadzona przy
uzyciu testu LDH ocena cytotoksyczno$ci wykazata, ze badane czasteczki SRNA w calym

zakresie analizowanych stezen tj. od 1 do 250 pg/ml nie uszkadzaty bton komoérkowych
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komorek nabtonka jelita grubego linii CCD841 CoTr. Ujawnione korzystne wilasciwosci
frakcji CC3 zdecydowaty o jej wyborze do dalszych analiz. Badania kontynuowano jedynie
na komorkach raka okreznicy linii LS180 z uwagi na stwierdzong wigksza od komorek linii
HT-29 wrazliwos$¢ na dziatanie analizowanych grzybowych sRNA, sugerujaca jednoczesnie
zwigzek przeciwnowotworowego dzialania badanych biopolimerow z obecnoscia
funkcjonalnego bialka p53. Analizie poddano kluczowe z punktu widzenia onkogenezy
procesy tj. regulacje i przebieg cyklu komoérkowego oraz Smier¢ komorki.

W pierwszej kolejnosci zweryfikowano ujawnione w teScie MTT antyproliferacyjne
wiasciwosci CC3 za pomoca bardziej specyficznych oznaczen tj. testu BrdU oraz analizy
cyklu komorkowego metodg cytometrii przeplywowej. Po 48 godz. inkubacji komorek LS180
z CC3 w stezeniach od 10 do 250 pg/ml odnotowano zahamowanie syntezy DNA (IC50 = 6
pg/ml), ktore korespondowato z akumulacja komorek w fazie GO/G1 cyklu komorkowego.
Wiyniki testu BrdU oraz cytometrii przeplywowej wskazaly na punkt restrykcyjny G1/S jako
kluczowy z perspektywy chemoprewencyjnych wiasciwosci frakeji CC3. W celu petniejszego
zrozumienia mechanizmu lezacego u podstaw antyproliferacyjnych wiasciwosci sSRNA kurki
zbadano jego wpltyw na ekspresje bialek regulujacych przejscie komorek z fazy G1 do S
cyklu komoérkowego. Warto w tym miejscu wspomnie¢, ze zaburzenia ekspresji
wspomnianych bialek sg jedng z czestszych przyczyn nowotworzenia [Vermeulen i wsp.
2003, Izawa 1 wsp. 2002, McKay i1 wsp. 2002]. W fazie G1 istotne znaczenie ma interakcja
Cykliny D1 z kinazami zaleznymi od cyklin CDK4 i CDK6. Powstanie kompleksu Cyklina
DI1-CDK4/CDK6 odpowiedzialnego za fosforylacje biatka Rb jest niezbedne do
zapoczatkowania replikacji DNA [Vermeulen 1 wsp. 2003]. Biatko Rb w formie
nieufosforylowanej jest negatywnym regulatorem przejscia z fazy G1 do S dzigki zdolnosci
wigzania si¢ z czynnikiem transkrypcyjnym E2F. Fosforylacja Rb (Ser 807/811) powoduje
jego dysocjacje od E2F wzbudzajac ekspresja podleglych mu genoéw, ktérych biatkowe
produkty umozliwiajg replikacj¢ DNA. Jest to jednoczesnie sygnat do przejscia komorki z
fazy G1 do S cyklu [Ohtani 1999]. Istotng role w modulacji funkcjonowania kompleksu
Cyklina D1-CDK4/CDK6 odgrywaja CKI (inhibitory kinaz zaleznych od cyklin). Biatka te
nalezag do dwoch rodzin INK4 (pl15, pl6, pl8, pl19) 1 CIP/KIP (p53, p27 1 p21). INK4
wchodzg w interakcje tylko z CDK4 1 CDK6, uniemozliwiajac ich potaczenie z Cykling D 1
powstanie aktywnego kompleksu. Inhibitory z rodziny CIP/KIP nie sa tak specyficzne i moga
tworzy¢ kompleksy ze wszystkimi typami CDK [Vermeulen i wsp. 2003, McKay i wsp.
2002].

Analize ekspresji bialek nadzorujacych punkt restrykcyjny G1/S przeprowadzono technika
Western blotting w komorkach raka okreznicy linii LS180 po 24, 36 i 48 godz. inkubacji z

CC3 w stezeniach 50 1 100 pg/ml. Zaobserwowano zalezne od czasu ekspozycji oraz stezenia
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sRNA zahamowanie ekspresji Cykliny D1 oraz CDK4 i CDK6 a tym samym zmniejszong
aktywnos$¢ kompleksu odpowiedzialnego za fosforylacje biatka Rb. Dezaktywacje kompleksu
potwierdzit spadek fosforylacji Rb w pozycji Ser 807/811. Wykazano réwniez zalezne od
czasu ekspozycji oraz st¢zenia SRNA nasilenie ekspresji inhibitorow p21 oraz p53. Nie
zaobserwowano natomiast wplywu frakcji CC3 na poziom ekspresji inhibitoréw pl6 oraz
p27. Uzyskane wyniki potwierdzity rezultaty poprzednich analiz udowadniajac zdolnos¢
frakcji CC3 do zatrzymania komorek linii LS180 w fazie GO/G1 cyklu komorkowego poprzez
modulacj¢ poziomu: p21, p53, Cykliny D1, CDK4, CDK6 oraz p-Rb.

Obok analizy cyklu komorkowego zbadano rowniez zdolno$¢ sRNA C. cibarius do indukcji
apoptozy, ktora jest jednym z kluczowych mechanizmoéw obrony przed nowotworami
poniewaz pozwala na usunigcie wigkszosci stransformowanych komorek pojawiajacych si¢ w
organizmie [Gerl i Vaux 2005]. Barwienie z wykorzystaniem jodku propidyny oraz Hoechstu
roznicujgce komorki apoptotyczne od nekrotycznych wykazato, ze po 48 godz. ekspozycji
komorek linii LS180 na frakcje CC3 w stgzeniach 50, 100 i 250 pg/ml dochodzi do indukcji
programowanej $mierci komorek. Uzyskane wyniki potwierdzono za pomoca Cell Death
Detection ELISA, ktora umozliwia pomiar ilosci nukleosomow (produkty degradacji DNA,
charakterystyczne dla komorek apoptotycznych). Przeprowadzone badania wykazaty
nasilenie fragmentacji DNA w komorkach LS180 wystawionych na dziatanie badanych
biopolimerow. [los¢ nukleosomow po podaniu frakeji CC3 w stezeniach 50, 100 1 250 pg/ml
wzrosta odpowiednio o 24%, 44% oraz 63% w poréwnaniu z kontrolg. Z medycznego punktu
widzenia korzystne jest by substancja stosowana w terapii nowotwordw indukowata apoptoze
nie za$ nekroze, poniewaz podanie choremu leku wywotujacego nekroz¢ niesie za sobag
grozbe powiktan bedacych nastgpstwem reakcji zapalnych towarzyszacych martwicy. Dlatego
tez, zidentyfikowane proapoptotyczne wiasciwosci zawierajacej SRNA frakecji CC3 sa
niezwykle cenne z punktu widzenia chemoprewencji nowotworow.

Z uwagi na wykrytg zdolno$s¢ CC3 do stymulacji ekspresji bialek p21 oraz p53
odpowiedzialnych zarowno za przebieg cyklu komorkowego jak i apoptoze [Chen 2016,
Karimian i wsp. 2016] zweryfikowano ich znaczenie dla chemoprewencyjnych whasciwosci
analizowanego sRNA. W tym celu wykorzystujac siRNA specyficzne dla omawianych biatek
wyciszono ich ekspresje w komodrkach LS180 a nastepnie sprawdzono antyproliferacyjne (test
BrdU) oraz proapoptotyczne (Cell Death Detection ELISA) wiasciwosci frakcji CC3
zastosowanej w stezeniach 50 1 100 pg/ml. Test BrdU wykazat znaczny spadek aktywnosci
antyproliferacyjnej CC3 w komorkach z wyciszong ekspresja biatek p53 oraz p2l.
Szczegdlnie silny wptyw na zdolno$¢ CC3 do hamowania syntezy DNA odnotowano w
komorkach LS180 poddanych transfekcji pS3 siRNA. W obu analizowanych stezeniach
aktywno$¢ antyproliferacyjna CC3 zmniejszyla si¢ o okolo 60%. W przypadku komoérek
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LS180 z wyciszonym p21 zahamowanie syntezy DNA pod wptywem CC3 spadto $rednio o
45%. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze proces transfekcji pobudzit podziaty komoérek LS180 o
7,5% (p21 siRNA) oraz 9,1% (p53 siRNA). Niemniej jednak przeprowadzone badania
wykazaly, ze zdolno$¢ frakcji CC3 do modulacji ekspresji p21 oraz p53 ma kluczowe
znaczenie dla jej antyproliferacyjnych witasciwosci. Analiza $mierci komodrek ujawnita, ze
wyciszenie ekspresji p21 prowadzi do apoptozy komorek LS180 oznaky czego byt wzrost
ilosci nukleosoméw o 10,7% w porownaniu z kontrolg. Ponadto, odnotowano nasilenie
fragmentacji DNA po podaniu CC3 w komorkach raka okreznicy z wyciszonym p21
odpowiednio o 12,3% (50 pg/ml) oraz 13,0% (100 pg/ml) co sugeruje mozliwos¢ interakceji
badanego sRNA z p21 siRNA oraz synergizm ich dziatan. Z drugiej strony wykazano, ze
transfekcja p53 siRNA uniemozliwia frakcji CC3 indukcj¢ apoptozy w komodrkach LS180. W
konsekwencji potwierdzajac kluczowe znaczenie p53 dla proapototycznych wiasciwosci
sRNA C. cibarius.

Podsumowujac przeprowadzone badania wykazaly chemoprewencyjne wilasciwosci frakcji
zawierajacych sRNA izolowanych z wybranych owocnikow grzybow jadalnych z gromady
Basidiomycota w tym z gatunku Cantharellus cibarius. Frakcje sSRNA skutecznie hamowaly
podzialy ludzkich komorek raka okreznicy linii LS180 i HT-29 nie powodujac zadnych
negatywnych zmian w ludzkich komorkach nabtonka jelita grubego linii CCD841 CoTr.
Nalezy podkresli¢, ze antyproliferacyjne dziatanie frakcji SRNA bylo wyzsze niz frakcji
polisacharydowych pozyskiwanych z tych samych gatunkow grzybow. Z uwagi na wysoki
potencjat terapeutyczny jak rowniez na duza popularno$¢ owocnikow C. cibarius dalsze
badania skupily si¢ na identyfikacji mechanizmow przeciwnowotworowego dziatania
izolowanej z kurki 1 zawierajacej] sSRNA frakcji CC3. Wykazano, ze za obserwowane w
komorkach raka okreznicy linii LS180 antyproliferacyjne wlasciwosci CC3 odpowiada jej
zdolnos¢ do zatrzymywania cyklu komorkowego w fazie GO/G1 poprzez modulacje ekspres;ji
Cykliny DI, CDK4, CDK6 a w szczegdlnosci p21 1 p53. Ponadto, sSRNA C. cibarius
indukowato w komorkach raka okreznicy apoptoze na drodze zaleznej od p53. Uzyskane
wyniki wskazuja na duzy potencjat chemoprewencyjny kwasow nukleinowych kurki (frakcja
CC3) wzgledem komorek raka okreznicy u podloza, ktorego lezy zarowno plejotropowosé
(efekt antyproliferacyjny oraz proapoptotyczny) jak i wysoka selektywno$¢ dziatania (brak
negatywnego wptywu na komorki prawidlowe nabtonka jelita grubego). Otrzymane wyniki
sugeruja mozliwo$¢ wykorzystania SRNA C. cibarius w prewencji i leczeniu raka okreznicy
w szczegblnosci na wezesnych etapach rozwoju choroby gdy nie doszto jeszcze do mutacji w
genie kodujacym p53. Oczywiscie prezentowane wyniki wymagaja weryfikacji w badaniach
na zwierzetach oraz z udzialem pacjentow, niemniej jednak stanowig silng przestanke do

rozpoczgcia takich analiz.
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3. Lemieszek MK, Nunes FM, Marques G, Rzeski W: Cantharellus cibarius branched
mannans inhibits colon cancer cells growth by interfering with signals transduction in
NF-kB pathway. International Journal of Biological Macromolecules 2019, 134, 770-780
Badania ostatnich lat wykazaty, Zze zachodzace w komorkach nowotworowych zmiany
genetyczne, epigenetyczne i funkcjonalne nie sg jedynymi procesami zachodzacymi w trakcie
karcynogenezy. Udowodniono, ze nowotwory wykorzystuja do swojego rozwoju i
rozprzestrzeniania si¢ naturalne procesy zachodzace w organizmie, a w szczegdlnosci stan
zapalny [Coussens 1 Werb 2002]. Za zdolno$¢ nowotworéw do wytwarzania stanu zapalnego 1
wykorzystywania zjawisk mu towarzyszacych do swojej progresji odpowiedzialny jest
czynnik transkrypcyjny NF-kB [Terzi¢ i wsp. 2010, Karin 2006, Greten 1 Karin 2004]. Poza
prozapalnym dziataniem NF-kB wspiera rowniez transformacj¢ nowotworowa poprzez
stymulacj¢ proliferacji komodrek, hamowanie apoptozy oraz zwigkszanie inwazyjnosci
komorek nowotworowych [Naugler 1 Karin 2008, Karin 2006]. Wykazano roéwniez, ze NF-xB
jest odpowiedzialny za oporno$¢ komorek nowotworowych na chemioterapi¢ i radioterapie
[Wang i wsp. 1996]. W tym kontek$cie jak rowniez biorgc pod uwage dietozalezny charakter
nowotworow jelita grubego [Thanikachalam 1 Khan 2019] obiecujaca strategia terapeutyczng
wydaje si¢ by¢ ich prewencja polegajaca na spozywaniu produktow/sktadnikéw o
wiasciwosciach przeciwzapalnych (naturalne inhibitory NF-xB).

Gléwnym celem prezentowanych badan byla ocena chemoprewencyijnych wlasciwosci

polisacharydow izolowanych z Cantharellus cibarius w komérkowym modelu raka okreznicy

ze szczegOlnym uwzglednieniem wplywu badanych substancii na przekazywanie sygnaléw w

szlaku NF-xB jak rowniez na procesy nadzorowane przez analizowany czynnik

transkrypceviny tj. apoptoze, cykl komorkowy oraz migracie.

Chemoprewencyjne wilasciwosci trzech frakeji polisacharydowych (CC1, CC2a, CC2b)
izolowanych z pieprznika jadalnego oceniono w hodowli ludzkich komoérek nabtonka jelita
grubego linii CCD841 CoN oraz wzgledem ludzkich komorek raka okr¢znicy linii LS180.
Cytotoksyczno$¢ substancji oraz ich wptyw na proliferacj¢ komorek zbadano testami LDH i
BrdU odpowiednio po 24 i 48 godz. ekspozycji komorek na badane substancje w stgzeniach
od 10 do 250 pg/ml. Wyniki testu LDH ujawnily wysoka cytotoksycznos$¢ frakcji CCl
wzgledem komorki nablonka jelita grubego przy jednoczesnym braku wptywu na komorki
raka okre¢znicy. Z drugiej strony pomiar aktywno$ci dehydrogenazy mleczanowej (LDH)
wykazal wysoka selektywnos$¢ dziatania frakcji CC2a oraz CC2b, ktore w stezeniach 100 1
250 pg/ml wyraznie zmniejszaty poziom LDH w podtozu hodowlanym zebranym znad
komorek nabtonka (efekt troficzny) jednoczesnie dziatajac cytotoksycznie na komorki raka
okreznicy. Wartos¢ CC50 (). stezenia powodujacego 50% efekt cytotoksyczny w porownaniu
z kontrolg) dla frakcji CC2a 1 CC2b wyniosta odpowiednio 1957 1 6110 ug/ml. Test BrdU
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wykazal zahamowanie proliferacji zarowno komorek prawidtowych jak i nowotworowych po
podaniu frakcji CC2b w stezeniach 50, 100 1 250 pg/ml, niemniej jednak bardziej wrazliwe na
dziatanie badanej substancji byly komorki raka okreznicy (IC50ccpssicon = 1098 pg/ml;
IC50Ls180 = 560 pg/ml). Odmienny efekt zaobserwowano w przypadku frakcji CC1, ktéra w
stezeniach 100 1 250 pg/ml stymulowata proliferacje komodrek nabtonka jelita grubego nie
wpltywajagc na synteze DNA w komorkach raka okr¢znicy. Najkorzystniejszy efekt z
terapeutycznego punktu widzenia zaobserwowano w przypadku frakcji CC2a, ktéra w calym
zakresie analizowanych stezen skutecznie hamowata proliferacje komodrek raka okreznicy
(IC50Ls180 = 206 pg/ml) nie wplywajac na podziaty komorek nablonka jelita grubego linii
CCD841 CoN. Korzystne wtasciwosci frakcji CC2a oraz jej wysoka selektywnos¢ dziatania
potwierdzono w analizie mikroskopowej preparatdéw uzyskanych po wybarwieniu metoda
May-Griinwalda-Giemsy komdrek CCD841 CoN oraz LS180 inkubowanych przez 48 godz. z
CC2a w stezeniach 100 1 250 pg/ml. Przeprowadzone badania wykazaly, ze najwigkszy
potencjat chemoprewencyjny posiada frakcja CC2a, ktora najskuteczniej eliminowala
komorki raka okreznicy powodujac zarowno uszkodzenie ich bton komorkowych, jak i
zahamowanie ich podziatéw przy jednoczesnym braku negatywnego oddzialywania na
komorki prawidlowe nabtonka jelita grubego.

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie wplywu frakcji polisacharydowej CC2a na
przekazywanie sygnatow w szlaku NF-kB 1 w konsekwencji na procesy przez niego
nadzorowane tj. na wzrost, podzialy, przezycie oraz migracj¢ komoérek raka okreznicy. U
ssakow rodzine biatek NF-xkB tworzy pi¢¢ czynnikdéw transkrypcyjnych: p65/RelA, RelB, c-
Rel, NF-xB1 (p50) i NF-kB2 (p52). W warunkach fizjologicznych NF-kB wystepuje w
cytoplazmie komoérek w postaci nieaktywnego kompleksu sktadajacego si¢ z trzech
podjednostek: p50, p65 oraz czasteczki inhibitora IkBa (najpopularniejsza kombinacja). W
wyniku aktywacji na drodze klasycznej (najistotniejsza z punktu widzenia transformacji
nowotworowej), IkBa ulega fosforylacji w pozycjach Ser32 1 Ser36, ktora znakuje czasteczke
inhibitora do degradacji w proteasomie jednoczesnie prowadzac do uwolnienia kompleksu
p50-p65. Uwolniony czynniki transkrypcyjny NF-kB po uprzedniej fosforylacji w pozycji
Ser536 przemieszcza si¢ do jadra komdrkowego gdzie wigze si¢ promotorami podlegtych mu
genow. Za wspomniang fosforylacje IkBa odpowiedzialne sg kinazy inhibitoréw kB tj. IKK,
ktére tworza dwie podjednostki enzymatyczne IKKa i IKKp, oraz podjednostke regulatorowa
IKKy. Chociaz IKKa and IKKB wspotpracuja przy fosforylacji IxkBa, kluczowa role w
klasycznej drodze aktywacji NF-xB odgrywa IKKp, ktorego aktywnos$¢ katalityczna wymaga
fosforylacji seryn w pozycjach 177 i 181 [Christian 1 wsp. 2016, Sakamoto i wsp. 2009,
Moynagh 2005]. Wplyw polisacharydéw kurki na przekazywanie sygnatéw w szlaku NF-kB
zbadano po 6 i 24 godz. inkubacji komorek LS180 z frakcjg CC2a w stezeniach 50 1 100
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ug/ml za pomoca techniki Western blotting. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze frakcja
polisacharydowa CC2a nie wptywala na poziom ekspresji IKKp, z drugiej jednak strony
stymuluje jego fosforylacje w pozycji Serl177 (wzrost odpowiednio o 30% oraz 71% po 61 24
godz. inkubacji komoérek z 100 pg/ml CC2a). Obserwowany efekt korespondowat z
wywolanym przez CC2a zwigkszeniem poziomu fosforylacji IkBa w pozycji Ser32 ( wzrost
odpowiednio o 58% oraz 40% po 6 i 24 godz. inkubacji komorek z 100 pg/ml CC2a).
Pomimo odnotowanej stymulacji fosforylacji IkBa, nie odnotowano zmian w poziomie tego
biatka, co sugeruje zaburzenie przez badang frakcje procesu degradacji inhibitora.
Przeprowadzone badania wykazaty réwniez akumulacje NF-kB w cytoplazmie komoérek
LS180 po 24 godz. ekspozycji na badang frakcje (wzrost o 28% przy 50 pg/ml CC2a oraz o
30% przy 100 pg/ml CC2a), co moglto by¢ efektem wspomnianych zaburzen degradacji
inhibitora IkBa. Niemniej jednak, obserwowany w komorkach traktowanych CC2a spadek
poziomu fosforylacji NF-xB w pozycji Ser536, ktéry to proces jest odpowiedzialny za
translokacj¢ NF-kB do jadra komodrkowego mogl takze przyczyni¢ sie do akumulacji
czynnika transkrypcyjnego w cytoplazmie, wyjasnia rowniez zmniejszenie poziomu NF-xB w
jadrze komorek LS180 (spadek translokacji odpowiednio o 31% 1 34% po 24 godz. inkubacji
komoérek z CC2a w stezeniach 50 1 100 pg/ml). Wywotane przez frakcje CC2a zaburzenie
fosforylacji NF-kB w pozycji Ser536, z uwagi na jej znaczenie, wydaje si¢ by¢ jednym z
kluczowych mechanizmow dziatania badanych polisacharydéw. Uposledzenie przekazywania
sygnatow w szlaku NF-xB w komorkach LS180 po ekspozycji na frakcje CC2a
zweryfikowano metoda immunofluorescencji. Przeprowadzone oznaczenie potwierdzito
wzrost poziomu P-IKKP (Ser177) i P-IkBa (Ser32) oraz spadek poziomu P-NF-kB (Ser536)
jak rowniez zahamowanie translokacji NF-xB do jadra w komodrkach linii LS180
inkubowanych przez 24 godz. z frakcja CC2a w stezeniach 50 1 100 pg/ml.

Znaczenie czynnika NF-kB wynika z jego wptywu na ekspresj¢ genow odpowiedzialnych
m.in. za niekontrolowane podziaty komorek nowotworowych i ich niesmiertelno$¢, opornos¢
na leki, jak roéwniez za indukcje stanu zapalanego czy angiogenezy, ktére to procesy promujg
rozwoju nowotworéw [Naugler i Karin 2008, Karin 2006]. Poniewaz w komorkach raka
okreznicy po ekspozycji na rozgalezione glukomannany C. cibarius zaobserwowano silne
zahamowania fosforylacji NF-xB 1 bedacy jego nastgpstwem spadek translokacji czynnika z
cytoplazmy do jadra komorkowego, sprawdzono wptyw frakcji CC2a na ekspresje genow
podlegtych NF-«B jak rowniez poziom ich produktow. Badania przeprowadzono przy uzyciu
odpowiednio techniki RealTime PCR oraz Western blotting. Analizie poddano molekuty
zaangazowane w proliferacje komoérek (Cyklina D1, c-Myc), apoptoze (Bax, surwiwina, Bcel-
2) oraz przerzutowanie (MMP-9) [Naugler i Karin 2008, Karin 2006]. Badania wykazaty

znaczne zahamowanie ekspresji wszystkich badanych genow 1 prawie wszystkich
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analizowanych bialek (z wyjatkiem Bax) w komorkach raka okr¢znicy po 24 godz. ekspozycji
na frakcj¢ CC2a w stezeniach 50 1 100 pg/ml. Sposrdéd gendéw najbardzie; wrazliwe na
dzialanie frakcji CC2a okazaly si¢ by¢ geny odpowiedzialne za proliferacje komorek (CCNDI
1 MYC), ktorych ekspresja pod wptywem 100 pg/ml CC2a zmniejszyta si¢ o okoto 40%.
Najmniej podatnym na dziatanie badanych polisacharydow okazat si¢ by¢ gen BAX, ktérego
ekspresja zmniejszyla si¢ o 7% 1 15% w odpowiedzi na 50 i 100 pg/ml CC2a. Podobnie jak
w przypadku analizy ekspresji gendw frakcja CC2a najsilniej hamowata ekspresj¢ Cykliny D1
(produkt translacji genu CCNDI) zmniejszajac jej poziom odpowiednio o 42% (50 pg/ml
CC2a) 1 51% (100 pg/ml CC2a). Znaczne obnizenie ekspresji po podaniu analizowanych
polisacharydow zaobserwowano réwniez w przypadku cMyc i1 Bcel2 (produkty translacji
gendw MYC i BCL2), ktérych poziom po podaniu 50 1 100 pg/ml CC2a wynidst odpowiednio
73% 1 75% oraz 64% 1 58%. Nie zaobserwowano natomiast wplywu badanej frakcji na
ekspresj¢ proapoptotycznego biatka Bax.

Obserwowane w komorkach LS180 po ekspozycji na CC2a znaczne zmniejszenie poziomu
ekspresji kontrolowanych przez NF-xB bialek Cykliny D1 oraz cMyc korespondowato z
wynikami testu BrdU i potwierdzilo antyproliferacyjne witasciwosci badanej substancji.
Niemniej jednak dla pelnego obrazu sytuacji zbadano w komorkach raka okreznicy po 24
godz. inkubacji z frakcja CC2a w stgzeniach 50 1 100 pg/ml przebieg cyklu komoérkowego.
Analiza przy uzyciu cytometru przeplywowego wykazata zalezng od dawki akumulacje
komorek LS180 w fazie GO/G1 oraz S cyklu komorkowego jak rowniez istotne zmniejszenie
ilosci komorek w fazie G2/M. W komorkach wystawionych na dziatanie 100 pg/ml CC2a
odnotowano zwigkszenie ilosci komorek w fazie GO/G1 oraz S odpowiednio o 11,3% 1 4,8%
w poroéwnaniu z kontrolg oraz spadek ilosci komorek w fazie G2/M z poziomu 33,8%
(kontrola) do 14,3%. Otrzymane wyniki jednoznacznie potwierdzily antyproliferacyjne
wlasciwosci frakeji polisacharydowej CC2a.

Poniewaz frakcja CC2a silnie hamowata kontrolowang przez NF-kB ekspresje MMP9
(metaloproteinaza wigzana ze zdolnosciag nowotworéw do przerzutowania) [Naugler i Karin
2008, Karin 2006] sprawdzono wptyw badanych polisacharydéw na migracj¢ komorek raka
okreznicy w tescie rysy (wound assay). Po 24 godz. inkubacji komoérek LS180 z frakcjg CC2a
w stezeniach 50 1 100 pg/ml zaobserwowano zmniejszenie ilosci komorek migrujacych na
obszar rysy odpowiednio o 65,3% 1 72,3%. Uzyskane wyniki sugeruja zwigzek miedzy
obserwowang aktywnoscig antymigracyjng CC2a a zdolno$cia badanej frakcji do hamowania
przekazywania sygnatow w szlaku NF-xB.

Zarejestrowane w komorkach LS180 traktowanych CC2a zahamowanie ekspresji
sprzyjajacych przezyciu komoérek nowotworowych biatek: Bcl-2 oraz Surwiwiny przy braku

zmian w poziomie proapoptotycznego biatka Bax sktonilo mnie do rozszerzenia analizy o
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bezposrednig oceng zdolno$ci omawianych polisacharydow do indukcji apoptozy. Za pomoca
Cell Death Detection ELISA wykazano, ze w komodrkach raka okreznicy inkubowanych przez
24 godz. z frakcjg CC2a dochodzi do indukcji programowanej $§mierci komorek oznakg czego
byto zwigkszenie ilosci nukleosoméw o 21% (50 pg/ml) oraz 32% (100 pg/ml) w poréwnaniu
z kontrolg. Wykryte proapoptotyczne wilasciwosci CC2a réwniez mozna powigzal z
wywotywanymi przez badang frakcje zmianami w szlaku NF-xB.

Podsumowujac przeprowadzone badania wykazaty chemoprewencyjne dzialania izolowanych
z C. cibarius polisacharydow (frakcja CC2a; 1,6 mannan rozgat¢ziony przy O-2 i O-3 z
domieszka liniowego 1,3 glukanu 1 komponenta biatkowa). Frakcja CC2a skutecznie
hamowata podziaty komorek raka okreznicy linii LS180 zatrzymujac je w fazie GO/G1 oraz S
cyklu komoérkowego, wyraznie ograniczata ich migracje oraz indukowata ich $mier¢ zar6wno
na drodze apoptozy jak i nekrozy. Jednoczes$nie nie zaobserwowano zadnych negatywnych
zmian w zywotnoS$ci, podziatach czy morfologii komorkach nabtonka jelita grubego linii
CCD841 CoN wystawionych na dzialanie badanych polisacharydéw. U podioza
przeciwnowotworowych wlasciwosci frakcji polisacharydowe; CC2a lezalo wyciszanie
przekazywania sygnaléw w szlaku NF-kB a w szczegdlnosci hamowanie degradacji inhibitora
IxBa, ostabienie fosforylacji aktywujacej czynnik transkrypcyjny NF-kB 1 bedace
nastepstwem tego zmniejszenie translokacji NF-xB do jadra komérkowego oraz zmniejszenie
ekspresji podlegltych NF-kB genow BAX, BCL2, CCNDI, MMP9, MYC, BIRCS oraz ich
biatkowych produktow (z wyjatkiem proapoptotycznego biatka Bax). Uzyskane wyniki
potwierdzity chemoprewencyjne wlasciwosci izolowanych =z kurki rozgalezionych
glukomannanow wskazujac na mozliwos¢ ich przyszitego wykorzystania w prewencji/leczeniu
nowotworow jelita grubego jak rowniez innych schorzen, w ktorych rozwoju kluczowa role
odgrywa czynnik transkrypcyjny NF-kB a w szczeg6élnosci tych chorob w  ktorych

induktorem 1 promotorem jest stan zapalny [Lawrence 2009].

4. Lemieszek MK, Nunes FM, Rzeski W: Branched mannans from the mushroom
Cantharellus cibarius enhance the anticancer activity of natural killer cells against
human cancers of lung and colon. Food & Function 2019, 10(5), 5816-5826

Jedng z najnowszych strategii leczenia nowotworéw jest immunoterapia, ktérej istotg jest
stymulacja uktadu odporno$ciowego chorego celem usprawnienia oraz wzmocnienia jego
naturalnych mechanizméw obronnych zwlaszcza zdolno$ci rozpoznawania oraz eliminowania
komoérek transformowanych nowotworowo [Velcheti i Schalper 2016]. Z uwagi na
specyficzne wilasciwosci  szczegdlnie uzyteczne z punktu widzenia immunoterapii
nowotworow wydaja si¢ by¢ komorki NK (natural killer). Pierwotnie zostaty one opisane jako

limfocyty cytotoksyczne o istotnym znaczeniu dla mechanizméw odpornosci wrodzone;.
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Stanowia one bowiem pierwsza lini¢ obrony organizmu przed nowotworami oraz infekcjami
[Vivier 1 wsp. 2011]. Unikatowos¢ limfocytow NK wynika z ich zdolnosci do spontanicznego
(bez uprzedniej immunizacji) zabijania komodrek docelowych (zainfekowanych lub
transformowanych nowotworowo) [Miller 2002]. Liczne badania potwierdzily kluczowa rolg
komoérek NK w zapobieganiu rozwojowi nowotworow jak rowniez w hamowaniu przerzutow
juz istniejgcych zmian [Kim i wsp. 2019, Albertsson i wsp. 2003, Imai i wsp. 2000]. Ponadto,
wielu badaczy wskazuje na zwigzek pomigdzy mniejszg aktywnoscia komorek NK a
wigkszym ryzykiem rozwoju choroby nowotworowej [Villegas i wsp. 2002, Ishigami i wsp.
2000]. Informacje te sugeruja mozliwos¢ wykorzystania procesu aktywacji komorek NK do
zapobiegania rozwojowi nowotworow. By to urzeczywistni¢ konieczne jest znalezienie
selektywnych stymulatoroéw, ktore w odrdznieniu od egzogennych stymulin (IL-2 czy IL-12)
po podaniu nie zaburzalyby homeostazy organizmu.

Glownym celem badania bvlo okreslenie immunomodulacyjnych wla$ciwo$ci  frakeii

polisacharydowych izolowanej z Cantharellus cibarius poprzez zbadanie ich wplywu na

zywotnos¢ 1 proliferacie komorek NK oraz ich zdolnosé do selektywnego niszczenia komorek

nowotworowych raka ptuca i raka okreznicy.

Bezposredni wplyw trzech frakceji polisacharydowych z C. cibarius (CC1, CC2a, CC2b) na
zywotno$¢, aktywnos$¢ metaboliczng oraz proliferacje komoérek NK zbadano w hodowli
ludzkich komérek linii NK92 przy uzyciu odpowiednio testow LDH, MTT i BrdU po 24 lub
48 godz. ekspozycji na badane substancje w stezeniach od 10 do 250 pg/ml. Test LDH z
jednej strony wykazat zalezng od dawki cytotoksycznos$¢ frakcji CC1 oraz frakcji CC2b, z
drugiej za$ ujawnit korzystny wptyw frakcji CC2a na integralno$¢ bton komodrkowych
limfocytow NK92. Podobnie oznaczenie MTT wykazalo znaczne zmniejszenie aktywnosci
metabolicznej komoérek NK92 po inkubacji z CC1 i CC2b, analizowane frakcje w stgzeniu
250 pg/ml powodowaly spadek zywotnosci komorek odpowiednio o 100% oraz 36%.
Natomiast frakcja CC2a w sposoéb zalezny od dawki zwigkszala zywotno$¢ komorek NK92
powodujac wzrost ich ilosci od 15% (CC2a 10 pg/ml) do 51% (CC2a 250 pg/ml).
Przeprowadzona przy uzyciu testu BrdU ocena wptywu frakeji polisacharydowych na
proliferacje komoérek wykazata zahamowanie syntezy DNA w komorkach NK92 po inkubacji
z CCl1, jednoczesnie ujawnita istotng statystycznie stymulacje podzialéw limfocytow po
ekspozycji na frakcje CC2a w stezeniach 100 pg/ml ( wzrost o 28%) 1 250 pg/ml (wzrost o
35%). Nie zaobserwowano natomiast wptywu frakcji CC2b na podziaty komorek NK92.
Wyniki testow LDH, MTT i BrdU jednoznacznie wykazaly, ze sposrdd trzech frakcji
polisacharydowych korzystny wptyw na komoérki NK w calym zakresie analizowanych stezen
wywiera frakcja CC2a zawierajaca rozgatezione glukomannany. W konsekwencji dalszym

analizom zostala poddana jedynie frakcja CC2a.
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By zrozumie¢ korzystny wplyw polisacharydéow kurki na zywotno$¢ i podziaty komorek
NK92, zbadano wptyw frakcji CC2a na ekspresje kluczowych komponent szlakow
odpowiedzialnych za przekazywanie sygnatow z receptora dla IL-2, ktéra to cytokina ma
istotne znaczenie dla proliferacji oraz aktywnosci cytotoksycznej badanych limfocytow
[Romee i wsp. 2014]. Analizg ekspresji genéw oraz ich biatkowych produktow (gen/biatko:
AKTI1/Akt, CREBI/CREB, MAPK3/Erkl, MAPKI14/p38) przeprowadzono po 24 godz.
inkubacji komoérek NK92 z frakcja CC2a w stezeniach 50 i 100 pg/ml przy uzyciu
odpowiednio techniki RealTime PCR oraz Western blotting. RealTime PCR wykazat zalezne
od dawki nasilenie ekspresji genow AKTI, CREBI, MAPK3, MAPKI4 po ekspozycji
komorek NK92 na CC2a. Najbardziej wrazliwym na dzialanie CC2a okazat si¢ by¢ gen
MAPK14, ktorego poziom mRNA po podaniu badanej frakcji w st¢zeniach 50 1 100 pg/ml
wzrost odpowiednio 1,62-raza oraz 2,15-raza. Wyrazne zwigkszenie ekspresji w odpowiedzi
na badane polisacharydy zaobserwowano réwniez w przypadku genu MAPK3, ktérego
poziom wzrdst o 19% (CC2a 50 pg/ml) oraz 49% (CC2a 100 ug/ml). Najmniej podatnym na
dzialanie badanej frakcji okazat si¢ by¢ gen AKT1, ktérego ekspresja zwiekszyla si¢ o 16%
jedynie w komorkach NKO92 traktowanych 100 pg/ml CC2a. Wyniki RealTime PCR
korespondowaty z analiza ekspresji biatek przeprowadzona metoda Western blotting, ktéra
wykazata zalezne od dawki zwigkszenie poziomu CREB, Erkl/2 i p38 w komorkach
inkubowanych z CC2a, przy jednoczesnym stalym poziomie ekspresji Akt. Podobnie jak w
przypadku gendw, najsilniejsze zmiany zaobserwowano w przypadku biatek p38 oraz Erk1/2,
ktorych ekspresja wzrosta odpowiednio 1,9-raza i 1,81-raza w odpowiedzi na 50 pg/ml CC2a
oraz 2,08-raza i 1,94-raza w odpowiedzi na 100 pg/ml CC2a.

By sprawdzi¢ czy obserwowane w komorkach NK92 inkubowanych z frakcjag CC2a nasilenie
ekspresji  Erkl/2 1 p38 jest odpowiedzialne za immunomodulacyjne wlasciwosci
analizowanych polisacharydéw, sprawdzono wplyw badanej frakcji na zywotnos¢ i
proliferacje komorek NK w obecnosci specyficznych inhibitoréw analizowanych kinaz.
Badanie przeprowadzono po 48 godz. inkubacji komorek linii NK92 z CC2a w stezeniach od
10 do 250 pg/ml podanych z lub bez inhibitorow: SL372 (inhibitor Erk), SB202190 (inhibitor
p38). Inhibitory zostaty uzyte w stezeniu 10 uM powodujagcym zmniejszenie zywotnosci oraz
proliferacji komorek NK92 §rednio o 15%. Wyniki testow MTT 1 BrdU wykazaly znaczne
ostabienie korzystnych wtasciwosci analizowanych polisacharydow przez inhibitory kinaz.
Zdolnos¢ frakcji CC2a do stymulacji wzrostu 1 podzialdéw komorek NK w obecnosci SL372
zmniejszyla si¢ $rednio o 25% (test MTT) i 13% (test BrdU) a w obecnosci SB202190
odpowiednio o 33% (test MTT) i 16% (test BrdU). Uzyskane wyniki wykazaty istotne
znaczenie kinazy Erkl1/2 oraz p38 dla immunomodulacyjnych witasciwosci analizowanych

polisacharydow.
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Kolejnym etapem badan byta ocena wptywu polisacharydow C. cibarius na aktywno$¢
cytotoksyczng komoérek NK wzgledem ludzkich komorek raka okreznicy (LS180), raka pluca
(A549), nabtonka jelita grubego (CCD841 CoN) oraz nabtonka oskrzeli (NL20). Badania
zostaly przeprowadzone po 24 1 48 godz. inkubacji komorek z frakcja CC2a w stgzeniach od
10 do 250 pg/ml przy uzyciu odpowiednio testow LDH 1 MTT. Rownolegle z analizg w
kokulturach tj. komorki NK92 + komorki docelowe (nowotworowe lub prawidlowe), zbadano
wptyw frakcji CC2a na integralnos¢ bton komoérkowych oraz aktywno$¢ metaboliczng
samych komorek docelowych. Przeprowadzone badania wykazaly wysoka selektywnos¢
dziatania analizowanych polisacharydow, ktére w catym zakresie analizowanych stezen nie
byty cytotoksyczne jak rowniez nie zmniejszaly zywotnosci komorek prawidlowych nabtonka
jelita grubego oraz nabtonka oskrzeli, z drugiej za$ strony wyraznie zmniejszalty Zywotnos¢
komorek raka okreznicy oraz raka ptuca, odpowiednio o 36,2% oraz 22,8% po podaniu CC2a
w stezeniu 250 pg/ml. Dalsze badania wykazaty takze wysoka selektywno$¢ dziatania samych
komorek NK92, ktore nie powodowaty zadnych zmian w komorkach nabtonka jednoczesnie
zmniejszajac zywotnosci komorek AS549 o 10,4% a LSI180 o 29,7% oraz zwigkszajac
wydzielania dehydrogenazy mleczanowej w hodowlach ww. komoérek nowotworowych
odpowiednio o 15,0% i 11,7%. Oznaczenia LDH i MTT przeprowadzone w kokulturach
ujawnily, ze frakcja CC2a zwigksza aktywno$¢ przeciwnowotworowg komoérek NK92
wzgledem komorek raka okreznicy linii LS180 oraz raka ptuca linii A549 jednoczesnie nie
wplywajac na komorki nabtonka jelita grubego linii CCD841 CoN i nablonka oskrzeli linii
NL20. Zwigkszenie zdolnosci komoérek NK92 do hamowania aktywno$ci metabolicznej
komorek A549 i1 LS180 zaobserwowano w obecno$ci CC2a w stezeniach 50 pg/ml (wzrost o
17,4% 1 16,8%), 100 pg/ml (wzrost 0 24,9% i 19,3%) 1 250 pg/ml (wzrost 0 29,1% 1 21,9%) a
nasilenie efektu cytotoksycznego odnotowano po inkubacji z badang frakcja w stezeniach 100
ng/ml (wzrost 0 13,6% 1 14,7%) 1 250 pg/ml (21,0% 1 20,7%)

Podsumowujac przeprowadzone badania wykazaly immunomodulacyjne wtasciwosci
polisacharydow izolowanych z C. cibarius (frakcja CC2a; 1,6 mannan rozgat¢ziony przy O-2
i O-3 z domieszka liniowego 1,3 glukanu i komponenta biatkowa), ktore zwigkszaty
zywotno$¢ 1 proliferacje komorek NK92 jak réwniez nasilaly ich aktywnos$¢
przeciwnowotworowga wzgledem ludzkich komorek raka okreznicy linii LS180 oraz raka
ptuca linii A549, jednocze$nie nie powodujac zadnych negatywnych zmian w ludzkich
komorkach nablonka oskrzeli linii NL20 oraz nabtonka jelita grubego liniit CCD841 CoN.
Korzystny wplyw frakcji CC2a na komodrki NK92 powigzano z jej zdolnoscig do stymulacji
ekspresji kinaz Erk1/2 oraz p38, uczestniczacych w przekazywaniu sygnatéw z receptora dla
IL-2 bedacej kluczowym stymulatorem proliferacji analizowanych limfocytéw. Ponadto,

przeprowadzone badania wykazaty réwniez bezposrednig zdolnos¢ frakcji polisacharydowe;
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CC2a do zabijania komorek nowotworowych raka okreznicy oraz raka pluca przy
jednoczesnym braku negatywnego wpltywu na zywotno$¢ komorek prawidtowych nabtonka
jelita grubego 1 oskrzeli. Wysoka selektywnos¢ dziatania frakcji polisacharydowej CC2a 1 jej
zdolnosci do efektywnej eliminacji komorek nowotworowych zarowno w sposob bezposredni
jak rowniez poprzez aktywacje komorek NK wskazuja na jej duzy potencjat
chemoprewencyjny, ktory wymaga jednak potwierdzenia w badaniach na zwierzetach oraz w
probach klinicznych. Niemniej jednak biorgc pod uwage fakt, ze komodrki NK sa juz z
powodzeniem wykorzystywane w terapii nowotwordw [Hu 1 wsp. 2019, Koehl i wsp. 2005,
Imai i wsp. 2000], wykazane w prezentowanych badaniach immunostymulacyjne wiasciwosci
rozgatezionych glukomannanow kurki wskazuja na mozliwo$¢ ich wykorzystania jako

adiuwantéw we wspomnianych strategiach terapeutycznych.
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4. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA
REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI NAUKOWEJ,
W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNEJ

Dziatalno§¢ naukowa rozpoczelam od stazu w Department of Microbiology, Molecular
Biology and Biochemistry, University of Idaho, Moscow, USA. Moim zadaniem bylo
okreslenie roli biatka Ydj1 (bialko drozdzowe zaliczane do biatka szoku cieplnego z rodziny
Hsp40) w akumulacji i aktywacji kinazy Stell (drozdzowy odpowiednik onkogenu Raf) oraz
zidentyfikowanie rejonu Ydjl odpowiedzialnego za interakcje ze Stell. Uzyskane przeze
mnie wyniki zostaly zaprezentowane w pracy:

Flom GA, Lemieszek M, Fortunato EA, Johnson JL: Farnesylation of Ydjl is required for

in vivo interaction with Hsp90 client proteins. Molecular Biology of the Cell 2008; 19,

5249-5258

Pomimo, Zze od momentu uzyskania tytulu zawodowego magistra jestem wylacznie
pracownikiem Instytutu Medycyny Wsi w Lublinie od samego poczatku moja aktywnos¢
naukowa byta zwigzana z kilkoma uczelniami oraz instytucjami naukowymi w kraju i na
Swiecie. a w szczegOlnosci z Uniwersytetem Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,
Uniwersytetem Medycznym w Lublinie, Uniwersytetem Przyrodniczym w Lublinie,
Universidade de Tras-os-Montes ¢ Alto Douro w Vila Real w Portugali oraz Medical

University of Vienna w Austrii.
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Prace w Instytucie Medycyny Wsi w Lublinie rozpoczetam od realizacji migdzynarodowego
projektu badawczego pt.: "Resolve chronic inflammation and achieve healthy ageing by
understanding non-regenerative repair" finansowanego ze S$rodkéw Unii Europejskie;] w
ramach 7 Programu Ramowego. Bylam bezposrednio odpowiedzialna za realizacj¢ jednego z
dwoch nadzorowanych przez strong¢ polska zadan tj. Task 1.4 ,Pulmonary fibrosis after
environmental exposure to organic dust”. Powierzone mi badania realizowalam w $cislej
wspoOtpracy z nastepujacymi podmiotami:

e Klinika Pneumonologii, Onkologii i Alergologii, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

e Department of Internal Medicine II, Clinical Division of Pulmonary Medicine,
Medical University of Vienna, Vienna (Austria);

e Department of Pathology and Diagnostic, Section of Pathological Anatomy,
University of Verona, Verona (Wlochy);

e Austrian Institute of Technology GmbH, Vienna (Austria);

e Louvain Centre for Toxicology and Applied Pharmacology (LTAP), Institute of
Experimental and Clinical Research (IREC), Universit¢ Catholique de Louvain,
Brussels (Belgia);

e The Shraga Segal Department of Microbiology, Immunology and Genetics, Center for
Multidisciplinary Research on Aging, Ben-Gurion University of the Negev, Beer
Sheva (Izrael);

e BioTalentum Ltd, G6dollé (Wegry);

e Molecular Animal Breeding Laboratory, Szent Istvan University, G6doll6 (Wegry).
Efektem tej wspotpracy bylo odtworzenie w warunkach laboratoryjnych sytuacji narazenia
organizmu na alergeny Srodowiskowe odpowiedzialne za rozwdj AZPP (alergiczne zapalenie
pecherzykoéw phucnych) i w efekcie stworzenie nowego zwierzgcego modelu AZPP. Dzieki
przewlektej ekspozycji myszy na antygen Pantoea agglomerans (bakteria Gram-ujemna) nie
tylko udato si¢ wywota¢ widknienie pluc, ale rowniez poprzez modulacje czasu ekspozycji
odtworzy¢ wczesniejsze etapy rozwoju choroby, w ktorych obserwuje si¢ silng odpowiedz
zapalng. SzczegOlowe analizy histologiczne, biochemiczne oraz genetyczne wykazaly
zgodno$¢ zmian indukowanych u zwierzat z obrazem klinicznym AZPP i w konsekwencji
potwierdzity uzyteczno$¢ naszego modelu w kontekscie badan nad AZPP 1 wtoknieniem ptuc.
Wyniki tej wspolpracy byty przedmiotem 4 publikacji naukowych:

1) Golec M, Wielscher M, Lemieszek MK, Vierlinger K, Skorska C, Huetter S,

Sitkowska J, Mackiewicz B, Gora-Florek A, Ziesche R, Yanai H, Fraifeld VE,

Milanowski J, Dutkiewicz J: Middle age enhances expression of innate immunity genes

in a female mouse model of pulmonary fibrosis. Biogerontology 2017, 18(2), 253-262
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2) Lemieszek MK, Dutkiewicz J, Golec M, Chilosi M, Skoérska C, Huaux F, Pastena C,
Pedica F, Sitkowska J, Lisowska W, Cholewa G, Zwolinski J, Mackiewicz B, Gora-

Florek A Ziesche R, Milanowski J: Age influence on mice lung tissue response to
Aspergillus fumigatus chronic exposure. Annals of Agricultural and Environmental
Medicine 2015, 22(1), 69-75

3) Lemieszek MK, Chilosi M, Golec M, Skorska C, Dinnyes A, Mashayekhi K,
Vierlinger K, Huaux F, Wielscher M, Hofner M, Yakoub Y, Pastena C, Daniele I,
Cholewa G, Sitkowska J, Lisowska W, Zwolinski J, Milanowski J, Mackiewicz B, Gora-

Florek A, Ziesche R, Dutkiewicz J: Age influence on hypersensitivity pneumonitis
induced in mice by exposure to Pantoea agglomerans. Inhalation Toxicology, 2013,
25(11), 640-650
4) Lemieszek M, Chilosi M, Golec M, Skorska C, Huaux F, Yakoub Y, Pastena C, Daniele
I, Cholewa G, Sitkowska J, Lisowska W, Zwolinski J, Milanowski J, Mackiewicz B, Gora
A, Dutkiewicz J: Mouse model of hypersensitivity pneumonitis after inhalation exposure
to different microbial antigens associated with organic dusts. Annals of Agricultural and
Environmental Medicine 2011, 18, 71-80

oraz 5 prezentacji na konferencjach migdzynarodowych:
1) Lemieszek M, Wielscher M, Golec M, Vierlinger K, Skorska C, Mackiewicz B, Gora A,
Ziesche R, Dutkiewicz J, Milanowski J: Cell adhesion molecules and cathelicidin in mice
model of hypersensitivity pneumonitis. ERS Annual Congress 2013. 7-11.09.2013
Barcelona

2) Lemieszek MK, Pastena C, Lo Re S, Wielscher M, Vierlinger K, Dinnyes A, Fraifeld

VE, Dutkiewicz J, Ziesche R, Chilosi M, Huaux F: Ageing exacerbates lung
inflammation and fibrosis: lessons from the mouse models. The 8th European Congress
of Biogerontology. 10-13.03.2013 Beer Sheva oraz Dead Sea

3) Lemieszek MK, Chilosi M, Golec M, Skorska C, Dinnyes A, Mashayekhi K,
Vierlinger K, Huaux F, Wielscher M, Hofner M, Yakoub Y, Pastena C, Daniele I,
Cholewa G, Sitkowska J, Lisowska W, Zwolinski J, Milanowski J, Mackiewicz B, Gora

A, Ziesche R, Dutkiewicz J: Impact  of age on hypersensitivity pneumonitis induced in
mice by exposure to Pantoea agglomerans. The 8th European Congress of
Biogerontology (ECB). 10-13.03.2013 Beer Sheva i Dead Sea

4) Lemieszek M, Chilosi M, Golec M, Skorska C, Huaux F, Yakoub Y, Pastena C, Daniele
I, Cholewa G, Sitkowska J, Lisowska W, Zwolinski J, Milanowski J, Mackiewicz B, Géra
A, Dutkiewicz J: Mouse model of hypersensitivity pneumonitis induced by exposure to
different microbial antigens associated with organic dusts. Tissue Remodeling in Ageing

and Disease - Emerging Insights into a Complex Pathology. 27-28.03.2012 Wieden
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5) Vierlinger K, Hofner M, Wielscher M, Huaux F, Lemieszek M, Grubinger M, Mikulits
W, Noehammen C, Ziesche R: Gene expression analysis in murine models of fibrotic
repair. Tissue Remodeling in Ageing and Disease - Emerging Insights into a Complex

Pathology. 27-28.03.2012 Wieden

Roéwnolegle z pracg w projekcie Resolve uczestniczylam w badaniach nad rolg 1 znaczeniem
peptydu odpornosciowego LL37 (katelicydyna) w chorobach phluc ze szczegdlnym
uwzglednieniem POChP (przewlekla obturacyjna choroba pluc). W badania poza Instytutem
Medycyny Wsi w Lublinie byly zaangazowane: Klinika Pneumonologii, Onkologii i
Alergologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie oraz Department of Internal Medicine 11,
Clinical Division of Pulmonary Medicine, Medical University of Vienna. Ponadto, czg$¢
analiz zostalo wykonanych we wspoélpracy z Instytutem Dermatologii w Krakowie oraz
Austrian Institute of Technology - Seibersdorf Laboratories. Nasze badania przede wszystkim
wykazaty mozliwosci stosowania endogennej katalicydyny jako markera rozwoju POChP.
Wyniki badan zostaly zaprezentowane w 5 publikacjach naukowych:
1) Golec M, Lemieszek M, Skorska C, Sitkowska J, Zwolinski J, Mackiewicz B, Gora-
Florek A, Milanowski J, Dutkiewicz J: Cathelicidin related antimicrobial peptide,
laminin, Toll-like receptors and chemokines levels in experimental hypersensitivity
pneumonitis in mice. Pathologie Biologie 2015, 63(3), 130-135
2) Golec M, Reichel C, Lemieszek M, Buczkowski J, Mackiewicz B, Skorska C,
Dutkiewicz J, Géra A, Ziesche R, Milanowski J: Cathelicidin LL-37 in bronchoalveolar
lavage and epithelial lining fluids from healthy individuals and sarcoidosis patients.
Journal of Biological Regulators and Homeostatic Agents 2014, 28(1), 73-79
3) Golec M, Skérska C, Mackiewicz B, Dutkiewicz J, Géra A, Lemieszek M, Milanowski
J: Relationship between COPD and lower socioeconomic status in farmers from south-
eastern Poland (Lublin region). Rural and Remote Health 2014, 14, 2531
4) Golec M, Reichel C, Lemieszek M, Mackiewicz B, Buczkowski J, Sitkowska J,
Skorska C, Dutkiewicz J, Milanowski J, Ziesche R: Cathelicidin LL-37 in
bronchoalveolar lavage and epithelial lining fluids from COPD patients and healthy
individuals. Journal of Biological Regulators and Homeostatic Agents 2012, 4, 617-625
5) Golec M, Reichel C, Mackiewicz B, Skorska C, Curzytek K, Lemieszek M,
Dutkiewicz J, Géra A, Ziesche R, Bottu¢ J, Sodolska K, Milanowski J, Spiewak R:
Cathelicicin LL-37, granzymes, TGF-f and cytokines levels in induced sputum from
farmers with and without COPD. Annals of Agricultural and Environmental Medicine
2009; 16, 289-297

oraz w 4 doniesieniach zjazdowych:
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1) Lemieszek M, Golec M, Reichel C, Buczkowski J, Mackiewicz B, Skorska C, Goéra A,
Dutkiewicz J, Ziesche R, Milanowski J: Levels of antimicrobial peptide LL-37 in BALF
and ELF from patients with pulmonary fibrosis. ERS Annual Congress 2013, 7-
11.09.2013 Barcelona

2) Lemieszek M, Golec M, Reichel C, Mackiewicz B, Skérska C, Gora A, Boltuc J,
Sodolska K, Milanowski J, Dutkiewicz J: Peptide LL-37 levels in sputum in COPD
farmers after exposure to organic dust. ERS Annual Congress 2009. 12-16.09.2009
Wieden

3) Golec M, Goéra A, Curzytek K, Skorska C, Mackiewicz B, Krawczyk P, Jankowska O,
Siwiec J, Zaborowski T, Lemieszek M, Ziesche R, Milanowski J, Dutkiewicz J, Spiewak
R: Levels of adhesion molecule E-cadherin and antimicrobial peptide LL-37 in induced
sputum after occupational exposure to organic dust. XXVIII Congress EAACI, 6-
10.06.2009 Warszawa

4) Spiewak R, Goéra A, Curzytek K, Skorska C, Mackiewicz B, Krawczyk P, Jankowska
O, Siwiec J, Zaborowski T, Lemieszek M, Ziesche R, Milanowski J, Dutkiewicz J, Golec
M: E-cadherin and LL-37 levels in induced sputum after occupational exposure to
organic dust: Methodological work-up and first results. 7th EAACI-GALEN-Winter
School; Basic Immunology on Allergy and Clinical Immunology. 5-8.02.2009 Davos

Wiedze 1 doswiadczenie zdobyte w projekcie Resolve oraz w badaniach nad peptydem
odpornosciowym LL-37 wykorzystatam w realizowanym obecnie we wspotpracy z Klinikg
Pneumonologii, Onkologii 1 Alergologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie grancie NCN
SONATA pt.: ,,Ocena wlasciwosci prewencyjnych 1 leczniczych katelicydyny we wtdknieniu
ptuc. Badania in vivo i molekularne w mysim modelu alergicznego zewnatrzpochodnego
zapalenia pecherzykow plucnych (AZPP)”, ktérego jestem kierownikiem. Wykazalismy
zdolnos¢ katelicydyny do redukcji odpowiedzi zapalnej oraz rozwoju wioknienia pluc u
myszy w nastepstwie przewlektej ekspozycji na znany czynnik etiologiczny AZPP tj. antygen
Pantoea agglomerans. Uzyskane wyniki byly przedmiotem 3 doniesien zjazdowych:

1) Lemieszek MK, Golec M, Dutkiewicz J, Zwolinski J, Milanowski J: Cathelicidin

treatment reduces negative changes in the expression of genes involved in pulmonary
fibrosis in mice model of hypersensitivity pneumonitis. EAACI Congress, 1-5.06.2019,
Lizbona

Supplement: 106 Special Issue: SI Meeting Abstract: LBTP1867

2) Lemieszek MK, Sawa-Wejksza K, Golec M, Dutkiewicz J, Zwolinski J, Milanowski J:

Beneficial effect of cathelicidin on treatment of hypersensitivity pneumonitis induced by
Pantoea agglomerans — in vivo studies. XV Congress of the Italian Federation of Life

Sciences, 18-21.09.2018 Rrzym
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3) Lemieszek MK, Rzeski W, Golec M, Dutkiewicz J, Milanowski J: Pantoea

agglomerans induces epithelial-mesenchymal transition in human lung epithelial cells
and mice lungs. EAACI Allergy School on Aerobiology and Pollution: The air that you
breathe and allergies, 15-17.03.2018 Dubrownik

Obok wspoélpracy z lekarzami z Uniwersytetu Medycznego w Lublinie oraz z naukowcami z
konsorcjum Resolve od wielu lat prowadz¢ wspolne badania z naukowcami z Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie z Zaktadu Wirusologii i Immunologii oraz z Zaktadu
Mikrobiologii Przemyslowej. Moja wspdlpraca z tymi Zakladami byla nastepstwem
kontynuacji rozpoczetych w czasie studidow magisterskich badan nad aktywnos$cig biologiczng
(gtownie przeciwnowotworowa) ekstraktow wodnych i etanolowych z hub brzozowych tj.
Inonotus obliquus (wtoknouszek ukosny) oraz Piptoporus betulinus (porek brzozowy), ktore
to gatunki grzyboéw od wiekdéw byly wykorzystywane w medycynie ludowej. Efektem tej
wspotpracy byto 5 publikacji naukowych:

1) Pleszczynska M, Lemieszek MK, Siwulski M, Wiater A, Rzeski W, Szczodrak J:

Fomitopsis betulina (formerly Piptoporus betulinus): the Iceman's polypore fungus with
modern biotechnological potential. World Journal of Microbiology and Biotechnology
2017, 33(5), 83

2) Pleszczynska M, Wiater A, Siwulski M, Lemieszek MK, Kunaszewska J, Kaczor J,

Rzeski W, Janusz G, Szczodrak J: Cultivation and utility of Piptoporus betulinus fruiting
bodies as a source of anticancer agents. World Journal of Microbiology and
Biotechnology 2016, 32, 151

3) Lemieszek M, Langner E, Kaczor J, Kandefer-Szerszen M, Sanecka B, Mazurkiewicz
W, Rzeski W: Anticancer effects of fraction isolated from fruiting bodies of chaga
medicinal mushroom, Inonotus obliquus (Pers.:Fr.) Pilat (Aphyllophoromycetideae): in
vitro studies. International Journal of Medicinal Mushrooms 2011, 13(2), 131-143

4) Mazurkiewicz W, Rydel K, Pogocki D, Lemieszek MK, Langner E, Rzeski W:

Separation of an aqueous extract Inonotus obliquus (Chaga). A novel look At the
efficiency of its influence on proliferation of A549 human lung carcinoma cells. Acta
Poloniae Pharmaceutica - Drug Research 2010; 67(4), 397-406

5) Lemieszek M, Langner E, Kaczor J, Kandefer-Szerszen M, Sanecka B, Mazurkiewicz
W, Rzeski W: Anticancer effect of fraction isolated from medicinal birch polypore
mushroom, Piptoporus betulinus (Bull.: Fr.) P. Karst. (Aphyllophoromycetideae): in vitro
studies. International Journal of Medicinal Mushrooms 2009; 11(4), 351-364

oraz 2 doniesienia zjazdowe:

1) Kaczor J, Czerwonka A, Wawruszak A, Lemieszek MK, Rzeski W: Comparison of

anticancer properties of water, ethanol and ether extracts from Piptoporus betulinus
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collected in Poland and USA. IX Congres Latinoamericano di Micologia 22-25.08.2017
Peru

2) Kaczor J, Kunaszewska J, Lemieszek MK, Kandefer-Szerszeh M, Rzeski W:

Comparison of anticancer properties of water and ethanol extracts isolated from

Piptoporus betulinus natural and artificial culture in colon carcinoma cell culture model.

The 8th International Medicinal Mushroom Conferences 24-27.08.2015 Manizales
Ponadto, jako promotor pomocniczy rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Adamczyk
kontynuuje wspolprace z Zakladem Mikrobiologii Przemystowej, UMCS w zakresie oceny
chemoprewencyjnych i immunomodulacyjnych wtasciwosci oligosacharydow izolowanych z
Laetiporus sulphureus (zotciak siarkowy). Pierwsze wyniki naszych badan zostaty
zaprezentowane na konferencji migdzynarodowe;j:

Adamczyk P, Lemieszek MK, Rzeski W, Pleszczynska M, Prochniak K, Tomczyk M,

Wiater A: Assessment of antiproliferative activity of oligosaccharides obtained as
acidhydrolysis products of (1-3)- a -D-glucan from Laetiporus sulphureus. GA2018 The
66th Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research S-
TCM 2018 The 11 Shanghai International Conference on Traditional Chinese Medicine
and Natural Medicine 26-29.08.2018 Shanghai

W latach 2011-2013 bytam inicjatorem 1 gtownym wykonawcg realizowanego w Zaktadzie
Wirusologii 1 Immunologii UMCS grantu NCN Harmonia 2011/01/M/NZ7/02691 pt.:
"Wiasciwosci chemoprewencyjne polisacharydow izolowanych z borowika szlachetnego
(Boletus edulis). Badania in vitro i molekularne w komérkowym modelu raka okreznicy".
Projekt realizowalam w $cistej wspotpracy z zespotem chemikow kierowanym przez Prof.
Fernando Nunesa z Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro w Vila Real w Portugali
(UTAD). Wyniki, ktore uzyskatam byly przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej pt: ,,Ocena
wiasciwosci chemoprewencyjnych kompleksow weglowodanowo-biatkowych izolowanych z
Boletus edulis (borowik szlachetny). Badania in vitro 1 molekularne w modelu komoérek raka
okreznicy” jak rowniez 5 publikacji naukowych:

1) Lemieszek MK, Nunes FHFM, Sawa-Wejksza K, Rzeski W: A King Bolete, Boletus

edulis (Agaricomycetes), RNA fraction stimulates proliferation and cytotoxicity of
natural killer cells against myelogenous leukemia cells. International Journal of
Medicinal Mushrooms 2017, 19(4), 347-353

2) Lemieszek MK, Ribeiro M, Marques G, Nunes FM, Pozarowski P, Rzeski W: New

insights into the molecular mechanism of Boletus edulis ribonucleic acid fraction (BE3)

concerning antiproliferative activity on human colon cancer cells. Food and Function

2017, 8, 1830-1839
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3) Lemieszek MK, Ribeiro M, Alves HG, Marques G, Nunes FM, Rzeski W: Boletus

edulis ribonucleic acid — a potent apoptosis inducer in human colon adenocarcinoma
cells. Food and Function 2016, 7(7), 3163-3175
4) Lemieszek MK, Cardoso C, Nunes FHFM, Barros AIRNA, Marques G, Pozarowski P,

Rzeski W: Boletus edulis biological active biopolymers induce cell cycle arrest in human
colon adenocarcinoma cells. Food and Function 2013, 4(4), 575-585
5) Lemieszek M, Rzeski W: Anticancer properties of polysaccharides isolated from fungi
of the Basidiomycetes class. Contemporary Oncology 2012, 16(4), 285-289

oraz 6 doniesien zjazdowych:

1) Lemieszek MK, Nunes FH, Rzeski W: Nieznane oblicze borowika szlachetnego i

pieprznika jadalnego - mozliwosci wykorzystania polisacharydéw grzybowych w
prewencji nowotworéw jelita grubego. I Ogolnopolska Konferencja Naukowa
Naturoterapii 02.06.2017 Lublin

2) Lemieszek MK, Nunes F, Sawa-Wejksza K, Kaczor J, Rzeski W: Effect of Boletus

edulis biological active biopolymers on proliferative and cytotoxic activity of natural
killer cell line NK92. The 8th International Medicinal Mushroom Conferences 24-
27.08.2015 Manizales

3) Lemieszek MK, Nunes FHFM, Rzeski W: Biopolymers isolated from Boletus edulis as

an potent inhibitor of MAPK/ERK pathway in colon cancer cells. Cancer and Metabolism
24-25.06.2013 Amsterdam
4) Lemieszek MK, Cardoso C, Barros AIRNA, Nunes FHFM, , Marques G, Pozarowski

P, Rzeski W: Boletus edulis fraction exibitts antiproliferative and proapoptotic properties
against colon cancer cell lines LS180 and HT-29. The 1st Symposium of the Cancer
Research Center of Lyon 13-15.02.2013 Lyon

5) Lemieszek MK, Cardoso CP, Barros AIRNA, Nunes FHFM, Marques G, Pozarowski

P, W Rzeski W: Boletus edulis polysaccharides induce cell cycle arrest in human colon
cancer cells. The 6th International Medicinal Mushroom Conferences 25-29.09.2011
Zagrzeb

6) Lemieszek MK, Cardoso CP, Barros AIRNA, Nunes FHFM, Marques G, W Rzeski W:

Isolation of edible mushrooms polysaccharides with antiproliferative activity. The 6th

International Medicinal Mushroom Conferences 25-29.09.2011 Zagrzeb
Wspolprace nawigzang z zespolem Prof. Fernando Nunesa z UTAD kontynuowatam w

ramach projektéw wiasnych prowadzonych w latach 2013-2018 w Instytucie Medycyny Wsi

w Lublinie:
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e Temat dla mtodych naukowcow IMW Nr MN 18001 pt.: ,,Analiza wptywu frakcji
polisacharydowej izolowanej z Cantharellus cibarius (pieprznik jadalny, kurka) na
przekazywanie sygnatow w szlaku NFkB w ludzkich komoérkach raku okr¢znicy —
ocena mozliwosci wykorzystania substancji pozyskiwanych z kurki w prewencji i
leczeniu nowotwordw jelita grubego”

e Temat dla miodych naukowcow IMW Nr 14001 pt.: ,,Analiza wilasciwosci
neuroprotekcyjnych frakcji polisacharydowych izolowanych z Cantharellus cibarius
(pieprznik jadalny; kurka) w warunkach stresu oksydacyjnego - badania in vitro”

e Temat Statutowy IMW Nr 14050 pt.: ,,Ocena neuroprotekcyjnych wiasciwosci frakcji
polisacharydowych pozyskiwanych z Cantharellus cibarius (pieprznik jadalny; kurka)
wzgledem hodowli ludzkich neurondéw pozyskiwanych z linii SH-SY5Y”

e Temat Statutowy IMW Nr 13040 pt.: ,,Analiza chemoprewencyjnych witasciwosci
frakcji polisacharydowych pozyskiwanych z Cantharellus cibarius (pieprznik jadalny;
kurka) wzgledem komorek raka okreznicy LS180”

Wyniki uzyskane w ramach realizacji ww. projektow stanowig podstawe prezentowanego
osiggnigcia (cykl 4 publikacji wskazanych w rozdziale 3.). Dodatkowo uzyskane wyniki byty
przedmiotem 4 doniesien zjazdowych:

1) Lemieszek MK, Nunes FH, Rzeski W: Nieznane oblicze borowika szlachetnego i

pieprznika jadalnego - mozliwosci wykorzystania polisacharydéw grzybowych w
prewencji nowotworéw jelita grubego. I Ogolnopolska Konferencja Naukowa
Naturoterapii 02.06.2017 Lublin

2) Lemieszek MK, Nunes FM, Pozarowski P, Rzeski W: Cantharellus cibarius

polysaccharides induce cell cycle arrest in human colon cancer cells. ,,Frontiers in Cancer
Prevention: Fulfilled Promises, Translational Challenges and Future Directions” 24-
26.06.2015 Gdansk

3) Lemieszek MK, Cardoso CP, Barros AIRNA, Nunes FHFM, Marques G, W Rzeski

W: Isolation of edible mushrooms polysaccharides with antiproliferative activity. The 6th
International Medicinal Mushroom Conferences 25-29.09.2011 Zagrzeb
4) Cardoso C, Lemieszek MK, Langner E, Wojciech Rzeski W, Marques G, Barros A,

Nunes F: Isolation, purification, chemical characterization and anti-tumor activity of
polysaccharides from Cantharellus cibarius. Glupor9/5th Iberian carbohydrate Meeting.
4-7.09.2011 Vila Real

Badania nad aktywnoscia biologiczng grzybow wyzszych kontynuowatam we wspotpracy z
Katedrg 1 Zakladem Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie

wykazujac chemoprewencyjne wtasciwosci polisacharydéw C. cibarius oraz peroksydazy
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egosterolu izolowanej z Hygrophoropsis aurantiaca (lisbwka pomaranczowa) Ww

komoérkowym modelu raka okreznicy. Uzyskane wyniki zaprezentowano w 2 publikacjach:
1) Nowacka-Jechalke N, Nowak R, Juda M, Malm A, Lemieszek M, Rzeski W,
Kaczynski Z: New biological activity of the polysaccharide fraction from Cantharellus
cibarius and its structural characterization. Food Chemistry 2018, 268, 355-361
2) Nowak R, Drozd M, Mendyk E, Lemieszek M, Krakowiak O, Kisiel W, Rzeski W,
Szewczyk K: New method for the isolation of ergosterol and peroxyergosterol as active
compounds of Hygrophoropsis aurantiaca and in vitro antiproliferative activity of
isolated ergosterol peroxide. Molecules 2016, 21(7), 946

oraz w doniesieniu zjazdowym:
1) Nowak R, Lemieszek M, Krakowiak A, Kisiel W, Rzeski W, Szewczyk K: The
antiproliferative abilities of ergosterol peroxide isolated from fruit bodies of
Hygrophorosis aurantiaca against human colon cancer cells LS180. 10th International
Symposium on Chromatography of Natural Products: The application of analytical

methods for the development of natural products. 6-9.06.2016 Lublin.

Niezaleznie od badan wymienionych powyzej w krggu moich zainteresowan naukowych sa
réwniez prozdrowotne wlasciwosci ekstraktow oraz substancje pochodzenia roslinnego. W
ramach wspotpracy z Zaktadem Wirusologii i Immunologii UMCS, jak réwniez z Katedrg i
Zaktadem Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie uczestniczytam
w badaniach nad aktywno$cig przeciwnowotworowa ekstraktow z mtodego jeczmienia i
spiruliny oraz zwigzkéw fenolowych pozyskiwanych z jemioty. Efekty tej wspotpracy zostaty
zaprezentowane w 4 publikacjach naukowych:

1) Kawka K, Lemieszek MK, Rzeski W: Chemopreventive properties of young green

barley extracts in in vitro model of colon cancer. Annals of Agricultural and
Environmental Medicine 2019, 26(1), 174-181

2) Czerwonka A, Kalawaj K, Slawinska-Brych A, Lemieszek MK, Bartnik M,
Wojtanowski KK, Zdzisinska B, Rzeski W: Anticancer effect of the water extract of a

commercial Spirulina (Arthrospira platensis) product on the human lung cancer A549
cell line. Biomedicine and Pharmacotherapy 2018, 106, 292-302
3) Pietrzak W, Nowak R, Gawlik-Dziki U, Lemieszek MK, Rzeski W: LC-ESI-MS/MS

Identification of biologically active phenolic compounds in mistletoe berry extracts from
different host trees. Molecules 2017, 22(4), E624
4) Czerwonka A, Kawka K, Cykier K, Lemieszek MK, Rzeski W: Evaluation of

anticancer activity of water and juice extracts of young Hordeum vulgare in human
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cancer cell lines HT-29 and A549. Annals of Agricultural and Environmental Medicine
2017, 24(2), 345-349
oraz w 3 doniesieniach zjazdowych:

1) Czerwonka A, Kawka K, Cykier K, Lemieszek MK, Rzeski W: Anticancer properties

of young barley (Hordeum vulgare) water and juice extracts. In vitro study in colon and
lung carcinoma cell culture model. Polish-Chinese Scientific Conference “Pharmacy —

Biology — Chemistry — IT New Aspects And Innovations™ 4-5.07.2017 Lublin

2) Lemieszek MK, Rzeski W: Neuroprotective properties of young barley water extract.
In vitro study in different models of neurodegeneration. EUROBIOTECH 6th Central
European Congress of Life Science, 11-14.09.2017 Krakow

3) Kawka K, Lemieszek MK, Rzeski W: Czy mtody zielony jeczmien naprawde dziata?

Ocena aktywnosci przeciwnowotworowej w komorkowym modelu raka jelita grubego. I

Ogo6lnopolska Konferencja Naukowa Naturoterapii, 02.06.2017 Lublin

Ponadto, bratam czynny udziat w ocenie aktywnos$ci przeciwnowotworowej w modelach in
vitro raka pluca, raka okreznicy oraz gliomy nowych pochodnych tiazyn i tiadiazoli
zsyntezowanych przez naukowcow z Katedry Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego w
Lublinie oraz Instytut Przemystu Organicznego w Warszawie. Uzyskane wyniki byly
przedmiotem 5 publikacji naukowych:
1) Czerwonka A, Lemieszek MK, Karpinska M, Matysiak J, Niewiadomy A, Rzeski W:
Evaluation of the effect of 2-(2,4-dihydroxyphenyl)-4H-benzofuro[3,2-d][1,3]thiazin-4-

one on colon cells and its anticancer potential. Medicinal Chemistry Research 2018,
27(9),2150-2159

2) Juszczak M, Walczak K, Matysiak J, Lemieszek MK, Langner E, Karpinska MM,
Pozarowski P, Niewiadomy A, Rzeski W: New derivative of 2-(2,4-

dihydroxyphenyl)thieno-1,3-thiazin-4-one (BChTT) elicits antiproliferative effect via
p38-mediated cell cycle arrest in cancer cells. Bioorganic and Medicinal Chemistry 2016,
24(6):1356-1361

3) Matysiak J, Juszczak M, Karpinska MM, Langner E, Walczak K, Lemieszek MK,
Skrzypek A, Niewiadomy A, Rzeski W: Synthesis of 2-(2,4-dihydroxyphenyl)thieno-

1,3-thiazin-4-ones, their lipophilicity and anticancer activity in vitro. Molecular Diversity
2015, 19(4), 725-736

4) Matysiak J, Juszczak M, Karpinska MM, Langner E, Walczak K, Lemieszek M,
Skrzypek A, Rzeski W, Niewiadomy A: Synthesis, characterization, and pharmacological
evaluation of novel azolo- and azinothiazinones containing 2,4-dihydroxyphenyl

substituent as anticancer agents. Monatshefte fur Chemie 2015, 146(8), 1315-1327
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5) Raszewski G, Juszczak M, Lemieszek MK, Matysiak J, Niewiadomy, Rzeski W: A

simple =~ HPLC  metod for determining  2-(3-chlorophenyloamino)-5-(2,4-
dihydroxyphenyl)-1,3,4-thiadiazole in brain and plasma of animals: Application to a
pharmacokinetic study. Acta Chromatographica 2014, 26, 255-266

oraz 3 doniesien zjazdowych:
1) Matysiak J, Juszczak M, Karpinska M, Langner E, Lemieszek M, Walczak K, Rzeski
W, Niewiadomy A, Skrzypek A: Synteza oraz wlasciwosci antyproliferacyjne nowego
analogu 2-(2,4-dihydroksyfenylo)-4H-tieno[3,2-d][1,3]tiazyn-4-onu — badania in vitro,
Konferencja naukowa "Nowoczesne techniki badawcze stosowane w analizie
farmaceutycznej 1 biomedycznej". 10-12.09.2014 Bydgoszcz
2) Matysiak J, Juszczak M, Karpinska MM, Langner E, Walczak K, Lemieszek M,
Rzeski W, Niewiadomy A: Synthesis of 2-(2,4-dihydroxyphenyl)thieno[1,3]thiazin-4-
ones and their cytotoxic activity against cancer cell lines. IX Multidyscyplinarna
Konferencja Nauki o Leku 12-14.05.2014, Korytnica k/Szydtowa
3) Matysiak J, Juszczak M, Karpinska MM, Langner E, Lemieszek M, Walczak K,
Rzeski W, Niewiadomy A: Synteza oraz aktywnos$¢ antyproliferacyjna pirazolo [1.3]
tiazynonéw sfunkcjonalizowanych podstawnikiem 2,4-dihydroksyfenylowym. XXII
Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego. 18-21.09.2013 Biatystok

W uznaniu dorobku naukowego na rzecz Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

zostatam uhonorowana nagroda Rektora UMCS w latach 2016, 2017, 2018 12019

Sposréd 51 publikacji naukowych, ktorych jestem wspotautorem 5 zostato przygotowanych

wylacznie przez naukowcoOw z jednej instytucji naukowej: 1) Flom GA, Lemieszek M,

Fortunato EA, Johnson JL: Farnesylation of Ydjl is required for in vivo interaction with
Hsp90 client proteins. Molecular Biology of the Cell 2008, 19, 5249-5258, 2) Kawka K,
Lemieszek MK: Prozdrowotne wlasciwosci mtodego jeczmienia. Medycyna Ogolna i Nauki o

Zdrowiu 2017, 23(1), 7-12; 3) Raszewski G, Lemieszek MK, f.ukawski K: Cytotoxicity induced

by cypermethrin in Human Neuroblastoma Cell Line SH-SY5Y. Annals of Agricultural and
Environmental Medicine 2016, 23(1), 106-110; 4) Golec M, Skorska C, Lemieszek M,

Dutkiewicz J: A novel inhalation challege to study animal model of allergic alveolitis. Annals

of Agricultural and Environmental Medicine 2009; 16, 173-175; 5) Lemieszek MK: ,, Ocena

wiasciwosci chemoprewencyjnych kompleksow weglowodanowo-biatkowych izolowanych z
Boletus edulis (borowik szlachetny). Badania in vitro i molekularne w modelu komorek raka
okreznicy” Rozprawa doktorska 2014 Lublin. Pozostatych 46 publikacji naukowych byto

efektem wspotpracy wieloosrodkowej. W tabeli ponizej zaprezentowano wykaz uczelni i
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jednostek badawczo-rozwojowych, z ktérych pracownikami wspdtpracowatam - efektem

czego byly wspolne publikacje naukowe.

Tabela 1. Udziat badaczy z poszczegdlnych uczelni i instytucji naukowych w powstaniu

publikacji, ktérych jestem wspodtautorem

Lp. Nazwa uczelni/ instytucji naukowej Hos¢ Udzial
wspolnych procentowy
publikacji we wszystkich

publikacjach
Jjednostki krajowe

1. |Instytut Medycyny Wsi w Lublinie 50 98

2. | Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie 31 61

3. | Uniwersytet Medyczny w Lublinie 27 53

4. | Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie 7 14

5. | Instytut Przemyshu Organicznego w Warszawie 4 8

6. |Politechnika Rzeszowska 3 6

7. | Uniwersytet Przyrodniczy w Poznan 2 4

8. |Instytut Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie 1 2

9. |Instytutu Dermatologii w Krakowie 1 2

10. | Instytut Farmakologii PAN w Krakowie 1 2

11. | Uniwersytet Gdanski 1 2

Jjednostki zagraniczne
1. | University of Tras-os-Montes and Alto Douro
(Portugalia) 8 16

2. |Medical University of Vienna (Austria) 6 12

3. | Austrian Institute of Technology (Austria) 5 10

4. | University of Verona (Wtochy) 3 6

5. | Université Catholique de Louvain (Belgia) 3 6

6. | University of Lisbon (Portugalia) 1 2

7. |BioTalentum Ltd (Wegry) 1 2

8. | Szent Istvan University (Wegry) 1 2

9. | University of Idaho (USA) 1 2

10. | Ben-Gurion University of the Negev (Israel); 1 2

11. | McMaster University (Kanada) 1 2

12. | University of Wisconsin-Madison (USA) 1 2

5. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,ORGANIZACYJNYCH
ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE

5.1. Dzialalno$¢ dydaktyczna
Promotor pomocniczy rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Adamczyk pt.: ,,Ocena wlasciwosci
prebiotycznych hydrolizatu (1—3)-a-D-glukanéw wyizolowanych z owocnikow zoéiciaka

siarkowego (Laetiporus sulphureus)” Powotanie na promotora pomocniczego na podstawie

44




Marta K. Lemieszek Autoreferat

decyzji Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie Sklodowskiej w
Lublinie Nr 6/d/19 z dnia 27.02.2019 w sprawie wszczecia przewodu doktorskiego w
dziedzinie nauk biologicznych, dyscyplinie biotechnologia oraz powolania promotora

rozprawy doktorskiej i promotora pomocniczego.

Opiekun bezptatnych praktyk nie objetych programem studiow realizowanych przez
studentow studiow II stopnia na kierunkach biologia, biotechnologia oraz mikrobiologia
prowadzonych przez Uniwersytet Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie oraz studentow
kierunku lekarskiego prowadzonego przez Uniwersytet Medyczny w Lublinie

01.10.2019 - obecnie Weronika Rzeska

01.07.2019 - 12.07.2019 Lic. Anna Michalicha

03.09.2018 - 28.09.2018 Lic. Paulina Kwasnik

03.09.2018 - 28.09.2018 Lic. Anna Michalicha

01.04.2011 - 29.04.2011 Lic. Iwona Filipiuk

Opiekun naukowy studentow studiow II i III stopnia na kierunkach biotechnologia oraz
mikrobiologia prowadzonych przez Uniwersytet Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie
27.02.2018 - 25.06.2019 Lic. Paulina Kwasnik
03.02.2017 - obecnie Mgr Paulina Adamczyk
27.05.2013 - 02.09.2014 Mgr Arkadiusz Czerwonka

Opiekun stazu z Urzedu Pracy w Zamosciu

29.11.2016 - 28.02.2017 Mgr Katarzyna Kawka

5.2. Dzialalno$¢ organizacyjna
29.01.2016 - obecnie Pelnomocnik Dyrektora IMW ds. Przewodow Doktorskich
27.03.2015 - obecnie Sekretarz Komisji Doktorskiej IMW

od 2015 Cztonek European Respiratory Society
od 2014 Cztonek Polskiego Towarzystwa Chorob Ptuc
od 2009 Cztonek European Academy of Allergy and Clinical Immunology

6. INNE INFORMACJE DOTYCZACE KARIERY ZAWODOWEJ

6.1. Nagrody
% Nagroda zespotowa Rektora UMCS w uznaniu dorobku naukowego na rzecz
Uniwersytetu Marii  Curie-Sklodowskiej w Lublinie za oryginalne i1 tworcze
osiggnigcia naukowe udokumentowane cyklem artykuléw opublikowanych w roku

akademickim 2018/2019 z zakresu aktywnosci naturalnych i syntetycznych substancji
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o znaczeniu w ochronie zdrowia cztowieka oraz roli niektérych komoérek organizmu w
przebiegu procesow biologicznych zachodzacych w tkankach prawidlowych 1
nowotworowych. 23.10.2019 Lublin

Nagroda zespolowa Rektora UMCS w uznaniu dorobku naukowego na rzecz
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie za oryginalne 1 tworcze
osiggniecia naukowe udokumentowane cyklem artykutow opublikowanych w roku
akademickim 2017/2018 z zakresu badan nad naturalnymi i syntetycznymi
pochodzenia endogennego i1 egzogennego i ich roli w procesach patologicznych.
23.10.2018 Lublin

Nagroda zespotowa Rektora UMCS w uznaniu dorobku naukowego na rzecz
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie za oryginalne 1 tworcze
osiggni¢cia naukowe udokumentowane cyklem artykutow opublikowanych w roku
akademickim 2016/2017 z zakresu naturalnych substancji pochodzenia endogennego i
egzogennego oraz ich roli w procesach patologicznych. 23.10.2017 Lublin

Nagroda zespotowa Rektora UMCS za osiggnigcie naukowe uzyskane w zespole pod
kierownictwem prof. dr hab. Martyny Kandefer-Szerszen a zawierajacej cykl
artykutéw opublikowanych w roku akademickim 2015/2016 z zakresu mechanizmow
oddzialywania nowotworu z organizmem gospodarza pt. ,Nowotwor gospodarz.
Mechanizmy wzajemnego oddziatywania” 23.10.2016 Lublin

Nagroda im. Dr Anny Siedleckiej dla najlepszego absolwenta w roku 2008 na
kierunku biotechnologia Wydziatu Biologii 1 Nauk o Ziemi UMCS za wybitne wyniki
w nauce oraz dziatalno$¢ naukowa i1 organizacyjna podczas studiow. 01.10.2008

Lublin

6.2. Stypendia

7/
L X4

Travel Grant: EAACI Allergy School on Aerobiology and Pollution: The air that you
breathe and allergies, 15-17.03.2018 Dubrovnik, Croatia. Grant przyznany przez
European Academy of Allergy and Clinical Immunology 14.02.2018

Stypendium naukowe dla doktorantow II. Stypendium wspotfinansowane ze §rodkow
Europejskiego Funduszu Spotecznego, Budzetu Panstwa oraz Budzetu Wojewoddztwa
Lubelskiego w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki. 02.07.2012 Lublin
Stypendium Konferencyjne dla Mtodych Pracownikow Naukowych na udziat w "The
6th International Medicinal Mushroom Conferences", 25-29 wrzesien 2011 Zagrzeb,
Chorwacja. Stypendium przyznane przez Towarzystwo Naukowe Warszawskie oraz

Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej. 15.06.2011 Warszawa
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6.3. Najwazniejsze dane bibliometryczne

e Index Hirscha (wedlug bazy Web of Science Core Collection): 12

e (Calkowita liczba cytowani

(wedlug bazy Scopus): 414 (bez autocytowan: 347)

(wedlug bazy Web of Science Core Collection): 384 (bez autocytowar: 316)

Liczba publikacji Impact Factor ~ Punkty MNiSW

Publikacje stanowigce osiggnigcie 4 17,310 340
naukowe
Prace opublikowane po uzyskaniu 32 56,280 197
stopnia doktor (z pominieciem
publikacji tworzqcych osiggniecie)
Prace opublikowane przed 15 21,923 41
uzyskaniem stopnia doktora
Lacznie wszystkie publikacje 51 95,513 1414
naukowe

flevte. Lenrire <
(podpis wnioskodawcy)




