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1. Imi¢ i Nazwisko.

Joanna Marta Sikora

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania

oraz tytutu rozprawy doktorskie;j.

2007-2011

2007-2008

2000-2004

2003

1999-2003

Specjalizacja z Laboratoryjnej Toksykologii Medycznej, Uniwersytet
Medyczny w Lodzi
uzyskany tytul: specjalista w dziedzinie laboratoryjnej toksykologii

medycznej (2011)

Studia podyplomowe — ,,Analityka w ochronie srodowiska”, Wydziat
Chemii Uniwersytetu im. Mikotaja Kopernika w Toruniu; praca
dyplomowa pt.: ,,Oznaczanie antocyjandéw Aronii czarnoowocowej
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w materiale
biologicznym.”, opiekun dr Michat Szumski,

promotor prof. dr hab. Bogustaw Buszewski

Specjalizacja | stopnia z Analityki Klinicznej, uzyskany tytutl —
analityk kliniczny (2004)

Prawo wykonywania zawodu diagnosty laboratoryjnego (nr 07788)

Stacjonarne Studium Doktoranckie, Zaktad Biochemii
Farmaceutycznej, Uniwersytet Medyczny w Lodzi, praca doktorska
pt.: ,,Zastosowanie wybranych testow hemostazy do opracowania
modelu oceny dzialania nowych lekéw” — przewdd doktorski
zakonczony wyroznieniem;

promotor prof. dr hab. Barbara Kostka,

recenzenci: prof. dr hab. Elzbieta Mikiciuk-Olasik, Uniwersytet

Medyczny w Lodzi oraz prof. dr hab. Elzbieta Kostka-Trabka,
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Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie;
uzyskany tytut - doktor nauk farmaceutycznych (2003), specjalnosé

biochemia farmaceutyczna

1994-1999 Oddzial Analityki Medycznej, Akademia Medyczna w Lodzi,
uzyskany tytut — magister analityki medycznej (1999 r.)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

2006-0becnie adiunkt w Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekow
i Radiofarmacji, Uniwersytet Medyczny w Lodzi

2005-2006 asystent w Zakltadzie Chemii Farmaceutycznej i Analizy Lekow,
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

2003-2005 starszy referent techniczny w Zakladzie Farmakologii i Terapii
Monitorowanej z Oddziatem Choréb Wewnetrznych, Uniwersytet

Medyczny w Lodzi

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

4.1. Tytul osiagniecia naukowego:
Przedstawionym do oceny osiggnigciem jest jednotematyczny cykl 5 publikacji
opublikowanych w latach 2009-2014 o tacznym IF wynoszacym 12,029

(116 pkt. MNiSW) zatytutowany:

»Plejotropowe wlasciwosci ekstraktu z Aronii czarnoowocowej w badaniach

in vitro i in vivo”
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4.2. Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego:

(autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa),

. Joanna Sikora, Marlena Broncel, Elzbieta Mikiciuk-Olasik. Aronia melanocarpa
reduces the activity of angiotensin I-converting enzyme (ACE) — in vitro and ex
vivo studies. Oxidative Medicine and Cellular Longevity 2014; DOI:
10.1155/2014/739721

IF 3,393; 25 p MNiISW

. Joanna Sikora, Magdalena Markowicz, Marlena Broncel, Elzbieta Mikiciuk-
Olasik. Extract of Aronia melanocarpa modified hemostasis - in vitro studies.
European Journal of Nutrition 2014; DOI: 10.1007/s00394-014-0653

IF013) 3,840; 30 p. MNiSW

. Joanna Sikora, Marlena Broncel, Magdalena Markowicz, Maciej Chatubinski,
Katarzyna Wojdan, Elzbieta Mikiciuk-Olasik. Short-term supplementation with
Aronia melanocarpa extract improves platelet aggregation, clotting, and fibrinolysis
in patients with metabolic syndrome. European Journal of Nutrition 2012; 51: 549-
556; DOI 10.1007/s00394-011-0238-8

IF 3,127; 35 p. MNiSW

Marlena Broncel, Marzena Kozirdg, Piotr Duchnowicz, Maria Koter-Michalak,
Joanna Sikora, Julita Chojnowska-Jezierska. Aronia melanocarpa extract reduces
blood pressure, serum endothelin, lipid, and oxidative stress marker levels in
patients with metabolic syndrome. Medical Science Monitor 2010; 16(1): CR28-34.

IF 1,699; 20 p. MNiSW

. Joanna Sikora, Marlena Broncel, Marzena Kozirdg, Barbara Kostka, Elzbieta
Mikiciuk-Olasik. Wplyw ekstraktu z Aronii czarnoowocowej na agregacje ptytek
Krwi u pacjentow z zespotem metabolicznym. Problemy Terapii Monitorowane;

2009; 20 (1): 11-16. 6 p. MNiSW
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W zalaczniku 5 zawarto o$wiadczenia wszystkich wspotautorow publikacji

wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego.

4.3 Oméwienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikéw wraz

Z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Celem prowadzonych przeze mnie badan, bedacych podstawg przedstawionego do
oceny jednotematycznego cyklu publikacji, byto poszukiwanie nowych, plejotropowych
wlasciwosci polifenoli aroniowych. W badaniach in vitro i in vivo ocenitam wplyw
ekstraktu z Aronii czarnoowocowej na wybrane parametry hemostazy osoczowej, adhezji
i agregacji ptytek krwi, stresu oksydacyjnego, a takze aktywno$¢ enzymu konwertujacego
angiotensyne I (ACE 1) u ludzi zdrowych oraz z zespotem metabolicznym.

Omoéwienie podstaw teoretycznych osiggni¢cia naukowego zostato przygotowane
w oparciu 0 przeglad literatury wykorzystany w powyzszych publikacjach oraz trzech
pracach przegladowych dotyczacych tej tematyki, ktorych jestem wspotautorem, tj.:

1. Joanna Sikora, Magdalena Markowicz, Elzbieta Mikiciuk-Olasik. Rola

I wlasciwo$ci  lecznicze aronii  czarnoowocowej w  profilaktyce chordb

cywilizacyjnych. Bromatologia i Chemia Toksykologiczna. - XLII, 2009,1:10-17;

2. Joanna Sikora, Magdalena Markowicz. Wtasciwosci zwigzkow biologicznie
aktywnych zawartych w owocach Aronii czarnoowocowej (Aronia melanocarpa

Elliot). Farmacja Polska 2008, 64 (17): 780-785

3. Joanna Sikora. Oznaczanie antocyjanow metoda wysokosprawnej chromatografii

cieczowej w ptynach biologicznych. Problemy Terapii Monitorowanej 2008,

19 (3): 241-249

4.3.1. Wprowadzenie

Owoce jagodowe, a przede wszystkim zawarte w nich substancje aktywne, od lat sg
obiektem badan naukowych, gtownie z powodu swoich wilasciwosci antyoksydacyjnych,
polegajacych na inaktywowaniu wolnych rodnikow. Same reaktywne formy tlenu czy
azotu petlnia wazng rolg w przebiegu wielu proceséw fizjologicznych. Niestety,

w przypadku niewystarczajacej ilosci endogennych systemoéw neutralizujgcych wolne
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rodniki stajg si¢ przyczyna tzw.: ,Stresu oksydacyjnego”. Obecnie wiadomo, ze stres
oksydacyjny ma istotny udziat w patogenezie wielu chorob, w tym uktadu sercowo-
naczyniowego, nowotwordéw, choréb autoimmunologicznych, neurodegeneracyjnych,
otylosci, insulinoopornos$ci oraz procesu starzenia si¢. Dlatego w ostatnich latach ktadzie
si¢ coraz wigkszy nacisk na zdrowotne, w tym i antyoksydacyjne, wtasciwosci codziennej
diety. Dzigki odpowiedniej ilosci owocow, warzyw, sokow czy innych produktéw
bogatych w polifenole, pozywienie nie tylko dostarcza podstawowych sktadnikow
odzywczych, ale posiada takze dodatkowe korzystne witasciwosci, jak zapobieganie lub
opdznianie wystgpienia chorob przewlektych. W profilaktyce tzw. ,,choréb stylu zycia”,
okreslanych rowniez mianem ,,chorob cywilizacyjnych” istotng role odgrywaja réznego
rodzaju suplementy. Szacuje si¢, ze ok. 35% preparatow leczniczych stosowanych
w Europie, jest pochodzenia roslinnego, aczkolwiek leki te otrzymywane sa tylko z ok.
0,1% znanych gatunkow roslin. Stad tez ciggle poszukiwane sg nowe aktywne preparaty
ro$linne. Jedng z takich ro$lin wykazujacych ogromny potencjal leczniczy jest Aronia
czarnoowocowa (Aronia melanocarpa Elliot) nalezaca do rodziny r6zowatych (Rosaceae).
Surowcem spozywczym oraz farmaceutycznym sa dojrzale owoce 1 liScie. Mimo dos$é
cierpkiego smaku jagdd, zainteresowanie aronig wcigz wzrasta, przede wszystkim ze
wzgledu na wlasciwosci prozdrowotne, ale takze dlatego, ze jest to roslina wyjatkowo
tatwa w uprawie. Ma mate wymagania odnosnie gleby, jest odporna na mroéz, do tego nie
wymaga opryskow przeciw szkodnikom i chorobom. W zwiazku z tym owoce aronii sa
wolne od pestycydow, ponadto, nie kumuluja metali cigzkich. Za farmakologiczne
wlasciwosci aronii odpowiada caly szereg substancji aktywnych, jak: zwigzki z grupy
polifenoli, w tym: antocyjany, flawonoidy oraz fenolokwasy. Antocyjany — jedne
z wazniejszych barwnikow w §wiecie ro§linnym reprezentowane sg przez cztery pochodne
cyjanidyny: 3-O-galaktozyd cyjanidyny (64,5%), 3-O-arabinozyd cyjanidyny (28,9%),
3-O-ksylozyd cyjanidyny (4,2%) oraz 3-O-glukozyd cyjanidyny (2,4%). Natomiast
najliczniejsza grupa flawonoidow wystepujacych w owocach aronii sg flawonole. Naleza
do nich: 3-O-wiscjanozyd kwercetyny, 3-O-robinobiozyd kwercetyny oraz inne glikozydy
kwercetyny. Biologicznie aktywnymi przedstawicielami zwigzkoéw z grupy fenolokwasow
sg kwas chlorogenowy, neochlorogenowy, kawowy oraz felurowy. Ponadto, owoce aronii
zawieraja duze ilosci garbnikow, witamin, kwaséw organicznych, karotenoidow oraz
pierwiastkow §ladowych.

Czarne owoce aronii, zanim przywe¢drowaty do Europy, byly uzywane przez

Amerykanow jako zrédto pokarmu oraz jako srodek leczniczy stosowany w przeziebieniu.

6



Zatgcznik 2 - Autoreferat

W literaturze jest wiele danych pochodzacych zaréwno z badan in vitro, jak i in vivo,
potwierdzajacych takze inne prozdrowotne dziatania produktow z tych owocow.
Opisywane sg przede wszystkim ich silne wtasciwosci antyoksydacyjne 1 przeciwzapalne.
Istniejg doniesienia, ze antocyjany zawarte w owocach aronii pobudzajag w komorkach
srodbtonka synteze tlenku azotu, wykazujg rowniez wlasciwosci kardioprotekcyjne oraz
ograniczajg rozwoj glikemii, a takze uwrazliwiajg komorki na dziatanie insuliny. Réwniez
otrzymane przeze mnie wyniki badan przeprowadzonych we wspotpracy z Klinikg Choréb
Wewnetrznych i Farmakologii Klinicznej (kierowang przez dr hab. Marleng¢ Broncel, prof.
nadzw. UM) oraz Katedra Biofizyki Skazen Srodowiska Uniwersytetu Eodzkiego
(kierowang przez prof. dr hab. Mari¢ Koter-Michalak), wykazaly szereg innych
wielokierunkowych dziatan polifenolowego preparatu z aronii. O ile mechanizm dziatania
antyoksydacyjnego owocoéw jagodowych jest stosunkowo dobrze poznany, to inne efekty
wcigz wymagaja poglebionych badan biochemicznych. Pomimo to, uwaza si¢, ze dzigki
plejotropowym wiasciwosciom zar6wno owoce jak i produkty zawierajace w swoim
sktadzie ekstrakt z aronii czarnoowocowej] moga sta¢ si¢ waznym narzedziem
w profilaktyce i leczeniu wielu tzw. ,,chorob cywilizacyjnych”.

W naszych badaniach in vivo brali udziat pacjenci ze Sstwierdzonym zespotem
metabolicznym (ZM). Osoby zakwalifikowane do badan przez zespot lekarzy pod
kierunkiem dr hab. Marleny Broncel stosowaly ekstrakt z Aronii czarnoowocowej
(Aronox, Agropharm SA) w dawce 3 x 100 mg przez okres od 4 do 8 tygodni.

Zespot metaboliczny, nazywany rowniez zespotem X lub zespolem opornosci na
insuling, stanowi potaczenie najbardziej niebezpiecznych czynnikéw ryzyka chorob
sercowo-naczyniowych, takich jak otylo$¢ centralna, zaburzenia lipidowe o typie
aterogennej dyslipidemii, upo$ledzona tolerancja glukozy oraz podwyzszone ci$nienie
tetnicze. Czgsto okreslany jest mianem epidemii naszego wieku. Patomechanizm ZM jest
ztozony, wsrod gtownych przyczyn jego rozwoju wymienia si¢ dysfunkcje srodbtonka
naczyniowego, stan prozapalny oraz prozakrzepowy. Za twoérce nowoczesnej koncepcji
ZM zostal uznany Gerry Reaven, ktory opisat zalezno$¢ miedzy wystepowaniem opornosci
na insuling i nadci$nienia t¢tniczego, zaburzen lipidowych oraz wtérnych zaburzen ukladu
sercowo — naczyniowego. Pierwotnie ZM definiowano jako stan zwigzany
Z wystepowaniem otyloSci, nieprawidlowego metabolizmu glukozy, nadcis$nienia,
oporno$ci na insuling oraz zaburzen lipidowych i mikroalbuminurii. Na przestrzeni lat
kryteria rozpoznania ZM podlegaly modyfikacjom az do obecnie obowigzujacych,

w ktorych jako najwazniejsze uznano otylos¢ brzuszng i S$ciS$le z nig zwigzang
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insulinooporno$¢ oraz konsekwencje metaboliczne i1 neurohormonalne. Zwigkszenie
czestosci  wystepowania schorzen zwigzanych =z otyloScia zmusza badaczy do
poszukiwania nowych metod prewencji oraz leczenia takich chorob, jak nadci$nienie
tetnicze, hiperlipidemia czy cukrzyca. Badania epidemiologiczne wskazuja, ze codzienne
spozywanie polifenoli roslinnych moze redukowaé ryzyko rozwoju miazdzycy poprzez
korzystny wptyw na profil lipidowy, stezenie glukozy we krwi, obnizenie cisnienia,

zmniejszenie sktonnos$ci do zakrzepicy oraz dzialanie antyoksydacyjne.

4.3.2. Wplyw ekstraktu z Aronii czarnoowocowej na aktywno$¢ plytek krwi oraz

wybrane elementy ukladu krzepniecia i fibrynolizy.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan in vitro i in vivo, dotyczacych
wptywu polifenoli aroniowych na wybrane parametry hemostazy, zostaty opublikowane
w trzech pracach bedacych czeScig omawianego osiggnigcia naukowego (zatacznik 3, pkt
I. B, poz. 2,3i5).

Juz wstepne obserwacje wykazaly, ze 4-tygodniowa suplementacja ekstraktem
z aronii moze mie¢ korzystny wplyw na agregacj¢ plytek krwi indukowang ADP oraz
profil lipidowy u pacjentdow cierpiagcych na zespot metaboliczny. W grupie badanych
pacjentow z ZM (n=25) stwierdzono takie czynniki ryzyka miazdzycy, jak: aterogenna
dyslipidemia, BMI powyzej 30 — $wiadczace o istniejacej otyloSci — oraz zwigkszong
aktywnos¢ ptytek krwi i stezenie fibrynogenu w porownaniu z osobami zdrowymi. Po 4-
tygodniowym stosowaniu bogatego w polifenole ekstraktu z Aronii czarnoowocowej
stwierdzono statystycznie znamienne obnizenie stezenia lipidow w 0soczu. Niestety, mimo
korzystnych modyfikacji stezen parametrow lipidowych, nadal pozostawaly one wyzsze
niz w grupie kontrolnej. Odnotowano natomiast korzystng modyfikacj¢ parametrow
agregacji plytek krwi. Zaobserwowano nie tylko zmniejszenie maksimum agregacji
(Amax), ale takze ogo6lne spowolnienie tego procesu (zmniejszenie predkosci poczatkowe;j
Vo oraz wydhluzenie czasu trwania procesu Tmax). Co ciekawe, wartosci tych parametrow,
po 4-tygodniowym stosowaniu ekstraktu z aronii, nie rdznily si¢ znaczaco od tych
otrzymanych w grupie 0sob zdrowych (zatacznik 3, pkt B, poz. 5). Obiecujace wyniki
badan wstepnych zachecity nasz zespot do ich kontynuacji, z udziatem wigkszej liczby
pacjentdw oraz poszerzonym panelem badan hemostazy.

W opublikowanej w European Journal of Nutration pracy (zatacznik 3, pkt I. B,

poz. 3) przedstawiono wyniki 8-tygodniowej obserwacji wptywu suplementacji ekstraktem
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z aronii na agregacje ptytek krwi, ogoélny potencjat formowania skrzepu i fibrynolizy oraz
og6lny potencjal krzepnigcia osocza. W badaniu wzigty udziat 52 osoby, ktore podzielono
na dwie grupy. Do grupy badanej wigczono pacjentdw z zespotem metabolicznym (n=38)
suplementowanych przez 8 tygodni ekstraktem z aronii (Aronox, Agropharm SA). Grupe
kontrolng stanowito 14 zdrowych ochotnikow nie rozniacych si¢ od grupy badanej pod
wzgledem wieku i plei. W grupie pacjentdow z zespotem metabolicznym przeprowadzono
trzy kontrolne badania: przed rozpoczeciem suplementacji, po 4 i po 8 tygodniach
stosowania Aronoxu. Przedmiotowe ipodmiotowe badania lekarskiec zostaty
przeprowadzone w Klinice Choréb Wewnetrznych i Farmakologii Klinicznej. Badania
hemostazy wykonatam przy uzyciu opracowanego w ramach pracy doktorskiej modelu
doswiadczalnego, pozwalajacego oceni¢ wybrane parametry agregacji ptytek krwi, uktadu
krzepnigcia i fibrynolizy.

W literaturze przeciwplytkowa aktywnos¢ polifenoli aroniowych oraz ich wptyw na
niektore parametry krzepnigcia zostaty opisane w badaniach in vitro oraz in vivo ale tylko
przeprowadzonych na zwierzgtach. Jak dotad nie opublikowano danych weryfikujacych to
dziatanie w badaniach z udziatem ludzi. Wiele obserwacji klinicznych wskazuje, ze inne
owoce jagodowe bogate w polifenole korzystnie modyfikuja aktywno$¢ hemostatyczng
ptytek krwi. Nasze badania potwierdzily, ze rowniez ekstrakt z aronii posiada t¢ cenng
wilasciwos¢. Wykazaty one, ze 1-miesigczna suplementacja ekstraktem aroniowym istotnie
hamuje agregacje ptytek krwi indukowang ADP. Stwierdzono nie tylko 30-procentowe
zmniejszenie agregacji (Amax), ale takze ponad 35-procentowe spowolnienie tego
procesu. Obserwowany efekt moze mie¢ korzystne znaczenie w prewencji zdarzen
sercowo-naczyniowych zwiazanych z hiperaktywnoscia plytek czesto towarzyszaca ZM.
Po dwoch miesigcach stosowania ekstraktu $rednie warto$ci parametrow kinetycznych
agregacji byty tylko nieznacznie nizsze od wartosci wyjsciowych. Stosowanie ekstraktu
nie wptyne¢to natomiast na ogolng liczbe ptytek we krwi badanych osob.

Do oceny hemostazy osoczowej zastosowano wczesniej opracowany CL-test
sprzgzony z wlasnym programem komputerowym (zatacznik 3 pkt. Il A, poz. 7). Ten
wieloparametryczny model umozliwia ocen¢ ogolnego procesu krzepnigcia (Cauc) oraz
ogodlnego potencjatu tworzenia skrzepu fibrynowego, fazy jego stabilizacji i1 fibrynolizy
(CLauc) poprzez spektrofotometryczny pomiar transmitancji. W celu otrzymania krzywej
tworzenia skrzepu i fibrynolizy (CLauc) do osocza dodawana jest duza dawka trombiny
(stezenie w probie 0,5 TU/mL) oraz tkankowy aktywator plazminogenu t-PA (60 ng/mL

proby badanej). Dodanie niewielkiej ilosci trombiny (0,025 IU/mL) wraz z chlorkiem

9



Zatgcznik 2 - Autoreferat

wapnia (0,01 mmol/L) nie spowoduje, jak poprzednio, natychmiastowego tworzenia
skrzepu, ale zapoczatkuje zwrotng kaskade reakcji prowadzaca do wygenerowania
endogennej trombiny, ktdra zainicjuje proces formowania skrzepu (test Cauc).
Generowane krzywe sg zapisywane w sposob ciagly przy uzyciu spektrofotometru
I programu komputerowego, dzigki ktoremu mozna oceni¢ 15 parametréw kinetycznych
badanych procesow. Nalezy podkreslic odrgbno$¢ pozornie jednakowych parametrow
kinetycznych | fazy CLauc i 0gélnego potencjatu krzepnigcia Cayc. Poniewaz w tescie
CLauc tworzenie fibryny indukowane jest egzogenna trombing, obserwowane zmiany
parametréw wynikaja przede wszystkim ze zmian zachodzacych w obrebie czasteczki
fibrynogenu, ktore wplywaja na struktur¢ wytworzonego skrzepu. W literaturze
potwierdzone zostato, ze modyfikacje czasteczek fibrynogenu i fibryny, np. w wyniku
glikacji, powoduja powstanie sieci fibryny o zaburzonej strukturze. Dlatego zastosowanie
tych dwoch testow umozliwia dokladniejsza ocen¢ zaré6wno generacji endogennej
trombiny, jak i tworzenia skrzepu oraz jego lizy.

W naszych badaniach u pacjentow z ZM stwierdzono wyjsciowo statystycznie
znamiennie wyzsze warto$ci ogolnego potencjatu tworzenia skrzepu i fibrynolizy (CLauc)
oraz ogolnego potencjatu krzepnigcia (Cauc), a takze stezenia fibrynogenu w poréwnaniu
z grupa kontrolng. Interesujagce okazaly si¢ roznice w poszczegdlnych parametrach
kinetycznych CLayuc obserwowane pomigdzy pacjentami z ZM, a grupa kontrolna.
W grupie kontrolnej statystycznie istotnie szybciej tworzone sa wldkna fibryny pod
wplywem egzogennej trombiny (wyzsza warto$¢ predkosci poczatkowej (FVo) i skrocony
czas tworzenia skrzepu (Tf)) oraz znacznie szybciej rozpoczyna si¢ liza wytworzonego
skrzepu (skrocony czas stabilizacji Tc), i mimo ze w kinetyce fibrynolizy nie obserwuje si¢
istotnych rdznic, to globalnie badany proces przebiega znacznie sprawniej u 0sOb
zdrowych. Tego typu zmiany moga S$wiadczy¢ o istnieniu zwigkszonego ryzyka
zakrzepowego u pacjentow z ZM. Po jednym miesigcu suplementacji ekstraktem
aroniowym zaobserwowano korzystne zmniejszeniec ogoOlnego potencjalu tworzenia
skrzepu i fibrynolizy (CLauc). Zmiana ta obserwowana byta dla pola pod krzywa
wszystkich trzech faz procesu (tworzenia skrzepu - Sy, stabilizacji skrzepu — Sc oraz
fibrynolizy - S1). Fakt ten moze wskazywac¢ na modyfikacje wielu czynnikdw hemostazy
poprzez suplementacje¢ polifenolowego ekstraktu z aronii. Po dwoch miesigcach
suplementacji, mimo ze kierunek zmian CLayc, Sy, Sc, Sl zostal zachowany i badane
parametry wciaz pozostawaty $rednio o 11% nizsze niz warto$ci wyj$ciowe, to jednak byty

to roznice statystycznie nieistotne. W przypadku ogdlnego potencjatu krzepnigcia Cauc,
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poréwnywalny, korzystny wpltyw byt obserwowany zaréwno po jednym, jak i dwoch
miesigcach stosowania Aronoxu.

Mimo licznych badan potwierdzajacych wplyw polifenoli na rozne etapy
hemostazy, niestety nadal nieznany jest doktadny mechanizm tego zjawiska. W utrzymaniu
rownowagi w ukladzie krzepnigcia i fibrynolizy uczestniczy wiele czynnikow, jak
srodbtonek naczyniowy, komorki krwi (przede wszystkim ptytki, ale takze krwinki biate)
oraz czynniki krzepnigcia - rozpuszczalne biatka osocza, przede wszystkim proteazy
Serynowe.

Kolejnym etapem moich badan bylo przeprowadzenie poglgbionych badan in vitro
oceniajacych wplyw ekstraktu z Aronii czarnoowocowej na Wybrane parametry
hemostazy. W badaniach wykorzystano materiat biologiczny pochodzacy od pacjentow ze
$wiezo zdiagnozowanym zespotem metabolicznym (zatacznik 3, pkt B, poz. 2). Oceniono
wplyw ekstraktu z Aronii czarnoowocowej na adhezj¢ i agregacje ptytek krwi, ogolny
potencjal krzepnigcia (Cauc), ogdlny potencjat tworzenia skrzepu i fibrynolizy (CLauc)
oraz aktywnos$¢ trombiny, generacj¢ oraz aktywnos$¢ plazminy.

Adhezje spontaniczng 1 aktywowang ADP ocenilam przy uzyciu wiasnej
modyfikacji metody Bellavite, przystosowanej do badan in vitro nowych zwigzkow
(zatacznik 3, pkt Il A, poz. 9). Spontanicznej adhezji do powierzchni optaszczonej
fibrynogenem wyjsciowo ulegato ok. 5.6 + 0.9% ptytek krwi. Po inkubacji z r6znymi
stezeniami polifenolowego ekstraktu z aronii (0,5-100 pg/mL), ilo$¢ spontanicznie
adherujacych ptytek zmniejszyta si¢ statystycznie istotnie do 3.9+ 0.4% przy
zastosowaniu 10 pg/mL 1 ponizej 2 % przy stezeniach powyzej 20 pg/mL. W probach
kontrolnych stymulowanych ADP $rednio 14.2 + 1.5 % ptytek krwi wprowadzonych do
studzienki ulegalo adhezji. Po inkubacji z ekstraktem z aronii zaobserwowano
statystycznie znamienng, zalezng od stezenia, inhibicje ADP-indukowanej adhezji.
W pordéwnaniu z adhezjg spontaniczng, efektywne dzialanie wykazano juz przy stgzeniu
10-krotnie nizszym, czyli 1 ug/mL. Nasze badania in vitro wykazaly, ze ekstrakt z aronii
takze istotnie hamuje agregacj¢ plytek indukowang ADP. Moze wskazywac to na zdolno$¢
polifenolowych preparatow do bezposredniego blokowania szlaku aktywacji plytek
zaleznego od ADP. Wykazano, ze zastosowanie skrajnie wysokiego st¢zenia (100 pg/mL)
powoduje niemal catkowite zahamowanie tworzenia agregatow. Otrzymane przez nas
rezultaty dzialania polifenoli na aktywnos¢ ptytek in vitro potwierdzity nasze wczesniejsze

obserwacje w badaniach z udziatem ludzi.
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W dalszej cze$ci badan, oceniliSmy wptyw polifenolowego ekstraktu na ogdlny
potencjat tworzenia skrzepu pod wplywem duzych dawek egzogennej trombiny oraz
fibrynolizy tego skrzepu. Ponadto oceniliSmy proces generacji endogennej trombiny, jak
rowniez aktywnos$¢ amidolityczng trombiny i plazminy. Oceniajgc wptyw aronii na ogolny
potencjat tworzenia skrzepu i fibrynolizy, intrygujacy okazal si¢ fakt zaleznego od stezenia
przyspieszania procesu tworzenia skrzepu pod wptywem duzych dawek egzogennej
trombiny. Zaobserwowano znamienne skrocenie Tt, czyli czasu mierzonego od momentu
dodania trombiny do rozpoczg¢cia formowania widkien fibrynowych oraz znamienne
zwigkszenie predkosci poczatkowej tworzenia skrzepu (Fvo). Z drugiej strony, ekstrakt
z aronii spowalnial proces generacji endogennej trombiny. Zbadali§my réwniez wpltyw
9 r6znych stezen (z zakresu 0.5 — 100 pg/mL) ekstraktu na aktywno$¢ amidolityczng
endogennie generowanej trombiny. Mimo ze obserwowaliSmy statystycznie znamienne
hamowanie aktywno$ci trombiny, byt to efekt niezalezny od stezenia o stosunkowo niskim
stopniu inhibicji  (5-25%). Otrzymany przez nas wynik $wiadczy o bardziej
skomplikowanym efekcie ekstraktu na proces generacji i aktywno$¢ trombiny niz si¢
dotychczas wydawato. Ponadto moze wskazywa¢ na bezposrednie reakcje sktadnikow
preparatu z fibrynogenem, jak rowniez protekcyjne dziatanie innych biatek osocza.

W literaturze brak badan oceniajgcych wplyw polifenoli na proces fibrynolizy. Jak
wynika z naszych obserwacji, inkubacja osocza z aronig powoduje zmiany w tym uktadzie.
Obserwowany efekt moze by¢ rezultatem zarowno zmian iloSciowych - zmniejszenie
aktywno$ci enzymow proteolitycznych, jak 1 jakosciowych zmian produktow rozpadu
fibryny. W naszych badaniach wykazano zalezne od stgzenia dziatanie polifenoli na
aktywno$¢ amidolityczng plazminy — kluczowego enzymu odpowiedzialnego za lize
fibryny. Oceniano aktywno$¢ plazminy generowanej w osoczu pod wplywem dwoch
aktywatorow plazminogenu — tkankowego (t-PA) i urokinazowego (u-PA). Juz w probach
kontrolnych zaobserwowano réznice w aktywnosci wygenerowanej trombiny. Réznice te
wynikaja z mechanizméw aktywacji plazminogenu przez te zwigzki. Podsumowujac,
przeprowadzone przez nas badania in vitro wskazuja na zlozony mechanizm dziatania
polifenoli z aronii na aktywno$¢ plytek krwi oraz ogoélny potencjat krzepnigcia i lizy.
Ekstrakt z aronii bezposrednio hamuje agregacje 1 adhezje zalezng od aktywacji ADP, jak
rowniez adhezj¢ spontaniczng. Co nie wyklucza obecnych w piSmiennictwie hipotez, ze
korzystny efekt polifenoli obserwowany in vivo wigze si¢ réwniez z modulacja
metabolizmu tlenku azotu oraz dziataniem antyoksydacyjnym. Natomiast z catg pewnoscia

wpltyw na osoczowe czynniki krzepnigcia 1 lizy zalezy od wielu czynnikéw 1 powigzan
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mig¢dzy nimi. Potwierdzono, Ze aronia hamuje aktywnos$¢ amidolityczng trombiny. Po raz
pierwszy wykazano, ze polifenole aronii hamujg takze aktywno$¢ amidolityczng innej
proteazy serynowej, tj. plazminy. Nasze badania zwracaja rowniez uwage na istotny udziat

innych sktadnikow osocza wraz z fibrynogenem w modulacji przez polifenole hemostazy.

4.3.3. Wplyw ekstraktu z Aronii czarnoowocowej na stezenie lipidéw, markery stresu
oksydacyjnego oraz ciSnienie tetnicze i aktywno$¢ enzymu Kkonwertujacego

angiotensyne I (ACE ).

Przeciwmiazdzycowe efekty stosowania ekstraktu z aronii przez pacjentow
z zespotem metabolicznym zostaty opisane w Medical Science Monitor (zatacznik 3, pkt I.
B, poz. 4). Badania zostaly przeprowadzone we wspotpracy z Klinikag Chordb
Wewnetrznych i Farmakologii Klinicznej oraz Katedra Biofizyki Skazen Srodowiska
Uniwersytetu £.odzkiego.

Czesto ZM uwazany jest za chroniczny stan zapalny organizmu, ktéremu
towarzyszy podwyzszone st¢zenie mediatorOw zapalnych np.: biatka C-reaktywnego
(CRP), fibrynogenu czy endoteliny 1 (ET-1). Ponadto u pacjentdéw tych rozwija si¢
patologiczny stan stresu oksydacyjnego, w ktorym z powodu wyczerpania, dochodzi do
obnizenia poziomu enzymow antyoksydacyjnych oraz niepozadanej peroksydacji lipidow.
Wszystko to moze stac si¢ przyczyna rozwoju miazdzycy.

U pacjentow wigczonych do naszych badan stwierdzono wystgpowanie licznych
czynnikoOw ryzyka rozwoju miazdzycy, jak: otyto$¢, podwyzszone cisnienie te¢tnicze,
aterogenng dyslipidemie, a takze szereg niekorzystnych zmian w parametrach
biochemicznych erytrocytow i osocza, $wiadczacych 0 wystepowaniu stanu zapalnego
i stresu oksydacyjnego. W erytrocytach osob z ZM stwierdzono zwigkszony poziom
peroksydacji lipidow oraz zmniejszong aktywnos$¢ dwoch istotnych enzymdéw bioracych
udziat w obronie organizmu przed stresem oksydacyjnym, tj.: dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD) i peroksydazy glutationowej (GPx). Odnotowano takze statystycznie wyzsze
stezenia ET-1 1 fibrynogenu u 0s6b z ZM w porownaniu z grupa kontrolng. Brak byto
natomiast r6znicy statystycznej pomigdzy tymi grupami w stezeniu CRP oraz aktywnosci
katalazy (CAT). Juz po pierwszym miesigcu stosowania ekstraktu z aronii zaobserwowano
korzystny kierunek zmian w wartosciach oznaczanych parametrow. U osob z ZM
statystycznie istotnie obnizyto si¢ cisnienie skurczowe krwi, stgzenie cholesterolu

catkowitego oraz frakcji LDL-cholesterolu 1 triglicerydow. Rownie korzystne zmiany
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obserwowano w przypadku ET-1 oraz markerow stresu oksydacyjnego. W erytrocytach
pacjentdow z ZM odnotowano obnizenie peroksydacji lipidow, zmniejszenie aktywnosci
CAT, przy jednoczesnym wzroscie aktywnosci SOD i GPx. Po dwoch miesigcach
obserwowano dalszg poprawe warto$ci badanych parametrow. Jednak nie osiggnety one
poziomu, jaki stwierdzono w grupie kontrolnej. Nie odnotowano natomiast istotnych
zmian w stezeniu CRP.

Wyniki te wskazuja, ze stosowanie polifenoli aroniowych moze Korzystne

modyfikowa¢ czynniki ryzyka rozwoju miazdzycy wystepujace u pacjentow z ZM.

W kolejnym etapie badan oceniona zostata, w badaniach in vitro i in vivo,
aktywnos$¢ enzymu konwertujacego angiotensyn¢ I (ACE 1) u pacjentow z ZM przed oraz
po dwoch miesigcach stosowania ekstraktu z aronii (zatgcznik 3, pkt I. B, poz. 1).

Aktywnos¢ ACE odgrywa istotng fizjologiczng role¢ w regulowaniu cisnienia Krwi
w uktadzie renina-angiotensyna oraz poprzez dezaktywacje bradykininy, ktora jest silnym
czynnikiem rozszerzajacym naczynia. Tak wiec enzym ten podwyzsza ci$nienie tetnicze
w dwojaki sposob. Wiele syntetycznych inhibitorow ACE, do ktorych nalezy m.in.
kaptopril, lisinopril, enalapril, jest obecnie stosowanych w leczeniu nadci$nienia
tetniczego. Z uwagi na teratogenne dziatanie inhibitorow ACE, sg one przeciwwskazane
u kobiet w cigzy. Moga przenika¢ do kobiecego pokarmu, dlatego u matek karmigcych
piersia nalezy rowniez zachowac szczeg6lng ostrozno$¢ w ich podawaniu. Jest to jedna
Z przyczyn rosnacego zainteresowania lekarzy i naukowcow alternatywnymi ACE
inhibitorami otrzymywanymi na bazie surowcoéw naturalnych.

Osoby zakwalifikowane do naszego badania (70) podzielono na trzy grupy: | —
pacjenci z ZM, ktorym podawano ekstrakt z aronii; II — osoby zdrowe, Il — pacjenci z ZM
leczeni inhibitorami ACE. Aktywno$¢ ACE u pacjentow z ZM byla istotnie wyzsza
W porownaniu z grupg osob zdrowych (1l) oraz juz leczonych syntetycznymi inhibitorami
ACE (IlIl). Po jednym miesigcu stosowania preparatu przez pacjentow z ZM
zaobserwowano 25-procentowy (8-53%), za$§ po dwoch miesigcach 30-procentowy
(4-80%) spadek aktywnosci ACE. Towarzyszylo temu oczekiwane istotne obnizenie
ci$nienia te¢tniczego. Stwierdzono takze wystepowanie dodatniej korelacji pomigdzy
aktywnoscia ACE, a skurczowym cisnieniem (0.459; p=0.048) oraz rozkurczowym
cisnieniem krwi (0.603; p=0.005), stezeniem CRP przed leczeniem (0.492; p=0.023) i po
jednym miesigcu (0.507; p=0.027), a takze z BMI (0.461; p=0.030) po dwoch miesigcach

stosowania ekstraktu z aronii. Oceniono réwniez zalezno$ci pomiedzy aktywnoscig ACE,
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a stezeniem cholesterolu catkowitego, LDL i HDL, jednak wtym przypadku nie
stwierdzono wystepowania korelacji.

W badaniach in vitro wyznaczono wartos$ci st¢zenia hamujgcego w 50 %
aktywno$¢ ACE (ICso) przez polifenole aroniowe. Srednia wartosci ICso dla ekstraktu
Z aronii wyznaczona z zastosowaniem osocza pochodzacego od zdrowych ochotnikow
wyniosta 155.4 + 12.1 pg/mL (n=6) i okazata si¢ relatywnie wysoka w poréwnaniu z ICs
dla wzorcowego ACE-inhibitora, czyli kaptoprilu (n=5), ktéra wynosi 0.52+0.18 pug/mL.
Wynik ten $wiadczy o stosunkowo stabej inhibicji ACE przez ekstrakt z aronii. Jednak jak
wynika z naszych obserwacji klinicznych, badan in vitro oraz wykazanych korelacji,
korzystny efekt hipotensyjny polifenoli aroniowych moze by¢ wypadkowsg ich dziatania
hamujacego  aktywnos¢ ACE oraz innych plejotropowych, jak  dzialania

antyoksydacyjnego czy przeciwzapalnego.

4.3.4. Podsumowanie wynikéw badan stanowigcych podstawe habilitacji

Przedstawione wyniki badan in vitro i in vivo potwierdzaja wielokierunkowe efekty
dziatania ekstraktu z Aronii czarnoowocowej. Na ich podstawie mozna stwierdzic,
ze stosowanie polifenoli aroniowych korzystnie modyfikuje niektore czynniki ryzyka

rozwoju miazdzycy wystepujace U osob z zespotem metabolicznym. Podsumowujac:

1. Ekstrakt z Aronii czarnoowocowej zardbwno w badaniach in vitro jak i in vivo

zmniejsza aktywnos$¢ ptytek krwi.

2. Stosowanie ekstraktu aroniowego przez 1 i 2 miesigce normalizuje niektore
parametry hemostazy osoczowej u pacjentow z zespotem metabolicznym. W grupie
badanych o0s6b zZM udowodniono korzystne zmiany ogoélnego potencjatu

tworzenia skrzepu 1 fibrynolizy oraz ogolnego potencjatu krzepnigcia.

3. W badaniach in vitro wykazano ztozony mechanizm wptywu polifenoli aroniowych
na ogoélny potencjat hemostatyczny, wskazujac jednocze$nie na istotny udziat
fibrynogenu 1 innych biatek osocza w zachodzacych interakcjach w procesie

tworzenia skrzepu i fibrynolizy.
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4. Potwierdzono w badaniach in vitro, ze eckstrakt z Aronii czarnoowocowe;j

umiarkowanie hamuje aktywno$¢ amidolityczng trombiny.

5. Po raz pierwszy wykazano w badaniach in vitro, ze eckstrakt z Aronii
czarnoowocowej hamuje aktywno$¢ amidolityczng innej proteazy serynowej,

tj. plazminy, ktora jest gtdownym enzymem fibrynolitycznym osocza.

6. Wykazano, ze stosowanie ekstraktu z aronii u pacjentow z ZM obniza ci$nienie
tetnicze  krwi  oraz  hamuje  aktywno$¢  enzymu  konwertujacego

angiotensyne | (ACE I).

7. Stosowanie ekstraktu z aronii u pacjentow z ZM poprawia profil lipidowy oraz
korzystnie modyfikuje niektore markery stanu zapalnego (ET-1) i stresu
oksydacyjnego.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

5.1. Tematyka badan przed uzyskaniem stopnia doktora

Jestem absolwentka Oddzialu Medycyny Laboratoryjnej na Wydziale
Farmaceutycznym Akademii Medycznej w todzi. Studia ukonczytam w 1999 roku
uzyskujac tytut magistra analityki medycznej. Moja praca magisterska pt.: ,,Zastosowanie
testu agregacji plytek krwi ludzkiej do badan klinicznych”, zostala opublikowana
W branzowym czasopismie Diagnostyka Laboratoryjna (zatacznik 3, pkt II. D, poz. 12).

Od 1996 roku bylam czitonkiem Studenckiego Kota Naukowego dzialajacego
W Zaktadzie Biochemii Instytutu Badania Srodowiska i Bioanalizy (pdzniejszego Zaktadu
Biochemii Farmaceutycznej UM). Zarowno w trakcie pracy w kole naukowym, jak
I przygotowania pracy magisterskiej, badania prowadzitam pod opieka prof. dr hab.
Barbary Kostki, ktora wprowadzita mnie w tajniki pracy badawczej, nauczyta solidnej
i rzetelnej pracy laboratoryjnej, a wreszcie zachecita do kontynuowania pracy naukowo-
badawczej.

W 1999 roku rozpoczelam studia doktoranckie w Zakladzie Biochemii

Farmaceutycznej, Uniwersytetu Medycznego w todzi, pod opicka profesor Barbary
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Kostki. W trakcie przygotowywania rozprawy doktorskiej prowadzitam badania majace na
celu opracowanie zespotu metod do oceny aktywnos$ci biologicznej nowych zwigzkdéw
chemicznych w oparciu o wybrane testy hemostazy. Zatozeniem naszym bylto, aby
opracowany model do$§wiadczalny moégt znalez¢ zastosowanie do badan przesiewowych
nowych lekéw in vitro i w probach klinicznych ex vivo.

Do badan zastosowano zywe komorki ptytek krwi (PK), ktére sa tatwo dostepne
i nie wymagaja hodowli oraz osocze krwi ludzkiej. W pierwszym etapie pracy doktorskiej,
opracowano wilasng modyfikacje testu oceny agregacji PK opartej na pomiarze ich liczby
z zastosowaniem analizatora hematologicznego. Badania te przeprowadzitam w Zaktadzie
Diagnostyki Laboratoryjnej Wojskowej Akademii Medycznej w Lodzi, kierowanym przez
prof. dr hab. Marka Paradowskiego. Opracowana metoda jest prosta, tania w wykonaniu,
umozliwia szybka, wstepng oceng¢ agregacji w laboratorium hematologicznym nie
posiadajacym agregometru (mozliwo$¢ wykorzystania tego samego materiatu, ktory stuzy
do oceny morfologii krwi). Natomiast zastosowanie krwi cytrynianowej uproscito
metodyke badan 1 umozliwito wydluzenie czasu przydatnosci probki krwi do oznaczen
nawet do 4 godzin po pobraniu. Dzigki czemu moze ona stuzy¢ m.in. do monitorowania
terapii przeciwptytkowe;.

Kolejnym etapem pracy doktorskiej bylo opracowanie uktadu modelowego
opartego na testach hemostazy oraz programach komputerowych do badan aktywnosci
biologicznej nowych lekéw i do badan klinicznych. Do rejestracji oceny i archiwizacji
parametréw kinetycznych wybranych do badan testow hemostazy, opracowano
odpowiednie programy komputerowe. Przygotowano programy oceniajgce:

1 — zmiang ksztattu plytek krwi
2 — agregacje¢ i dezagregacje ptytek krwi
3 — ogdlny potencjat krzepnigcia osocza i fibrynolizy

W skiad opracowanego modelu wchodzita takze spektrofotometryczna metoda
ocena adhezji PK (zalagcznik 3, pkt. I A, poz. 9). Doswiadczenia zwigzane
z opracowaniem zespotu metod do badan przesiewowych nowych lekow byly
przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej pt. ,,Zastosowanie wybranych testow hemostazy
do opracowania modelu oceny dziatania nowych lekow”, ktorg obronitam z wyrdznieniem
w 2003 r otrzymujgc stopien doktora nauk farmaceutycznych o specjalnosci biochemii
farmaceutycznej. Praca zostata takze wyrozniona indywidualng Nagroda Rektora (2004 r).

W 2003 roku zostatam wpisana na ,,List¢ diagnostow laboratoryjnych” otrzymujac

tym samym prawo wykonywania zawodu diagnosty laboratoryjnego. W 2004 roku
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zakonczytam czteroletnig specjalizacj¢ I stopnia z Analityki Klinicznej 1 uzyskatam tytut

analityka klinicznego.

5.2. Tematyka badan po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych

W 2003 roku rozpoczetam prace w laboratorium Kliniki Farmakologii 1 Terapii
Monitorowanej z Oddziatem Choroéb Wewnetrznych, Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.
W tym okresie wykonywatam laboratoryjne badania diagnostyczne z zakresu terapii
monitorowanej u pacjentéw Oddziatlu Choréb Wewnetrznych i Kliniki Kardiologii,
Wojewddzkiego Szpitala im. Wi. Bieganskiego w Lodzi. Klinika kierowana przez profesor
dr hab. Julit¢ Chojnowska—Jezierska byta w owym czasie wiodacym 16dzkim osrodkiem
zajmujacym si¢ problematyka terapii monitorowanej stezeniem leku we krwi.

Od jesieni 2005 roku pracuj¢ w Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej i Analizy
Lekow (obecnie Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i Radiofarmacji) UM
w Lodzi kierowanym przez prof. dr hab. Elzbiet¢ Mikiciuk-Olasik. Dzigki umozliwieniu
mi stworzenia wlasnego warsztatu badawczego moge kontynuowaé i rozwija¢ swoje
badania naukowe.

Od uzyskania stopnia naukowego doktora nauk farmaceutycznych kontynuuje
badania z wykorzystaniem opracowanego w pracy doktorskiej modelu badawczego,
zardwno do oceny aktywnosci znanych lekow, jak i nowych zwiazkow w badaniach in
vitro i in vivo. Na przestrzeni ostatnich 10 lat model zostal rozszerzony o kolejne metody
oceny hemostazy oraz ulegt pewnym modyfikacjom (zatacznik 3, pkt II.A, poz. 7 i 8).

Model ten wykorzystano w badaniach in vitro do oceny aktywnosci cisplatyny oraz
jej kilku nowych pochodnych o dziataniu cytostatycznym (zatacznik 3, pkt Il. D, poz. 7)
a takze nowych organicznych azotanow (zatacznik 3, pkt 1l. A, poz. 7 oraz pkt Il. D, poz.
3), lizynianu acetylosalicylowego (aspisol) i aspiryny (zatacznik 3, pkt II. A, poz. 8 oraz
pkt. Il. D, poz. 4).

Od 2003 roku prowadz¢ badania w ramach wspotpracy z Klinika Chorob
Wewnetrznych i Farmakologii Klinicznej (kierowang przez dr hab. Marleng Broncel, prof.
nadzw. UM) oraz Katedra Biofizyki Skazen Srodowiska Uniwersytetu Eodzkiego
(kierowang przez prof. dr hab. Mari¢ Koter-Michalak) w zakresie wplywu statyn,
fenofibratow, polifenoli roslinnych oraz melatoniny na funkcj¢ ptytek krwi, wybrane
parametry hemostazy oraz markery stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego u chorych

Z hiperlipidemig oraz zespotem metabolicznym. Wyniki tych badan zostaty opublikowane
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W czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (4 prace, zatacznik 3,
pkt. Il. A. poz.2, 3, 5i 6) oraz czasopismach krajowych (5 prac, zatacznik 3, pkt I1.D. poz.
2, 5, 6, 8, 9). Obecnie opracowuje wyniki dotyczace wptywu melatoniny w badaniach
invitro i in vivo na aktywno$¢ enzymu konwertujgcego angiotensyn¢ oraz Wybrane
parametry hemostazy.

Od 2009 roku wspoélpracuje z dr. hab. Pawlem Szymanskim z naszego Zaktadu,
w zakresie analizy aktywnosci nowo syntetyzowanych przez niego zwigzkéw, bedacych
inhibitorami ludzkiej erytrocytarnej acetylocholinoesterazy o potencjalnym znaczeniu
w leczeniu i diagnostyce choroby Alzheimera. Do tego celu opracowany zostal
przesiewowy test in vitro oceniajacy inhibitory acetylocholinoesterazy w oparciu
o referencyjng metod¢ Ellmana z po6zniejszymi modyfikacjami. Zastosowane przez nas
modyfikacje umozliwity latwa 1 szybka ocen¢ aktywno$ci enzymatycznej dzieki
pomiarowi szybkosci zachodzacej reakcji, a program komputerowy do oceny kinetyki
pozwala na pomiar ciggly oraz archiwizacj¢ danych (zalacznik 3, pkt. II. D. poz. 1).
Opracowana metoda zostala wykorzystana w badaniach aktywnos$ci biologicznej
zwigzkow, ktore sag w trakcie procedury patentowej oraz jednego juz opatentowanego
0 potencjalnym zastosowaniu do wczesnej diagnostyki choroby Alzheimera.

W latach 2009-2010 wspotpracowatam z dr. Tomaszem Przygockim z Zaktadu
Zaburzen Krzepnigcia Krwi Katedry Nauk Biomedycznych UM. W ramach wspoipracy
przystosowatam 1 zwalidowalam metod¢ oceny ogdlnego potencjatu krzepnigcia
i fibrynolizy (CL-test) do oceny aktywnosci hemostatycznej osocza szczurzego.
Opracowang metode wykorzystatam do oceny wplywu 1-metylnikotynamidu (MNA) na
ogolny potencjat krzepniecia i fibrynolizy u szczuréw z cukrzyca. Mimo ze w badaniach
nie wykazano spektakularnego wplywu MNA na hemostaze, to odnotowano ciekawe
réznice pomig¢dzy parametrami hemostazy szczurow kontrolnych 1 z cukrzyca.
Zaobserwowano m.in. znaczacy spadek predkosci krzepnigcia w zwierzat z hiperglikemia.
Efekt ten mozna przypisa¢ potranslacyjnej modyfikacji fibrynogenu i produktéw jego
rozpadu na drodze glikacji. Réwniez proces fibrynolizy u zwierzat z cukrzyca byt
uposledzony w stosunku do zdrowych zwierzat (zatacznik 3, pkt 2.A., poz. 4).

Rozpoczetam réwniez wspdlprace z Zakladem Biologii 1 Botaniki
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi w zakresie analizy aktywnosci
biologicznej substancji pochodzacych z ro$lin transformowanych. Praca, ktorej jestem
wspotautorem, pt.:”Taxodione and extracts from Salvia austriaca roots as a human

acetylcholinesterase inhibitors” jest w trakcie recenzji w ,,Die Pharmazie”.
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Obecnie we wspotpracy z dr n. farm. Magdaleng Markowicz-Piasecka prowadzimy
badania oceniajace biozgodnos$¢ dendrymeréw poliamidoaminowych drugiej, trzeciej
I czwartej generacji (PAMAM G2, G3, G4) oraz gadolinowych kompleksow z nowo
zsyntetyzowanymi pochodnymi kwasu imidooctowego.

Dendrymery to stosunkowo nowa grupa nanoczasteczek polimerowych, ktore
ze wzgledu na swoje unikalne wilasciwosci staty si¢ obiektem zainteresowan wielu
dziedzin nauki, w tym biotechnologii, farmacji i medycyny. Jednym z zastosowan
dendrymerow w medycynie jest ich wykorzystanie, jako no$niki substancji leczniczych.
Badania dowodza, Ze potaczenia lekow z dendrymerami wykazuja szereg korzystnych
wlasciwosci farmakologicznych i farmakokinetycznych. Prowadzone s3 takze badania
dotyczace wykorzystania dendrymerow, jako no$niki: materiatu genetycznego, czynnikow
kontrastujacych w badaniach rezonansem magnetycznym oraz samodzielnie, jako zwiazki
przeciwbakteryjne 1 przeciwwirusowe. W naszych badaniach oceniliSmy wptyw
dendrymerow PAMAM G1-G4 na parametry kinetyczne procesu tworzenia skrzepu, fazy
stabilizacji i fibrynolizy, ogoélny potencjat krzepnigcia oraz aktywnos$¢ amidolityczng
trombiny. W kolejnym etapie naszych badan oceniony zostal wptyw dendrymerow na
integralno$¢ ludzkich aortalnych komorek $rodbtonka naczyniowego (HAEC), co moze
mie¢ istotne znaczenie w przypadku donaczyniowego podania tych nanoczasteczek.
Wyniki badan zostaly opublikowane w International Journal of Pharmaceutics (zatgcznik
3, pkt. 1lLA, poz. 1).

W kolejnym etapie badan oceniony zostat wptyw czterech nowo zsyntetyzowanych
pochodnych kwasu iminodioctowego oraz mebrofeniny na hemostazg i stabilno$¢ btony
komorkowej erytrocytow ludzkich. Pochodne kwasu iminodioctowego, w tym technetowe
kompleksy mebrofeniny wykorzystywane sg w diagnostyce obrazowej jako $rodki
kontrastujace 0 wysokim powinowactwie do hepatocytow. Wprowadzenie nowego srodka
cieniujacego do uzytku klinicznego zalezy przede wszystkim od bezpieczenstwa jego
stosowania. Przed przeprowadzeniem badan in vivo na zwierzetach, Kkonieczne jest
okreslenie toksycznosci 1 biozgodnos¢ nowych zwigzkow ze szczegdlnym uwzglednieniem
wplywu na sktadniki krwi. Wyniki przeprowadzonych przez nas badan zostaty opisane
w pracy ,,Biocompatibility of iminodiacetic acid derivatives. Studies of coagulation,
fibrinolysis and hemolysis of red blood cells”, ktora jest w trakcie recenzji w czasopismie

Pharmacological Reports.
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W trakcie catej pracy zawodowej staram si¢ systematycznie podnosi¢ swoje
umiejetnosci praktyczne oraz dydaktyczne. Po uzyskaniu stopnia doktora ukonczytam
studia podyplomowe na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Mikotaja Kopernika
w Toruniu oraz uzyskatam specjalizacj¢ z Laboratoryjnej Toksykologii Medyczne;.
Bratam tez udzial w licznych kursach i szkoleniach (zatgcznik 3, pkt 3. Q.). Odbytam staze
w laboratoriach klinicznych: Katedry Diagnostyki Laboratoryjnej Akademii Medycznej
oraz Pracowni Diagnostyki Toksykologicznej Ostrych Zatrué¢, Instytutu Medycyny Pracy
im. prof. J.Nofera w Lodzi. Niezwykle cenne byly rowniez zajecia praktyczne

prowadzone w Instytucie Ekspertyz Sadowych w Krakowie.
5.3. Podsumowanie

Na moj catkowity dorobek naukowy sklada si¢ 26 oryginalnych prac
doswiadczalnych: 13 z nich opublikowanych zostato w czasopismach z listy filadelfijskiej
0 tacznej punktacji IF 29,961 (w tym po doktoracie ukazato si¢ 12 prac — IF 29,463) oraz
13 prac doswiadczalnych (10 opublikowanych po doktoracie), ktore ukazaly sie
w czasopismach z listy B MNISW o tacznej punktacji 56 pkt KBN/MNISW. Jestem takze
wspotautorem 6 prac przegladowych (26 pkt. MNISW). Laczna punktacja, wg. list z roku
publikacji, wynosi 374 punkty KBN/MNISW.

Jestem takze autorem 11 prac przegladowych opublikowanych w branzowych
czasopismach dla farmaceutow spoza listy MNISW. Wyniki swoich badan przedstawitam

na 7 zjazdach migdzynarodowych oraz 18 krajowych.
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