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1. Ivig 1t NAzZwisko: Malgorzata Trocha

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE (nazwe, migjsce i rok uzyskania oraz
tytul rozprawy doktorskiej)

1997 ~ Dyplom lekarza z wyréznieniem (Akademia Medyczna we Wroctawiu, Wydzial
Lekarski, Wroctaw).

2005 - Stopieft doktora nauk medycznych (Akademia Medyczna we Wroclawiu,
Wydzial Lekarski, rozprawa doktorska pt.: Wplyw lekéw blokujgeych kanaly
wapniowe na watrobe szezurza przechowywana do przeszczepienia.
promotor dr hab. n. med. Adam Szelag, prof. nadzw.; Katedra i Zaklad
Farmakologii Akademii Medycznej we Wroctawiu, Wrockaw, 2004; 126 k.).

2006 — Tytut specjalisty w dziedzinie: choroby wewnetrzne.

2011 - Tytul specjalisty w dziedzinie: hipertensjologia.

3. INFORMACIE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH

1995-1997  Praca w charakterze wolontariusza w Klinice Choréb Wewnetrznych i
Zawodowych Akademii Medycznej we Wroclawiu (podczas studiow
lekarskich).

1997-1998  Staz podyplomowy w Samodzielnym Paastwowym Szpitaiu Klinicznym Nr 1
we Wroctawiu.

1998-2005  Praca naukowo — badawcza i dydaktyczna w Katedrze i Zakladzie
Farmakologii Akademii Medycznej we Wroctawiu na stanowisku asystenta,

2000-2006  Ksztalcenie specjalizacyjne z choréb wewnetrznych w Katedrze 1 Klinice
Choréb Wewngtrznych, Zawodowyceh i Nadcisnienia Tetniczego Akademii
Medyczne] we Wroctawiu.

0d 2005 Praca naukowo — badawcza i dydaktyczna w Katedrze i Zakladzie
Farmakologii Akademii Medycznej we Wroclawiu na stanowisku adiunkta.

2009-2011  Ksztakcenie specjalizacyjne z hipertensjologii w Katedrze i Klinice Chordb
Wewnetrznych, Zawodowych 1 Nadcisnienia Tetniczege Akademii
Medycznej) we Wroctawiu.
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Po ukonczeniu z wyrdznieniem studiow na kierunku lekarskim Akademii Medyczne]
we Wroctawiu, po konkursie, rozpoczelam pracg jako asystent w Katedrze 1 Zakladzie
Farmakologii.

W tym czasie uzyskalam tytuly specjalisty z zakresu choréb wewnetrznych oraz
hipertensjologii w Klinice Chorob Wewnetrznych, Zawodowych i Nadcisnienia Tetniczego
AM we Wroctawiu.

Od poczatku pracy moje zainteresowania naukowe byly powigzane z dzialalnoscia
kliniczna, w ktdrej na co dzien miatam do czynienia z pacjentami z zaburzeniami narzadow
spowodowanymi przez rozne substancje toksyczne.

Poczgtkowo badalam wplyw roznych czynnikow szkodliwych na czynno$é watroby 1
mozliwosci jej ochrony, z wykorzystaniem modelu perfuzji puzaustrojowe] wagtroby szezurze.
Opanowalam trudng technicznie metodyke eksperymentu, a efektem pracy byly wyniki badan,
ktore zostaly zawarte miedzy innymi w mojej rozprawie doktorskiej, przedstawione w kilku
pracach oryginalnych opublikowanych w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym, w
postaci doniesien zjazdowych, a takze byly inspiracjg dla kilku prac pogladowych.

W nastgpnych latach w badaniach eksperymentalnych wykorzystywalam model
niedokrwienia i reperfuzji watroby w warunkach in vivo. Badatam potencjalne dziatanie
ochronne na watrobg réznych zwigzkoéw: lekow blokujgcych kanaly wapniowe, w tym
pochodnych dihydropirydynowych, flawonoidow, statyn i ezetymibu. W tym czasie badatam
takze wplyw innych czynnikéw, np. wieku watroby na jej sprawnos¢ podczas niedokrwienia i
reperfuzji; ostatnio poszukujg wlasciwosc plejotropowych sitagliptyny.

W wiekszoéci przeprowadzonych badan, w szezegblnosei analizowatam  ukiad
oksydoredukeyjny w wybranych narzgdach oraz stan i sprawnos¢ przemian szlaku: ADMA-
DDAH-NO. Do przeprowadzenia tych badan konieczne bylo opracowanie w naszym zakladzie
i wdrozenie do praktyki, metod oznaczania poszczegolnych parametrow stresu oksydacyjnego,
syntaz tlenku azotu oraz aktywnosci dimetyloaminohydrolazy dimetyloargininy (DDAH) —
enzymu metabolizujgcego asymetryczng dimetyloargining (ADMA) a takze, we wspdlpracy, 2
Klinikg Choréb Wewngtrznych, Zawodowych i Nadcignienia Tetniczego, metod oznaczania
stezenia argininy 1 jej pochodnych, a we wspotpracy z Katedrg i Zakladem Histelogii i
Embriologii metod badania ekspresji mRNA dla DDAH oraz PRMT (metylotransferazy
argininowej).

Wyniki przeprowadzonych badaf, opublikowane w renomowanych czasopismach z
listy filadelfijskiej, poszerzajg naszg wiedzg o nowe, dotychezas nieznane lub malo znane
whasciwosei powszechnie stosowanych lekow, ktore ujawniajg sig i nabierajg praktycznego
znaczenia dopiero w warunkach niedokrwienia i reperfuzji watroby.
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4., WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14
MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH ! TYTULE NAUKOWYM ORAZ O
STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (Dz. U. NR 65, POZ. 595 ZE ZM.)

A. Tytul osiggnigeia naukowego/artystycznego:

Badania stresu oksydacyjnego i szlaku ADMA-DDAH-NO w modelach
do$wiadczalnych niedokrwienia i/lub reperfuzji wgtroby

B. Autor/autorzy, tytul/tytuly publikacii, rok wydania, nazwa wydawnictwa

1) Trocha M, Szelag A, PieSniewska M, Fereniec-Golgbiewska L, Grotthus B, Merwid-
Lad A (2007): Effect of aging process on liver function in extracorporeal rat liver
perfusion. Hepato-Gastroenterology 2007, 54(76), 1207-1211; IF: 0,904; Pkt
MNiSW/KBN: 15

Moéj wkiad w powstanie tej praey polegal na: zaprojektowaniu dodwiadczenia, koordynacii
czesei doswiadezalnej, obserwacji zwierzat, analizie statystyczne] otrzymanych wynikow,
przygotowaniu manuskrypu. Moj udziat procentowy szacujeg na 70%.

2) Trocha M, Merwid-Lad A, Chlebda-Sieragowska E, Szuba A, PieSniewska M,
Fereniec-Golgbiewska L, Kwiatkowska J, Szelag A, Sozanski T: Age-related changes
in ADMA-DDAH-NO pathway in rat liver subjected to partial ischemia followed by
global reperfusion. Exp Gerontology, praca zaakceptowana do druku DOI
10.1016/).exger.2013.11.004; 1F: 3,911; Pkt. MNiSW/KBN: 35

Whkiad wlasny: zaprojektowanie doswiadezenia, koordynacja czesci do$wiadezalnej,
obserwacja zwierzat, udzial w zabiegu niedokrwienia i reperfuzji watroby, izolacja watroby,
pobieranie krwi w trakcie doswiadczenia, analiza statystyczna otrzymanych wynikow,
przygotowanie manuskrypu. Mdi udzial procentowy szacuje na 65%.

3) Trocha M, Merwid-Lad A, Chlebda E, Sozanski T, Magdalan J, Piesniewska M,
Fereniec-Golgbiewska L. Gliniak H, Szelag A: Influence of simvastatin on oxido-redox
status and nitric oxide synthases protein concentration in rat liver subjected to "cold”
ischemia. Adv Clin Exp Med 2010, 19(1), 43-50; 1F: 0,103; Pkt. MNiSW/KBN: 13

Widad wlasny: zaprojektowanie doswiadczenia, koordynacja czesei do$wiadezalnej,
obserwacja zwierzat, pobieranie krwi z zyly ogonowej, analiza statystyczna otrzymanych
wynikow, przygotowanie manuskrypu. Moj udzial procentowy szczuje na 65%.

4) Trocha M, Merwid-Lad A, Chlebda E, Piesniewska M, Sozanski T, Szelag A: Effect
of simvastatin treatment on rat livers subjected to ischemia/reperfusion. Pharmacol Rep
2010, 62 (4), 757-762; 1F: 2,5; Pkt. MNiSW/KBN: 20

Wkiad wiasny: zaprojektowanie doswiadczenia, koordynacja czgéci doswiadezalne),
obserwacja zwierzat, udzial w zabiegu niedokrwienia 1 reperfuzji watroby, izolacja watroby,
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pobieranie krwi w trakcie dos$wiadczenia, analiza statystyczna otrzymanych wynikow,
przygotowanie manuskrypu. Moj udziat procentowy szacujg na 70%.

5) Trecha M, Merwid-Lad A, Szuba A, Chlebda E, Piesniewska M, Sozanaski T, Szelag
A Effect of simvastatin on nitric oxidc synthascs (eNOS, iNOS) and arginine and its
derivatives (ADMA, SDMA) in ischemia/reperfusion injury in rat liver. Pharmacol Rep
2010, 62(2), 343-351; IF: 2,5; Pkt. MNiSW/KBN: 20

Wkiad wlasny: zaprojektowanie doswiadczenia, koordynacja czesci  do$wiadezalnej,
obserwacja zwierzat, udzial w zabiegu niedokrwienia i izolacji watroby, pobieranie krwi w
wakcie dogwiadczenia, analiza statystyczna otrzymanych wynikow, przygotowanie
manuskrypu. Méj udziat procentowy szacujg na 65%.

6) Trecha M, Merwid-Lad A, Chlebda L, Sozanski T, Piesniewska M, Gliniak H, Szelgg
A: Influence of ezetimibe on selected parameters of oxidative stress inrat liver subjected
to ischemia/reperfusion. Praca zaakceptowana do druku w AMS. DOL
10.5114/20ms.2013.38087; 1F: 1,067; Pkt. MNiSW/KBN: 20

Wkiad wlasny: zaprojektowanie doswiadezenia, koordynacja czedei  doswiadezalnej.
obserwacja zwierzat, udzial w zabiegu niedokrwienia i reperfuzji watroby, izolacja watroby,
pobieranie krwi w trakcie doéwiadczenia, analiza statystyczna otrzymanych wynikow.
przygotowanie manuskrypu. M6j udziat procentowy szacujg na 70%.

7y Trecha M. Merwid-Lad A, Sozanski T, Chlebda-Sieragowska E, Szuba A, Dziegiel P,
Pieéniewska M, Fereniec-Golgbiewska L, Kwiatkowska J, Gomutkiewicz A, Cwynar-
Zajac L, Brykner R, Szelag A: Influence of ezetimibe on ADMA-DDAH-NO pathway
in rat liver subjected to partial ischemia followed by global reperfusion. Pharmacol Rep
2013, 65 (1), 122-133; TF: 1.965; Pkt. MNiSW/KBN: 25

Whkiad wlasny: zaprojektowanie dodwiadezenia, koordynacja czesci doswiadezalnej,
ohserwacja zwierzgt, udzial w zabiegu niedokrwienia i reperfuzji watroby, izolacja watroby,
pobieranie krwi w trakcie doswiadczenia, analiza statystyczna otrzymanych wynikow,
przygotowanie manuskrypu. Moj udziat procentowy szacuje na 55%.

Sumaryczny IF: 12,950
Punkty MNiSW/KBN: 148

C. Oméwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnigrych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Przeszezepianie watroby jest metodg z wyboru w leczeniu cigzkiej niewydolnosci tego
narzadu. W ostatnich latach liczba tych zabiegow stale rosnie. W Stanach Zjednoczonych
Ameryki przeprowadza sig rocznie ok. 3000 takich zabiegdw, a w Polsce ponad 240, przy czym,
coraz czedciej przeszezepiane sg narzady pochodzace od dawcow w wieku powyzej 50 roku
zycia. co wydaje sig naturalng konsekwencja starzejacego sig spoleczenstwa. Czynno$é takiej
watroby jest prawidlowa, ale jest ona bardziej wrazliwa na warunki niedokrwienia i reperfuzji
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(IR). a ryzyko wystapienia niewydolnosci takiego narzadu po przeszczepieniu jest wigksze niz
watroby pochodzacej od miodszych dawcow. Wiadomo takze, ze w spoleczenstwie
europejskim zwigksza rowniez liczba osob otytych i pacjentow z hiperlipidemia. Przyktadowo
2/3 populacji w Wielkiej Brytanii ma podwyzszone stgzenie cholesterolu 1 tytko 10% tego
spoleczenstwa ma prawidlowe wartosci LDL. Biorge pod uwagg rygorystyczne wartoscl
odeiecia dla pacjentéw tzw. duzego i bardzo duzego ryzyka sercowo-naczyniowego, z duzym
prawdopodobiefistwem mozemy stwierdzi¢, ze wérod potencjalnych dawceow przeszezepu,
beda osoby przewiekle leczone statynami w monoterapii lub w polaczeniu, np. z ezetymibem.
Ocena czynnosci watroby zaleznie od wieku, a takze poznanie i/lub wykazanie ochronnego
dziatania lekéw hipolipemizujgcych na narzady poddane IR, moze miec nie tylko znaczenie
poznawcze przez rozszerzenie naszej wiedzy w tym zakresie, ale tez praktyczne z mozliwoscig
zastosowania klinicznego.

Niedokrwienie i reperfuzja watroby

Niedokrwienie 1 reperfuzja uwazane sg za gldwng przyczyng uszkodzenia
poszezegblnych organéw w roéznych stanach patologicznych. Te, nickorzystne dla watroby,
procesy zachodzg miedzy innymi podezas zabiegu przeszczepiania watroby oraz podczas
czesciowej hepatektomii. Przeszczepianie watroby jest powszechnie przyjeta metoda leczenia
przewleklej 1 ostrej niewydolnosci tego narzadu. Przed rozpoczeciem  czynnosci
przeszezepienia, watroba jest przechowywana w odpowiednim piynie w niskiej temperaturze
(7°C). Jest to etap. w ktérym dochodzi do tzw. ,niedokrwienia zimnego” tego narzadu. W
kolejnym etapie, aby narzad moglt by¢ przeszezepiony do organizmu biorcy, musi zostaé
stopniowo ogrzany. Uszkodzenie watroby w tych warunkach jest wywolane przez tzw.
_niedokrwienie cieple”. W dalszym etapie uszkodzenie watroby nasila sig podczas wznowienia
perfuzji krwi przez ten narzad (reperfuzja). W patogenezie uszkodzenia wywolanego przez IR
bierze udziat wiele czynnikow, dlatego jest ona niezwykle zioZona i nadal nie do konca
poznana. We wezesnej, ostrej fazie (w ciggu pierwszych 3-6 godzin reperfuzji) dominuje
nasilony stres oksydacyjny, dochodzi do wzmozonej produkeji wolnych rodnikéw tlenowych,
tlenku azotu, oraz aktywacji limfocytdw T i komorek Browicza-Kupffera. W fazie podostrej
(18-24 godziny reperfuzji) mozna zaobserwowaé naciekanie limfocyiow 1 nasilong produkcje
cytokin prozapalnych, chemokin i prooksydantéw. Od stopnia uszkodzenia komoérki
watrobowej, nasilenia proceséw zapalnych i stresu oksydacyjnego zalezy jej prawidlowa
czynnos¢ po zabiegu.

Stres oksydacyjny

Podczas niedokrwienia i reperfuzji wzmozona produkeja wolnych rodnikéw tlenowych
(ROS) nie jest rownowazona przez antycksydanty. Oksydaza NADPH, oksydaza ksantynowa,
mieloperoksydaza oraz malonodialdehyd (MDA) i nadtlenki lipidow (LPO) sa glownymi
wskaznikami stresu oksydacyjnego. Do antyoksydantéw, odpowiedzialnych za ochrong tkanek
przed szkodliwym dzialaniem prooksydantéw, nalezg rézne enzymy, a wsréd nich dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa (PGx) czy katalaza (CAT) jak roéwniez
zwigzki nieenzymatyczne, do kidrych nalezy glutation (GSH). SOD przeksztakca rodnik
ponadilenkowy do nadtlenku wodoru (Ha02) i tlenu. W nastepnym etapie H2Oz i nadtlenki
lipidow, takze bedace wskaznikiem nasilenia stresu oksydacyjnego, przy udziale PGx —enzymu
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zawierajacego selen, ulegajg redukeji do alkoholi i wody. Dodatkowo, CAT, bardzo aktywny
enzym antyoksydacyjny obecny glownie w peroksysomach, katalizuje reakcjg H,07 do tlenu
czasteczkowego i wody. Stopien uszkodzenia komorek watroby przechowywanej do
przeszezepienia zalezy m.in. od nasilenia stresu oksydacyjnego wyrazonego zachwianiem
rownowagi pomiedzy wskaznikami pro- i antyoksydacyjnymi. Dlatego wydaje sig, ze leki,
ktore posiadaja wihasciwosei antyoksydacyjne, moglyby dziataé w tych  warunkach
hepatoprotekeyinie.

ADMA-DDAH-NO

Synteza tlenku azotu (NO) jest kluczowa dla utrzymania wielu waznych fizjologicznych
funkcji organizmu. NO, produkowany stale w niewielkich ilosciach przez konstytutywny
enzym: $rodblonkowa syntaze tlenku azotu (eNOS), odpowiada za utrzymanie napiecia Sciany
zatok oraz przeplyw krwi w watrobic. Wywotuje on relaksacje komérek gwiazdzistych, m.in.
przez aktywacje cyklazy guanylowej. Dysfunkcja szlakéw metabolicznych zaleznych od NO
moze istotnie zwigkszaé ryzyko uszkodzed narzgdowych, stanowige jednoczesnie wazne
ogniwo patogenezy, m.in. nieprawidtowej funkeji watroby poddanej niedokrwieniu i reperfuzjl.

Podczas metylacji argininy powstajg: asymetryczna dimetyloarginina (ADMA) i
monometyloarginina (L-NMMA), ktore hamuja aktywnosc wszystkich izoform syntaz tlenku
azotu oraz symetryczna dimetyloarginina (SDMA). SteZenie ADMA wzrasta w réznych
stanach patologicznych powodujac spadek produkeji NO i dysfunkcje $rodblonka. Poziom
ADMA roénic m.in. w warunkach stresu oksydacyjnego, m.in. w chorobach takich, jak:
hipercholesterolemia,  hiperglikemia, hiperhomocysteinemia, ~ choroba  wienicowa,
niewydolno$é serca i udar. Wszystkim tym stanom towarzyszy 2 a nawet 4-krotny wzrost
stezenia ADMA w surowicy krwi, zahamowanie syntezy NO i dysfunkcja srédblonka.
Uposledzona funkcja watroby, narzadu odpowiedzialnego za wydalanic ADMA, réwniez
wplywa na wzrost stgzenia tego zwiazku w organizmie. U pacjentow poddanych resekeji
watroby wykazano podwyzszone stgzenie ADMA w okresie pooperacyjnym, zwlaszcza, gdy
wspotistniata uposledzona funkcja watroby.

Z drugiej strony sugeruje sig, z¢ ADMA moze odgrywaé wazng rolg w regulacji
nadmiernej syntezy NO poprzez hamowanie indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS).

Stezenie ADMA zalezy przede wszystkim od aktywnosci 2 enzymow: N-
metylotransferazy argininowej (PRMT) typu 1 (PRMTY1), ktdra syntetyzuje ten zwigzek oraz
dimetyloaminohydrolazy dimetyloargininy (DDAH), ktéra go metabolizuje. Na stgZenie
ADMA wplywaja takze argininaza — enzym rozkladajgcy arginine do mocznika i ornityny, a
takze sprawnos$é systemow transportujacych, zlokalizowanych w sgsiedztwie miejsc wigzania
eNOS i kalweoliny (tzw. kationowy transporter aminokwasoéw — CAT). To sugeruje zaleznosé
miedzy aktywnoscia transporiera a dostgpem substratu dla syntazy. PRMT wystepuje w dwoch
formach: typ 1 odpowiada za syntezg ADMA, typ drugi — SDMA. Oba katalizuja synteze L-
NMMA. DDAH obecna jest przede wszystkim w watrobic. Rozklad ADMA zachodzi w
komorkach §rodblonka i hepatocytach. Ssaki posiadajg dwie izoformy DDAH, przy czym za
regulacje stezenia ADMA we krwi i tkankach odpowiada przede wszystkim izoforma typu 1.
Zwickszenic stgzenia ADMA — poprzez, albo zwickszenie jej syntezy albo zmniejszenie jej
metabolizmu, wystepuje miedzy innymi w stresie oksydacyjnym.
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Nie tylko zwigkszenie stezenia ADMA, zmniejszenie aktywnosci DDAH i zwigkszenie
aktywnosci PRMT $wiadcza o zaburzeniu syntezy tlenku azotu (NO). Istotnym czynnikiem
zaburzajacym produkeje tego zwigzku jest zmniejszenie aktywnosei syntazy NO (NOS).
Gléwnym substratem dla NOS jest L-arginina. Niedobor argininy powoduje zmniejszenie
syntezy NO. Co ciekawe, z bada in vitro wynika, ze podanie L-argininy moze hamowac
aktywnos¢ DDAH - z sila zalezng od dawki — konkurujac z ADMA o miejsce wigzania w
centrum aktywnym syntazy NO. W warunkach niedoboru argininy lub kofaktora dla eNOS -
tetrahydrobiopteryny (BHs), eNOS przybiera forme niezigczong (uncoupled). Zahamowanie
eNOS w warunkach stresu oksydacyjnego zwigzane jes: ze szkodliwym dzialaniem
peroksynitrytu, ktéry moze utleniaé BHs do nieaktywnej dihydropteryny (BH:2) lub tez
bezpodrednio dzialaé niekorzystnie na eNOS, utleniajgc polgczenia cynku z grupami SH.
Powoduje to uwolnienie cynku z enzymu i przejscie eNOS w postaé niezlgczong. W tym stanie
elektrony przeptywajace z domeny reduktazy na oksydaze sg kierowane w kierunku tlenu
czasteczkowego, a nie argininy, co skutkuje produkejg nadtlenku, a nie NO.

W warunkach fizjologicznych NO produkowany jest w matych ilosciach przez eNOS, i
odpowiada za utrzymanie prawidfowego napigcia $ciany naczyn. W warunkach IR, NO
produkowany w duzych ilodciach przede wszystkim przez izoforme iNOS, uwazany jest za
jeden z wazniejszych czynnikéw patogenetycznych uszkodzen narzadowych. W reakeji NO z
wolnymi rodnikami tlenowymi powstaje toksyczny peroksynitryt. Wzrost stezenia ADMA
endogennego kompetycyjnego inhibitora syntazy NO, réwniez przyczynia si¢ do powstania
uszkodzen w danym narzadzie. Wykazano, ze ADMA, niezaleznie od zmniejszania ilosci NO
i powodowania nastepowego skurczu naczyf, zwigksza dodatkowo ekspresje gendw
odpowiedzialnych za produkcje czastek adhezyjnych. Prowadzi to to wzrostu ekspresji biatka
chemotaktycznego typu 1 dla monocytow (MCP-1), ktore z kolei moze by¢ hamowane m.in.
przez argining.

Na stezenie NO w niedokrwionej watrobie wplywa wiele czynnikow, migdzy innymi.
niedobor tlenu, obnizone stezenie NADPH i tetrahydrobiopteryny, zwigkszenie aktywnosci
argininazy, a takze zwiekszone uwalnianie inhibitorow NOS w czasie reperfuzji. Nasilona
metylacja biatek w uszkodzonej watrobie stuzy usuwaniu zmienionych biatek. Wykazano, ze
aktywnos¢ proteaz koreluje ze sprawnoscig przeszezepionego narzgdu. Spadek aktywnosci
DDAH w stresie oksydacyjnym prowadzi do zwigkszenia stezenia ADMA. Istnicje zwigzek
pomiedzy stezeniem metylowych pochodnych argininy a sprawnoscig czynnosciowg watroby
po przeszczepieniu. Dlatego leki modyfikujace przemiang NO w niedokrwionej watrobie mogg
wplywaé na wydolnos$¢ przeszcezepionej watroby.

Proces starzenia si¢ organizmu

Proces starzenia sie jest zjawiskiem zlozonym, ktére zwigzane jest z utratg zdolnosci
organizmu do sprawnego funkcjonowania w warunkach stresu, a tym samym wigZe si¢ 2
wieksza sklonnoscig do zapadania na rézne choroby, co w konsekwencji prowadzi do jego
$mierci. W tym sensie mozna powiedzied, Ze jest to naturalny proces, ktory stopniowo koficzy
kazde zycie. Stopniowa, ale stale postepujaca, utrata zdolnosci do utrzymania homeostazy
prowadzi do gromadzenia si¢ w organizmie bialek i thuszezy o innej, zmienionej budowie.
Obecnosé takich nieprawidiowych biatek jest znana i opisana w: cukrzycy, miazdzycy naczyn
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tetniczych, chorobic Alzheimera i chorobie Parkinsona. W miare trwania zycia dochodzi
rdwniez do m.in.: zaburzed w wydzielaniu hormondw, oslabienia odpowiedzi
immunologicznej, utraty masy kostnej, a takze do zwigkszonej podatnoéei organizmu na
nickontrolowany rozwéj roznych komérek i tkanek, czyli powstawanie nowotwotow. Zwigksza
sie takze zapadalnoéé na choroby zapalne. a takze, czgdciej niz u miodych, pojawiaja si¢
zaburzenia w gospodarce lipidowej.

Watroba jest tak waznym dla zycia narzadem, ze diugo zachowuje swojg sprawnose, a
czesto wykonywane lesty diagnostyczne — oznaczanie stgzenia albumin, aminotransferaz,
lipoprotein o duzej gestodci — nie wykazujg odchyleft od normy u ludzi starszych. Jednak,
réwniez w watrobie, podobnie jak w innych narzadach, proces starzenia powoduje powstanie
pewnych zmian czynnosciowych i strukturalnych. Z wiekiem maleje. np.: wiclko$¢ watroby,
bo zmniejsza sie przeptyw krwi przez ten narzad. Obserwujemy tzw. brazowy zanik watroby,
ktory zwigzany jest z odkladaniem sig lipofuscyny w hepatocytach. W procesie starzenia
zmniejsza sie liczba mitochondridéw, ale ich objeto$¢ przy tym wzrasta. Nie zmienia sig¢
natomiast aktywno$¢ enzymoéw mitochondrialnych.  Zmniejsza  sig ilos¢  siateczki
érodplazmatycznej szorstkiej. U starszych pacjentow uposledzone jest wydzielanie zokei 1
kwasow zélciowych, przynajmniej czgéciowo zwigzane z zahamowaniem transportu
aktywnego. Zmniejsza si¢ rowniez produkcja biatek szoku termicznego i innych bialek
powstajacych w warunkach stresu, petnigeych rolg ochronng i odpowiadajgcych za niezwykly
zdolnosé watroby do regeneracji. Wraz z wiekiem wzrasta stgzenie lipidow w surowicy 1
gromadzi si¢ dolichol — lipid blonowy o zmienionej budowie. Prowadzi to do zmian w
strukiurze blon komérkowych i zwigkszenia ich wrazliwosci na stres oksydacyjny. W proces
starzenia zaangazowane sg wolne rodniki tlenowe, ktore produkowane w mitochondriach
uszkadzaja mitochondrialne DNA. Wzrasta stgzenie anionu nadtlenowego, nadtlenku wodoru
oraz rodnikow hydroksylowych zaangazowanych w powstanie wielu zmienionych biatck w
starzejacej si¢ watrobie. Zwigksza si¢ stezenie nadtlenkow lipidéw, a zmniejsza iloé¢ GSH. Z
drugiej strony w miarg trwania zycia, maleje aktywnosé SOD, CAT i GPx. Zmniejsza sig
sprawno$¢ metaboliczna watroby, w tym aktywnos¢ wielu izoenzymow cytochromu P450.

Wykazano, ze watroby pochodzace od ludzi starszych sg bardziej wrazliwe na dziatanie
niedokrwienia i reperfuzji, co moze by¢ przyczyng wigkszej $miertelnosci obserwowanej w
grupie pacjentéw z przeszczepionymi takimi watrobami. Co prawda, niektorzy sugerujg dobra
zdolnogé do regeneracji watroby od starszych pacjentow, np. po czesciowej hepatektomii czy
nawet przeszczepieniu, to jednak te obserwacje sg w mniejszodei, bo coraz wigeej badaf
dtugoterminowych, wskazuje, ze czas przezycia biorcdw zalezy od wieku dawcey. Im mtodszy
dawca tym czas przezycia diuzszy 1 odwrotnie.

W badaniach wykazano wiele zmian powstajacych w warunkach IR zaleznych od wieku
watroby. Obserwowano nasilenie objawow stresu oksydacyjnego zwigzane przede wszystkim
ze zmniejszeniem produkcji antyoksydantow. Wraz z wickiem zwieksza si¢ odpowicdz
zapalna, mierzona zwiekszeniem stezenia cytokin prozapalnych, ekspresjii genow dla
czynnikéw prozapalnych i obnizeniem ekspresji mRNA dla czynnikow przeciwzapalnych. W
starszej watrobie w odpowiedzi na IR wystgpuje zwigkszone uszkodzenie tkanek (wzrost
aktywnosci aminotransferaz, gromadzenie si¢ i aktywacja neutrofilii), a takze obnizenie
ckspresji biatka cytoprotekeyjnego (HSP70) i zdolnodci regensracyjnej watroby.
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Nasza wiedza na temat zmian, jakie zachodzg w watrobie w wyniku IR jest jednak
niepetna, niewiele wiemy, np. na temat wplywu procesu starzenia si¢ watroby na szlak NO w
warunkach IR.

Leki hipolipemizujgce

Inhibitory reduktazy 3-hydroksymetyloglutarylo-CoA (statyny) sg lekami obnizajgcymi
stgzenie lipidow we krwi. Duze znaczenie w leczeniu choréb sercowo-naczyniowych ma takze
ich dzialanie niezwigzane z zasadniczym mechanizmem dziatania (plejotropowe). Jest to m.in.
wptyw na produkeje tlenku azotu, whasciwosci antyoksydacyjne i przeciwzapalne. Wydaje sig
jednak, ze nie mozna w tym przypadku méwic o efekcie klasy. Wiasciwosci antyoksydacyjne
zalezg m.in. od budowy chemicznej, obecnosci aktywnych metabolitéw i wiasciwodci
fizykochemicznych poszezegdlnych lekéw z tej grupy i nie maja zwigzku 7 sita hamowania
reduktazy HMG-CoA. Wiele badan sugeruje whasciwosei antyoksydacyjne fluwastatyny czy
rozuwastatyny. Wyniki badan z popularng simwastatyng sg niejednoznaczne. Dodatkowo, leki
z tej grupy wykazuja zalezne od dawki dziatanie hepatotoksyczne.

Ezetymib jest nowym lekiem hipolipemizujgcym, nalezagcym do 2-azetydynonéw.
Mechanizm dziatania ezetymibu polega na hamowaniu wchlaniania cholesterolu w rgbku
szezoteczkowym nablonka jelit. Wigze si¢ on ze specyficznym biatkiem (tzw. biatkiem
Niemann-Picka NPCIL1) posredniczacym w $rodkomérkowym transporcie cholcsterolu w

ten réwniez wplywa na syntezg NO oraz na ukdad oksydo-redukcyjny, jednak dane na ten temat
sa skape, a wyniki tych badan czesto niejednoznaczne. Jednoczesnie wydaje sie, ze lek ten jest
wzglednie bezpicczny i jak dotad nie pojawily si¢ jedynie pojedyncze doniesienia o
uszkodzeniu watroby.

Celem badan niniejszego cyklu publikacji byty ocena wybranych parametrow stresu
oksydacyjnego i szlaku ADMA-DDAH-NO w watrobie szczurzej w warunkach niedokrwienia
i reperfuzji, po podaniu lekéw hipolipemizujacych — simwastatyny i ezetymibu, oraz w
zaleznosci od wieku zwierzgt.

Badania przeprowadzono na szczurach, samcach szezepu Wistar, w wieku 3-4 miesiecy
lub 11-14 miesigcy — w przypadku badan nad wplywem wieku na czynnosé watroby. W
do$wiadczeniach czynnos¢ watroby badana byla w modelu perfuzji pozaustrojowej (praca nr
1), lub in vivo w warunkach niedokrwienia i reperfuzji (prace nr 2, 4-7), jak rowniez w modelu
sniedokrwienia zimnego™ (praca nr 3). W pierwszym modelu, po uépieniu zwierzat watrobg
wyizolowano i podigczono do aparatu do perfuzji pozaustrojowej (exracorporeal liver
perfusion — ELP Universal Perfusion System UNIPER UP-100 (Hugo Sachs Elektronik,
Harvard Apparatus GmbH). ,,Niedokrwienie zimne” uzyskano przechowujac watroby w 7°C
przez 24 godziny. W najtrudniejszym modelu IR zwierzeta usypiano (ketamina, medetomidyna
i butorfanol), a nastgpnie otwierano jame brzuszng za pomoca cigcia $rodkowego. Nastepnie
watrobg  wyizolowano. ,Niedokrwienie cieple” wywolywano przez zalozenie klipow
naczyniowych na tetnice watrobows oraz galgz zyly wrotnej, zeopatrujaca lewy plat boczny i
srodowy watroby. Reperfuzja rozpoczynata sie po zdjeciu klipsow naczyniowych. W czasie
reperfuzji, jame brzuszng zamykano i obserwowano zachowanie sie zwierzat. Zardwno w
czasie perfuzji pozaustrojowej, jak i podezas reperfuzji in vivo, pobierano odpowiednio ptyn
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perfuzyjny lub krew, w kiérych oznaczano badane parametry. Badano aktywnosé
aminotransferazy alaninowej (ALT) i asparaginianowej (AST), stezenia glukozy, ADMA,
SDMA i argininy oraz ilog¢ produkowanej zokci. Po tym okresie watrobg zabezpieczano celem
wykonania oznaczen stresu oksydacyinego, stezenia bialka enzymatycznego syntaz NO oraz
aktywnosci DDAH. W jednym z doswiadczen badano dodatkowo ekspresje mRNA dla DDAH
1 PRMTI.

Badania funkeji watroby w czasie perfuzji pozaustrojowe]j oraz w warunkach IR in vivo
wykazaly zmiany zalezne od wieku. Natomiast pordwnanie wptywu lekow hipolipemizuj acych
na badane parametry w watrobach poddanych IR z odpowiednimi wartodciami w watrobach
bez IR wykazaty nowe whasciwosci lekéw, ktorych nie mozna wykaza¢ w innych warunkach
doswiadczalnych.

Badania zostaly przeprowadzone na zwierzetach zdrowych, bez hiperlipidemii.
poniewaz celem badan bylo poszukiwanie nowych wiasciwoéei tych lekow, innych niz ich
znany wplyw hipolipemiczny. Ponadto, hiperlipidemia jest kolejnym, obok IR, waznym
czynnikiem nasilajgcym stres oksydacyjny i indukujgeym zwigkszenie stezenia ADMA.
Normalizacja tego wskaznika po kilku tygodniach stosowania lekow obnizajacych cholesterol,
powinna poprawi¢ sprawno$é watroby, a to utrudniloby interpretacje wynikow.

Praca nr 1

Trocha M. Szelag A, Piesniewska M, Fereniec-Golgbiewska L. Grotthus B, Merwid-
Lad A (2007): Effect of aging process on liver function in extracorporeal rat liver perfusion.
Hepato-Gastroenterology 2007, 54(76), 1207-1211.

W tej pracy, wykorzystujac model pozaustrojowej perfuzji watroby szczurzej, vadano
czynno$é watroby, u szezuréw starych w porownaniu z szezurami miodymi. Podczas
dwugodzinnej perfuzji pozaustrojowej, w ukiadzie otwartym, 7e statg predkodeig przeplywu.
pod kontrolg ci$nienia i temperatury, pobierano w okrestonych punktach czasowych piyn
perfundujacy, w ktérym oznaczano stgzenie glukozy i aktywnos¢ enzymoOw watrobowych, a
pod koniec do$wiadezenia, badano takze iloéé wyprodukowanej zotei.

Zaobserwowano, zalezne od wieku, réznice w przyrostach aktywnosci enzymow
watrobowych. Wiekszy wzrost aktywnosei LDH i AST wykazano w watrobach szezurow
starych w poréwnaniu do szczurow mlodych szczegolnie migdzy 90 a 120 min perfuzji, a w
przypadku ALT, wezesniej, bo juz w pierwszych 30 min perfuzji. Obserwowane zmiany w
aktywnosci enzyméw byly widoczne dopiero po pewnym czasie trwania perfuzji, tzn.
potrzebny byl pewien czas ekspozycji watroby na dziafanie czynnikow szkodliwych.
zwiazanych ze specyfika modelu ELP (perfuzat, warunki ex vivo, 1 inne).

Pokazano takze, zalezne od wieku, réznice w stgzeniu glukozy w czasie trwania perfuzji
pozaustrojowej. W pomigdzy 30 a 60 min perfuzji w grupie szezurdw miodych stezenie glukozy
zwigkszalo sie, a w drugiej godzinie perfuzji malato. W grupic szczurdw starych, stezenie
glukozy systematycznie malato przez caly jej czas trwania. Wiadomo, ze watroba z jednej
strony uwalnia glukoze, m.in. z zapasow glikogenu oraz syntezuje ja procesie glukoneogenezy,
ale z drugiej — zuzywa jg w procesie glikolizy, aby pozyskaé niezbedna energig. W grupie
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szezurow miodych, w pierwszej godzinie perfuzji uwalnianie/synteza glukozy byto wieksze niz
w grupie szczurow starych. Taka réznica moze wskazywaé na lepiej zachowang czynnosc
watroby miodej w poréwnaniu do starej w pierwszej godzinie perfuzji

Srednia ilo$¢ wyprodukowane] przez dwie godziny zofei w przeliczeniu na 1 gram
watroby, podczas perfuzji, byla nieznacznie mniejsza u szezuréw starych niz u szczuréw
miodych, ale réznica miedzy srednimi wartosciami nie byla statystycznie znamienna. Nie bylo
rowniez roznicy miedzy $rednimi masami watréb szczurdéw starych i modych.

Pomimo podobnego stanu wyjiciowego watroby miodej i starej na poczatku perfuzji,
dynamika zmian w grupie szczurdéw starych byta inna niz w grupie szczuréw miodych. Watroby
otrzymane od starych szczuréw ulegaty wigkszemu uszkodzeniu i byly wyraznie mniej odporne
na nicsprzyjajace warunki perfuzji niz wytroby mlode. Wyniki tego doswiadczenia zachecity
mnie do podjecia kolejnych badan nad wplywem wieku na czynno$é watroby szczurzej.
Wiedzgc o zaletach wielokrotnego oznaczania poszezegdlnych parametréw w czasie trwania
czynnika uszkadzajgcego, postanowitam w kolejnych badaniach zastosowaé model, w ktérym
walroba bedzie podlegata niedokrwieniu i reperfuzji wewnatrz organizmu zwierzecia (in vive),
podezas ktorego bedzie mozna pobiera¢ materiat do oznaczen.

Pracanr?

Trocha M, Merwid-Lad A, Chlebda-Sieragowska E, Szuba A, Piesniewska M,
Fereniec-Golgbiewska L, Kwiatkowska J, Szelag A, Sozanski T: Age-related changes in
ADMA-DDAH-NO pathway in rat liver subjected to partial ischemia followed by global
reperfusion. Exp Gerontology, praca zaakceptowana do druku DOI
10.1016/j.exger.2013.11.004.

W tym dos$wiadczeniu badane, zalezne od wieku, réznice w regulacji szlaku DDAH-
ADMA-NO w warunkach niedokrwienia i reperfuzji. Wykazano miedzy innymi, Ze stezenia
wyjéciowe ADMA na poczatku doswiadczenia sa takie same u szczurdéw mtodych i starych.
Zmiany zalezne od wieku obserwowano dopiero podczas reperfuzji. W warunkach IR podczas
pierwszych 15 min reperfuzji stgzenie ADMA zwigkszylo sie w grupie szczuréw miodych, a w
grupie szczurow starych, przeciwnie, zmalalo, ale po czterech godzinach reperfuzji, stezenia
ADMA u szczurdow miodych i starych byly podobne. W innych badaniach wykazano, ze
podczas izolacji watroby oraz w pierwszych minutach reperfuzji zwigksza sie stezenie ADMA,
ktore nastgpnie, w miare uplywu czasu trwania perfuzji zmniejsza sie. Ma 1o duze znaczenie
praktyczne 1 uwaza si¢, Ze jest to dobry wskaznik rokowniczy 1 wskazuje na poprawe funkcji
watroby po transplantacji. Wytlumaczeniem wzrostu stezenia ADMA w grupie szczurdw
miodych moze by¢ réwniez nadmierna synteza NO zalezna od wigkszej aktywnosci iNOS.
Wiadomo bowiem, ze ADMA w pewnych warunkach pelni istotng role inhibitora nadmiernej
syniezy NO.

Arginina jest substratem dla NO. Dla zachowania prawidlowej funkcji watroby duze
znaczenic majg nie tylko wartoscei stezen argininy czy ADMA, ale réwniez ich wzajemny
stosunek. Jesli wskaznik A/A (arginina : ADMA) ma duzg warto$é, np.: gdy stezenie ADMA
Jest mate, to podanie argininy nawet, gdy jej stezenie jest wyisciowo réwniez mate, nie poprawi
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czynnoscei rozkurczowej $rodbtonka. W tym badaniu pokazano, ze wyjsciowe wartosci zaréwno
argininy, jak i wskaznika A/A byly znaczaco wieksze w grupie szczuréw miodych niz starych,
co sugeruje, ze ochrona watroby zalezna od argininy byla lepsza — skuteczniejsza i sprawniejsza
u szczuréw miodych. Wartodei zaréwno samej argininy, jak i wskaznika A/A zmniejszaja sig
w czasie pierwszych 15 min trwania reperfuzji niezaleznie od wieku szczuréw. Mniejsze
wartosci wskaznika A/A sugeruja, ze w warunkach IR wszystkie uszkodzone watroby byly
pozbawione ochronnego dziatania argininy, niezaleznie od zmian st¢zenia ADMA 1 SDMA.
Warto zauwazyé, ze pod koniec reperfuzji. stezenia argininy i jej metylowych pochedaych.
byly niewielkie u wszystkich zwierzat, co wskazuje na bardzo duzg warto$¢ monitorowania
stezen tych parametrow, w czasie trwania reperfuzji, dla kontroli sprawnosci watroby.

Wzrost stezenia bialka enzymatycznego iNOS obserwowany byl jedynie w watrobach
pochodzacych od szezuréw miodych. W watrobach starych, stgzenie tego parametru w grupie
poddanej IR byto podobne do stezenia w grupie bez IR. Znaczenie iNOS we wezesnej fazie
reperfuzji pozostaje nadal niejasne 1 wymaga dalszych badan. Inni badacze obserwowali w
watrobach starych, poddanych IR opéZniong aktywacje NF-kappa B w odpowiedzi na dzialanie
TNF alfa, w poréwnaniu z watrobami mtodymi, co thumaczono mniejsza aktywacja komorek
Browicza-Kupffera w tej grupie wickowej oraz zmniejszonym przeptywem krwi przez watrobe.
NF-kappa B jest podstawowym czynnikiem transkrypcyjnym dla réznych prozapalnych
mediatordw, m.in. dla iNOS. Prawdopodobnie z tego powodu, w watrobach starych jest
mniejsze stezenie biatka enzymatycznego iNOS, mimo dziatania czynnikéw szkodliwych.

Po raz pierwszy zbadano wplyw procesu starzenia na aktywnosc DDAH - enzymu
odpowiedzialnego za metabolizm watrobowy ADMA. Aktywnos¢ tego enzymu w watrobach
niepoddanych IR u szczuréw starych i mbodych byta podobna. W watrobach szczuréw miodych
aktywno$é DDAH zmniejszyla sie pod wplywem IR. Nie mozna wykluczyé, ze mniejsza
aktywnoé¢ DDAH wynika ze zwigkszenia st¢zenia biatka enzymatycznego iNOS oraz.
prawdopodobnie, zwigkszenia syntezy NO.

Wykazano zmiany wartodci badanych parametrow ukiadu NO zalezne od wieku
zwierzat. szczegblnie zaznaczone w warunkach IR. Sugeruje to roézng wrazliwosé watroby
starej i miodej na uszkodzenia spowodowane niedokrwieniem, a tym samym prawdopodobnie
rdzna wrazliwodé na uszkodzenia zwigzane z zabiegiem przeszczepienia watroby.

Pracanr 3

Trocha M, Merwid-Lad A, Chicbda E, Sozafiski T, Magdalau J, Piedniewska M,
Fereniec-Golebiewska L, Gliniak H, Szelag A: Influence of simvastatin on oxido-redox status
and nitric oxide synthases protein concentration in rat liver subjected to "cold” ischemia. Adv
Clin Exp Med 2010, 19(1), 43-50.

Znaczenie ,niedokrwienia zimnego™ w procesie przeszczepiania narzgdow stanowi
wazny problem kliniczny i jest podejmowany w licznych pracach pogladowych i oryginalnych.
Podezas tego etapu dochodzi do wielu zmian strukturalnych i czynnosciowych w
roznych komorkach watroby. Obserwuje si¢ obrzek tych xomorek oraz spadek poziomu
zwiazkow wysokoenergetycznych {ATP) i nasilenie glikolizy. Zmiany te dotycza przede
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wszystkim komoérek s$rodblonka. Udzial komorek Browicza-Kupffera jest niewielki w
porownaniu z ,niedokrwieniem cieptym” i reperfuzjg. Podczas przechowywania watroby w
4°C  powstaje wewnatrizkomorkowa kwasica spowodowana przewagg metabolizmu
beztlenowcgo w warunkach hipoksji i produkeji m.in. mleczanéw, jak réwniez uwalniania
protondw podczas hydrolizy nukleotydow fosforanowych. Kwasica spelnia rolg ochronng i
zapobiega utracie zywotnoéci komérek podczas niedokrwienia. Podczas reperfuzji pH wraca
do normy 1 jest to najprawdopodobniej przyczyng wzrostu uszkodzen w komérkach srédblonka
(,pH — paradoks™). Mechanizm tego zjawiska nie jest w pelni poznany. Sugeruje sig, ze
posrednicza w nim proteazy i fosfolipazy uaktywniane przy prawidtowym pH. Taka zmiana pH
moze powodowac tez otwarcie poréw w blonie mitochondrium i nasilenie przepuszezalnosci
tych organelli oraz ich obrzek.

W tej pracy zbadano stan stresu oksydacyjnego w watrobie szczurzej poddanej
waiedokrwieniu zimnemu”. Jak mozna si¢ bylo spodziewad, nasilenie stresu oksydacyjnego
podczas tej fazy uszkodzenia watroby bylo niewielkie i nie wykazano zmian stezenia
nadtlenkéw lipidéw. Zbadano takze dzialanie simwastatyny w tych warunkach. Lek podawano
za pomocg sondy dozZotgdkowej przez dwa tygodnie przed izolacjg watroby. Korzystne
dziatanie tego leku widoczne bylo zwlaszeza w watrobach niepoddanych niedokrwieniu —
wykazano wzrost aktywnosei wybranych parametrow antyoksydacyjnych (SOD, CAT), oraz
zwigkszenic stgzenia biatka enzymatycznego eNOS. W watrobach poddanych ,,niedokrwieniu
zimnemu” w grupach leczonych simwastatyng jedynie aktywnoéé CAT pozostala wyzsza.
Simwastatyna nie wplywala na stezenie biatka enzymatycznego iNOS.

Wyniki tego dodwiadczenia zainspirowaty mnie do zaprojektowania i przeprowadzenia
kolejnych doswiadczen, pozwalajgcych na poszerzenie naszej wiedzy na temat dodatkewych
wiasciwodcei lekow, ujawniajgeych sig w warunkach niedokrwienia i reperfuzi.

Praca nr 4

Trocha M, Merwid-Lad A, Chlebda E, Piesniewska M, Sozanski T, Szelag A: Effect
of simvastatin treatment on rat livers subjected to ischemia/reperfusion. Pharmacol Rep 2010,
62 (4), 757-762.

W tym do$wiadczeniu badano antyoksydacyjne dziatanie simwastatyny w warunkach
whiedokrwienia cieptego” i reperfuzji. W tym celu opracowalismy trudny model czesciowego
niedokrwienia watroby, z nastepujacg po tym okresie reperfuzja calego narzadu. W modelu
tym, niedokrwieniu ulega 2/3 narzadu (plat lewy boczny i srodkowy).

Zakladajac, ze podczas niedokrwienia, a zwlaszcza w okresie reperfuzji, powinien
rozwingd sie stres oksydacyjny. zastosowanie simwastatyny mogloby ujawnié jej potencjalne
wladciwosci antyoksydacyjne. ROS sg produkowane przez leukocyty i komérki $rodblonka, a
przede wszystkim przez aktywne komdrki Browicza-Kupffera. Wolne rodniki powstajg w
wyniku aktywacji enzyméw cytoplazmatycznych i autooksydacji endogennych substratéw.
Roéwniez peroksydacja lipidow, gléwnie poprzez oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci
(oxLDL), zwigksza ilos¢ wolnych rodnikéw. Nadtlenki wehodzg m.in. w interakcje z zelazem
i poprzez produkcje aktywnych rodnikéw hydroksylowych prowadza do $mierci komorki.
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Zwiazki tlenu reaguige z rodnikiem NO* produkowanym przez komorki Browicza-Kupfiera
przeksztatcaja sig w jeszcze bardziej toksyczny i reaktywny rodnik — peroksynitryt. Reperfuzja
utlenowang krwia, niezbedna do zachowania zywotnosei niedokrwionych organow, moze wige
nasila¢ ich uszkodzenia przez produkcje wolnych rodnikéw tlenowych (,reflow paradox™).
Podczas reoksygenacji niedokrwionych tkanek dochodzi do odbudowy substratow dla
metabolizmu  tlenowego m.in. hipoksantyny, ktéra z kolei odpowiada za synteze
wysokoenergetycznych rodnikéw. Zwigkszona aktywno$¢ syntelazy prostaglandyn i
lipooksygenazy w obecnosci NADH lub NADPH prowadzi do wzrostu produkeji nadtlenku
(O).

W tej pracy zaobserwowano kompensacyjny wzrost aktywnosci CAT i PGx po 1
godzinie reperfuzii oraz niewielki spadek aktywnosci SOD, jako mniej czulego od tych dwoch
enzymow, wskaznika bariery antyoksydacyjnej. Nie wykazano w tym doswiadczeniu dziatania
ochronnego simwastatyny. Nie zaobserwowano wzrostu GPx oraz CAT w grupach leczonych
simwastatyng, co sugeruje, ze w warunkach IR nie ma ona dziatania antyoksydacyjnego, ale
przeciwnie, wykazano niewielki szkodliwy wplyw tego leku, nasilajgcy stres oksydacyjny. Taki
wynik jest spéjny z wplywem simwastatyny na aktywno$¢ aminotransferaz. Pomimo, ze
wyjéciowo po 3 tygodniach stosowania lekn nie zaobserwowano wzrostu aktywnos¢ tych
enzymow, to jednak po okresie IR ich aktywnod¢ znaczaco wzrosia, co sugeruje wigksze
uszkodzenie hepatocytéw w tej grupie. Te wyniki potwierdzajg sugerowane wczesniej
whasciwosci prooksydacyine niektorych statyn, ktére hamujg nie tylko syntezg cholesterolu, ale
takze nie-sterolowych zwiazkéw, takich jak ubikwinon (koenzym Q10), ktérego synteza
przebiega (g sama $ciezka, a ktory jest niezbednym kofaktorem w mitochondrialnej fosforylacji
oksydacyjnej i tworzeniu ATP. W formie zredukowanej, koenzym Q10 jest uwazany za
lipofilny przeciwutleniacz, ktéry chroni blong komérkows i krazace lipoproteiny przed
utlenianiem.

W kolejnym doswiadezeniu zbadano dziatanie simwastatyny na poszczegblne
parametry ukladu tlenku azotu (NO) w watrobach poddanych IR.

-

Pracanr3

Trocha M, Merwid-Lad A, Szuba A, Chlebda E, Piesniewska M, Sozanski T, Szelag
A: Effect of simvastatin on nitric oxide synthases (eNOS, iNOS) and arginine and its derivatives
(ADMA, SDMA) in ischemia/reperfusion injury in rat liver. Pharmacol Rep 2010, 62(2), 343-
351

Wyniki dotychezasowych badan nad antyoksydacyjnymi wlasciwosciami simwastatyny
sg niejednoznaczne. Sugerujg niewielki ochronny wplyw tego leku na watrobe poddang
,niedokrwieniu zimnemu” (praca nr 3), ale w ,niedokrwieniu cieplym” (praca nr 4) lek ten
wykazuje raczej dzialanie prooksydacyjne. W kolejnym doswiadczeniu poszukiwano nowych
wlasciwosci tego leku — badano jege wplyw na szlak ADMA-DDAH-NO.

W badaniu tym pokazano, ze w warunkach IR dochodzi do waznych zmian w syntezie
i przemianie NO, o czym $wiadezy 7mniejszenie stezenia argininy oraz wskaznika A/A, jak

rowniez zwiekszenie stezenia biatka enzymatycznego eNOS 1 iINOS i wzrost stezenia ADMA
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— inhibitora syntetaz NO. W tych warunkach wykazano ochronne dziatanie simwastatyny, ktére
bylo wyraznie widoczne juz w okresie ,.niedokrwienia cieplego™, w czasie kiérego wzrosto
stgzenie argininy i wskaznika A/A tylko w grupie szczuréw leczonych wezesniej simwastatyna.
Podczas reperfuzji stgzenie argininy zmniejszylo sig, a stgzenie ADMA wzrosto, powodujac
zmniejszenie wartosci wskaznika A/A. W grupie leczonej simwastatyng wykazano zwiekszenie
stgzenia argininy, a tym samym wzrost wartosci wskaznika A/A. Nie wykazano wplywu
simwastatyny na stgzenie ADMA, ktére wzrosto w okresie reperfuzji zardwno w grupie
otrzymujace], jak i nie otrzymujacej tego leku. Zaletg tak zaprojektowanego doswiadczenia
byfa mozliwo$¢ Sledzenia dynamiki zmian stezen argininy i jej pochodnych podczas trwania
niedokrwienia i reperfuzji. Pojedynczy pomiar pod koniec okresu reperfuzji nie wykazatby np.
wplywu simwastatyny na stgzenie argininy w pierwszych 30 min reperfuzji.

Zmiany stgzen biatek enzymatycznych syntaz NO $wiadcza o ochronnym dziataniu
simwastatyny. W grupie niepoddanej IR zaobserwowano wzrost stezenia biatka
enzymatycznego eNOS, a w grupie poddanej IR spadek stezenia biatka enzymatycznego iNOS.
Dzialanie NO produkowanego przy udziale eNOS ma znaczenie ochronne. NO w warunkach
fizjologicznych jest stale produkowany w niewielkich ilosciach i gromadzony w tkankach, a
podezas niedokrwienia jest uwalniany. Stad wiekszy wzrost bialek enzymatycznych eNOS w
watrobach niepoddanych IR moze wskazywaé na ochronne dzialanie stosowanego leku.

szkodliwe. W okresie reperfuzji przy dostepie tlenu powstaje znaczna ilogé ROS, ktore w
reakeji z NO przeksziakcajg sig cytotoksyczny peroksynitryt, Ponadto, nasilona aktywnosé
INOS ma znaczenie w rozwoju procesow zapalnych w uszkodzonej watrobie. Stad mn:ejszy
wzrost biatek enzymatycznych iNOS moze wskazywaé na mniejszy stopied uszkodzenia
watroby poddancj IR,

Pracanré

Trocha M, Merwid-Lad A, Chlebda E, Sozaniski T, Piesniewska M, Gliniak H, Szelag
At Influence of ezetimibe on selected parameters of oxidative stress in rat liver subjected to
ischemia/reperfusion.  Praca  zaakceptowana do druku  w  AMS.  DOIL
10.5114/20ms.2013.38087.

W kolejnej pracy postanowiono zbadaé wlasciwosci antyoksydacyijne nowego leku
hipolipemicznego — ezetymibu. Charakteryzuje sie on dobrg tolerancjg 1 niewielkg liczbg
dziatai nicpozgdanych. Aktuainie jest stosowany najczeéciej u pacjentéw, u ktdrych
monoterapia statynami jest niewystarczajgca, jak rowniez — z réznych przyczyn — konieczne
Jest zmniejszenie dawki lub zaprzestanie podawania statyn.

W tym doswiadczeniu zmodyfikowano metodyke wydluzajge zardwno czas
niedokrwienia (do 1 godziny), jak i reperfuzji (do 4 godzin), w poréwnaniu do badaf z
simwastatyng. Celem tej modyfikacji bylo wydluzenie czasu oddziatywania okreslonych
warunkow na badane parametry. Zmienione warunki mialy ulatwié¢ wykazanie ewentualnych
zmian w watrobie w warunkach IR.
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W tym badaniu wykazano ochronne dziatanie ezetymibu na watrobg poddang IR. To
ochronne, antyoksydacyjne dzialanie tego leku polegalo na zwigkszeniu stezenia GSH i w
mniejszym stopniu na zmianach aktywnosci GPx. W grupach poddanych IR stezenie GSH w
grupic z ezetymibem bylo wicksze niz w grupie bez ezetymibu, a spadek aktywnodci GPx
spowodowany IR wystepowat tylko u zwierzat, ktorym nie podawano ezetymibu. U zwierzat
leczonych ezetymibem nie bylo roznic w aktywnosci GPx migdzy grupami poddanymi i
niepoddanymi IR. Podobnie, jak w poprzednich do$wiadczeniach, np. z simwastatyna. nie
wykazano zadnych roznic w aktywnosci SOD. Obserwowano jedynie nieistotng statystycznie
tendencje do zmniejszenia aktywnosei tego enzymu w warunkach IR.

Zgodnie z oczekiwaniami, po kilku tygodniach podawania ezetymibu, nie obserwowano
zwiekszenia aktywnosci aminotransferaz. Co ciekawe, w przypadku ezetymibu obserwowano
jednak inng tendencje niz w doswiadezeniu z simwastatyna (praca nr 4). Chodzi o to, Ze wzrost
wartodei transaminaz w czasic reperfuzji byt mniejszy w grupie otrzymujgcej ezetymib w
poréwnaniu z grupg bez ezetymibu. Roznice migdzy srednimi wartodciami nie byly istotne
statystycznie, ale tendencja — mniejszy wzrost aktywnoéei transaminaz, moze $wiadezyC o
mniejszym lub wolniejszym narastaniu uszkodzenia, a wige moze sugerowac pewne ochronne
dziatanie tego leku w warunkach IR. Jednakze nalezy wyraznie podkresli¢, ze w tym badaniu,
nie wykazano ochronnego dziatania ezetymibu w warunkach IR, przy danym uktadzie
doswiadczenia i liczebnosei badanych grup.

Pracanr 7

Trocha M, Merwid-Lad A, Sozanski T, Chlebda-Sieragowska E, Szuba A, Dziggiel P.
Piesniewska M, Fereniec-Golebiewska L, Kwiatkowska J, Gomulkiewicz A, Cwynar-Zajac L,
Brykner R, Szelag A: Influence of ezetimibe on ADMA-DDAH-NO pathway in rat liver
subjected to partial ischemia followed by global reperfusion. Pharmacol Rep 2013, 65 (1),122-
133.

W poprzednich badaniack wykazano, Ze ezetymib ma korzyste dziatanie
antyoksydacyjne, w tym do$wiadczeniu postanowiono zbadaé wplyw tego leku niektore
parametry szlaku ADMA-DDAH-NO. Ezetymib, przeciwnie do simwastatyny (praca nr 3),
wplywal na stezenie ADMA, ale tylko w watrobach poddanych IR. W grupie otrzymujacej ten
lek stezenie ADMA bylo male, poréwnywalne do warto$ci oznaczonych w grupie niepoddane]
IR. W grupach poddanych IR i nieotrzymujgcych ezetymibu stezenie ADMA bylo najwigksze.
Roznice te byly statystycznie istotne w 30 min reperfuzji. W grupie otrzymuijgeej ezetymib
niepoddanej IR, stgzenia ADMA bylo najmniejsze, ale jednoczesnie w tej grupie wykazano
najwicksza aktywno$é DDAH - enzymu metabolizujacego ADMA w walrobie, co moze
wyjasnia¢ przyczyne matych stezenn ADMA.

W tym doswiadczeniu wykazano interesujgcg zalezno$é: w grupie otrzymujacej
ezetymib niezaleznie od warunkéw IR stgzenie bialka enzymatycznego eNOS bylo najwieksze
a stezenie ADMA zwiazku, ktory hamuje te syntaze bylo najmniejsze. Dodatkowo, w grupach
niepoddanych TR w pierwszych 90 min. do$wiadczenia wykazano duze stezenie argininy, ktora
jest substratem dla tego eNOS.
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Pod koniec reperfuzji stgzenia ADMA we wszystkich badanych grupach byly mate.
podobnie jak w poprzednich badaniach. Dlatego zbadano takze dynamike zmian w stezeniu
ADMA poprzez wielokrotne pomiary w czasie trwania reperfuzji, a nie tylko jednorazowo pod
konice doswiadczenia. Wigksze stgzenic ADMA whasnie na poczatku reperfuzjii moze
odpowiada¢ za hamowanie syntezy NO, a tym samym za zabwzenia rdwnowagi pomigdzy NO
i endoteling, a w konsekwencji, za skurcz naczyn, niedokrwienie i dalsze uposledzenie funkeji
watroby.

Na stezenie NO wplywa rowniez ilo§é obecnej argininy oraz wartod¢ wskaznika A/A, a
wiec stosunek stezenia argininy do stezenia ADMA. Wartosci obu tych parametréw byly
wigksze w grupach niepoddanych IR. przy czym najwieksze wartosci wykazano w grupie
otrzymujacej ezetymib. W grupach paddanych IR nie wykazano roznic zaleznych od obeenosei
leku. Uwazamy, Ze ezetymib zwickszat stezenie argininy i w ten sposéb chronit watrobe przed
niedoborem substratu dla syntezy NO, ale jedynie w warunkach fizjologicznych. Takiego
dzialania nie obserwowaliSmy w warunkach IR. Wynikéw tego badania nie mozna
bezposrednio odniesé do wynikéw otrzymanych w badaniu z simwastatyna, poniewaz oba
doswiadezenia réznity sig zarowno czasem niedokrwienia i reperfuzji, jak réwniez punktami
czasowymi, w ktérych pobierano krew do oznaczen. W przypadku dodwiadczenia z
simwastatyng pierwsze oznaczenic bylo wykonane tuz po okresie niedokrwienia i w tym
punkeic czasowym, w grupie z simwastatyna wykazano zwigkszenie stezenia argininy, ktore
nastgpnie zmniejszylo si¢ w czasie pierwszych 30 min reperfuzji. W tak zaplanowanym
dos$wiadczeniu nie mozna odpowiedzieé na pytanie: jaki wplyw na produkeje argininy miat
ezetymib tuz po niedokrwieniu, poniewaz pierwszego pomiaru dokonano dopiero w 30 minucie
reperfuzji, a wtym czasie, podobnie jak w badaniu z simwastatyna, stezenie argininy byto mate.

W badaniach ekspresji mRNA dla enzymoéw odpowiedzialnych za syntezg i rozpad
ADMA wykazano najwiekszg ekspresie mRNA dla PRMT1 w grupie niepoddanej IR i bez
leku. Aktywnos¢ PRMT1 odpowiedzialne] za synteze ADMA, podobnie jak ekspresja mRNA
dla PRMTI, zazwyczaj zwieksza si¢ w warunkach stresu oksydacyjnego, dlatego otrzymane
wyniki sg trudne do interpretacji. Na wynik do§wiadczenia mogly mie¢ wplyw rozne czynniki,
w tym takze te, ktére w badaniach innych autoréw wykorzystywane sg do wywolania stresu
oksydacyjnego. W naszych badaniach po raz pierwszy analizowano wplyw ezetymibu na
ekspresjg mRNA dla PRMT1 w watrobie poddanej IR. Wykazano mniejsza ekspresje mRNA
dla tego enzymu w watrobach z grupy otrzymujacej ezetymib, niepoddanej IR w poréwnaniu z
grupg nieotrzymujgceg ten lek. Informacje na ten temat w bazach danych sg skape i whasciwie
nic mamy mozliwodei skonfrontowania uzyskanych wynikéw z doswiadczeniami innych
badaczy.

Ekspresja mRNA dla DDAHI, enzymu metabolizujgcego ADMA do cytruliny i
dimetyloaminy w komoérkach $rédblonka i hepatocytach, byla najwieksza w grupach
poddanych IR. Poniewaz aktywno$é DDAH zwigkszyla sig w grupic z ezetymibem poddane;
IR, zmiana ekspresji mRNA dla tego enzymu jest niezalezna od dziatania tego leku i
prawdopodobnie jest reakcjg obronng na dzialanie szkodliwych warunkéw IR.
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Podsumowujge:

W badaniach oceny funkcji watroby przeprowadzonych w powyzszym cykly prac.
wykorzystano modele dowiadezalne perfuzji pozaustrojowej. ,,niedokrwienia zimnego” oraz
niedokrwienia i reperfuzji in vivo. Badano wplyw procesu starzenia oraz dziatanie lekow
hipolipemizujgeych (simwastatyny 1 ezetymibu) na czynno$¢ watroby szezurze] wotych
warunkach

W dwoch pracach badano wplyw wieku na czynno$¢ watroby szczurzej oraz parametry
uktadu NO. Do tego celu wykorzystano model perfuzji pozaustrojowej (praca nr 1} oraz model
czesdciowego niedokrwienia i reperfuzji in vivo (praca nr 2).

Otrzymano nastepujgce wyniki:

1) Akiywnos$é enzymow waltrobowych i stezenia glukozy u szczurow nie byly zalezne od
wieku zwierzat. Jednak w czasie perfuzji pozaustrojowej watrob szezurdw miodych i
starych dynamika zmian tych parametrow byla inna. W watrobach pochodzgcych od
szezurdw starych, wykazano wigksza aktywno$é enzymow watrobowych 1 mniejsze
stezenie glukozy, jak réwniez nieco mniejszg ilo$é produkowanej z0kei; sugeruje fo, ze
watroby starych szczuréw byly bardziej wrazliwe i ulegaly wigkszemu uszkodzenia w
czasie pozaustrojowej perfuzji niz watroby miode (praca nr 1).

2) Stezenia ADMA przed niedokrwieniem, jak rowniez stgzenie bialka enzymatycznego

starych i miodych. Przeciwnie, wyjéciowe stgzenia argininy i wartosci wskaznika A/A
byly znacznie wigksze u szezurdw miodych niz starych; sugeruje 1o, ze ochrona watroby
zalezna od argininy byla skuteczniejsza u szczuréw modych (praca nr 2).

3) W warunkach IR, w pierwszych 15 minutach reperfuzji, stezenie ADMA zwigkszyto
sie u szczurdw miodych, co by¢ moze bylo reakcjg na zwigkszong produkcje NO,
zwigzang ze zwiekszong aktywnodcig INOS. Mniejsze wartodei wskaznika A/A
sugeruja, ze w warunkach IR wszystkie uszkodzone watroby byly pozbawione
ochronnego dzialania argininy, niezaleznie od zmian stezenia ADMA. Pod koniec
reperfuzji, ilosci argininy i jej metylowych pochodnych, byly niewielkie we wszystkich
grupach, co sugeruje bardzo duze znaczenie monitorowania stgzen tych parametrow w
czasie reperfuzji dla oceny stanu ukfadu NO w watrobie (praca nr 2).

4) W watrobach szczuréw milodych IR zmniejszalo aktywnosé DDAH. Mozna
przypuszczaé, ze zahamowany rozpad ADMA byt reakcjg na zwigkszone wytwarzanie
NO spowodowane zwigkszeniem aktywnosci iNOS (praca nr 2).

W kolejnyeh pracach badano wlasciwosci antyoksydacyjne oraz wplyw na przemiang
NO dwaoch lekéw hypolipemizujgcych: ezetymibu i simwastatyny w watrobach szezurzych.

Celem tych badan bylo poszukiwanie nowych, nieznanych dotychczas wiasciwosci
badanych lekow, innych niz ich dzialanie hipolipemizujace.

W tym celu wykorzystano model czgéciowego ,niedokrwienia cieplego™ i reperfuzji
(prace nr 4, 5, 6. 7) watroby u szcawdw oraz, w jednym doswiadczeniu (praca nv 3), model
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Lhiedokrwienia zimnego”. W do$wiadczeniach wykorzystano zwierzeta zdrowe, bez zaburzen
lipidowych.

Analizujge otrzymane wyniki mozna wysnué nastepujace wnioski:

Oba badane leki, podawane szczurom przez kilka tygodni, wykazaty dzialanie ochronne
na watrobg. poddang zabiegowi niedokrwienia 1 reperfuzji. Wiasciwosci antyoksydacyjne tych
lekow nie byly tak wyrazne, jak ich wplyw na przemiang NO. Analizujac badane parametry
ukiadu oksydo-redukcyjnego mozna zauwazy¢ podobienstwa i roznice w dziataniu obu lekow:

1) W watrobach niepoddanych niedokrwieniu i reperfuzji simwastatyna dzialala
antyoksydacyjnie, na co wskazuje zwigkszenie aktywnosci SOD 1 CAT (praca nr 3).
W watrobach poddanych ,niedokrwienin zimnemu” lek ten zwigkszal aktywnosé CAT,

o
Nt

co réwniez mogloby wskazywac na jego dziatanie antyoksydacyjne. Biorge jednek pod
uwage fakt, ze nasilenie stresu oksydacyjnego bylo niewielkie w tym doswiadczeniu —
brak zwiekszenia stezenia nadtlenkow lipidéw - nalezy uznaé, ze to dzialanie
ujawniajgee sie w wyniku ,niedokrwienia zimnego” jest watpliwe i wymaga dalszych
badan (praca nr 3).

3y W warunkach ,niedokrwienia cieplego”™ 1 reperfuzji nie wykazano dziatania
antyoksydacyjnego simwastatyny. W tym modelu doswiadczalnym zmniejszenie
aktywnosci GPx w grupie otrzymujgcej simwastatyne, a tym samym istotna réznica
miedzy grupa otrzymujgea i nicotrzymujgea te statyng sugerujg wrecz przeciwne
dziatanic tzn. pewne wlasciwosci prooksydacyine tego leku (praca nr 4)

4) W odroznieniu do simwastatyny, czetymib wykazywal dziatanie antyoksydacyjne
wjawniajgce si¢ w watrobach poddanych IR. Wskazuje na to zwigkszenie stezenia GSH
oraz mniejszy spadek aktywnodei GPx w grupach otrzymujgeych ezetvinib niz w
grupach bez tego leku. Sugeruje to ochronne dzialanie ezetymibu na watrobe w
warunkach stresu oksydacyjnego w przebiegu IR (praca nr 6).

Wykazano wplyw obu lekdw na poszezegdlne elementy szlaku ADMA-DDAH-NO.
Oba badane leki — ezetymib 1 simwastatyna — podawane przewlekle przed wywolaniem siresu,
wykazujg dzialanic ochronne poprzez wplyw na przemiane NO, i to zardéwno w
warunkach fizjologicznych, jak 1 warunkach IR.

1) Dzialanie ochronne simwastatyny wykazano w watrobach poddanych IR 1 wyrazalo sic
wzrostem stezenia argininy tuz po okresie niedokrwienia, przy jednoczesnym braku
zmian w stgzeniu ADMA, a to oznaczalo zwigkszenie réwniez wartosci wskaznika A/A.
Lek ten zwigkszal rowniez stezenie bialka enzymatycznego eNOS w wagtrobach
niepoddanych IR oraz spowodowal stabszy niz w watrobach z grupy nieotrzymujacej
leku wzrost stezenia biatka enzymatycznego iNOS po okresie reperfuzji (praca nr 5)

2) Dziatanie ezetymibu ujawnifo sie zardwno w watrobach zdrowych, jak i tych poddanych
IR. Ezetymib w watrobach bez IR powodowal zwiekszenie stezenia argininy i
wskaznika A/A 1 najwigkszg obserwowang aktywno$é DDAH. W grupach
otrzymujgeych ezetymib wykazano tez wieksze stezenie biatka enzymatycznego eNOS
w pordwnaniu do grupy bez tego leku, ale poddanych IR. Ezetymib zmniejszal takze
stezenic ADMA w grupie poddanej IR do matych wartosci zblizonych do tych, kidre
wykazano w grupach niepoeddanych IR. Ezetymib zmniejszat réwniez ekspresje mRNA
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dla PRMT1. Ekspresja mRNA dla DDAH1 zwiekszyla sie w grupach poddanych IR
niezaleznie od dziatania leku. A poniewaz aktywno$¢ DDAH wzrosta jedynie w grupie
otrzymujgeej ezetymib, mozna si¢ spodziewaé, ze aktywnos¢ tego enzymu zalezy od
innych jeszeze czynnikdw, ktére sg zahamowane w wyniku dziatania IR {praca nr 7).

W wyzej opisanych dodwiadczeniach oceniono takize wplyw obu lekow na aktvwnosé
aminotransferaz. Wyniki badan sugerujg tendencje do wigkszego uposledzenie czynnosci
watroby w czasie reperfuzji w wyniku stosowania przewleklego simwastatyny przed zabiegiem
iR:

1) Ani simwastatyna ani ezetymib, w podawane przez kilka tygodni dozotgdkowo, nie
wykazywaly dziatania hepatotoksycznego, mierzonego aktywnoscia

aminotransferaz. Aktvwnodel tych enzymow przed procedurg niedokrwienia 1
reperfuzji, w grupach z lekami lub bez nich byty podobne (prace nr 4, 6).

2) W grupie otrzymujacej simwastatyne. obserwowano jednak tendencj¢ do wickszego
narastania stezenia aminotransferaz w czasie reperfuzji. co moze sugerowac
nickorzystny wplyw tego leku na czynno$é watroby szezurzej poddanej IR (praca nr 4)

3) Przeciwnie niz w grupie z simwastatyng. zwigkszenie aktywnosci aminotransferaz w
grupie otrzymujgeej ezetymib, poddanej IR byl mnigjszy niz w grupie bez tego leku. To
sugeruje ochronne dziatanie tego leku na czynno$é watroby w warunkach IR {(praca nr
6).

D. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO — BADAWCZYCH (ARTYSTYCZNYCH).
Moja aktywnos¢ naukowa koncentrowata sig wokot nastgpujgeych tematow:

1. Badania nad zastosowaniem antagonistow receptoréw Hi-histaminowych w hamowaniu
taknienia oraz regulacji spozycia etanolu (temat zamknigty)

Istotnym problemem w spoteczenstwie borykajacym si¢ z epidemia otylosci jest
regulacja taknienia. Do tej pory nie dysponujemy skutecznym i bezpiecznym lekiem, ktory
hamowalby laknienie nie wywotujac jednoczesnie niebezpiecznych dziatan niepozgdanych.
Wiemy, ze histamina, dzialajgc m.in. na podwzgorze, wplywa na rézne funkcje organizmu, np.
pobor pokarmu i ptynéw, wydzielanie neurohormonow, regulacie cyklu snu i czuwania. W
wezesniejszych pracach pokazano, z¢ hamowanie receptoréw Hs- oraz pobudzanie receptorow
Hi-histaminowych moze powodowaé zhamowanie faknienia. Z tego powodu postanowilismy
zbada¢ wplyw betahistyny (agonista receptorow Hi- i antagonista receptorow  Hs-
histaminowych) na pobor pokarmu u szezuréw, Z naszych doswiadczen wynika, ze lek ten
hamuje laknienie po podaniu dootrzewnowym, nie ma natomiast wplywu na przyjmowanie
pokarmu po podaniu doustnym.

Kolejnym istotnym zagadnieniem jest kontrola spozycia etanolu przez szezury. W
poprzednich badaniach wykazano, ze betahistyna podana dootrzewnowo nasila pobor wody a
hamuje przyjmowanie etanolu u szezuréw uzaleznionych od tego zwigzku, W naszym
doswiadczeniu lek ten podawany dozoladkowo nie wykazywal takich whadciwoscl.
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Wyniki prac nad tym tematem zostaly opublikowanie w trzech pracach oryginalnych (w
dwoceh z nich bylam drugim, a w jednym - trzecim autorem) oraz przedstawione w dwoch
doniesieniach zjazdowych na VII Migdzynarodowej Konferencji Europejskiego Towarzystwa
Farmakologit Klinicznej 1 Farmakoterapii we Florencii

-J

Wykorzystanie perfuzji pozaustrojowej watroby szczurzej do oceny wplywu réznych
zwiazkow na jej czynnosc i strukture oraz parametry ukladu oksydacyjnego i przemiany
tlenku azotu

Przed zabiegiem przeszezepienia watroba jest izolowana z organizmu dawcy i
przechowywana. Ulega wiedy uszkodzeniu. W cyklu do$wiadczen przeprowadzonych z
wykorzystaniem perfuzji pozaustrojowej badaliSmy wplyw lekow blokujgeych kanaly
wapniowe jej czynno$¢ i strukturg. Perfuzja watroby w pierwszym do$wiadczeniu
przeprowadzana byla w ukladzie zamknietym. Do perfuzatu dodalismy jeden z lekow
blokujgcych kanaty wapniowe: nifedyping, nitrendypine lub werapamil w matych stezeniach,
w ktorych leki te nie wptywaja na aktywnos$é enzymow mikrosomalnych watroby. W trakcie
perfuzji oznaczono metabolity antypiryny jako wskaznika funkeji metabolicznej watroby.
WykazaliSmy. ze kazdy z badanych inhibitoréw kanalu wapniowego, podany w niskim
stgzeniu, wykazywal ochronne dzialanie na czynnosé watroby w czasic perfuzji
pozaustrojowej. Wyniki tego dodwiadczenia zachecily mnie do przeprowadzenia kolejnych
badan, ktore staly si¢ podstawa do napisania rozprawy doktorskiej.

W kolejnych badaniach proces perfuzji zostal zmodyfikowany i unowoczes$niony.
Perfuzje przeprowadzalismy w obiegu otwartym ze stalg predkoscia przeptywu, pod kontrola
cisnienia, utlenowania perfuzatu i temperatury. Okazalo sig, ze wsrdd lekow blokujgcych
kanaly wapniowe najsilniejsze dzialanie na watrobe poddang ,niedokrwieniu zimnemu”
podczas przechowywania w temp. 4°C przez 24 godziny, wykazuje nitrendypina, zwlaszeza,
gdy jest dodana nie tylko do plynu shizacego do przetrzymywania narzgdow przed
przeszczepieniem (HTK), ale réowniez do plynu Ringera stuzgcego do przephlukania tego
narzadu przed rozpoczeciem perfuzji.

Wykorzystujgc t¢ procedurg badano takze wplyw rozpuszczalnej w wodzie soli sodowej
kwercytyny (NaQSA) na aktywno$¢ SOD oraz przemiane NO. Wykazano, ze zwigzek ten
dodany do perfuzatu wykazuje pewne dzialanie ochronne na uktad NO jedynie w malych
stezeniach, powodujac wyrazne zwigkszenie aktywnosci DDAH oraz mniejszy wzrost ADMA.
Nie wykazano wplywu NaQSA na aktywno$é SOD w watrobie w tych warunkach. Wyniki tej
pracy staly sig elementem cyklu do$wiadczed nad poznaniem wladciwosci NaQSA,
przeprowadzonymi przez nasz zespot w Zakladzie Farmakologii. Nalezy zaznaczy¢, ze NaQSA
jest oryginalnym zwigzkiem, ktory powstai w Zaktadzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
Politechniki Rzeszowskiej.

Wyniki dodwiadczen nad zwigzkami modulujgeymi czynno$é watroby w perfuzji
pozaustrojowej zostaly opublikowane w trzech pracach oryginalnych (w dwoch bylam
pierwszym autorem), trzech pracach poglagdowych (we wszystkich bylam pierwszym autorem)
oraz w mojej rozprawie doktorskiej. Zostaly przedstawione takze w trzech doniesieniach
zjazdowych.,
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3. Wplvw flawonoidéw na indukowana lekami immunosupresyjnymi {cyklofosfamidem)
toksycznosé narzadowa, stres oksydacyjny 1 parametry ukfadu immunologicznego

Cyklofosfamid jest uznanym lekiem przcciwnowotworowym charakicryzujgeym sig
dodatkowo silnymi wladciwoéciami immunosupresyjnymi. Jego zastosowane ograniczajg
liczne dziatania niepozadane, dotyczace zwlaszeza ukladu moczowego (krwotoczne zapalenie
pecherza moczowego) oraz hematopoezy (zwlaszeza spadek liczby leukocytow i plytek krwi).

W dogwiadczeniach zwigzanych z tym tematem probujemy odpowiedzie¢ na pytanie:
czy flawonoidy, ktérych korzystne wiasciwosei na organizm sg szeroko badane, chronig
narzady przed toksycznym dziataniem cyklofosfamidu. W tym celu badalismy r6zne parametry
funkciji poszczegolnych narzadéw (watroba. nerki, jelita, pecherz moczowy) na wskaZniki
stresu oksydacyjnego oraz przemiany NO. Struktura narzadéw oceniana byla w badaniu
histopatologicznym. Moryna, naturalnie wystepujgey flawonoid, jedynie czgéciowo odwracala
zmiany wywotane przez cyklofosfamid (hipoproteinemig, spadek liczby erytrocytow).
Korzystne dzialanie antyoksydacyjne wykazywata natomiast s61 sodowa moryny (NaMSA).
Odwracala wywolany przez cyklofosfamid spadek aktywnosci SOD oraz spadek stgzenia GSH
w nerkach. W kolejnej pracy ocenilismy wptyw soli sodowej moryny (NaMSA) na skladowe
przemiany NO. Zaskakujace wyniki tego doswiadczenia wskazujg na pewne korzystne
dzialanie cyklofosfamidu (spadek ADMA i wzrost aktywnosci DDAH) bez istotnego
ochronnego dzialania badanego flawonoidu,

Do tej pory, wyniki pracy nad tym zagadnieniem zostaly opublikowane w trzech
pracach oryginalnych, w ktérych jestem drugim autorem oraz w dziewieciu doniesieniach
zjazdowych prezentowanych na rdzmych zjazdach migdzynarodowych i krajowych.

4. Poréwnanie wplywu naturalnych flawonoiddéw moryny i kwercetyny oraz ich
rozpuszezatnych w wodzie soli (soli sodowej kwasu kwercytyno-5-sulfonowego 1 soh
sodowej kwasu  moryno-5-sulfonowego) na  wybrane parametry ukiadu
oksydoredukeyjnego u myszy zatrutych kadmem

Kadm jest szeroko rozpowszechnionym w $rodowisku zwigzkiem. Jednym z
mechanizméw uszkodzenia narzadéw w zatruciu tym metalem jest jego dzialanie
prooksydacyjne. Obniza on aktywnos¢ SOD, CAT, GPx, oraz stezenie GSH wigzac si¢ z
grupami tiolowymi. Dotychczas nie znaleziono nietoksycznych substancji, kidre obnizatyby
stezenie kadmu w organizmie i hamowaly jego toksyczno$é. Wykazano, ze flawonoidy takie,
jak kwercytyna i moryna, tworza kompleks z kadmem bedacym na drugim stopniu utlenienia i
wykazuja silne whasciwosci antyoksydacyjne. Rozpuszezalne w wodzie sole sodowe
kwercytyny i moryny (NaQSA, NaMSA) sg nietoksyczne i, podobnie jak ich naturalne
odpowiedniki, wykazujg ochronne dziatanie na narzady w zatruciu kadmem.

W badaniach prowadzonych w naszym zakladzie wykazalismy ich korzyste dzialanie
na peroksydacje lipidéw w modelu myszy zatrutych kadmem. Wykazalismy, ze w grupach
otrzymujacych kadm razem z jednym z flawonoidow, aktywno$¢ SOD oraz stezenie GSH
wzrosto istotnie statystycznie w poréwnaniu do grupy otrzymujacej sam kadm. Jednak wartosci
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tych parametrow byly nadal mniejsze niz w grupie niezatrute) tym metalem. Nie wykazano
potegowania dzialania dwdch rownoczesnie zastosowanych zawigzkéw: soli sodowych
moryny i kwercytyny.

Wyniki pracy nad tym zagadnieniem zostaly opublikowane w dwdch pracach
oryginalnych oraz prezentowane w jednym doniesieniu zjazdowym.

5. Wplyw antybiotykdéw makrolidowych — erytromycyny i roksytromycyny oraz drogi ich
podawania na rozw0j przeszezepionego myszom czerniaka linii BI6F10

Makrolidy to grupa antybiotykow posiadajgea wiele dodatkowych wladciwodel, m.in.
dziatanie prokinetyczne, immunomodulujace i przeciwzapalne. Prawdopodobnie posiadaja one
rowniez dziatanie przeciwnowotworowe.

Celem doswiadczenia byta ocena wplywu erytomycyny i roksytromycyny, podawanych
dootrzewnowo, na wzrost guza u myszy BI6FI0 z przeszczepionym czerniakiem.
Erytromycyna hamowata wzrost guza, gdy podawana byla w stezeniu 10 i 50 mg/kg,
roksytromycyna — jedynie w stezeniu 10 mg/kg. Obiecujace wyniki tego doswiadczenia
skfonity nas do kontynuacji tego tematu i zbadania dziatania przeciwnowotworowego tych
lekéw po podaniu dozolgdkowym. Niestety, nie udalo sie wykazaé¢ takiego dziatania
makrolidow po zmianie drogi podania — nie hamowaly one wzrostu guza ocenianego pod
koniec eksperymentu, chociaz $rednia objetosé guzow byla mniejsza niz w grupie kontrolnej.

Wyniki badaf prowadzonych nad tym tematem zostaly opublikowane w jednej pracy
oryginalnej oraz zaprezentowane w jednym doniesieniu zjazdowym.

6. Wplyw omeprazolu i ranitydyny na biodostepno$¢ winpocetyny po podaniu doustnym u
SZCZUrOW

Winpocetyna jest pochodng winkaminy stosowang w wielu chorobach naczyniowych i
degeneracyjnych mozgu. Jest zwigzkiem stabo rozpuszezalnym w wodzie, podlegajgcym
efeklowi pierwszego przejscia przez watrobe. Biodostepnosé tego leku po podaniu doustnym
jest mafa i wynosi zaledwie 7%. Obecno$¢ pokarmu zwieksza biodostepnoéé winpocetyny.
Wiemy. ze pokarm jest czynnikiem, ktdry istotnie zmienia farmakokinetyke wielu lekow.
Zmiana pH w przewodzie pokarmowym, poprzez zmiane jonizacji czasteczek, moze
modulowaé wehlanianie lekoéw. Do tej pory nie zostal zbadany wplyw inhibitoréw pompy
protonowej na biodostepnosé podanej doustnie winpocetyny.

W naszym doswiadczeniu szczury otrzymywaty pojedynczg dawke winpocetyny razem
lub bez dootrzewnowo podanego, 5 dni wezesniej, omeprazolu. Stezenie winpocetyny bylo
badane w okreslonych przedziatach czasowych. Wykazano, ze omeprazol nie wplywa na
biodostepnosé winpocetyny.

Efektemn pracy na tym tematem jest praca oryginalna i deniesienie zjazdowe.

7. Wplyw preparatu odmiany uprawnej derenia wiasciwego (Cornus mas L..) na stezenie
lipidow w surowicy zwierzat
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We wspolpracy z Katedra Technologii Owocow, Warzyw 1 Zboz Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroclawiu oraz z Arboretum 1 Zakladem Fizjografii w Bolestraszycach
badamy potencjalne mozliwodci zastosowania owocow derenia wlasciwego (Cornus mas L..)
w profilaktyce i leczeniu. ZaplanowaliSmy szereg do$wiadczen, z ktérych czeéé jest weigz
wykonywana. Owoce derenia wlasciwego sg niezwykle cennym surowcem o unikalnym
skladzie. Bardzo popularne w Polsce w latach przedwojennych, wykorzystywane w celach
spozywczych i medycynie naturalnej, po wojnie zostaly zapomniane. Jednoczesnie, w ostatnich
latach pojawiajg sie coraz liczniejsze doniesienia naukowe 0 pozylywnych wihasciwosciach
farmakologicznych rdéznych gatunkéw derenia.

Pierwszym etapem prac byla ocena skladu liofilizatu z owocow derenia wlasciwego. Na
podstawie analizy HPLC-MS/MS wykazano obecnosc czynnych biologicznie substancji z
grupy irydoidow (kwas loganowy 1 komuzyd) oraz antocyjandw, co dalo podstawe do
planowania kolejnych badan.

W pierwszym badaniu in vivo ocenialiSmy wplyw suplementacji liofilizatu z owocow
derenia wiadciwego na aktywnosé seksualng krolikow oceniang w testach behawioralnych oraz
jakog¢ biologiczng nasienia i stezenie hormonéw pleiowych u tych zwierzat. Jakos¢ nasienia
badaliémy oceniajac koncentracje plemnikéw w jednostee objgtodei 1 morfologie plemnikow w
ocenie mikroskopowej oraz wlasciwosci ruchowe plemnikow z wykorzystaniem, komputerowo
wspomaganej, analizy jakosci nasienia. Wykazalismy wplyw doustnie podawanego liofilizatu
7 owocéw derenia na wzrost aktywnoscl seksualnej, wyrazony istotnym wzrostem liczby
pokrytych samic i zwigkszeniem ilosci ejakulacji. Obserwowali$my takze nieistotne
statystycznie skrocenie czasu od dopuszczenia samicy do pierwszego pokrycia i ejakulacji oraz
czasu od ejakulacji do kolejnego pokrycia.

W kolejnym do$wiadczeniu badalismy dziatanie liofilizatu z owocow derenia
whasciwego u krélikéw z, indukowang dietg, hiperlipidemia i miazdzyca. Oceniali$my poziom
lipidéw oraz wplyw liofilizatu na ukfad oksydoredukeyjny w watrobie, stezenie cytokin
prozapalnych, fibrynogenu, nasilenie zmian miazdzycowych w aorcie oraz ekspresje biatek
wewngtrzjgdrowych PPAR alfa w watrobie. Wykazalismy, ze badany preparat spowodowat
zmnicjszenie stgzenia tréjgliceryddw w  surowicy, zmmiejszenie wartoscei  wskaznika
alerogennego oraz zmniejszenie nasilenia zmian miazdzycowych w aorcie. Dodatkowo.
zmniejszat on peroksydacje lipidow 1 zwigkszat stezenie GSH w watrobie. Zmniejszat takze
stezenie cytokin prozapalnych w surowicy. Stwierdzono rowniez istotny wzrost ekspresji
PPAR alfa wskazujacy na wzmozony katabolizm kwasow tluszezowych w watrobie. Jest to
prawdopodobnie mechanizm, przez ktory badany liofolizat obniza stezenie trojglicerydow we
krwi i zapobiega rozwojowi miazdzycy.

Obecnie trwaja badania majace na celu okreslenie wplywu poszczegdinych substancii
czynnych. obecnych w owocach derenia wiasciwego. na gospodarke lipidowa oraz 10zwW0j
zmian miazdzycowych u zwierzat. Planujemy takze kolejne badania z zakresu farmakokinetyki
oraz badania oceniajgce interakcje derenia wlasciwego z innymi lekami na poziomie
metabolizmu w watrobie.
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Efektem pracy nad tym tematem jest w chwili obecnej jeden patent, jedno zgloszenie
projektu wynalazczego oraz doniesienie zjazdowe. Zgloszenie patentowe bylo trzykrotnie
prezentowane i nagrodzone na targach wynalazczosci.

8. Ocena dzialania przeciwlgkowego fosfolipidow z z6itka jaja kurzego (,,super lecytyny™)
w testach behawioralnych (projekt unijny: Innowacyjne technologie produkeji
biopreparatow na bazie nowej generacii jaj (OVOCURA)) (badanie zamkniete)

Byl 10 zlozony projekt naukowo-badawczy realizowany w latach 2009-2012 w ramach
Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, ktérego istotg byly innowacyjne dziatania
w obszarze produkcji nowej generacji jaj oraz nowoczesne lechnologie pozyskiwania
biologicznie aktywnych substancji do zastosowan nutrafarmaceutycznych i biomedycznych w
profilaktyce 1 terapii choréb cywilizacyjnych. Zadaniem zespotu pod kierownictwem Prof.
Andrzeja Szuby bylo przeprowadzenie testow aktywnosci biologicznej i biomedycznej
otrzymanych biopreparatéw w badaniach na ssakach.

W ramach tego zadania badaliémy dzialanie przeciwlekowe fosfolipidow z zdkka jaja
kurzego (,super lecytyny”). Fosfolipidy sg podstawowymi skladnikami neuronalnych blon
komorkowych. Odgrywajg kluczowa role w procesach biochemicznych i fizjologicznych
neuronow. Wykazano, ze zaburzenia metabolizmu fosfolipidow w tkance nerwowe] majg
zwiazek z zaburzeniami lekowymi i depresja.

Dzialanie przeciwlgkowe 1 uspokajajgce tych zwiazké4w oceniano w  testach
behawioralnych po 6 tygodniach suplementacji standardowe; karmy podawanej szczurom
szezepu Wistar Han. Wyniki przeprowadzonego do$wiadczenia (istotnie wydluzony czas
przebywania w otwartych ramionach w tescie podniesionego labiryntu krzyzowego oraz istotny
wzrost liczby ,karanych™ prob pobierania wody w tescie Vogla przy braku istotnych réznic w
przebytym dystansie i $redniej predkosci w tescie otwartego pola) wskazujg na wybidreze
dzialanie przeciwiekowe fosfolipidow (,superlecytyna™), przy ich braku dziatania
uspokajajgcego.

W kolejnym doswiadczeniu badali$my dzialanie przeciwdepresyjne oleju z watroby
dorsza, fosfolipidow z zoktka jaja kurzego (,super lecytyny™) i ich mieszaniny. Badania
przeprowadzono na szczurach, samcach szezepu Wistar Han w dwdéch etapach. W pierwszym
— zbadano dzialanie tych zwigzkow w modelu fagodnego przewleklego stresu (chronic mild
stress, CMS), w drugim — zbadano dzialanie samych fosfolipidow w tedcie wymuszonego
plywania. W modelu CMS szczury przez 9 kolejnych tygodni narazone byly na dziatanie
fagodnych. nieprzewidywalnych stresordéw, a nastepnie karmione badanymi zwigzkami. W
tescie wymuszonego plywania dzialanie przeciwdepresyjne oceniano po 6 tygodniach
suplementacji fosfolipidow. Nie wykazano dzialania przeciwdepresyjnego diety wzbogacone]
w wielonienasycone kwasy tluszczowe omega-3 ani w tescie tagodnego przewlekiego stresu
ani w tescie wymuszonego plywania.

Wyniki pracy doswiadczalnej naszego zespolu zostaly opublikowane w jednej pracy
oryginalnej, w ktdre] jestem drugim autorem oraz trzech doniesieniach zjazdowych
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prezentowanych na konferencjach migdzynarodowych. Przygotowywana jest druga praca
oryginalna.

E. POZOSTALE INFORMACIJE
A. Podsumowanie dorobku naukowego

Moj dorobek naukowy, z wylgezeniem publikacji wehodzaeych w sklad osiggniecia
naukowego, obejmuje 45 publikacji w czasopismach recenzowanych o lacznej wartosci
IF: 19,702 oraz pkt. MNiSW/KBN: 341

(371 Iacznie z punktacja za prace oryginalne w suplemencie czasopisma Pharmacol
Rep, w 2007 roku, kiore podlegaty takim samym procedurem peer review, jak
materiaty publikowane w gldwnym czasopi$mie;

448 punktow acznie z punkiacja za 3 patenty oraz 1 zgloszenie patentowe';)

e Prace oryginalne: 135 publikacji o Iacznej wartoser pkt MNiISW/KBN: 188, w
tym:
o 10 publikacji z IF = 11,675 oraz pkt. MNiSW/KBN: 164, z ktérych w 1
jestem pierwszym, a w 6 drugim autorem
o 5 publikacji bez IF, pkt. MNiSW/KBN: 24, z ktérych w | jestem plerwszyin
i w 1 drugim autorem

o Artykuly pogladowe: 27 publikacji o facznej wartosci pkt. MNiISW/KBN: 154,
wtym:
o 4 publikacje z IF = 1,16, pkt. MNiSW/KBN: §1, z ktorych w 2 jestem
pierwszym autorem
o 23 publikacje bez IF, pkt. MNiSW/KBN: 102, z ktorych w 5 jestem

pierwszym, a w 7 drugim autorem

e Rozdzialy w monografiach, podrecznikach i skryptach:
o 4 pozycje, pkt. MNISW/KBN: 11,

o Publikacje pelnotekstowe w suplementach czasopism:
o 3 publikacje z IF = 6,87, pkt. MNiSW/KBN: 30,
(prace oryginalne podlegaly takim samym procedurom peer review, jak materialy
publikowane w glownym czasopismie)

e Doniesienia zjazdowe ze zjazdéw:
o miedzynarodowych: 34

* punktacja przvjeta przez Senacka Komisje Badan Naukowych w postanowicniach ¢ ocenie dorobku naukowego pracownikdw akademii
Medycznej, a nastepnie Uniwersytetu Medycznego. na zasadach okredlanych w kolejnych razporzadzeniach Ministra Nauki i Infor matyzaci,
a pognie} Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego (Dz. U 2 2005 1, Nr 161, poz. 1359; Dz. U, 7 2007 r. Nr 205, poz 1489: Dz UL 2 1.08 2012
r.. poe. 877).
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krajowych: 3

Index Hirscha: 4 (wg. Web of Science)

Liczba eytowan: 65, w tym bez autocytowan: 56 (wg. Web os Science)

B. Udzial w konferencjach naukowych:

<]

Udzial czynny (w 10 konferencjach):

o]

O

O

Migdzynarodowy Kongres Polskiego Towarzystwa Farmakologicznego w
Poznaniu (12-14.09.2004), Wroclawiu (6-8.09.2007), Krynicy-Zdroju (16-
18.09.2010) 1 Kazimierzu Dolnym (23-25.05.2013)

VII Swiatowa Konferencja Europejskiego Towarzystwa Farmakologii
Klinicznej i Farmakoterapii (IUPHAR), Florencja (15-20.2000)
Migdzynarodowa Konferencja Grupy Motoryki Przewodu Pokarmowego,
Zagan (26-27.09.2008)

X1 Konferencja MipTec “The leading European event for drug discovery”,
Bazylea (14-16.10.2008).

XVI Europejski Tydzien Gastrologiczny (UEGF), Wieden (18-22.10.2008)
XVI Sympozjum Sekeji  Kardiologii  Eksperymentainej Polskiego
Towarzystwa Kardiologicznego, Poznan (Polska, 24-26.11.2011)
Konferencja Europejskiego Towarzystwa Badan nad Watroba, Tallinn (22-
23.06.2012)

Udzial bierny (w 24 konferencjach):

O

@]

Sympozjum: Neuropsychofarmakologia 2000 - Dzi§ 1 Jutro (20-
21.10.2000)

VI Ogoélnopolski Zjazd Towarzystwa Terapii Monitorowanej ,, Jak leczy¢
skutecznie i bezpiecznie”, Wroctaw (23-25.10.2003)

V Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmakologii Klinicznej 1 Terapii: Metody
Molekularne w Farmakologii Klinieznej — od teorii do zastosowati, Poznan
(19.11.2009)

XVIi Miedzynarodowy Kongres Polskiego Towarzystwa
Kardiologicznego, Wroctaw (26-28.09.2013)

Kongresy: Nadcisnienie Tetnicze, jako problem interdyscyplinamy we
Wroctawiu (21-23.04.2005 1 19-21.04.2007) oraz Zjazdy Polskiego
Towarzystwa Nadci$nienia Tetniczego w Szezecinie {14-16.10.2010) 1 w
Krakowie (18-20.10.2012)

Konferencje 1 sympozja naukowo-szkoleniowe 2z zakresu chordb
wewnetrznych: IV Krajowa Konferencja Internistow Polskich, Warszawa
(17-18.06.2005), Podsumowanie zmian w leczeniu cukrzycy, nadci$nienia
tetniczego 1 stabilnej choroby wiencowej, Wroctaw (17.01.2009);
Diagnostyka Choréb Zakaznych, Warszawa (21.11.2008); Sympozjum
naukowo-szkoleniowe: Zespot metaboliczny, Wroctaw (18-19.11.200%)
Konferencje i sympozja naukowo-szkoleniowe z zakresu hipertensjologii i
kardiologii: Nowe mozliwosci terapii Nadcisnienia tetniczego w 2008 roku,
Wroclaw (7.03.2008); Konferencja Kardiologii Polskiej, Poznan (6-
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7.02.2009); Wiclkopolskie Dni Hipertensjologii w Poznanin  (19-

20.10.2007. 6-7.11.2009); Jak skutecznie leczy¢ nadcisnienie tetnicze?

Wroclaw (3.04.2009); Sympozjum Naukowo-Szkoleniowe Nadcisnienie

Tetnicze, standardy postepowania, najnowsze doniesienia, Wroclaw

(5.02.2011, 25.02.2012, 23.12.2013); Repetytorium z Hipertensjologii w

Warszawie (11.09.2010) i dwukroinie we Wroctawiu (8.04.2010 i

16.11.2013); IX Konferencja Dydaktyczna Czasopisma ,,Nadcisnienie

Tetnicze, Warszaw (21-22.05.2010), IX Konferencja Czasopisma

,Cardiology Journal”: 2013 — rok szesciu nowych wytycznych ESC/PTK,

Warszawa (22-23.03.2013)

o Kurs podsumowujacy pt. Standardy w Echokardiografii — Szkolenie
akredytacyjne sekgji echokardiografii PTK, 23.11 2013, Katowice, Polska

e Prezentacja ustna na XVI Sympozjum Sekeji Kardiologii Eksperymentalnej
PTK w Poznaniu (24-26.11.2011): ,,Influence of ezetimibe on antioxidant
parameters in rat liver subjected to ischemia/reperfusion”.

o Wyklad na zaproszenie organizatordw na M iedzynarodowej Konferencji Grupy
Motoryki Przewodu Pokarmowego w Zaganiu (26-27.09.2008): Modele
eksperymentalne zaburzen motoryki przewody pokarmowego

e  Wygloszone referaty na Posiedzeniach PTF:

o 26.03.2003 Posiedzenie naukowe Wroctawskiego Oddziatu Polskiego
Towarzystwa Farmakologicznego, Polskiego Towarzystwa
Toksykologicznego 1 Towarzystwa Terapii ~ Monitorowanej:
Hepatotoksycznosé wybranych lekow.

o 26.01.2005 Posiedzenie naukowe Wroctawskiego Oddziatu Polskiego
Towarzystwa Farmakologicznego, Polskiego Towarzystwa
Toksykologicznego i Towarzystwa Terapii Monitorowanej: Wplyw
lekow  blokujacych kanaly wapniowe na watrobe  szczurzg
przechowywang do przeszezepienia.

C. Udzial w projektach badawezych

o 1.10.2000-31.12.2001 — kierownik projektu w ramach badan wiasnych uczelini
(564): Badania nad zastosowaniem antagonistéw receptorow Hj-histaminowych
w hamowaniu aknienia

e 1.10.2000-31.12.2001 — cztonek zespotu badawczego projektu w ramach badan
whasnych uczelni (563); Rola receptorow Hi-histaminowych w regulacji
spozycia etanolu

e 2000-2001 - czlonek zespotu badawczego grantu 565: Wplyw agonisty
receptora alfa2/I1 na cisnienic wewngtrzgatkowe u krélikow.

o 72004 — czionek zespolu badawczego grantu 1012: Wplyw inhibitora
wewngtrzkomérkowego wigzania histaminy (DPPL) na proliferacje wybranych
linii komorkowych

o 1.10.2007-31.12.2009 — kierownik projektu ST-49: Wplyw inhibitora reduktazy
hydroksymetyloglutarylo-CoA  (simwastatyny) podawanego przewlekle na
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aktywnos¢ ukladu oksydoredukeyjnego watroby w warunkach niedokrwienia i
reperfuzji

1.01.2009-31.12.2010 — czlonek zespolu badawczego ST-346: Wplyw
flawonoidow  na  indukowang lekami  immunosupresyjnymi  (np.
cyklofosfamidem) toksycznos$é narzadows, stres oksydacyjny i parametry
ukiadu immunologicznego

1.01.2009-31.12.2010 — czlonek zespotu badawczego ST348: Porownanie
wplywu naturalnych  flawonoiddéw  moryny 1 kwercetyny oraz ich
rozpuszczalnych w wodzie soli (soli sodowej kwasu kwercytyno-5-sulfonowego
1 soli sodowej kwasu moryno-5-sulfonowego) na wybrane parametry ukladu
oksydoredukeyjnego u myszy zatrutych kadmem

1.01.2006-31.12.2008 ~ czionek projektu PB-1414: Wplyw antybiotykow
makrolidowych — erytromycyny i roksytromycyny oraz drogi ich podawania na
rozwj przeszczepionego myszom czerniaka linii BI16F10
1.01.2009-31.12.2010 —~ czlonek projektu 1908: Wplyw omeprazolu i
ranitydyny na biodostepno$é¢ winpocetyny po podaniu doustnym u szczurdw
1.01.2011-31.12.2013 — kierownik projektu ST-555. Wpltyw wybranych
substancji na funkcjg i strukture narzadoéw, parametry stresu oksydacyjnego i
ukiadu tlenku azotu w warunkach fizjologicznych i w réznych stanach
chorobowych

Projekt unijny realizowany w okresie od 26.02.2009 do 31.03.2013:
Innowacyjne technologie produkcji biopreparatéw na bazie nowej generacji jaj
(OVOCURA); nr POIG.01.03.01-00-133/08

Projekt unijny realizowany latach 2010-2011 w ramach Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka, wspotfinansowany przez UE  ze $rodkow
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego UDA-POIG.01.01.01-02-
011/09-00. Tytuk: Lider Obszaru Badawczego "Biotechnologia i Farmaceutyka”
projektu ,,Identyfikacja potencjahu i zasobow Dolnego Siagska w obszarze nauka
i technologie na rzecz poprawy jakosci zycia (Quality of Life) oraz wytyczenie
przysztych kierunkéw rozwoju. Badania metodami foresight™

D. Patenty i zgloszenia patentowe?

]

27.05.2013 — Wspdlautor Patentu (Pat. 215664); ,,Urzadzenie do krétkotrwatego
unieruchomienia gryzoni w celu pobrania krwi” (pkt. MNiSW/KBN: 25)

e 11.08.2011 — Wspdtautor Patentu (P-395934): , Zaslosowanie derenia wlasciwego

Cornus mas L.. lub jego tkanek lub ich wytworéw” (pkt. MNISW/KBN: 251)

o 01.08.2012 — Wspolautor Zgloszenia Patentowego (P-400211); Zastosowanie

preparatu  z odmiany uprawnej derenia wihasciwego Cornus  mas L.
wyselekcjonowanej w Europie do utrzymania fizjologicznego stezenia oraz
obnizania poziomu lipidéw, zwlaszcza tréjglicerydow, (pkt. MNiSW/KBN: 21

? punkiacja przyjgia przez Senacka Komisje Badan Nackowyeh w postanowieniach o ocenie dorobku naukowego pracownikow akademit
Medyczne], a nastepnie Uniwersyletu Medycznego, na zasadach okreglanych w kolejnyeh rozporzadzeniach Ministra Nauki i Informatyzacyi,
a pozniej Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (Dz. U 2 2003 1. Nr 161, poz. 1359; Dz. U, 22007 v, Nr 205, poz. 1489 Dz, U. z 1.08.2012

.. poz. 877),
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o Prezentacja wynalazku na 61 Migdzynarodowych Targach Wynalazczosci,
Badaf Naukowych i Nowych Technik w Brukseli. European cultivars of
Cornelian cherry (Cornus mas L.) for prevention and treatment of
atherosclerosis — novel plant product decreasing serum triglycerides. -
Brussels INNOVA 2012, 15-17.11.2012. Brussels Expo (Heysel) 2012;
5.45-46 poz.29 -nagrodzony srebrnym medalem i dyplomem Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego

o Prezentacja wynalazku na Migdzynarodowych Targach Innowacji i Nowych
Technologii Inno-Tech Expo 2013, Kielce, 17-19.10.2013

o Prezentacja wynalazku na Targach Innowacji i Przedsiebiorczosci 4
FUTURE we Wroclawiu, 23-24 pazdziernik 2013

o 04.12.2012 - Wspélautor Patentu (P-401894): , Zastosowanie preparatu
fosfolipidowego z zottka jaj)” (pkt. MNiSW/KBN: 251

E. Szkolenia i kursy
o Instytut Farmakologii PAN, ul. Smetnal2, Krakéw, Poiska: 20-24.03.2000
o Instytut Farmakologii PAN, ul. Smetnal2, Krakow, Polska: 16-19.10.2000
e Roztoczanska Szkola Ultrasonografii, Zamos¢, Polska: 2-7.09.2012
o 1 Warsztaty Lipidologiczne w ramach Ogélnopolskiego Forum zaburzen
Lipidowych, 12-13.12.2013 Warszawa, Polska

F. Recenzowanie publikacji w czasopismach:

o 27.09.2011 — recenzja pracy oryginalnej pt.. “The assessment of selected
biochemical parameters in the serum of rats treated with mianserin and
simvastatin” dla czasopisma Pharmacological Reports; IF: 2.445

e 9.01.2012 — recenzja pracy oryginalnej pt. “The clinical significance
sympathetic overactivity in patienls with systemic sclerosis: Reverse dipper
pattern of blood pressure and ADMA” dla czasopisma African Journal of
Pharmacy and Pharmacology; IF: 0.84

G. Dzialalno$é dydaktyczna

o Jako pracownik naukowo-dydaktyczny Katedry i Zakladu Farmakologii
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu prowadzeg
zajecia dydaktyczne z zakresu:

o ,Farmakologia i toksykologia® na Wydziale Lekarskim (IV rok) oraz
,Farmakologia” na Wydxziale Lekarsko-Stomatologicznym (Il rok), w tym
rowniez dla English Division

o JFarmakologia z farmakodynamika” na Wydziale Farmaceutycznym av
rok)

e Wyklady w rtamach kurséw organizowanych przez Studium Szkolenia
Podyplomowego Wydzialu Farmaceutycznego AM we Wroclawiu w latach:
2005 - 2010

e Dolnoslaski Festiwal Nauki, 2004 .

(8%
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(M. Trocha, A. Merwid-Lad, E. Chlebda, A. Szelag et al. Katedra i Zaklad
Farmakologii, Akademia Medyczna)
Sesja: Co powinnismy wiedzieé o lekach?

— Cuzy wszystkie leki sg bezpieczne dla mojej watroby?

— Paracetamol — lek popularny, ale malo znany

- Leki przeciwbdlowe — co kazdy wiedzie¢ powinien

- Co wskazuje, ze mam alergie na leki?

H. Dzialalno$é w komitetach organizacyjnych
o Czlonek Komitetu Organizacyjnege XVI Migdzynarodowego Kongresu
Polskiego Towarzystwa Farmakologicznego, Wroctaw, 6-8.09.2007

I. Dzialalno$é w zawedzie lekarza

Oprécz  dzialalnodei naukowo-badawczej 1 dydaktyczne] zwigzanej z moim
podstawowym miejscem pracy w Katedrze i Zakladzie Farmakologii, w latach 1995 - 2011
zwigzana bylam z Klinika Chorob Wewnetrznych, Zawodowych i Nadcisnienia Tetniczego
UM we Wroctawiu, gdzie w trakeie studiéw pracowatam jako wolontariusz, a po ukoficzeniu
studiow odbylam roczny staz podyplomowy. Nastepnie, pod kierownictwem Pani Prof. Anny
Skoczynskiej, odbylam szkolenie specjalizacyjne z choréb wewnetrznych, a pod
kierownictwem Pana Prof. Andrzeja Szuby ~ szkolenie specjalizacyjne z hipertensjologi.

Obecnie pracuj¢ w lecznictwic otwartym prowadzgc Poradni¢ Internistyczng i
Nadcisnienia Tetniczego. Zajmuje si¢ takze oceng przesiewowe] polisomnogratii, interpretacja
badania ABPM, wykonuje testy wysitkowe oraz badania echokardiograficzne.

J. Czlonkostwo w krajowyeh i europejskich towarzystwach naukowych
e Polskie Towarzystwo Farmakologiczne
o Polskie Towarzystwo Nadcisnienia Tetniczego
e Polskie Towarzystwo Kardiologiczne
o Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne
o Polskie Towarzystwo Lipidoiogiczne

K. Nagrody i wyréinienia

o 05.12.1997 — List wyrdzniajacy z bardzo dobre wyniki w nauce, wzorowe
wypelnianie obowiazkdw studenta oraz nienaganng postawe etyczna

o 2007 rok — Indywidualna nagroda naukowa 11 stopnia J.M. Rektora za wazne i
tworcze osiggniecia w pracy naukowej: za prace doktorskg pt.: ,,Wplyw lekow
biokujacych kanaly wapniowe na watrobg szczurzg przechowywang do
przeszczepienia”

o 2012 rok — Indywidulana nagroda naukowa II stopnia J.M. Rektora 7a wazne i
tworcze osiagnigeia w pracy naukowej: za cykl prac opublikowanych w 2010
roku.
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e 2010-2011 — Stypendium naukowe dla post-doc w ramach PROGRAMU
ROZWOJU AKADEMII MEDYCZNE] WE WROCEAWIU” Projekt
wsp6Hinansowany pizez Unie Europejska w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego UDA-POKL. 04.01.01-00-010/08-01

o 17.11.2012 — Srebrny Medal na Swiatowych Targach Wynalazczosci, Badan
Naukowych i Nowych Technik, BRUSSELS EUREKA! za projekt:
Zastosowanie preparatu z odmiany uprawnej derenia whasciwego (Cornus mas
L.), wyselekejonowanej w Europie do utrzymania fizjologicznego stezenia oraz
obnizania poziomu lipidéw, zwlaszeza trojglicerydow.

o 02.2013 — Dyplom Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, list gratulacyjny
Prof. Barbary Kudryckiej, za projekt pod nazwa Zastosowanie preparatu z
odmiany uprawnej derenia wlasciwego (Cornus mas L.), wyselekcjonowane w
Europie do utrzymenia fizjologicznego stgzenia oraz obnizania poziomu
lipidow, zwlaszcza trojglicerydow.
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