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Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

1999

2005

2018

mgr biologii, Wydzial Biologii, Wyzsza Szkota Pedagogiczna w Kielcach
dr n. biologicznych, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warminsko Mazurski w
Olsztynie. Tytut pracy doktorskiej:

» Wplyw testosteronu na aktywnos$¢ enzymow lizosomowych w watrobie i nerce
myszy utrzymywanych na zréznicowanym poziomie zywienia biatkowego”.

Studia Podyplomowe: Zywienie czlowieka i ocena zywnosci, PBSWiA w Warszawie

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

od 2010
od 2018

2007-2010

2004-2007

Wyzsza Szkota Rehabilitacji w Warszawie, Kierownik Katedry Dietetyki, adiunkt

Warszawska Uczelnia Medyczna im. T. Kozluka, przygotowanie i prowadzenie zajec

Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Collegium Medicum

Zaklad Farmakologii Do$wiadczalnej — asystent

Wyzsza Szkota Edukacji Zdrowotnej w Lodzi

Obecne stanowiska:

0d 2012

Od 2015

0d 2017

0d 2018

0d 2014

Adiunkt w Wyzszej Szkole Rehabilitacji w Warszawie
Cztonek Rady Wydziatu Wyzszej Szkoty Rehabilitacji w Warszawie
Czlonek Senatu Wyzszej Szkoly Rehabilitacji w Warszawie

Czlonek Zespolu ds. Okresowej Oceny Nauczycieli Akademickich w Wyzszej

Szkole Rehabilitacji w Warszawie

Kierownik Katedry Dietetyki w Wyzszej Szkole Rehabilitacji w Warszawie
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Poprzednie zatrudnienia:

o Panistwowa Agencja Rozwigzywania Probleméw Alkoholowych w Warszawie

° Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Collegium Medicum

Zaklad Farmakologii Doswiadczalnej — asystent

Wskazanie osiggnigcia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. 22016
r. poz. 1311.): a) tytul osiggnigcia naukowego/artystycznego, b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok
wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci wydawniczy), ¢) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww.
pracy/prac i osiggnigtych wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Tytul osiggnigcia: Enzymatyczne i nanohybrydowe modelowanie proceséw metabolicznych.

Wykaz prac wehodzacych w sklad osiggnigeia naukowego

1. Stanislawska Iwona; Liwinska Wioletta; Lyp Marek; et al.Recent Advances in Degradable
Hybrids of Biomolecules and NGs for Targeted Delivery. Molecules (Basel, Switzerland),
2019, Volume: 24, Issue:10, 1873. IF=3.267; MNiSW= 100.

Mdéj whktad w powstanie tej pracy polegal na przygotowaniu manuskrypty, interpretacji danych, opracowaniu

pismiennictwa i pozyskiwaniu funduszy.

2. TIwona Stanislawska, Bozena Witek, Malgorzata Czarny-Dzialak, Ewa Patka-Lebek, and
Marek Lyp. Activity of Lysosomal Enzymes During Protein Malnutrition and Progesterone
Supplementation in the Mouse. Advances in experimental medicine and biology - Clinical
and Experimental Biomedicine. 2019;1211:89-95. IF=2.45; MNiSW=20/70 (nowa

punktacja)

Méj whiad w powstanie tej pracy polegat na przygotowaniu projektu badawczego, interpretacji danych, przygotowaniu
manuskryptu, opracowaniu pismiennictwa i pozyskiwaniu funduszy.

3. Iwona Stanistawska, Bozena Witek, Marek Eyp, Danuta Rochon-Szmejchel, Adam
Wroébel, Wojciech Fronczyk, Agnieszka Kamifiska, Adam Kolataj, Daniel Zatuski. Effects
of Glutathione on Hydrolytic Enzyme Activity in the Mouse Hepatocytes. Adv Exp Med
Biol Clinical and Experimental Biomedicine.2018;1116:81-87. IF=2.126; MNiSW=25/70

(nowa punktacja)

Méj whilad w powstanie tej pracy polegal na przygotowani projektu badawczego, interpretacji wynikow,
przygotowaniu manuskryptu, opracowaniu pismiennictwa i pozyskiwaniu funduszy.

4. Bozena Witek, Danuta Rochon-Szmejchel, Iwona Stanislawska (autor korespondujacy),

Marek Lyp, Krzysztof Wrébel, Arkadiusz Zapata, Agnieszka Kaminska, Adam Kolataj.
Activities of Lysosomal Enzymes in Alloxan-Induced Diabetes in the Mouse. Exp.
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Medicine Biology - Neuroscience and Respiration. 2018, Vol. 1040, 73-81. IF=2.126;
MNiSW=25/70 (nowa punktacja)

MGaj wktad w powstanie tej pracy polegat na przygotowaniu projektu badawczego, interpretacji wynkdw, przygotowaniu
manuskryptu, opracowaniu pismiennictwa i pozyskiwaniu funduszy.

5 Stanislawska Iwona, Lyp Marek. Effect of Immobilization on Changes in Blood
Glucose and Cholesterol Concentration in the Examined Mice - Preliminary Studies. Acta
Balneol, 2020,TOM LXI, Nr 1(159):27-31. MNiSW=20/20 (nowa punktacja)

Méj whtad w powstanie tej pracy polegat na przygotowaniu projektu badawezego, interpretacii danych, przygotowaniu
manuskryptu, opracowaniu pismiennichva..

6. Liwinska Wioletta, Stanislawska Iwona, Lyp Marek, Mackiewicz Marcin, Stojek,
Zbigniew, Zabost, Ewelina. Degradable nanogel drug carrier crosslinked with three-
oligonucleotide hybrids for two-way drug release in mild- and high hyperthermia
treatment, Journal of Materials Chemistry B., 2017, 5(24):4713-4724.

IF=4.776; MNiSW=35/140 (nowa punktacja)

Maj witad w powstanie tej pracy polegal na przygotowaniu projeklu badawczego, interpretacji danych, przygolowaniu manuskryptu,
opracowaniu pismiennictwa i pozyskiwaniu funduszy.

Sumaryczna punktacja osiggnigcia naukowego: IF: 14,745; MNiSW: 225/470 (nowa punktacja)

Zestawienie punktacyjne calego dorobku publikacyjnego (wlgcznie z rozdziatami w
monografiach z punktacja MNiSW i publikacjami po 3 stycznia 2023)

Punktacja
IF Scopus/CiteScore KBN/MNiSW
I. Publikacje tworzace dzielo habilitacyjne 14,745 20,5 225/470
IL. Publikacje przed uzyskaniem stopnia doktora 0 0 140
I11. Publikacje po uzyskaniu stopnia doktora 36,31 51,5 1043
Suma punktow I-I11: 51,055 72 1408

Web of Science (WoS):

ilog¢é publikacji indeksowanych — 29
iloé¢ cytowanych publikacji — 25
iloé¢ cytowan — 146

indeks Hirscha = 7

Scopus:

ilo$¢ publikacji indeksowanych — 24
iloéé cytowanych publikacji —- 19
ilodé cytowan — 142

CiteScore =7
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Omoéwienie prac wehodzgeych w sklad osiggnigeia

Enzymatyczne i nanohybrydowe modelowanie procesow metabolicznych to
zaawansowane podejscie do badania i analizy proceséw biochemicznych zachodzacych w
komorkach organizméw. Te dwie techniki tacza procesy enzymatyczne, ktore odgrywaja
kluczowa role w przeksztalcaniu substancji chemicznych w organizmach, co pozwala na
precyzyjne kontrolowanie i manipulacj¢ procesami metabolicznymi na poziomie
molekularnym (nanoczgsteczek). Procesy te pozwalajg na bardziej zaawansowane badania i
rozwijanie innowacyjnych rozwiazan, ktére mogg poprawi¢ nasze Zrozumienie procesow
metabolicznych oraz przyczynié¢ si¢ do rozwoju nowych terapii i produktéw

biotechnologicznych.
Przykladami zastosowan tych technik sg:

Leczenie choréb metabolicznych: Poprzez modyfikacje enzyméw lub wprowadzanie
nanohybrydowych nosnikéw lekow, naukowcy mogg skupi¢ si¢ na celowym leczeniu chordb
metabolicznych, takich jak cukrzyca czy choroby dziedziczne. Bioprodukcja: Enzymatyczne
modelowanie moze by¢ wykorzystane do zwigkszenia wydajnosci produkcji bioproduktéw,
takich jak biopaliwa, a nanohybrydowe no$niki mogg pomoc w dostarczaniu substratow i
enzyméw do komorek mikroorganizmow. Terapie celowane: Nanohybrydowe no$niki mogg
by¢ zaprojektowane w taki sposéb, aby dostarcza¢ leki lub enzymy do konkretnych komorek
lub tkanek, co minimalizuje skutki uboczne i zwigksza skuteczno$¢ terapii. Inzynieria
metaboliczna: Dzieki modelowaniu enzymatycznemu i wykorzystaniu nanomaterialow
naukowcy mogg projektowa¢ i optymalizowaé szlaki metaboliczne w celu produkcji

pozadanych zwigzkéw chemicznych, takich jak biatka rekombinowane czy leki.

Zjawisko stresu i funkcjonowania organizmu w warunkach stresogennych jest
niezwykle istotnym elementem wplywajgcym na funkcjonowanie wszystkich organizmow
zywych co wplywa na zaburzenie przebiegajacych procesow metabolicznych. Stres powoduje
wiele niekorzystnych zmian psychicznych i somatycznych. Jednym z czynnikdw
wywolujacych stres jest immobilizacja. Unieruchomienie jako jeden z najwazniejszych
czynnikéw chorobotwérczych jest analizowany w réznych zakresach funkcjonowania
organizméw. Ocena wplywu unieruchomienia na procesy metaboliczne jest jednym z
najistotniejszych czynnikéw, ktére nalezy podda¢ analizie. Stres jest wywolany naglym,

silnym, nadprogowym pobudzeniem informatycznym 1 energetycznym. Reakcja na to
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pobudzenie generuje si¢ na poziomie molekularnym i komérkowym. Immobilizacja powoduje
zachwianie rownowagi metabolicznej organizmu zaréwno ludzi jak i zwierzat. Podczas
unieruchomienia, w warunkach obnizonej aktywnosci migsniowej dochodzi, co wydaje sig
paradoksalne, do nasilenia tempa przemiany materii i energii. Hipermetabolizm towarzyszacy
immobilizacji mozna probowaé tlumaczyé zaréwno przys$pieszonymi reakcjami osrodkowego
ukladu nerwowego, jak tez jego oddzialywaniem na metabolizm, giéwnie migsni
szkieletowych, Wiadomo, réwniez, ze dluzsze pozostawanie widkien migsniowych w stanie
skurczu a wigc w stanie zwiekszonego napigcia powoduje w nich intensyfikacj¢ przemian
metabolicznych. Wyplywa stad sugestia, iz analizie stresu nalezy poswigci¢ dalsze
eksperymenty dotyczace zmian pod wplywem immobilizacji jako przykladowego czynnika

stresogennego.

Celem tej czesci badan byla ocena zakresu ewentualnych zmian koncentracji glukozy
i cholesterolu w osoczu myszy nieselekcjonowanych i selekcjonowanych poddanych
immobilizacji. Badania przeprowadzono na 20 samicach myszy linii Swiss w wieku 12
tygodni, o $redniej masie ciata 30 — 35 graméw, selekcjonowanych przez 24 pokolenia z
uniknieciem pokrewiefistwa na wysokie tempo przyrostu masy ciala i 20
nieselekcjonowanych (kontrolnych), o $redniej masie ciata 18-20 graméw, ktoérych rodzice
byli kojarzeni losowo. Zwierzeta obu grup wybierano losowo z catej populacji, liczacej ponad
800 osobnikéw, pochodzacej z Instytutu Genetyki i Biotechnologii Polskiej Akademii Nauk
w Jastrzebcu. Wszystkie osobniki utrzymywano w standardowych warunkach fermy w
pomieszczeniu o temperaturze 22°C i naturalnym fotoperiodyzmie, $rednio 12 godzinach
$wiatla i 12 godzinach ciemnosci. W uzyskanych supernatantach watroby oraz w osoczu krwi
oznaczano koncentracje glukozy i cholesterolu catkowitego w oparciu o enzymatyczne
metody przy uzyciu diagnostycznych testow firmy Bio-Lachema-Test. Koncentracj¢ tych
wskaznikéw w watrobie wyrazono w molach/gram $wiezej tkanki w osoczu kiwi w
molach/litr osocza. Analize statystyczng uzyskanych wynikéw przeprowadzono przy uzyciu
programu Waltera R. Harveya. Wyliczono wartosci $rednie X i odchylenia standardowe Sq
wskaznikéw w osoczu oraz watrobie, w grupach kontrolnych i eksperymentalnych myszy
selekcjonowanych i nieselekcjonowanych oraz istotnosei statystyczne wg testu ,,t” Studenta.
Stres immobilizacji spowodowal istotne obnizenie koncentracji glukozy w osoczu i watrobie
myszy selekcjonowanych do 83% i 84% w poréwnaniu z warto$ciami w grupie myszy
kontrolnych. Myszy nieselekcjonowane nie wykazaly zadnych réznic statystycznie

potwierdzonych. Stres unieruchomienia spowodowal znamienny wzrost koncentracji
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cholesterolu do 121% w osoczu myszy selekcjonowanych. Mechanizm zmian adaptacyjnych,
w ktérych zasadnicza role odgrywa o§ podwzgérzowo — przysadkowo — nadnerczowa ma
ztozony przebieg i chociaz pozwala na ,przezycie” w okreslonej sytuacji stresowej, moze
wywolywaé zesp6l reakcji szkodliwych prowadzgcych do zaburzen chorobowych. Zmiany
sprawnosci adaptacyjnej organizmu mogg zachodzi¢ pod wplywem r6znych czynnikéw tj.
zmian warunkéw otoczenia czy trybu zycia. Adaptacja zwierzat jest reakcja na okreslone i nie
zawsze Kkorzystne warunki otoczenia. Analiza wariancji wieloczynnikowej ujawnila
statystyczng istotno§é réznic wywolanych selekcjg w odniesieniu do poziomu glukozy w
watrobie oraz cholesterolu w osoczu krwi. U myszy selekcjonowanych pod wplywem 48
godzinnej immobilizacji podwyzszyla si¢ koncentracja cholesterolu w osoczu za$ obnizyla
glukozy w osoczu i watrobie. Selekcja na wysokg masg ciala miata znamienny wplyw na
poziom badanych wskaznikow. Swiadczyé to moze, ze myszy selekcjonowane uzyskujgc
wigkszy przyrost biatka w postaci wigkszych przyrostow ciala, przy nizszym poziomie
glukozy, juz na poziomie komérkowym byly zmuszone pracowaé bardziej ekonomicznie,
ostrozniej gospodarujgc swoimi metabolitami strukturalnymi i energetycznymi.

Stanistawska Iwona, Lyp Marek. Effect of Immobilization on Changes in Blood Glucose and Cholesterol

Concentration in the Examined Mice - Preliminary Studies. Acta Balneol, 2020, TOM LXI, Nr 1(159):27-3 1.

Bozena Witek, Ewa Ochwanowska, Adam Kolataj, Alina Slewa, Iwona Stanislawska. Effect of melatonin
administration on activites of some lysosomal enzymes in the mouse. Neuroendocrinology Letterss, 2001, 22,

181 — 185.

Stanislawska L, Zielinska K., Wlostowska E., Jozwik A., Lyp M., Trylifiska E., Lejzerowicz B. The influence
of immobilization and physical effort on some lysosomal enzyme activity in hepatocytes of experimental mice.
European Journal of Physical and Rehabilitation Medicine, 2016, Vol. 52, Sup. L., nr. 2, str. 289.

Iwona Stanistawska, Marta Zych, Anna Cabak, Marek Lyp. Fizjoterapia w redukeji stresu u kobiet. Posiedzenie
Naukowe Oddziatu Mazowieckiego Polskiego Towarzystwa Rehabilitacji, 9.03.2019, Warszawa.

Stanistawska Iwona, Zych Marta, Lyp Marek. Znaczenie niefarmakologicznych sposobow zmniejszania stresu.
XI Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa TYGIEL 2019. Interdyscyplinarnos¢ kluczem do rozwoju. Lublin,

22-24.03.2019.

Stanistawska Iwona, Lyp Marek, Bozena Witek. Wplyw immobilizacji na zmiany koncentracji glukozy i
cholesterolu we krwi badanych myszy- badania wstepne. XI Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa TYGIEL
2019. Interdyscyplinarno$é kluczem do rozwoju. Lublin, 22-24.03.2019.

Modelowanie proceséw metabolicznych to réwniez ocena wplywu niedoboru lub
nadmiaru substancji aktywnych biologicznie. Jako pytanie badawcze postawiono sobie jak
niedozywienie bialkowe oraz suplementacja progesteronu wplywa na aktywnos$¢ enzymow
lizosomalnych we fragmentach tkanek watroby i nerek myszy. Enzymy lizosomalne biorg

udziat w fizjologicznej degradacji skladnikéw komérkowych, a tym samym w utrzymaniu
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homeostazy komérkowej, ktora warunkuje zdolnos¢ komoérek do adaptacji w odpowiedzi na
zmiany w otaczajacym $rodowisku. Oprécz udzialu w autofagii, enzymy te odgrywaja
réwniez role w odpowiedziach komdrkowych na reakcje apoptotyczne wywolane stresem
oksydacyjnym (Stanistawska i wsp. 2018; Brunk i wsp. 2001). Dysfunkcja apoptozy moze
pogorszyé przebieg szeregu proceséw o podlozu miazdzycowym lub neurodegeneracyjnym,
czesto zwigzanych z nasilonym stresem oksydacyjnym. W takich warunkach zwigkszenie
aktywnosci hydrolitycznej lizosoméw moze wydawaé sig korzystne. Istnieje jednak oczywista
dychotomia dotyczgca kwestii funkcji lizosoméw, poniewaz w innych zmianach
patologicznych, na przyktad w cukrzycy, gdzie enzymy sg uwalniane z pgknigtych lizosoméw
komérkowyech, ich proteolityczne dzialanie degradacyjne moze wptywaé na mikronaczyniowe
powiklania cukrzycowe (Witek i wsp. 2018). Progesteron jest wytwarzany przez komorki
lutealne ciatka z6ttego w jajnikach i umozliwia zagniezdzenie si¢ zarodka w blonie $luzowe;
macicy i utrzymanie go w pierwszych tygodniach cigzy. Odpowiednia zawartos¢
progesteronu jest réwniez wazna dla prawidtowego przebiegu cyklu miesigczkowego oraz
zluszezania endometrium (Wu i wsp. 2018; Wessel i wsp. 2014). Zatem fizjologiczne
dziatanie progesteronu znacznie wykracza poza przygotowanie do cigzy i jej utrzymanie (De
Ziegler i wsp. 2018). Progesteron jest uwazany za hormon adaptacji i odpornosci na stres, w
tym stres oksydacyjny, oraz ma dziatanie przeciwzapalne (Aksoy i wsp. 2014; Nadal i wsp.
2009). Podczas stresu progesteron tagodzi produkcj¢ kortyzolu nadnerczy, a tym samym pelni
role ochronng przed szkodliwym dziataniem nadmiaru hormonéw kory nadnerczy (Miller
2018). W tym badaniu doszlismy do wniosku, ze dzialanie progesteronu moze mie¢ zwigzek z
hamowaniem lizosomow, ktére sa zaangazowane w apoptoze i stres oksydacyjny. Nastepnie
postawili§my hipotezg, ze kazde takie dziatanie progesteronu mogloby lepiej wyjs¢ na jaw na
tle zwigkszonej aktywnosci enzyméw hydrolitycznych. Niedozywienie biatkowe jest jednym
ze stanéw, o ktérych doniesiono, ze zwigksza aktywnosé enzymoéw lizosomalnych, szybkos¢
katabolizmu komérkowego, apoptoze i stres oksydacyjny (Mahadik i wsp. 2006; Iyengar i
Vakil 1985). Dlatego w badaniu starano si¢ okresli¢ wplyw suplementacji progesteronem na
aktywno$é enzyméw lizosomalnych w tkankach watroby i nerek na tle przewlekle
niedozywionych biatkiem myszy (10% biatka), w poréwnaniu ze standardowym zywieniem
biatkowym (16% bialka). W przeciwienstwie do naszej hipotezy, suplementacja
progesteronem dzialala w polgczeniu z niedozywieniem biatkowym, wzmacniajge aktywnos¢
enzymoéw lizosomalnych. Badanie przeprowadzono na 60 samicach myszy o wadze 25,0 £+ 1,3
g, w wicku 6 tygodni. Zwierzgta pochodzily z fermy hodowlanej Instytutu Genetyki i

Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Jastrzgbcu. Przetrzymywano je w 12-
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godzinnym cyklu $wiatto/ciemnos$¢ w temperaturze 2022 °C z wodg ad libitum. Zwierzgta
podzielono na dwie grupy po 30 sztuk, roznigce si¢ zawartoscig biatka podawanego w karmie:
standardowa zawarto$¢ biatka 16% i niska zawarto$é biatka 10%; pierwsza zapewnia 14,04
MlJ/kg, a druga 13,47 Ml/kg dziennego poboru energii (p>0,05). Po 21 dniach dwie grupy
podzielono dalej na podgrupe progesteronowa i kontrolng po 15 myszy kazda. Pierwsza
podgrupa otrzymata zastrzyki progesteronu (Jelfa SA, Jelenia Géra, Polska) w dawce 2 pg/g
masy ciata rozpuszczonego w objgtoscei 10 pl/g masy ciala oleum pro injectione. Zastrzyki dla
tej ostatniej grupy skladaly sie z samego oleum pro injectione, podawanego w podobny
spos6b. Schemat iniekcji byt taki sam w obu grupach i skladal si¢ z pojedynczej iniekcji
dziennie, wykonywanej o godzinie 8:00 przez trzy kolejne dni. Okres spoczynku cyklu
reprodukeyjnego potwierdzono pomiarem progesteronu w osoczu przed rozpoczeciem jego
podawania. Poziom progesteronu wynosil 14,5+2,7 ng/ml i 15,8+3,4 ng/ml odpowiednio w
grupach 16% biatka i 10% biatka; p>0,05. Dawka egzogennego progesteronu zostata dobrana
na zasadzie wnioskowania, popartej kilkoma probami pilotazowymi, tak aby powodowala 50-
60% wzrost zawarto$ci progesteronu we krwi. Przypuszezalne rozumowanie bylo takie, ze ten
rodzaj nadmiaru progesteronu wystarczy do wywolania zmian w aktywnosci badanych
enzyméw lizosomalnych; a jednocze$nie nie ingeruje w przebieg ogolnoustrojowych
procesoéw fizjologicznych. Sze$é godzin po ostatnim wstrzyknigeiu progesteronu w3 dniu
prowadzonego do$wiadczenia, myszom ze wszystkich grup odcigto glowy i natychmiast
usunigto nerki i watrobg. Narzady przepetniono schtodzonym 0,9% NaCl, a fragmenty tkanek
homogenizowano w 0,1 mM buforze fosforanowym o pH 6,0 w stezeniu 0,5 g substancji
rozpuszezonej w koficowej objetosci 5 ml roztworu buforowego (10% ) przy 200 obr./min.
(Potter Elvehjem; Thomas Scientific; Swedesboro, NJ). Homogenaty poddano nastgpnie
frakcjonowanemu wirowaniu, zgodnie z metodg Beaufay (1972), w celu uzyskania
lizosomalnej frakcji tkanki. Nastgpnie oznaczono aktywnosci nastgpujgcych hydrolaz
lizosomalnych: kwasnej fosfatazy, B-N-acetyloheksozoaminidazy, p-galaktozydazy, p-
glukuronidazy, esterazy lizosomalnej, lipazy lizosomalnej, aminopeptydazy alaninowej i
aminopeptydazy leucynowej. Pomiary ekstynkcji wykonano przy 520 nm @w
spektrofotometrze Genesys 10S UV-Vis (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA).
Zawarto$é biatka oznaczono zmodyfikowang metoda Kirschke i Wiederanders (1984).
Aktywnos$¢ enzyméw lizosomalnych wyrazono w nmol/mg biatka/h. Wszystkie podloza
zostaly wyprodukowane przez SERVA Feinbiochemica (Heidelberg, Niemcy). Dane
przedstawiono jako érednie £SD. Réznice w $rednich warto$ciach aktywnosei enzymu

oceniano stosujac sparowany lub niesparowany dwustronny test t, zgodnie z wymaganiami.
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wartosei p<0,05 okreslaly statystycznie istotne réznice. Zawarto$é progesteronu w osoczu
krwi wzrosta po 3 dniach podawania progesteronu z 14,5+2,7 do 23,4+0,8 ng/mliz 15,8+3,4
do 26,6+1,2 ng/ml odpowiednio w standardowych grupach 16% biatka i 10% biatka .
Wzrosty progesteronu w osoczu byly znaczace (p<0,001) w obu grupach, ale réznice migdzy
dwiema grupami nie byly istotne (p>0,05). Ograniczenie biatka spowodowato wyrazny
kilkukrotny wzrost zawarto$ci kwasnej fosfatazy, heksozoaminidazy, aminopeptydazy
alaninowej i aminopeptydazy leucynowej oraz zmniejszonej B-galaktozydaza w obu tkankach,
przy czym aktywno$¢ innych enzyméw jest raczej ltagodnie naruszona. Podawanie
progesteronu na tle standardowej 16% zawarto$ci bialka w karmach spowodowato znaczny
wzrost wszystkich enzyméw w obu tkankach, z wyjatkiem esterazy lizosomalnej w watrobie
oraz [-galaktozydazy, B-glukuronidazy i aminopeptydazy alaninowej w nerkach oscylowata
wokot poziomu bazowego. Podobnie, wystgpil silny wzrost aktywnosci enzymow po podaniu
progesteronu na tle ograniczenia bialka pokarmowego do 10%. Zawarto$é wszystkich
enzyméw istotnie wzrosta w obu tkankach, z wyjatkiem fosfatazy kwasnej i p-N-acetylo-
heksozoaminidazy w watrobie oraz aminopeptydazy alaninowej w nerkach. Zaden z
enzymow w watrobie lub nerkach i na zadnym poziomie biatka odzywczego nie byt znaczaco
hamowany przez podawanie progesteronu. Wyniki tego badania wykazaly, ze zawarto$é
wigkszosci badanych enzyméw lizosomalnych w osoczu wzrosta we fragmentach tkanki
myszy zaréwno watroby, jak i nerek podczas niedozywienia biatkowego. Jednak stymulacja
aktywnosci hydrolitycznej byla raczej selektywna i bardzo zmienna. Warto zauwazyc¢, ze
nastapil wielokrotny wzrost aktywnosci kwasnej fosfatazy, B-N-acetylo-heksozoaminidazy i
aminopeptydazy leucynowej gléwnych enzyméw proteolitycznych odpowiedzialnych za
rozkladanie toksycznych czgsteczek. Z drugiej strony, B-galaktozydaza byta hamowana
odpowiednio w okolo 75% i 50% w tkankach watroby i nerek. Wystapita widoczna
selektywno$¢ tkankowa odpowiedzi enzymatycznych, poniewaz B-glukuronidaza i lipaza
lizosomalna mialy tendencj¢ do odwrotnych zmian w tkankach watroby i nerek. Podawanie
progesteronu spowodowalo dalsze znaczace wzrosty aktywnosci enzyméw na tle stymulaciji
wywolanej restrykcjg bialek. Wzrosty pozostaly selektywne dla enzymow 1 tkanek i wysoce
zmienne, wynoszace okolo 22% dla aminopeptydazy alaninowej w obu tkankach, 63% i
182% dla B-galaktozydazy w watrobie i nerkach lub okolo 50% i 100% dla esteraz
lizosomalnych i lipaz odpowiednio w watrobie i nerkach. Podawanie progesteronu zwigkszyto
rowniez aktywno$¢ enzyméw lizosomalnych podczas standardowego odzywiania biatkowego.
Odkrycia dajg spéjne wrazenie, ze ograniczenie biatka z dodatkiem progesteronu nasilato

wzrost aktywnosci enzyméw lizosomalnych, szczegolnie dotyczacych nerek. Niemnicj jednak
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wydaje sie zasadne zalozenie, ze zauwazona zwigkszona aktywno$é¢ enzymow lizosomalnych
bylaby wyrazem wzmozonego zaangazowania w oczyszczanie $rodowiska komérkowego
watroby i nerek z resztek biologicznych w celu powrotu do homeostazy. Przedstawione
wyniki sa zgodne z wczedniejszymi badaniami pokazujgcymi aktywacje enzymow
lizosomalnych podczas niedozywienia bialkowego. (Iyengar i Vakil, 1985),zaobserwowano
stymulacje selektywnych enzymoéw lizosomalnych podczas ograniczania spozycia biatka u
szczura. Oprécz stymulacji autorzy donoszg o zahamowaniu aktywnosci B-glukuronidazy o
60% u 4% szczuréw karmionych biatkiem. W obecnym badaniu zauwazylismy okolo 33%
zahamowanie aktywnosci enzymu u 10% myszy karmionych bialkiem w nerkach, ale nie w
watrobie. Podobnie (Tutel’ian i in.,, 1987) wykazali wzrost aktywnosei enzymow
lizosomalnych w watrobie szczura podczas ograniczania spozycia biatka. (Glew i in., 1982)
wykazali trzykrotny wzrost heksozoaminidazy w surowicy 1 0,5-krotny wzrost aktywnosci
B - glukuronidazy przy diecie zawierajgcej 3% kazeiny przez 2-4 tygodnie w nerkach szczura,
ale spadek kwasnej fosfatazy. Autorzy przypisujg takie zmiany gleboko zmienionej perfuzji
krwi w tkankach podczas niedozywienia biatkowego, co prowadzi do wtornego uwalniania
enzyméw lizosomalnych. (Mufioz-Martinez i in., 1982), stwierdzili silny wzrost f-
glukuronidazy w watrobie szczura podczas ograniczenia spozycia biatka do 1%. W
przeciwienstwie do tego kwasna fosfataza pozostata niezmieniona. (Mufioz i in., 1981)
Stwierdzili réwniez wzrost B -glukuronidazy i kwasnej fosfatazy w sledzionic i grasicy
szezura po 4 tygodniach ograniczenia spozycia biatka do 4%, chociaz wystapily spadki
niektérych innych enzymoéw hydrolitycznych. Jednak wplyw ograniczenia spozycia biatka na
aktywno$é enzymoéw  lizosomalnych pozostaje kontrowersyjna kwestig. Inne badania
wykazuja hamowanie enzyméw lizosomalnego podczas restrykcji biatka (Volgarev i wsp.
1984). Wydaje sig, ze mechanizmy regulujace aktywno$é kataboliczng lizosoméw sg nicjasne.
Rozbiezne dane literaturowe prawdopodobnie wynikajg z réznych protokotow niedozywienia
biatkowego, wahajacych si¢ od 1% do 4%, 8% i 14% zawartodci biatka w karmach, réznych
okreséw ekspozycji, 16znych gatunkéw zwierzat i réznych badanych tkanek, nie mowige juz
o réznice metodologiczne testéw stosowanych w poprzednich badaniach. Brak standaryzacji
eksperymentalnej utrudnia wyciggnigeie jednoznacznych wnioskéw na ten temat. Co ciekawe,
w tym badaniu wigkszo$¢ hydrolaz lizosomalnych zwiekszyla swojg aktywnos$¢ pod
wplywem egzogennego progesteronu. Sugeruje to, ze progesteron, jeden z gléwnych zenskich
hormonéw regulujacych ptodnosé, dziata na rzecz nasilenia tempa katabolicznego komoérek
watroby i nerek. Efekty te wydaja si¢ by¢ spotggowane przez ograniczenie spozycia biatka.

Obserwowane wzrosty aktywnosci glikozydaz (B-Gal i B-GleUr) moga by¢ zZwigzane ze
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zwigkszong produkeja glukozy i rozpadem whasnych bialek w ramach odpowiedzi komoérek
nerkowych na zmniejszone spozycie biatka (Kilicalp et al, 2005). Nieprawidlowo
zbilansowany poziom spozycia biatka powoduje negatywne konsekwencje w obszarze
degradacji biatek komérkowych. (Alleman i in., 2000) donosza, Ze zmniejszenie spozycia
biatkka z 16% do 10% u kur zwicksza zawarto$é trojjodotyroniny, tyroksyny i
insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 we krwi, co z kolei zwigksza transport kwasow do
miedni i intensywnos$¢ zachodzacych procesow proteolitycznych. W konsekwencji moze
réwniez wzrosngé aktywnosé aminopeptydazy alaninowej. W niniejszym badaniu
aminopeptydaza alaninowa wzrosta o okoto 180% i 55% odpowiednio w watrobie i nerkach
myszy, w odpowiedzi na ograniczenie spozycia biatka do 10%. Wzrosty moga by¢ naturalng
adaptacyjng reakcja komérkowa, poniewaz zwierzgta niedozywione biatkowo wykazujg przez
pewien czas dodatni bilans azotowy, przy jednoczesnym obnizeniu poziomu mocznika. W
tym badaniu esteraza lizosomalna i lipaza ulegly niewielkim zmianom pod wplywem
ograniczenia biatka. Jednak polaczenie progesteronu ze standardowa lub obnizong
zawartodcig biatka silnie zwigkszato aktywnos¢ obu enzymow, ktore sg gltéwnie
zaangazowane w rozklad estréw kwasow thiszezowych i cholesterolu. Te odkrycia sg zgodne
z odkryciami Yoshizawy i in., 1997, ktérzy doniesli, ze niedozywienie biatkowe powoduje
wzrost wolnych kwaséw tluszczowych i glicerolu we krwi oraz procent thuszczu w watrobie 1
nerkach, co moze zwiekszaé potrzebg dziatania lipaz. Wzmocnienie aktywnosci obu
enzyméw pod wplywem progesteronu oznacza, ze hormon przyspiesza obrot lipidow w
tkankach. W diagnostyce klinicznej i leczeniu coraz czgsciej stosuje si¢ enzymy lizosomalne
do oceny zakresu genetycznych zaburzen spichizania lizosomalnego, takich jak choroba
Fabry'ego lub Gauchera i innych, w ktorych zachodzi niewystarczajgca obrobka degradacyjna
czasteczek sfingolipidéw nagromadzonych w komorkach, gtéwnie w mézgu. (Giugliani i in.
2018). Enzymatyczna terapia zastgpcza napotyka przeszkody, poniewaz rekombinowane
enzymy nie mogg wystarczajaco przenika¢ przez barierg krew-mozg. Wyniki niniejszego
badania i innych wezeéniejszych badan pokazujacych wzmocnienie enzymow lizosomalnych
podczas odzywiania ubogiego w biatko oferuja proste podejécie do aktywacji enzymow.
Podobnie egzogenna suplementacja progesteronu wydaje si¢ podobnie skuteczng droga do
zwigkszenia aktywnosci enzyméw lizosomalnych. Nie wiadomo, czy bytby to rowniez
skuteczny $rodek zwigkszajacy aktywnos¢ enzymoéw lizosomalnych w tkance mozgowe;j.
Metoda suplementacji niskobiatkowo-progesteronowej wymagataby badan prébnych i
dostosowania do konkretnych jednostek klinicznych i poszczegélnych pacjentéw, a takze

poszukiwari dotyczacych poszezegblnych enzymow, z ktérych wszystkie wymagaja
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alternatywnych projektéw badan. Podsumowujgc, wyniki tego badania wskazuja na
potencjalng interakcje¢ odzywienia niskobiatkowego 1 umiarkowanej suplementacji
progesteronu we wzmacnianiu aktywno$ci enzymdéw lizosomalnych. W zakresie, w jakim
lizosomy stuza jako centra detoksykacji i recyklingu odpadéw molekularnych komérki,
wzmocnienie ich funkeji moze mie¢ wplyw na zaburzenia polegajgce na nadmiernym

wewnatrzkomoérkowym nagromadzeniu patologicznych czasteczek.
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Waznym kierunkiem badain dotyczacym wplywu substancji aktywnych na
modelowanie proceséw metabolicznych jest wplyw zredukowanego glutationu na wybrane
enzymy hydrolityczne frakcji lizosomalnej, mikrosomalnej i cytozolowej watroby myszy.
Watroba odgrywa kluczowa rolg¢ w metabolizmie glutationu (GSH), peptydu zaangazowanego
w regulacje komorkowego stanu redoks (Kalinina i wsp. 2015; Hultberg i Hultberg 2006).
GSH odgrywa réowniez rol¢ ochronng przed stresem oksydacyjnym i uszkodzeniami w
hepatocytach, wymiatajac rézne wolne rodniki (Wang i wsp. 2015). GSH jest szczegolnie
obecny w cytozolu hepatocytéw (ok. 90%), gdzie jest syntetyzowany w dwuetapowej reakeii,
oraz w macierzy mitochondrialnej (10%), do ktérej przechodzi z cytozolu (Koehler et al.
2006). Lizosomy zawierajg enzymy hydrolityczne, ktérych gléwng rola jest degradacja i
usuwanie niepozadanego materiatu komdrkowego i jego resztek (Settembre et al. 2013). Stres
oksydacyjny przyczynia si¢ do destabilizacji blon lizosomalnych, powodujgc uwolnienie
hydrolaz do cytozolu, z nastepczg indukcja apoptozy lub martwicy komoérek (Bidere i wsp.
2003; Jozwik i wsp. 2003). W ostatnim czasie suplementacja GSH jest popularnym trendem
w spoleczenistwie. Peptyd jest uwazany za dodatek do zywno$ci o przypuszczalnej roli

wzmacniajgcej] w oczyszezaniu komérkowym i procesach energetycznych, co czyni go
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réwniez przydatnym w aktywnodci fizycznej w celu zwigkszenia wydolnosei organizmu.
Jednak wplyw GSH na aktywno$é okreslonych proceséw lizosomalnych jest w duzej mierze
nieznany. Niniejsze badanie mialo na celu zbadanie wplywu egzogennego GSH,
zastosowanego in vivo, na aktywno$é in vitro enzyméw hydrolitycznych we frakcjach
lizosomalnych, mikrosomalnych i cytozolowych watroby —myszy. Doswiadczenie
przeprowadzono na 30 szwajcarskich samcach myszy w wieku 8 tygodni, o wadze 25,0 + 1,2
g. Zwierzgta trzymano w standardowych klatkach w temperaturze pokojowej 20-22 °C,
wilgotnoéei wzglednej 50-60%, z woda ad libitum, z 12-godzinnym cyklem $wiatlo/ciemnosé
($wiatto wigczane o 8:00 i wylgczane o godz. 20:00). Wszystkie zwierzgta byly utrzymywane
w dobrej kondycji fizycznej i znajdowaly si¢ pod profesjonalng opieka weterynaryjng. Po
odsadzeniu w 4-5 tygodniu zwierzeta otrzymywaly przez kolejne 7 dni pokarm skladajacy si¢
z 16% bialka. Nastepnie zwierzeta podzielono na grupy (kontrolne) traktowane glutationem i
0,9% NaCl, po 15 zwierzgt kazda. W ciggu nastgpnych 7 dni myszy otrzymywaty
zredukowany glutation (Sigma-Aldrich; St. Louis, MS) w dawce 100 pg/g rozpuszezony w 12
ul/g masy ciata 0,9% NaCl lub sama sol fizjologiczng. Wszystkie iniekcje wykonywano
dootrzewnowo, dwa razy dziennie, w godzinach 8.15-8.45 i 16.15-16.45. 6 godzin po
ostatnim  wstrzyknigciu, w krétkotrwalym znieczuleniu eterem  dietylowym, myszy
ugmiercono przez zwichnigcie szyjki macicy i odcigto im gtowy. Fragmenty tkanki watroby
natychmiast izolowano, perfundowano 0,9% roztworem NaCl w 5°C i umieszczano w 0,25 M
roztworze sacharozy zawierajacym 2 mM EDTA, w-st¢zeniu 1 g tkanki na 6 ml roztworu.
Fragmenty homogenizowano przy 200 obr./min w rozdrabniaczu do tkanek Potter-Elvehjem z
teflonowym tluczkiem (Omni International; Kennesaw, GA), zgodnie z metoda Beaufay'a
(1972). Homogenaty poddano kolejno rosngcemu wirowaniu: 8 min przy 5500 obr./min w
wiréwee K26D, 20 min przy 14 000 obr./min (Sorvall RC-5C) i 60 min przy 10 000 obr./min
(Beckman L7-66; GMI, Ramsey, MN), zgodnie do metody Marzelli i Glaumanna (1980).
Osady lizosomalne i mikrosomalne zawieszono w 100 mM soli fizjologiczne; buforowanej
fosforanem (PBS), pH 6,0, z dodatkiem 0,1% Triton X100. Nastepnie dwukrotnie zamrazano
i rozmrazano, a nastepnie wirowano przez 10 min przy 700 obr./min w wiréwee K-26D. Po
kolejnym dwukrotnym zamrozeniu i rozmrozeniu frakcje cytozolowe poddano analizie.
Aktywnosé B-GleUr, p-Gal, p-Glu, Hex, AcP, EL i LL oznaczono przy uzyciu substratow 4-
nitrofenylowych przy dhugosci fali 420 nm zgodnie z mikrometodg Barretta i Heatha (1977).
Cath D i Cath L oznaczono przy uzyciu 6% azokazeiny jako substratu przy dhugosei fali 366
nm zgodnie z metods Langnera i wsp. (1973). LeuAP i AlaAP oznaczano z uzyciem

substratéw soli Fast Blue BB (chlorek 4-benzoiloamino-2,5-dietoksybenzenodiazonium) przy
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dhugodci fali 540 nm wedlug metody McDonalda i Barretta (1986). Aktywnos$¢ enzymatyczng
wyrazono w nmolach/mg biatka/h. Bialko oznaczano zmodyfikowang metoda Kirschke et al.
(1972). Wszystkie podtoza zakupiono od SERVA Feinbiochemica GmbH & Co (Heidelberg,
Niemecy). Dane przedstawiono jako $rednie +SD. Réznice miedzy Srednimi grupowymi
glutationu i grup kontrolnych poréwnano stosujgc analiz¢ wariancji ANOVA. Wartos¢ p<0,05
okresla statystycznie istotne roznice. Uzyto komercyjnego pakietu statystycznego
oprogramowania SAS/STAT (SAS Institute Inc., Cary, NC). W grupie glutationu aktywnosé
B-GlcUr istotnie spadta $rednio we frakcji lizosomalnej hepatocytow (do 64,4% tej w grupie
kontrolnej) i wzrosta we frakcji mikrosomalnej (do 174,9% kontroli) i cytozolowej (do
119,9%) kontroli) frakcje. Aktywnos¢ B-Gal i B-Glu wzrosta we wszystkich badanych
frakcjach, podczas gdy aktywno$¢ Hex znacznie wzrosla tylko we frakeji lizosomalnej i
cytozolowej (odpowiednio do 130,5% i 136,2% kontroli). Pokarm dla zwierzgt wzbogacony
GSH wyraznie zwigkszal aktywnos¢ wszystkich pozostatych enzyméw hydrolitycznych we
frakcjach subkomérkowych watroby myszy, z wyjatkiem esterazy, aminopeptydaz
leucynowych i alaninowych oraz katepsyn w cytozolu i lipazy we frakcji mikrosomalne;j.
Mechanizmy odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy komorkowej glutationu nie sg do
konca poznane. GSH jest syntetyzowany w cytozolu watrobowym, skad jest transportowany
do mitochondriéw (Fernandez-Checa i Kaplowitz 2005), co skutkuje wysokg zawartoscig
GSH w komdrkach watroby. Szybkosé syntezy GSH w hepatocytach jest rtbwnowazona przez
jego wydzielanie do krwi i z6lci (Zhu i wsp. 2014). Hepatocyty sg bogate w mitochondria,
dzigki czemu sg narazone na duze ilosci reaktywnych form tlenu (ROS) i staly stres
oksydacyjny. Wiadomo, Ze stres oksydacyjny przyczynia si¢ do uszkodzenia komoérek
poprzez zmniejszenie zawartosci komdorkowego GSH, przesuwajac rownowage w kierunku
oksydacyjnej strony dwusiarczku glutationu (GSSG). Utlenianie grup sulthydrylowych w
resztach cysteinowych biatek tworzy disiarczki (Mosharov et al. 2000). Cysteina jest
elementem ograniczajagcym tempo biosyntezy komoérkowej glutationu (Radtke et al. 2012).
Uznano, ze egzogennie suplementowany glutation moze chroni¢ hepatocyty przed stresem
oksydacyjnym poprzez hamowanie peroksydacji lipidow i biatek w mitochondriach lub
chelatowanie zelaza niechemowego, ktére tatwo gromadzi si¢ w mitochondriach watroby, co
prowadzi do dysfunkcji i uszkodzen mitochondriow i lizosoméw (Seo i wsp. 2008).
Uszkodzenie wywolane stresem oksydacyjnym jest rowniez posredniczone przez uszkodzenie
lizosomalne (Ollinger i Brunk 1995), zmniejszajac w ten sposob zdolno$¢ komérki do
usuwania niepozgdanych materiatow. UznaliSmy zatem za uzasadnione zbadanie, czy i w jaki

sposob podawanie egzogennego glutationu wplynie na proces hydrolitycznej degradacji za
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posrednictwem hydrolaz w preparatach in vitro frakcji lizosomalnych, mikrosomalnych i
cytozolowych mysich hepatocytow. Ten rodzaj badania znajduje potwierdzenie w wiedzy, ze
dieta wzbogacona GSH moze znaczaco wplywaé na zawarto$¢ komérek GSH (Valencia i
wsp. 2001). Wyniki tego badania sg zasadniczo zgodne z przedstawionym powyzej
uzasadnieniem. Stwierdzilismy, ze aktywno$¢ in vitro wszystkich badanych hydrolaz, z
jednym wyjatkiem B-GleUr, wzrosla we frakeji lizosomalnej. Aktywno$¢ enzyméw, z
kilkoma wyjatkami, wzrosta rowniez w innych frakcjach komérkowych, najmniej w cytozolu.
Dominujacy wplyw na aktywnoéé hydrolaz lizosomalnych, egzogennego GSH w  nerkach
opisali réwniez inni autorzy (Sliwa-Jézwik i in., 2004), co sugeruje wysokie zapotrzebowanie
komoérek watroby i nerek na przeciwutleniacz. Istnieje biologiczne prawdopodobienistwo, ze
poprawa strukturalnej funkcjonalnosei lizosoméw, dzigki antyoksydacyjnemu dzialaniu GSH,
prowadzi do zwigkszonej aktywnosci hydrolaz, w efekcie nasilajgc hydrolityczng degradacije
niechcianych materialéw przez komoérke. Zawartodé GSH w watrobie wzrasta wraz ze
spozyciem biatka (Hum i wsp. 1992; Morini i wsp. 1991), zapewniajgc wsparcie ochronnym
procesom btonowym antyoksydacyjnym. McCarty i DiNicolantonio (2015) wykazali, ze
spozycie biatka zwieksza pule aminokwaséw dostepnych do syntezy glutationu. W naszych
badaniach zastosowalismy diet¢ wysokobiatkowg wraz z suplementacja GSH, co moze
przyczynié sie do zwigkszenia aktywnosei zauwazonych peptydaz endogennych. Wyjgtkiem
byly katepsyny, ktorych zawarto$¢ zmniejszyta si¢ we frakcji cytozolowej hepatocytow.
Katepsyny sg uwalniane z lizosoméw do cytozolu w odpowiedzi na czynniki apoptogenne, w
tym stres oksydacyjny. Ich uwalnianie indukuje zmiany w zewnetrznych blonach
mitochondrialnych (Bidere i wsp. 2003). Zatem spadek zawarto$ci katepsyn przemawia za
mozliwosciag mniejszego stresu oksydacyjnego i mniejszej sktonnoéci do apoptozy, jako efekt
suplementacji GSH zauwazony w tym badaniu. Rodzina enzyméw lipaz i esteraz wykazuje
duzy stopien zlozonej réznorodnodci funkcjonalnej (Anthonsen i wsp. 1995). Zatem wzrost
ich aktywnos$ci zauwazony w tym badaniu jest rowniez zgodny z nasileniem procesow
degradacji komérek, indukowanych przez GSH podany in vivo. Podsumowujge, wyniki tego
badania stwierdzono, ze dieta uzupelniona GSH aktywuje degradacje niepozadanego
materiatu komérkowego w hepatocytach, szczeg6lnie w najbardziej hydrolitycznie aktywnej
frakcji lizosomalnej. Wskazuje to na potencjalng role egzogennego GSH jako srodka
modulujacego reaktywnos$é degradacyjnych enzymoéw lizosomalnych w watrobie. Dieta
wzbogacona w GSH moze zatem odgrywaé ochronna role w stanach dysfunkcyjnych watroby
poprzez rozwijanie odpowiedzi adaptacyjnych majacych na celu przywrécenie réwnowagi

znieksztalconego ,,stanu redoks” poprzez zwigkszenie zdolnosci antyoksydacyjnych komorek.
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Wyniki tego badania sugerujg potencjalng korzys¢ z suplementacji GSH dla zmniejszenia
uszkodzen oksydacyjnych, szczegdlnie w tkankach o wysokim zapotrzebowaniu

metabolicznym, na poziomie komoérkowym.

Iwona Stanislawska, Bozena Witek, Marek Lyp, Danuta Rochon-Szmejchel, Adam Wrébel, Wojciech
Fronczyk, Agnieszka Kaminska, Adam Kolgtaj, Daniel Zatuski. Effects of Glutathione on Hydrolytic Enzyme
Activity in the Mouse Hepatocytes. Adv Exp Med Biol Clinical and Experimental Biomedicine.2018;1116:81-

87.

Kolejnym kierunkiem badan nad zmianami dotyczacymi proceséw metabolicznych w
organizmach jest ocena i analiza aktywnosci enzymow lizosomalnych w tkankach watroby i
nerek w cukrzycy wywolanej alloksanem u myszy. Cukrzyca jest chorobg, ktora od
dziesigcioleci jest szeroko omawiana w literaturze naukowej (Gilinsky i in. 2015; Perkisas i
Vandewoude 2016). WHO sklasyfikowata cukrzycg jako chorobg XXI wieku (WHO 2012).
Patogeneza cukrzycy nie jest jednak do korica jasna, zwlaszcza jesli chodzi o biochemiczne
aspekty jej rozwoju (Kido 2013; Krischer et al. 2003). Coraz wigkszg uwage w tym zakresie
po$wiecono enzymom lizosomalnym, ktére odgrywaja kluczowa role w komérkowych
szlakach degradacji biatek, lipidéw, weglowodanéw i ksenobiotykéw (Hamer et al. 2012;
Heltianu et al. 2011; Kolataj et al. 2001). Aktywno$¢ enzymatyczna jest uwazana za istotny
czynnik w utrzymywaniu komoérki w stanie dynamicznej homeostazy, zwlaszcza w zakresie
syntezy i katabolizmu substancji dostarczajgcych energig (Witek i wsp. 2001, 2014; Platt i
wsp. 2012). Celem badan bylo okreslenie kierunku i zasiggu zmian aktywnosci enzymow
we frakecji lizosomalnej komorek watroby i nerek u myszy z cukrzycg doswiadczalng
indukowang alloksanem (mezoksalilomocznikiem). Do$wiadczenia przeprowadzono na 108
samcach myszy szwajcarskich w wieku 8-9 tygodni i wadze 25,0 £1,4 grama. Zwierzgta
zostaly losowo wybrane z pokrytej populacji 1000 osobnikéw wyhodowanych w
standardowej hodowli w Instytucie Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii
Nauk w Jastrzebcu. Zwierzeta utrzymywano w klatkach, ze swobodnym dostgpem do karmy
handlowej (16% biatka i wartosci energetycznej 14,04 Ml/kg) i wody, w temperaturze 21—
22 °C, wilgotnosci wzglednej 50-60% oraz w 12-godzinny cykl $wiatlo/ciemnos¢. Bylo
dziewieé grup, trzy kontrolne i sze$é eksperymentalnych, po 12 zwierzat kazda. Myszy z
grup dos$wiadczalnych (grupa 2, 5 i 8) otrzymywaly alloksan (10% roztwér w 0,9% NaCl
v/v) w dawce 50 mg/kg dziennie (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) przez 4 dni 8 i
12 dni w odpowiednich grupach, podczas gdy myszy z grup 3, 6 i 9 otrzymaly alloksan w
dawce 75 mg/kg w podobny sposéb. Myszy z grup kontrolnych (grupa 1, 4 i 7)

otrzymywaly 0,9% roztwér NaCl w odpowiednich okresach czasu. Wszystkie wstrzyknigcia
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dootrzewnowe mialy objetosé 250 pl i byly wykonywane raz dziennie w godzinach 8.00-
9.00. Trzydziesci minut po ostatnim wstrzyknigciu myszy usmiercono przez dootrzewnowe
wstrzykniecie tiopentalu (40 mg/kg). Krew pobrano w celu oznaczenia stgzenia glukozy
oraz pobrano fragmenty nerek i watroby. Fragmenty przeptukano 0,9% roztworem NaCl w
4°C, a nastgpnie zawieszono w 100 mM roztworze buforu fosforanowego, pH 7,0 w 4°C, w
stezeniu 500 mg tkanki na S ml buforu. Zawiesiny tkanek watroby i nerek homogenizowano
przy 200 obr./min przy uzyciu mtynka do tkanck Potter-Elvehjem wyposazonego w tluczek
teflonowy (Omni Inc; NW Kennesaw, GA) zgodnie z metoda Beaufay (1972). W celu
uzyskania frakcji lizosomalnych z komérek watroby i nerek, homogenaty wirowano przez 8
min przy 5000 obr/min (wirdwka MPW-351R; MPW Med. Instruments, Warszawa, Polska).
Supernatanty zebrano i odwirowano przez 20 min przy 14 000 obr./min (wiréwka Sorvall
RC-5C; GMI Inc, Ramsey, MN). Osady rozpuszczono w 4 ml 0,1% Triton X-100
ochtodzonego do 4°C, kilkakrotnie zamrozono i rozmrozono, a nastgpnie utrzymywano
zamrozone w temperaturze -20 °C do dalszej analizy. W supernatantach aktywnosci
lizosomalne kwasnej fosfatazy (ACP, EC 3.1.3.2), B-glukuronidazy (B-GlcUr, EC 3.2.1.31),
B-galaktozydazy (B-Gal, EC 3.2.1.23), B-glukozydazy ( B-Glu, EC 3.2.1.21) i B-N-acetylo-
heksozoaminidaze (Hex, EC 3.2.1.52) oznaczano metodg Barretta i Heatha (1977). W
supernatantach homogenatéw watroby i nerek calkowity poziom biatka oznaczano réwniez
metoda Lowry'ego (Lowry i wsp. 1951) w modyfikacji Kirschke i Wiederanders (1984).
Poziom glukozy i insuliny oznaczano w osoczu krwi za pomocg zestawu diagnostycznego
Bio-La-Test (Erba Lachema s.r.0., Brno, Czechy). Aktywno$¢ enzymatyczng wyrazono w
nmol/mg biatka/h, poziom glukozy w mmol/l, a insuliny w pU/ml. Wszystkie podloza
zakupiono od Serva Feinbiochemica GmbH (Heidelberg, Niemcy). Wyniki opracowano
statystycznie przy uzyciu wielowymiarowej analizy wariancji (MANOVA). Wartos¢ p<0,05
okreslata zmiany istotne statystycznie. Oceng przeprowadzono za pomocg komercyjnych
pakietow statystycznych SAS/STAT (SAS Institute Inc; Cary, NC) i Origin v5.0 (Microcal
Inc; Northampton, MA). Podawanie alloksanu spowodowalo, ze wszystkie myszy bez
wyjatku zachorowaly na cukrzyce. Rezultatem byta hiperglikemia z prawie pigciokrotnym
wzrostem poziomu glukozy oraz hiperinsulinemia z siedmiokrotnym wzrostem poziomu
insuliny w stosunku do wartosci wyjéciowej. Stwierdzono istotny wzrost aktywnosci ACP
w watrobie po 4, 8 i 12 dniach oraz w nerkach po 12 dniach od wstrzyknigcia obu dawek
alloksanu. Wzrosty mogly byé spowodowane zwigkszong zawartoscig glukozy w osoczu.
Wzrost ACP stwierdzono réwniez w szczurzym modelu cukrzycy wywolanej alloksanem w

badaniu El-Demerdash et al. (2005). Autorzy ci zaobserwowali réwnoczesny wzrost ACP i
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transferazy glutationowej (GST); co byto najprawdopodobniej odzwierciedleniem
komérkowej ochrony antyoksydacyjnej przed reaktywnymi formami tlenu (ROS),
powstajagcymi w cukrzycy. Podwyzszony poziom ACP w watrobie, wynikajacy ze stresu
oksydacyjnego wywolanego hiperglikemia, odnotowano rowniez w cukrzycy wywolanej
streptozotocyng (McAnuff i wsp. 2003). Zwigkszony stres oksydacyjny w cukrzycy jest
znanym induktorem peroksydacji lipidéw. Obserwowana w niniejszym badaniu zwigkszona
aktywnoéé ACP mogta by¢ réwniez zwigzana ze zwigkszong wrazliwoscig hydrolazy na
zmiany w komérkowym potencjale redoks. Innym mechanizmem moze by¢ wigksze
zapotrzebowanie na organofosforany, ktoére aktywnie uczestniczg w wykorzystaniu
weglowodanéw (Al-Attas i wsp. 2011). Aktywnos¢ kwasnej fosfatazy (ACP) (nmol/mg
biatka/h) w watrobie i nerkach w cukrzycy wywolanej alloksanem u myszy; kazda grupa
skladajaca si¢ z 12 myszy. Aktywno$é B-glukuronidazy (B-GlcUr) nie wykazala istotnych
zmian 4 dni po podaniu alloksanu w dawce 50 mg/kg, natomiast wzrosta z 0,43+0,11 do
0,53+0,13 nmol/mg biatka/h (p<0,05) w watrobie i od 0,32+0,03 do 0,43+0,05 nmol/mg
bialka/h (p<0,01) w nerkach po dawce alloksanu 75 mg/kg. Procentowo, wzrost B-GleUr
wyraznie osiagnat szczyt 8 dni po ktérejkolwiek dawce alloksanu zaréwno w watrobie, jak i
nerkach, po czym stabnie. Obserwacje Mohanama i Bose (1984) oraz Zhao i in. (2013)
wskazuja na tempo metabolizmu glikozaminoglikanéw w ksztaltowaniu poziomu
aktywnosci B-GleUr w tkankach. Zatem wyrazny wzrost B-GlcUr rozpoczynajacy si¢ 8 dni
po podaniu alloksanu w niniejszym eksperymencie mégt byé spowodowany znacznym
wzrostem ilodci glikozaminoglikandw w osoczu w tym czasie, réwnolegle do wzrostu
zawartosei glukozy (Oshima i wsp. 1994). Innym czynnikiem prowadzacym do wzrostu f3-
GlcUr moze byé jednoczesne obnizenie poziomu heparyny i siarczanu heparanu,
wynikajace z przyspieszonej hydrolizy glukuronidéw, stymulowanej obecnoscig alloksanu
w watrobie (Faure et al. 2013; Hinohara et al. 1974). Aktywno$¢ -galaktozydazy (B-Gal)
nie zwickszyla si¢ znaczaco ani w watrobie, ani w nerkach przed uplywem 12 dni od
podania alloksanu. W watrobie wzrosty wynosily od 0,15+0,03 do 0,2340,04 i do 0,22+0,03
nmol/mg biatka/h (p<0,001) odpowiednio przy dawkach 50 mg i 75 mg/kg alloksanu. W
nerkach wzrosty wynosity od 0,1240,03 do 0,16+0,05 i 0,17+0,08 nmol/mg biatka/h
(p<0,01) przy odpowiednich dawkach alloksanu. Obserwowany wzrost f3-Gal moze by¢
spowodowany zwiekszonym tempem metabolizmu glukozy w cukrzycy. Stroev i in. (1993)
zinterpretowali zwiekszong aktywnos¢ B-Gal w watrobie szczurdw z cukrzyca jako
,odpowiedZ kataboliczng” narzadu na alloksan. Kutryk i in. (1987) doniesli réwniez o

zwiekszonym B-Gal w sercu szczuréw 16 tygodni po wystgpieniu cukrzycy wywotlanej
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streptozotocyng. Zgodnie z tym raportem Fushimi i in. (1980) stwierdzili znaczny wzrost [3-
Gal u myszy z cukrzycg indukowana streptozotocyng leczonych insuling. Natomiast Chang i
in. (1977), ktorzy badali wplyw cukrzycy wywolanej streptozotocyna na aktywnos¢ B-Gal,
B-Glu i Hex w watrobie, nerkach i trzustce chomikéw chinskich, nie znalezli zadnych
znaczgcych zmian w B-Gal i Hex, podczas gdy B-Glu spadlo. Badanie Mirallesa i in. (1993)
wykazali, ze zarébwno w cukrzycy typu I, jak i typu II, produkcja glukozy w nerkach jest
zwickszona i wynosi az 30% calkowitej glukoneogenezy. Aktywnos$é B-glukozydazy (B-
Glu) znaczgco wzrosta zaréwno w watrobie, jak i nerkach juz 4 dni po alloksanie w wyzszej
dawce 75 mg/kg. Wzrosty wynosily odpowiednio od 0,13+0,02 do 0,16+0,03 nmol/mg
biatka/h oraz od 0,11+0,01 do 0,13+0,02 nmol/mg biatka/h odpowiednio w watrobie i
nerkach (p<0,05). B-Glu jest glikozydazg, ktéra katalizuje rozpad wigzan 1,4-
glikozydowych, tak wiec jej wzrost juz 4 dni po podaniu alloksanu moze wskazywaé na
wicksza syntez¢ enzymu. Wysoka zawarto$¢ glukozy w cukrzycy hamuje aktywnos¢
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej; kluczowy enzym szlaku pentozofosforanowego,
ktory przyczynia sie do glikozylacji biatek, a w konsekwencji zwigksza aktywnosé¢ B-Glu
(Kumari i Sahib 1993). Wczedniejsze badanie Panina i in. (1982) wykazali zwigkszong
aktywno$¢ B-Glu w watrobie krolikow z cukrzyca, ktérym dodatkowo podawano
hydrokortyzon i adrenaling. Podobnie Grétsch i in. (1986) doniesli réwniez o zwigkszonym
B-Glu w watrobie szczura w cukrzycy wywolanej streptozotocyna. Co ciekawe, w
niniejszym badaniu nie stwierdzono réznic w B-Glu po dluzszym czasie od podania
alloksanu, ktéry wynosit osiem i dwanascie dni. Aktywno$¢ N-acetylo-heksozoaminidazy
(Hex) nie wykazala zadnych zmian po czterech dniach podawania alloksanu, ale znacznie
wzrosta po 8 dniach z wyzszym alloksanem 75 mg/kg; od 0,59+0,24 do 0,72+0,01 nmol/mg
biatka/h w watrobie i od 0,48+0,12 do 0,58+0,09 w nerkach (p<0,05). Hex pozostal
znaczgco zwiekszony réwniez 12 dni po obu dawkach alloksanu w obu narzadach. Tutaj
najwickszy wzrost nastapil po wiekszej dawce alloksanu 75 mg/kg zmieniajacej si¢ z
0,60+0,16 na 0,87+0,13 nmol/mg biatka/h (p<0,001) w watrobie oraz z 0,52+0,11 na
0,714£0,07 nmol /mg biatka/h (p=0,01) w nerkach. Wyniki dotyczace aktywnosci Hex
uzyskane w niniejszym badaniu sg zgodne z obserwacjami innych autorow. W badaniu
Takumi et al. (1985) w cukrzycy wywotanej streptozotocyng u szczuréw. Mohanam i Bose
(1983) doniesli, ze aktywno$¢ niektérych hydrolaz lizosomalnych, w tym Hex, znacznie
wzrosta w poréwnaniu z wyjsciowym poziomem kontrolnym w cukrzycy wywolanej przez
alloksan i streptozotocyn¢ u szczurdéw. Alloxan przyczynil si¢ do szybkiego wzrostu

zawartosci glukozy, zwiekszenia aktywnosci peroksydazy glutationowej i zmniejszenia
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stosunku aminotransferazy asparaginianowej/aminotransferazy alaninowej, zmiany, ktore
mogg lezeé u podstaw zwickszenia aktywnogei. Hex. Bhimji i in. (1985) stwierdzili znaczny
wzrost aktywnosci Hex w sercu krélikéw z cukrzycg, co zinterpretowali jako spowodowane
kardiomiopatia cukrzycowa. Zgodnie z powyzszym, Kutryk 1 in. (1987) stwierdzili poézny
wzrost aktywnosei Hex w kardiomiopatii wywolanej streptozotocyng u szczuréw, wyrazany
16 tygodni po wystapieniu cukrzycy. Wedlug Mohanama i Bose (1984) oraz Gambaro i in.
(1994), procesy degradacji glikozaminoglikanéw sg niezbedne do rozwoju nefropatii
cukrzycowej, objawiajacej sig réwniez zwigkszong aktywnoscig Hex. McAuliffe iin. (1996)
stwierdzili podwyzszony poziom siarczanu heparanu w moczu 0s6b z cukrzyca typu 2 w
poréwnaniu z osobami zdrowymi. Mohanam i Bose (1983) wskazali na indukcyjne
dzialanie alloksanu, objawiajgce si¢ zwigkszong aktywnoscig Hex nie tylko w watrobie czy
nerkach, ale takze w skoérze, S$ledzionie 1 osoczu szczuréw do$wiadczalnych.
Wielowymiarowa analiza wariancji wykazuje znaczacy wplyw na zmienne zalezne, tj.
badane enzymy, warunkéw do$wiadczalnych, tj. zmiennych dawek alloksanu i czasu po
podaniu alloksanu, dla wszystkich z wyjgtkiem enzymu B-Glu. Analiza nie wykazala
zadnych interakcji migdzy narzadem (wgtrobg lub nerka) a warunkami do$wiadczalnymi.
Gléwnymi odkryciami niniejszego badania byly to, ze aktywnos¢ panelu pigeiu enzymow
lizosomalnych w tkance watroby i nerek znacznie wzroslta w przebiegu doswiadczalne;
cukrzycy wywolanej alloksanem u myszy. Warto zauwazy¢, ze aklywnosc enzymow
lizosomalnych dla wigkszodci enzymow osiggngta szezyt 12 dni po wystgpieniu cukrzycy,
w czasie, gdy hiperglikemia i hiperinsulinemia juz zaczgly stabna¢ po osiggnigciu szczytu w
8 dniu przebiegu cukrzycy. Chociaz nie staralismy sig szczegdlowo $ledzi¢ zwigzku
aktywnosci enzymu lizosomalnego i hiperglikemii/hiperinsulinemii, aktywnos¢ enzymu
byla w wigkszoséci przypadkéw wyzsza przy wyzszej dawce alloksanu, a tym samym
wyzszym poziomie glikemii. Wyniki tego badania potwierdzajg wzrost enzymoéw
lizosomalnych w réznych modelach cukrzycy wywolanej u zwierzat doswiadczalnych, a
takze u ludzi, jak oméwiono powyzej (Waters i wsp. 1992). Tak wigc, wzrost aktywnosci
enzymu lizosomalnego ma zwigzek z hiperglikemia, a nie z bezposrednim toksycznym
dzialaniem na komorki beta wysp trzustkowych $rodka stosowanego do wywolania
cukrzycy dos$wiadezalnej. Cukrzyca, niezaleznie od jej patogenezy i rodzaju, jest
spowodowana zaburzonym metabolizmem komérkowym; jako pierwotnej konsekwencji
hiperglikemii i hiperinsulinemii (Dell’aquila i Ellger 2013; Mandrup-Poulsen 2013). Rolg
enzymow lizosomalnych jest utrzymywanie komérek w stanie dynamicznej réwnowagi

biochemicznej (Witek i wsp. 2001, 2004). Dlatego cukrzyca musi wptywa¢ na aktywnos¢
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enzymu, co prawdopodobnie odzwierciedla adaptacje¢ komodrkowg na poziomie
molekularnym. Enzymy lizosomalne degradujg glikokoniugaty blonowe, klasg
weglowodanow powigzanych z réoznymi innymi gatunkami chemicznymi powstajacymi w
procesie glikozylacji. Czasteczki te sg obecne w blonie podstawnej komorek srédblonka,
gdzie majg stanowié integralng cze$¢ wlasciwosci przepuszczalnodei $ciany naczyn
wlosowatych. Zmniejszona zawarto$¢ glikokoniugatéw blonowych, spowodowana
zwigkszong aktywnoscig enzymow lizosomalnych, moze stanowié¢ zasadniczg ceche w
progresji mikroangiopatii i miazdzycy cukrzycowej, szczegdlnie rozwijajacej sie w stabo
kontrolowanej hiperglikemii (Waters i wsp. 1992; Rohrbach i Martin 1982). Chociaz
doktadna rola molekularna enzymdéw lizosomalnych nadal nie zostala w pelni wyjasniona w
alternatywnych projektach badan, uwazamy, Zze ostatecznie wykazalismy, ze aktywno$é
tych enzymodw jest zwigkszona w niekontrolowanej cukrzycy doswiadczalnej. Poniewaz
aktywno$é enzymu lizosomalnego silnie sprzyja rozwojowi mikroangiopatii cukrzycowej a
ocena tej aktywnosci moze by¢ potencjalnie uzyteczna w monitorowaniu leczenia cukrzycy

i powiktan mikronaczyniowych.

Bozena Witek, Danuta Rochon-Szmejchel, Iwona Stanislawska (autor korespondujgcy), Marek Lyp,
Krzysztof Wrébel, Arkadiusz Zapata, Agnieszka Kaminska, Adam Kolataj. Activities of Lysosomal Enzymes in
Alloxan-Induced Diabetes in the Mouse. Exp. Medicine Biology - Neuroscience and Respiration. DOI
10.1007/5584_2017_102. IF=2.126; MNiSW=25

Bozena Witek, Teodora Krél, Adam Kolataj, Ewa Ochwanowska, Iwona Stanistawska, Alina Slewa. (2001).
The insulin, glucose and cholesterol level and activity of lysosomal enzymes in the course of the model alloxan
diabetes. Neuroedocrinology Letterss, (Szwecja), 22, 240 — 244. (IF: 0,46)

Iwona Stanislawska, Marek Lyp, Piotr Tederko. Rola srédbtonka naczyniowego w patogenezie chorob ukiadu
krazenia. Najnowsze doniesienia z zakresu medycyny i nauk pokrewnych. red. Marcin Szklarczyk, Kamil
Macigg, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL, Lublin 2017, str. 128-143, ISBN 978-83-65598-86-8 (MNiSW: 5

pkt.).

W ostatnim czasie obserwuje si¢ szybki rozwdj hybrydowych nanozeli dedykowanych
do réznych zastosowan. Zastosowanie konstrukcji hybrydowych nanozeli ma olbrzymi
potencjal z punktu widzenie modelowania proceséw metabolicznych poprzez dostarczanie
réznych substancji aktywnych i ich uwalnianiu w odpowiednich warunkach biologicznych. W
tym kontekscie nanozele wprowadzajgce biomolekuly do swoich nanosieci sg obiecujgcymi
innowacyjnymi nosnikami, ktére =zyskuja ogromny potencjal w zastosowaniach
biomedycznych. Hybrydowe nanozele zawierajace rézne rodzaje bioczasteczek sg

przeznaczone do ulepszonego i kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych,
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celowanego dostarczania, poprawy biozgodnodci oraz przezwyci¢zenia odpowiedzi
immunologicznej, samoobrony komérek. Obecnie stanowia wyzwanie w aspekcie leczenia
oraz diagnostyki chordb cywilizacyjnych. Choroby cywilizacyjne powigzane sg mocno z
warunkami srodowiskowymi, zanieczyszczeniem srodowiska, Zle zbilansowang dietg oraz
stresem. Do choréb cywilizacyjnych zalicza si¢ m.in. nadci$nienie, miazdzycg, chorobg
niedokrwienne serca, zawaly migsnia sercowego, udar mézgu, miazdzyce tetnic, choroby
nowotworowe, otylo$¢ oraz nadwage, cukrzyce, osteoporoze, nadwrazliwosci pokarmowe,
choroby psychiczne, alergie, astme¢, przewlekla obturacyjng chorobg pluc. W aspekcie
diagnostyki oraz leczenia chorob cywilizacyjnych rozwigzania nanotechnologiczne przynoszg
coraz bardziej wymierne korzysci. W szczegdlnosci zwigzane jest to z zastosowaniem
nanostruktur (nanoczgstek, nanorurek, nanozeli) w terapii oraz obrazowaniu diagnostycznym
gdzie pozadana jest wysoka specyficznosé, skutecznosé i zmniejszenie skutkow ubocznych
leczenia. Zasadniczo nanotechnologie stosowane sg w diagnostyce chorob cywilizacyjnych,
jako warstwy czujnikowe sensoréw, czgsci urzadzen diagnostycznych, czy noéniki substancji
obrazujacych stan chorobowy oraz w lecznictwie oraz zapobieganiu choréb cywilizacyjnych,
jako nosniki substancji leczniczych, elementy biomaterialéw stosowanych w leczeniu
operacyjnym, pooperacyjnym oraz jako no$niki substancji odzywczych i suplementéw diety.
Skuteczny nosnik substancji leczniczej powinien by¢ zdolny do laczenia silnych aspektow
ukierunkowanego dostarczania z kontrolowang redystrybucja leku w tkance zmienionej
chorobowo. Skutecznie musi pokonywac¢ lekoopornosé np. bariery krew-mézg. Ma zapewniaé
mozliwie jednolita dystrybucje biologicznie aktywnej substancji w tkankach objetych
procesem chorobowym podczas catego cyklu leczenia. Dzigki temu unikamy czestych iniekcji
leczniczych a aktywna substancja jest utrzymywana na poziomie minimalnych dawek
terapeutycznych. Zwigzane jest to z uwalnianiem aktywnej substancji w czasie a jednoczesnie
by¢ skutecznie degradowalna, metabolizowana i skutecznie usuwana z organizmu. Powinna
posiada¢ zdolnos$¢ do przenoszeni duzych ilosci aktywnej substancji oraz do przedluzonego,
podtrzymywanego uwalniania substancji leczniczej jak rdéwniez przezwyci¢za¢ opornosé
wielolekowg (ang. multidrugresistance, MDR). Nanonosniki, w tym hybrydowe nanozele,
majg potencjal poprawy indeksu terapeutycznego lekéw, zdolnosci do wielofunkeyjnoscei,
zmiany mechanizmu wyptywu aktywnej substancji biologicznie aktywnej oraz selektywnego
kierowania do komérek zmienionych chorobowo. Hybrydowe nanozele modyfikowane
dodatkowo biomolekutami i znacznikami posiadajg aspekt kontrolowanego dostarczania
lekéw oraz posiadania ligandow o réznym powinowactwie do komérek zmienionych

chorobowo w tym do komoédrek nowotworowych. Efekty dzialania kapsut
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nanotechnologicznych majacych zdolno$¢ akumulacji dawek terapeutycznych oraz
przedtuzonego uwalniania lekéw powoduje zmniejszenie dziatan niepozgdanych. Nanoczgstki
oraz nanozele sg efektywnymi platformami elektronicznych urzadzen, sensoréw i systemow
typu ,,system-on-chip”. Biorge pod uwage zalety dostarczania substancji aktywnych
biologicznie bazujagcych na nanotechnologii w poréwnaniu do klasycznych terapii
stosunkowo prowadzone sg prace nad przeprowadzeniem pelnego zakresu badan klinicznych.
Dziedzina zwigzana z rozwojem nanotechnologii i jej zastosowan medycznych rozwija sig
bardzo dynamicznie i wymaga badan na duza skale, w szczegélnodci w aspekcie rozwoju
metodologii oceny aspektu metabolizowania i ocena tego typu rozwigzan w badaniach in
vivo. Istnicje potrzeba doglebnej oceny biokompatybilnosci, biodegradowalnosci,
biodystrybucji i eliminacji NG po podaniu in vivo. Wspdlczesna medycyna koncentruje sig
m.in. na znalezieniu metod kontrolowanego dostarczania lekéw tylko do wymaganych miejsc.
Pod tym wzgledem kombinacje bioczasteczek i NG sg perspektywiczne, poniewaz mogg
jednoczesnie pelnié¢ funkcje skutecznych rezerwuardw lekow i w sposéb ukierunkowany te
leki dostarczaé. Wigzanie biomolekul z NG pozwolito na zwigkszenie stgzenia czasteczek-
ligandéw, ktore celujg w czasteczke komorki tak aby poprawié¢ aspekt akumulacji oraz
ochrony aktywnej postaci leku, a przede wszystkim kontrolowane uwalnianie leku. Grupa
stosowanych bioczgsteczek obejmujg biatka, aminokwasy, kwasy nukleinowe i aptamery.
Wskaza¢ mozna, ze wiele reagujgcych na bodZce hybryd biomolekuta-nanozel znaczgco
wzmacnia dzialanie terapeutyczne. Bardzo ciekawym aspektem jest wzajemny wplyw
zwigzanych bioczgsteczek i NG na parametry fizykochemiczne/whasciwosci hybrydy.
Wiasciwoséei te pozwalajg na projektowanie nosnikéw o unikalnych mozliwosciach
kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych. Nalezy dodaé, ze wskazane sg badania in
vivo, aby opisaé i wyjasnié¢ szlaki metaboliczne i usuwanie hybryd biomolekuta - nanozel.
Zrozumienie mechanizméw degradacji i labilnosci koniugatéow bioczgsteczka-nanozel w
warunkach in vivo jest niezbedne dla bezpiecznego stosowania komplekséw hybrydowych.
Poznanie zachowania NG w warunkach in vivo przyczyni si¢ do rozwoju nowych nosnikéw z
nowymi mechanizmami uwalniania i kontrolowanego dostarczania substancji aktywnych
biologicznie.

Stanislawska Iwona; Liwinska Wioletta; Lyp Marek; et al.Recent Advances in Degradable Hybrids of

Biomolecules and NGs for Targeted Delivery. Molecules (Basel, Switzerland), 2019, Volume: 24, Issue: 10,
1873. IF=3.267; MNiSW= 100

Liwinska Wioletta, Stanislawska Iwona, Lyp Marek, Mackiewicz Marcin, Stojek, Zbigniew, Zabost, Ewelina.
Degradable nanogel drug carrier crosslinked with three-oligonucleotide hybrids for two-way drug release in
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mild- and high hyperthermia treatment. Journal of Materials Chemistry B., 2017, 5(24):4713-4724. IF= 4.776
MNiSW=35,

Liwinska W., Symonowicz M., Stanislawska I, Lyp M., Stojeka Z., Zabosta E.. Environmentally sensitive
nanohydrogels decorated with three-strand oligonucleotide helix for controlled loading and prolonged release
of intercalators. RSC Advances, Volume 6, Issue 93, 2016, Pages 91045-91059. (IF:3,108; MNiSW:35).

Liwinska, W., Stanislawska, L, Lyp, M., Stojek, Z., Zabost, E. Switchable conformational changes of DNA
nanogel shells containing disulfide-DNA hybrids for controlled drug release and efficient anticancer action.

RSC Advances, 2019, 9(24), pp.13736-13748. (IF: 2.936; MNiSW: 30pkt.).

Jednym z najistotniejszych kierunkéw badan z zastosowaniem hybryd nanozelowych
jest dostarczanie substancji aktywnych w leczeniu najgrozniejszych choréb dla czlowieka.
Jednym z najbardziej obiecujgcych dziatan w tym kierunku jest wykorzystanie
trojsegmentowych hybryd oligonukleotydowych. Trojsegmentowe hybrydy
oligonukleotydowe wprowadzono jako $rodki sieciujace do nanosieci PNIPA-AAc.
Otrzymane nanoZele mozna bylo specyficznie przeksztalcac i degradowaé. Specyficzna
architektura prezentowanego nosnika ma na celu osiggnigcie skutecznego leczenia choréb
nowotworowych przy zmniejszonej toksycznosci ubocznej. W rezultacie, w poréwnaniu z
zelami z regularnymi $rodkami sieciujacymi, uwalnianie leku moze by¢ realizowane
niezaleznie poprzez zmiane struktury sieci Zelowej i konformacji hybryd DNA w sposob
oscylacyjny oraz degradacje $rodkéw sieciujgcych DNA przez denaturacje. Badano srednicg
hydrodynamiczng i potencjal zeta nanozeli w funkcji T i pH. Obecnos¢ helisy DNA w
nanozelach doprowadzita do znacznego, prawie trzykrotnego wzrostu wydajnosci
przechowywania wybranego leku przeciwnowotworowego w pordwnaniu z nanozelami ze
zwyklymi $rodkami sieciujgcymi. Ponadto nanozele pozwolily na 98% skutecznos¢
uwalniania leku w warunkach wysokiej hipertermii i 70% skutecznos¢ w tagodnych
warunkach hipertermicznych. Skuteczno$¢ cytotoksycznosci komorek insulinoma byla
lepsza w poréwnaniu z wolng doksorubicyng. Poniewaz w proponowanym podejsciu oprocz
leku moze byé¢ uwolniona takze trzecia ni¢ DNA, otwiera to nowe mozliwosci w rozwoju
terapii genowych. Ten nowy biokompatybilny nosnik wykazuje zwickszone obciazenie
lekiem, ma wlasciwoséci dostrajalne i degradowalne w warunkach hipertermicznych i

zapewnia kontrolowane uwalnianie substancji aktywnej.

Liwinska Wioletta, Stanislawska Iwona, Lyp Marek, Mackiewicz Marcin, Stojek, Zbigniew, Zabost, Ewelina.
Degradable nanogel drug carrier crosslinked with three-oligonucleotide hybrids for two-way drug release in
mild- and high hyperthermia treatment. Journal of Materials Chemistry B., 2017, 5(24).4713-4724. IF= 4,776

MNISW=35.
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Stanislawska Iwona; Liwinska Wioletta; Lyp Marek; et al.Recent Advances in Degradable Hybrids of
Biomolecules and NGs for Targeted Delivery. Molecules (Basel, Switzerland), 2019, Volume: 24, Issue:10,

1873. 1F=3.267; MNiSW= 100

Udzial w projektach badawczych:

2007-2010  Wplyw 1l-metylonikotynamidu na biochemiczny i histochemiczny fenotyp
$rédbtonka z uwzglednieniem zmian zachodzacych w glikokaliksie w
zwierzecych modelach dysfunkeji srodblonka . Projekt realizowany w
Uniwersytecie Jagiellonskim Collegium Medicum w Wydziale Lekarskim.,

POL-POSTDOC III, Nr PBZ/MNiSW/07/2006/26. Kierownik projektu

Srédbtonek jest skomplikowang, aktywna metabolicznie strukturg, ktora bierze udzial
w: uwalnianiu cytokin, regulacji procesow zakrzepowych, kontroli napigcia naczyn
krwionosnych i cisnienia tetniczego, kontroli transportu molekut, regulacji procesu perfuzji i
przepuszczalnosci w  mikrokrgzeniu, wydzielaniu czynnikéw wzrostu dla procesu
neowaskularyzacji, zachowania wlasciwosci anty-trombogennych, wspétdziataniu w adhezji i
transmigracji leukocytéw 1 komoérek nowotworowych z nieuszkodzonych naczyn

krwionoénych do otaczajgcych tkanek oraz prezentacji antygendw dla limfocytow T.

Badania do$wiadczalne i kliniczne dowodzg, ze $rodblonek jest narzgdem
utrzymujgcym hemostaze ukladu krgzenia. Na jego powierzchni wystepuje glikokaliks, ktory
pemi funkcje ochronne (Van den Berg i wsp., 2006). Zmiany w skladzie i czynnosci
glikokaliksu poprzedzajg stan zapalny §rodblonka naczyniowego a oba procesy odgrywaja
kluczowa role w rozwoju atherothrombosis i jej klinicznych konsekwencji takich jak: zawal
serca, niedokrwienny udar mézgu, a takze choroby naczyn obwodowych (Nieuwdorp i wsp.,
2006). Wraz z postepem wiedzy o roli dysfunkcji $rodbtonka w chorobach uktadu krgzenia
pojawily si¢ odkrycia §rédblonkowych mechanizméw dziatania lekéw, np. statyn, inhibitorow
ACE-I (Gryglewski i wsp., 2001), tienopirydyn (Gryglewski i wsp., 1996). Wcigz istnieje
potrzeba poszukiwania nowych substancji o silniejszym dziataniu $rédblonkowym, aby

skutecznie broni¢ uklad krgzenia jego wlasng bronia.

Do osiagniecia tego celu potrzebne sg dobre modele zwierzgee dysfunkcji $rodblonka

in vivo; oraz szczegdlowe badania zmian fenotypu srédblonka w tych modelach pod

wplywem lekéw $rédblonkowych.
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W przedstawionym projekcie oceniono biochemiczny i histochemiczny fenotyp
érodblonka w kilku modelach zwierzecych patologii ukladu krazenia, a potem zbada¢ wplyw
1-metylonikotynamidu (MNA') na rézne parametry fenotypu rozwijajacej sig dysfunkcji
érodblonka.  1-metylonikotynamidu (MNA') byt dotychczas uwazany za nieaktywny

metabolit nikotynamidu. Jednak ostatnie badania sugerowaly jego dziatanie na $rodblonek.

Badania w pierwszym etapie obejmowaly nastepujgce elementy fenotypu dysfunkeji
srodbtonka:

I, oceng stresu oksydacyjnego w §rodblonku naczyniowym;

1L ocene zaburzen glikokaliksu $rédblonka poprzedzajacego rozwdj dysfunkeji
srodblonka;

[II.  ocene nasilenia procesu zapalnego §rodblonka naczyniowego na podstawie badania
ekspresji czastek adhezyjnych;

IV.  fluorescencyjng analize poziomu elektrolitow w $rédblonku naczyniowym.
W drugim etapie projektu oceniono wplyw l-metylonikotynamidu (MNA") na wyze]

wymienione elementy fenotypu dysfunkcji $rodbtonka, jak rowniez badano bezposredni

wplyw 1-metylonikotynamidu in vitro na czynnos¢ $rédblonka w izolowanych naczyniach
krwionosnych.

Powyzsze badania przeprowadzono przy uzyciu kilku modeli zwierzgeych dysfunkcji
érodblonka, takich jak: szczury z hipertriglicerydemia wywotang dietg bogata w fruktozg,
szczury z cukrzycg spowodowang iniekcjg dootrzewnowa streptozotocyny, oraz modele
genetycznie zmodyfikowanych myszy, ktére stanowig unikatowe modele miazdzycy (myszy

double knock-out-Apo-E/LDLR KO) lub niewydolnosci krazenia (myszy transgeniczne
Tgaq*44).

Do realizacji projektu wykorzystano metody: spektrofotometryczne, detekeji

immunohistochemicznej, techniki mikroskopii konfokalnej i klasyczne metody farmakologii
doswiadczalnej.
W trakcie realizacji projektu wspotpracowano z osrodkami:

o Pracownia Mikroskopii Konfokalnej oraz Zakladem Wewngtrzkomérkowych
Kanaléw Jonowych, Instytutu Biologii Dogwiadczalnej im Nenckiego, PAN

Warszawa,
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o Zaktadem Ultrastruktury Komorki, Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
PAN w Warszawie

o Zakladem Biofizyki Wydziatu Biotechnologii UJ, Krakéw;

o Zakladem Mikrobiologii Wydzialu Biotechnologii UJ, Krakow;

e Pracownig Patomorfologii Szpitala Uniwersyteckiego im. Jana Pawta II w Krakowie;

e Katedrg Histologii UJ Collegium Medicum w Krakowie;

o Zakladem Zaburzen Krzepnigcia Krwi, Wydziatu Nauk o Zdrowiu, Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi;

o Katedrg Zywienia Czlowieka, Wydziatu Technologii Zywienia, Akademii Rolniczej,
w Krakowie;

e Zakladem Wstepnych Badan Farmakologicznych, Wydzialu Farmacji U] CM w
Krakowie

e Department of Cardiovascular Research University Hospital, Wieden, Austria

e Department of Biological Chemistry, Faculty of Biology, University of Konstanz,
Niemcy

o Katedrg Farmakologii, Uniwersytetu Medycznego w Grodnie, Biatorus

o Department of Medicinal Chemistry, Latvian Institute of Organic Synthesis, Ryga

e Department of Pharmacology, University of Arhus, Dania

e Department of Biochemistry, University of Gratz , Austria

Niniejszy projekt pozwolil na rozwinigcie nowych metod analizy fenotypu srodbtonka
w unikatowych modelach dysfunkcji $rédblonka in  vivo, ktére oparte byly na
biochemicznych pomiarach aktywnosci NO i aktywnosci wolnych rodnikéw tlenowych, na
analizie stanu glikokaliksu i zaburzen elektrolitowych srédblonka. Z kolei rozwinigcie tych
metod pozwolito lepiej zbadaé wplyw 1-metylonikotynamidu (MNA®) na rézne parametry
fenotypu rozwijajacej si¢ dysfunkcji §rodblonka. Projekt przyblizyl do zrozumienia
$rodblonkowych ~ mechanizméw  dzialania  1-metylonikotynamidu, w  czterech
doswiadczalnych modelach patologii ukladu krazenia, a proponowane w tym projekcie
metody postuzg w przyszlosci do oceny dzialania srédbtonkowego innych lekow

innowacyjnych ktore bedg mogly znalezé zastosowane w leczeniu chorob ukladu krgzenia

przebiegajacych z dysfunkcjg srédblonka.
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Staze naukowe:

4.05-31.10. 2016 Instytut Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii
Nauk w Jastrzebeu. Staz naukowy pod opieka dr hab. Artura

Jozwika.
W ramach stazu wykonano szereg badan na zwierzgtach do$wiadczalnych zwigzanych
z wplywem unieruchomienia na aktywnosé enzyméw lizosomowych. Zapoznatam sie Z
technikami analiz biochemicznych i nutrigenomicznych w  celu ustalenia znaczenia
suplementéw diet. Wspolpraca zakofczyla si¢ publikacja w renomowanym czasopis$mie

naukowym oraz wystgpieniami na konferencjach naukowych.

Jozwik A., Strzalkowska N., Lipinska P, Markiewicz-Keszycka, Lysek-Gladysinska M., Wrdblewska B.,
Stanislawska L The effect of breed and the feeding system on the activity of glycosidases in cow’s milk,
Animal Science Papers and Reports 2016, vol.34, 1,41-52.

Stanistawska I., Zielinska K., Kaminska A., Wiostowska E., Jozwik A., Trylifska-Tekielska E., Lyp M.,
Kotataj A. The influence of immobilization and physical effort on some lysosomal enzyme activity in
hepatocytes of experimental mice. 20™ European Congress Physical and Rehabilitation Medicine, Lisbon 2016.

Wlostowska E., Stanislawska L., Fronczyk W, Strzatkowska N., Lipinska-Palka P., Lyp M,, Jézwik A. The
age-related changes on the haematological parameters in the mice after supplementationion iron, 6" International
Young Scientists Conference, Human/Nutrition/ Environment, Rzeszdw 2016.

3.04-30.09.2017 Instytut Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii
Nauk w Jastrzebceu. Staz naukowy zostal odbyty pod opieka dr hab.
Artura Jozwika.
W ramach stazu wykonano szereg dos$wiadczen na zwierzetach laboratoryjnych
zwigzanych z wplywem suplementow antyoksydacyjnych na stan zdrowia badanych zwierzat.

Zapoznatam si¢ z technikami analiz z wykorzystaniem spektroskopii bliskiej podczerwieni,

chromatografii cieczowej oraz zmian kinetyki enzymow.

1.07.2017-30.06.2018 Katedra i Zaklad Farmakognozji, Collegium Medicum w
Bydgoszezy. Staz pod kierunkiem dr hab. Daniela Zaluskiego.

W ramach stazu wykonano badania wielu nowych substancji stosowanych w
prewencji i leczeniu chor6b cywilizacyjnych przebiegajacych z wyniszczeniem organizmu.
Wspolpraca zakoriczyta si¢ publikacjg w renomowanym czasopis$mie naukowym Advances in

Experimental Medicine and Biology.
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Iwona Stanistawska, Bozena Witek, Marek Lyp, Danuta Rochon-Szmejchel, Adam Wrébel, Wojciech
Fronczyk, Agnieszka Kaminska, Adam Kolataj, Daniel Zatuski. Effects of Glutathione on Hydrolytic Enzyme
Activity in the Mouse Hepatocytes. Adv Exp Med Biol Clinical and Experimental Biomedicine.2018;1116:81-
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W ramach stazu wykonano badanie parametréw stresu oksydacyjnego w srédblonku
naczyniowym in vivo. Produkcj¢ reaktywnych form tlenu i azotu oznaczono w naczyniach
krwionosnych przy uzyciu sond fluorescencyjnych (dioctanu 2
7*dichlorodihydrofluorescyny, dihydroetydyny i dihydrorodaminy) i mikroskopii konfokalnej.
Do badania poziomu reaktywnych form azotu wykorzystano sondy fluorescencyjne:
diaminoantrachinon (DAA) i dioctan 4-amino-5-metyloamino-2, T—diﬂuoroﬂuoresceiny
(DAF-FM), ktére jak wykazaly przeprowadzone wczesniej badania w ukladach
bezkomérkowych oraz na komdrkach srédblonka naczyniowego HUVEC, jest wysoce
specyficzna wzgledem tlenku azotu. Pomiary intensywnosci fluorescencji DAF-FM
przeprowadzitam w pracowni mikroskopii konfokalnej w Instytucie Biologii Do$wiadczalnej
im Nenckiego w Warszawie w ramach wsp6lpracy z Profesorem Adamem Szewczykiem.
Dokonatam oceny stanu glikokaliksu $rodblonka poprzedzajaca jego dysfunkcje na
podstawie analizy aktywnosci N-acetylo-B-glukozaminidazy (NAG), ktéra hydrolizuje B-
acetamido-2-deoksy-D-glukozyd na fenol i N-acetylo-glukozaming lub N-acetylo-
galaktozaming, dzialajac na nieredukujace kornice p-oligosacharydéow zawartych w
glikopeptydach i glikoproteinach, powstajgcych miedzy innymi przy rozkladzie kwasu
hialuronowego. W ramach stazu nauczylam sie¢ ocenia¢ nasilenie procesu zapalnego
Srddblonka naczyniowego na podstawie badania ekspresji czgsteczek adhezyjnych na
powierzchni $rédblonka (selektyna E, selektyna P, ICAM-1, VCAM-1) technika
immunofluorescencji.

Do oznaczania poszczegdlnych jonéw wykorzystywalam nastepujace sondy:

- Na® - Analiza poziomu jonu sodowego przeprowadzona zostala z uzyciem sondy

fluorescencyjnej Molecular Probes Sodium Green™ Na" Indicator (A = 488 nm).
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- K' - Do oznaczenia jonu potasowego w $rodblonku naczyniowym wykorzystalam znacznik
fluorescencyjny bedacy pochodng benzofuranylu, a mianowicie PBFI (A = 488 nmyj

Molecular Probes).

2+ . . . . 2+ . .
- Ca’” - Analiza zmian poziomu jonu Ca przeprowadzona byla z uzyciem sondy

fluorescencyjnej Molecular Probes Fluo-3 AM (Aex = 485 nm, Aem = 526 nm).

- CI" - Poziom jonéw chlorkowych zbadatam przy uzyciu 6-methoxy-N-ethylquinolinium

iodide (MEQ, Aem = 442 nm, Molecular Probes).

Opracowatam w ramach programu badawczego, strategicznego projektu Jagiellofiskie
Centrum Rozwoju Lekéw (JCET) Srodblonek naczyniowy w rozwoju i leczeniu choréb
cywilizacyjnych: od badan poznawczych do oferty innowacyjnego leku o dzialaniu
$rodblonkowym” czesci  badan, ktére przeprowadzane byly —w modelach zapalenia
$rodblonka w izolowanych komoérkach $rédblonka i izolowanych krazkach naczyniowych in
vitro. Celem niniejszego zadania badawczego bylo opracowanic i walidacja panelu
doswiadczalnych modeli zapalenia $rodblonka w izolowanych komérkowych, w
izolowanych krgzkach naczyniowych oraz ocena srodblonkowego  dziatania nowych
zwigzkéw w  opracowanych —modelach zapalenia §rodblonka. Co wazne ocena
$rédblonkowego dziatania badanych zwiazkéw w opracowanych modelach opierata si¢ na
caloéciowej ocenie fenotypowej obejmujgce wszystkie najwazniejsze aspekty odpowiedzi
zapalnej $rédblonka, a opracowane modele zapalenia $rodblonka  odzwierciedlaly
mechanizmy rozwoju dysfunkcji $rédblonka w okreslonej patologii in vivo. Badania
wykonano z wykorzystaniem réznych linii komorek $rodblonka: EA hy.926 (linia otrzymana
7z $rodblonka ludzkiej zyty pepkowej) HDMEC (linia otrzymana z srodblonka ludzkich
malych naczyn skérnych), HCMEC (linia otrzymana z érodblonka ludzkiego matych naczyn
serca), HCAEC (linia otrzymana z $rodblonka ludzkiej tetnicy wieticowej, HAEC (linia
otrzymana z $rodblonka aorty ludzkiej). W hodowli uzyto rézne rodzaje pozywek (z
surowica, osoczem lub bez) w zwigzku z wystgpowaniem innej odpowiedzi komdrek na
bodzce zapalne w zaleznosci od warunkow hodowli i te rdéznice zamierzamy
scharakteryzowaé. Badania zostaly rozpoczete od opracowania modelu zapalenia komorek
érodblonka wywotanego przez TNF o (czynnik martwicy nowotworu ). W planowanych
badaniach stan zapalny $rédblonka — wywolywany zostat rowniez przez : trombing,
angiotensyne II, LPS (lipopolisacharyd bakteryjny, z i bez obecnosci osocza i biatek LBP),
IL 1B (interleukina 1), LPS+ IL1p, IL 6 (interleukina 6), sCD40 , wysoki poziom glukozy
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(30 mM), FFA (wolne kwasy tluszczowe np. stearynowy, oleinowy,) poprzez utlenione LDL
(oxLDL), lub zwigzki wywolujace stres oksydacyjny komodrek $rédbtonka (np. menadion). Po
1, 3, 6, 12, 24h od stymulacji zapalnej badana zostanie ekspresja czastek adhezyjnych:
ICAM-1, VCAM-1, selektyny E i selektyny P przy wykorzystaniu cytometru przeptywowego
oraz nowoczesnej aparatury ,,ScanR”, ktéra umozliwia badanie immunocytochmieczne
réwnoczes$nie w 96 dotkach w czasie rzeczywistym. Jest to alternatywna i konkurencyjna
metoda do cytometrii przeplywowej i jak mozna sadzi¢ lepiej nadaje si¢ do opracowania
fenotypowej analizy dziatania srédblonkowego zwigzkéw w opracowywanych modelach,
bowiem do oceny ekspresji molekul adhezyjnych tg metoda nie jest konieczne odrywanie
komérek od podloza. W ramach tego zadania podjete zostaly réwniez préby opracowania

modelu zapalenia §rodblonka w warunkach przeplywu.

W opracowywanych modelach, obok analizy ekspresji czasteczek adhezyjnych
zbadane zostaly réwniez wytwarzanie cytokin zapalnych przez aktywowany zapalnie
$rédblonek (np. IL-8, IL-6), chemokin zapalnych (np. MCP-1) eikozanoidow (np. 6 keto
PGF-1, PGE2, TXB2) oraz parametréw odpowiedzi prozakrzepowej srodblonka (PAI-1).

Badania umozliwily opracowanie kilku komplementarnych modeli zapalenia
srédblonka in vitro i kompleksowg oceng odpowiedzi zapalnej $rédblonka w opracowanych
modelach, a opracowana metodyka stanowi podstawe do oceny jakosciowej i ilosciowej

dzialania zwigzkow o dzialaniu srédbtonkowym w tych modelach.

Opracowanie modeli zapalenia $rodblonka w krazkach naczyniowych oraz nowych metod
oceny fenotypowej odpowiedzi zapalnej $rédbtonka w tych modelach

Celem tego podzadania bylo opracowanie modelu zapalenia $rodblonka w krazkach
naczyniowych kompatybilnych do tych w izolowanych hodowanych komérkach $rédblonka.
Warunki doswiadczalne, w ktorych komérki srédblonka znajdujg si¢ w naczyniu
krwiono$nym, a nie w hodowli komérkowej, stanowig kolejne przyblizenie modelu zapalenia
$rédblonka do warunkéw in vivo. Jest to jednak model o mniejszej mozliwosei badan typu
przesiewowego, stanowi¢ bedzie jednak wazne uzupelnienie modelu zapalenia $rodblonka w
hodowanych komoérkach $rédblonka. W pierwszej kolejnosci opracowano model zapalenia
$rodblonka w aorcie szczura, wywotany przez TNF- o. W badaniach wykorzystano krgzki
naczyniowe z naczyn o réznej wielkosci od szczurdw 1 myszy, (makro i mikro naczynia,
naczynia wieicowe, aorta, plucne, z innych lozysk naczyniowych). Pobrane zostaly krazki 2-

3 mm do inkubacji z czynnikiem zapalnym (analogicznym jak w podzadaniu 1). Inkubacja
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prowadzona byta przez 1, 3, 6, 12, 24h w warunkach bez i z przeplywem. Do badan
wykorzystano unikatowy uktad hodowli krazkéw naczyniowych (cell culture DMT system),
ktéry w warunkach przeptywu umozliwil utrzymywanie czynnosci krazkéw naczyniowych w
warunkach podobnych do hodowlanych przez 24 godziny lub nawet dluzej. Taka metodyka
pozwolita na opracowanie modelu rozwoju dysfunkeji $rodblonka w warunkach in vitro,
ktéry odzwierciedlit rozwéj dysfunkeji $rodblonka in vivo, lepiej niz modele komorek w
hodowli. W tych modelach zapalenie $rodblonka rozwija si¢ in sifu, W calej Scianie naczynia
a nie w odosobnionych komérkach $rédblonka co moze mie istotne znaczenie. W efluencie z
krazkéw naczynia oznaczone zostaly (metoda ELISA) stgzenia cytokin zapalnych, chemokin
oraz eikozanoidéw (np. IL-8, MCP-1, 6-keto PGF-1, PGE2), wytwarzanie NO i O # (metodg
EPR) oraz ckspresja czgsteczek adhezyjnych  (ICAM-1, VCAM-I) metodg
immunohistochemiczna. Barwienia zostaly wykonane na tkankach mrozonych krazkow
naczyf przy uzyciu opracowanej juz wstgpnie metodyki. Obok krazkow naczyniowych ze
zwierzat kontrolnych dla poréwnania badane byly krazki naczyniowe ze zwierzgt z
dysfunkcja $rédblonka, w ktérych to modelach w badaniach czynno$ciowych  oraz
biochemicznych stwierdzono dysfunkcj¢ srodblonka w izolowanych kragzkach aort. W
badaniach wykorzystano krazki naczyniowe od szczuréw z hipertriglicerydemia (wywotang
przez 8 tygodniows dietg AIN93 wzbogacong we fruktozg), szezuréw z cukrzyca (wywolang
przez. dootrzewnowe wstrzyknigcie streptozotocyny), myszy transgenicznych Tg aq*d4 z
niewydolnoscia krazenia, myszy knock-out-Apo-E/LDLR KO z miazdzycg . Ten cykl badan b
miat na celu analize czy fenotyp zapalenia $rodblonka uzyskany w modelach in vitro jest
zblizony do tego, ktéry wystepuje in vivo oraz pozwoli opracowac metodyke badan ktéra
umozliwi badanie wplywu zwigzkéw podawanych in vive, na fenotyp Srodblonka oceniany ex

vivo.

Opisany cykl badaf umozliwil opracowanie modeli zapalenia $rodblonka i $ciany
naczynia w krazkach naczyniowych in vitro i kompleksowg oceny fenotypowg odpowiedzi
zapalnej $rodblonka w warunkach in sifu. Ocena srodblonkowego dzialania zwigzkow
referencyjnych o dzialaniu $rédblonkowym oraz nowych zwigzkéw w opracowanych

modelach zapalenia $rédblonka in vitro.

Farmakologiczna korekcja dysfunkcji  $rédblonka powinna  prowadzi¢ do
zahamowania aktywacji zapalnej i mechanizméw zakrzepowych $rédblonka oraz przywrocic
prawidlowg czynno$¢ naczyniochronnych przekaznikow $rodblonka. W wyzej opracowanych

modelach w oparciu o szeroki panel parametréw oceny fenotypowej zapalenia $rodblonka
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(wytwarzanie przekaznikdéw naczynioprotekcyjnych srédblonka np. NO, PGI2, mediatoréw
zapalnych np. ICAM-1, MCP-1, przekaznikéw zakrzeporodnych np. PAI-1) analizowany
bedzie wplyw zwigzkéw referencyjnych o dziataniu $rédblonkowym: B-adrenolityki
(karwedilol, nebiwolol), statyny (simwastatyna, atorwastatyna), inhibitory ~ACE-I
(perindopril, ramipril), sartany (lozartan), tienopirydyny (clopidogrel, prasugrel), CO donory
(CORM3, CORMAL), NO donory (DEA/NO), chlorek 1-metylonikotynamidu (MNA).
Nastepnie oceniono wplyw nowo badanych zwigzkéw w tym np. soli pirydyniowych: hlorek
1,4-dimetylopirydyniowy (DMP),chlorek 1-metylo-3-acetylopirydyniowy(MAP), zwigzkéw o
podejrzewanym podwéjnym dziataniu naczynioprotekcyjnym (via PGI2 i NO) taki jak np.
chlorek 1-metylo-3-pirydyloamidoksymu, oraz nowych pochodnych nikorandilu w tym

metylonikorandil.

W ramach planowanych badain oceniono réwniez toksyczno$¢ badanych zwigzkéw na
komérki $rédbtonka przy uzyciu spektrofotometrycznej analizy redukcji MTT i innych

metod. W trakcie stazu prezentowano wyniki badan na konferencjach naukowych:

Lojek A., Stanislawska L., Wrzosek A., Szewczyk A., Dotowy K., C]ﬂoplckl S (2008). TNF-L mduced [CAM-1
expression in inhibited by m:tochondl ial complex I mh]b;tor — rotenone in endothelial cell line.8™ Meeting of
France — New EU Members 16" JMRC Symposium ,, New Frontiets in Cardiovascular Research” Krakow 41.

Bartu$ M., Stanislawska L, Chmura-Skirlinska A., Gajda M., Kostog1ys R., Chiopicki S. (2008). The liver
steatosis and endothelial dysfunctwn in hypertr :glycel idemic rats. 8™ Meeting of France — New EU Members
16™ JIMRC Symposium ,, New Frontiers in Cardiovascular Research” Krakow 42.

Chmura-Skirlinska A., Bartu§ M., Stanislawska 1., Chiopicki S., Szewczyk A. (2008). The influence of channel
openers NS1619 and CGS7184 on endothelial vasodilatation. 43 ™ Meeting of the Polisch Biochemical Society.

Olsztyn

Stanislawska L., Chmura-Skirlinska A., Bartu§ M, Chlopicki S., Szewczyk A. (2008).The influence of channel
openers NS1619 and CGS7184 as regulator of endothelial cells function. XIII Sympozjum Sekcji Kardiologii

Eksperymentalnej Polskiego Towarzystwa Kardiologicznego. Bialystok

Chmura-Skirlinska A., Bartu§ M., Stanislawska I., Chlopicki S., Szewczyk A. (2008). The estimate of
endothelial dysfunction by EPR measurements of nitric oxide production. Basic and clinical aspects of cardiac
arrhythmia’s Baltic Summer School, 17-29 August, Copenhagen, Denmark.

Chmura-Skirlifiska A., Stojak M., Stanislawska L., Szewczyk A., Chlopicki S.(2009).The influence of carbon
monoxide on endothelial functlon Acta Blochlmlca Polonica 56 (4):186. 44 0 Meeting of the Polisch

Biochemical Society. Lodz.
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Wspélpraca migdzynarodowa w zakresie dzialalnosci naukowej :

od 2020 wspolpraca z  Uniwersytetem w  Jaen (Hiszpania) zaowocowala
przeprowadzeniem dwoch recenzji w przewodzie doktorskim Daniela
Rodrigueza Almagro i Estebana Obrero Gaitan realizowanych w Szkole

Doktorskiej Uniwersytetu Jaen w Hiszpanii.

Aktywny udzial w kongresach krajowych i miedzynarodowych z prezentacjami
popularyzujgcymi prowadzone badania:

1. XIV Ogoélnopolskie Seminarium pt. ,,Mechanizmy sluzgce utrzymaniu
zycia i regulacji fizjologicznych”, Krakow, 2000.

2. X International Symposium of Polish Network of Molecular and
Cellular Biology UNESCO/PAS ,,Molecular and Physiological
Aspects of Regulatory Processes of the Organism”. Krakow, 2001.

3. XV Ogoélnopolskie Seminarium pt.,, Mechanizmy stuzgce utrzymaniu
zycia i regulacji fizjologicznych”, Krakéw.

4. XI International Symposium of Polish Network of Molecular and
Cellular Biology UNESCO/PAS ,,Molecular and Physiological Aspects
of Regulatory Processes of the Organism”. Krakow, 2002.

5 XVI Ogdlnopolskie Seminarium pt.”Mechanizmy stuzace utrzymaniu
zycia i regulacji fizjologicznych”, Krakow, 2002,

6. 12 International Symposium of Polish Network of Molecular and
Cellular Biology UNESCO/PAS “Molecular and Physiological Aspects
of Regulatory Processes of the Organism”. Krakow, 2003.

7. XVII Ogdlnopolskie Seminarium pt.,, Mechanizmy shizgce utrzymaniu
zycia i regulacji fizjologicznych”, Krakéw, 2003

8. Konferencja ,,Chemia a edukacja prozdrowotna”. Uniwersytet
Jagiellonski, Krakéw, 2003.

9. V Sympozjum Podstawy proekologiczne u progu XXI wieku, Sutéw,
2003.
10. XVIII Ogdlnopolskie Seminarium pt. ,Mechanizmy stuzace utrzymaniu zycia i

regulacji fizjologicznych”, Krakow, 2004,
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11.

12.

13.

14,

185,

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

285,

26.

27.
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XIII International Symposium of Polish Network of Molecular and Cellular
Biology UNESCO/PAS ,,Molecular and Physiological Aspects of Regulatory
Processes of the Organism”. Krakow, 2004.

XIV International Symposium of Polish Network of Molecular and Cellular
Biology UNESCO/PAS ,,Molecular and Physiological Aspects of Regulatory
Processes of the Organism”. Krakow, 2005.

XV International Symposium of Polish Network of Molecular and Cellular
Biology UNESCO/PA ,,Molecular and Physiological Acpects of Regulatory
Processes of the Organism”. Krakéw,2006.

16 "™ International Symposium of Polish Network of Molecular and Cellular
Biology UNESCO/PAS- Krakow, 2007.

8" Meeting of France — New EU Members 16™ JIMRC Symposium ,, New:

Frontiers in Cardiovascular Research” Krakow 2008.

8" Meeting of France — New EU Members 16™ JMRC Symposium ,, New
Frontiers in Cardiovascular Research” Krakow, 2008.

43 ™ Meeting of the Polisch Biochemical Society. Olsztyn, 2008.

XIII Sympozjum Sekcji Kardiologii Eksperymentalnej Polskiego Towarzystwa
Kardiologicznego. Biatystok, 2008.

Seminarium STM/AFM Zakopane, 2008,

Basic and clinical aspects of cardiac arrhythmia’s Baltic Summer School, 17-
29 August 2008, Copenhagen, Denmark.

44 ™ Meeting of the Polisch Biochemical Society. £.6dz, 2009.

XIV Sympozjum Sekeji Kardiologii Eksperymentalnej Polskiego Towarzystwa
Kardiologicznego. Dobieszkow 2009.

Seminarium STM/AFM Zakopane, 2010.

VI Wiosna z Fizjoterapig Cykliczne Sympozjum Studenckich K6t Naukowych
nt. Aktualne Kierunki Rozwoju Fizjoterapii i Rehabilitacji (opiekun naukowy
p. Moniki Calus) Warszawa, 16 kwietnia 2012.

VII Wiosna z Fizjoterapiag Cykliczne Sympozjum Studenckich Két Naukowych
nt. Aktualne Kierunki Rozwoju Fizjoterapii i Rehabilitacji (opiekun naukowy
p. Pauliny Lisowskiej i Krzysztofa Psoty), Warszawa, 19 kwietnia 2013.

20" European Congress Physical and Rehabilitation Medicine, Lisbon, 2016.

6™ International Young Scientists Conference, Human/Nutrition/ Environment,
Rzeszow 2016.
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29.

30.

31,

32.

33.

34.

35.

30.

37.

38.

39,

40.

41.

42,

43.

44,

45,
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I Konferencja Miedzynarodowa ,,Postepy Nauk o Zdrowiu” Warszawa, 2017.

Posiedzenie Naukowe Polskiego Towarzystwa Rehabilitacji Oddziatu
Mazowieckiego, 7 marca 2017, Warszawa.

IX Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa Tygiel, Lublin, 2017,

II Ogolnopolska Konferencja Naukowa pt. ,, Wymiary Choréb Cywilizacyjnych
i Spotecznych XXI wieku”. Lublin, 2017.

Konferencja Naukowa, Dietetyka w Kosmetologii, Warszawa, 13 maja 2017.

II Ogolnopolska Konferencja Naukowo-Szkoleniowa ,,Edukacja-Zdrowie-
Srodowisko”. Kielce, 1-2 czerwca 2017.

111 Konferencja Naukowa Wyzszej Szkoly Rehabilitacji. Czynniki genetyczne i
srodowiskowe wplywajace na jakos¢ zdrowia i zycia konsumentow. Wyzsza
Szkota Rehabilitacji w Warszawie, 9 czerwca 2017.

III Miedzynarodowa Konferencja. Ratownictwo Medyczne w Nauce i
Praktyce. Mikotajki, 6-8 wrzesnia 2017.

XVIII Sympozjum Polskiego Towarzystwa Rehabilitacji Rzeszow, 13-14
pazdziernika 2017.

IV Konferencja Naukowa ,,Czynniki genetyczne i srodowiskowe wplywajgce
na jako$¢ zycia i zdrowia konsumentow”, Warszawa, 1 grudzien 2018.

Konfrencja Cztowiek-Zdrowie Srodowisko ,UJK, Kielce 2018.

IT Ogolnopolska Konferencja Naukowa Wymiary Choréb Cywilizacyjnych i
Spotecznych XXI wieku, Lublin, 7.04.2018.

X Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa — Tygiel ,,Interdyscyplinarnos¢
Kluezem do Rozwoju”, Lublin, 2018.

Posiedzenie Naukowe Oddzialu Mazowieckiego Polskiego Towarzystwa
Rehabilitacji, 9.03.2019, Warszawa.

XI  Interdyscyplinarna  Konferencja  Naukowa  TYGIEL  2019.
Interdyscyplinarno$¢ kluczem do rozwoju. Lublin, 22-24.03.2019.

XII  Interdyscyplinarna  Konferencja  Naukowa  TYGIEL  2020.
Interdyscyplinarnosé kluczem do rozwoju. Lublin, 2020.

Posiedzenie Naukowe Oddziatu Mazowieckiego PTReh. Warszawa, 6.03.2021.

VI Ogdlnopolska Konferencja Naukowa- Wymiary Choréb Cywilizacyjnych i
Spotecznych XXI wieku, 23 kwietnia 2021, Lublin.
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46. VI Ogélnopolska Konferencja Naukowa WSR sZywnos¢ a Zdrowie
Cztowieka”, 15.05.2021 Warszawa.

47, 111 Ogdlnopolska Konferencja Naukowa ,,Starzenie sig i staros¢ wyzwaniem 1
zadaniem XXI wieku, 10.06.2021 Jarostaw

48, Ogolnopolska Konferencja Naukowa Multidyscyplinarne Aspekty Zdrowia i
Choroby, Wyzsza Szkola Rehabilitacji w Warszawie, 27.05.2022

49, Konferencja Naukowa Dhug Zdrowotny Wyznaczeniem dla Pielggniarek i
Poloznych  oraz innych zawodéw medycznych, Warszawska Uczelnia

Medyczna 27.05. 2023

Dzialalno$¢ dydaktyczna:
od 2010 Prowadzenie wyktadow i ¢wiczen z anatomii czlowieka, fizjologii czlowieka,
biochemii, edukacji zdrowotnej, metodologii badan, patofizjologii

2015 Opracowanie programu studiéw z zakresu Dietetyki I i II stopnia
realizowanego w WSR w Warszawie

2015 Opracowanie sylabusow z przedmiotéw podstawowych realizowanych na
kierunku Dietetyki

2019 Opracowanie sylabuséw do specjalnodci: Dietetyka w sporcie oraz Dietetyka
Kliniczna

2020 Opracowanie programu studiéw z Zakresu Zdrowia Publicznego w WSR

w Warszawie

2010-2023  Przygotowanie i przeprowadzanie egzaminéw dla studentéw Wyzszej Szkoly
Rehabilitacji w Warszawie z zakresu: anatomii cztowieka, fizjologii czlowieka,
biochemii, edukacji zdrowotnej oraz metodologii badan

Wyklady w ramach programu Erasmus-Plus w uczelniach zagranicznych:

2017 wyklady (Visiting Profesor - Erasmus-Plus) dla studentéw Uniwersytetu w
Gironie (Hiszpania)

2017 wyklady (Visiting Profesor - Erasmus-Plus) dla studentow Uniwersytetu w
Peskara-Chieti (Wlochy)
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wyklady (Visiting Profesor - Erasmus-Plus) dla studentéw Uniwersytetu w
Toledo (Hiszpania)

wyklady (Visiting Profesor - Erasmus-Plus) dla studentéw Wydzialu
Fizjoterapii Uniwersytetu w Faro (Portugalia)

wyktady (Visiting Profesor - Erasmus-Plus) dla studentéw Uniwersytetu w Jaen

(Hiszpania)

wyklady (Visiting Profesor - Erasmus-Plus) dla studentéw Uniwersytetu w

Jaen (Hiszpania)

wyklady (Visiting Profesor - Erasmus-Plus) dla studentéw Uniwersytetu w
Elche-Alicante (Hiszpania)

wyklady (Visiting Profesor - Erasmus-Plus) dla studentéw Uniwersytetu w
Walencja (Hiszpania)

wyklady wyktady (Visiting Profesor - Erasmus-Plus) dla studentow
Uniwersytetu w Jaen (Hiszpania)

Promotor ponad 250 i recenzent ponad 120 prac licencjackich i magisterskich
studentéw na kierunku Fizjoterapii, Dietetyki, Zdrowia Publicznego w

Wyzszej Szkole Rehabilitacji w Warszawie

Promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim pani mgr Ewy Wiostowskiej
prowadzonym w Uniwersytecie Pedagogicznym w Krakowie
Tytul rozprawy: Wplyw starzenia na procesy degeneracyjne we krwi i

wybranych organach myszy. Promotor: dr hab. Artur Jozwik

Recenzja w przewodzie doktorskim Danicla Rodrigueza Almagro

realizowanego w Szkole Doktorskiej Uniwersytetu Jaen w Hiszpanii.

Recenzja w przewodzie doktorskim Estebana Obrero Gaitan realizowanego

w Szkole Doktorskiej Uniwersytetu Jaen w Hiszpanii.

Ekspert do przygotowania materialéw szkoleniowych dotyczacych zasad
prowadzenia edukacji zdrowotnej dla wybranych grup zawodowych w ramach

Zadania 5 PIB: Popularyzacja wiedzy i informowanie spoleczenstwa o
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aktualnej sytuacji epidemiologicznej chordb i zakazen oraz sytuacji zdrowotnej
obywateli, a takze popularyzacja wiedzy i zachowan sprzyjajacych zdrowiu w
zakresie profilaktyki chordb, prawidlowego odzywiania oraz prozdrowotnego
stylu zycia. Temat materiatow szkoleniowych: ,,Polskie i zagraniczne schematy
i rekomendacje w zakresie budowania/planowania i ewaluacji programow

zdrowotnych”.

Ekspert ds. opracowania programu, efektow ksztalcenia i koncepcji modutu
wZdrowe Odzywianie” oraz prowadzenie warsztatow z edukacji zywieniowych
w ramach projektu z Funduszy Europejskich pn. ,Zdrowe Zycie i Zdrowa
Kariera — program rozwijania kompetencji kluczowych niestandardowych
odbiorcéw szkolnictwa wyzszego” realizowanego w ramach Programu

Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-2020, O$ Priorytetowa III:
Szkolnictwo Wyzsze dla gospodarki i rozwoju, Dziatanie 3.1: Kompetencje w

szkolnictwie wyzszym.

Ekspert ds. opracowania sylabusoéw, efektéw ksztalcenia oraz opracowania
scenariuszy zaje¢ z wykorzystaniem VR (wirtualnej rzeczywistosei) z
Fizjologii na kierunku Fizjoterapii w ramach projektu z Funduszy
Europejskich pn. ,,Regionalny Rozwdj Uczelni” (nt POWR.03.05.00-00-
ZR56/18) realizowany w ramach III Osi Priorytetowej: Szkolnictwo wyzsze
dla gospodarki i rozwoju, Dziatanie 3.5 Kompleksowe programy szkot

wyzszych, Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj.
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Dzialalno$¢ organizacyjna zwigzana z naukg:

2013 Komitet Organizacyjny i Naukowy I Sympozjum Wyzszej Szkoly Rehabilitacji
w Warszawie - Fizjoterapia w wybranych dziedzinach medycyny

2015 Komitet organizacyjny i naukowy I Konferencji Naukowej dla Dietetykéw
Czynniki Genetyczne i Srodowiskowe wplywajace na jakos¢ zdrowia i zycia
konsumentow, WSR Warszawa

2016 Komitet Organizacyjny i Naukowy II Konferencji Naukowej dla Dietetykow —
Czynniki Genetyczne i Srodowiskowe wplywajgce na jakosé zdrowia i zycia
konsumentow, WSR Warszawa

2017 Komitet Organizacyjny i Naukowy III Konferencji Naukowej dla Dietetykow-
Czynniki Genetyczne i Srodowiskowe wplywajace na jako$¢ zdrowia i zycia
konsumentéw, WSR Warszawa

2017 Komitet Organizacyjny III Ogolnopolska Konferencja Naukowa ,,Edukacja-
Zdrowie-Srodowisko”, Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach

2017 Komitet Organizacyjny i Naukowy I Konferencji Migdzynarodowej ,,Postepy
Nauk o Zdrowiu”, WSR Warszawa

2018 Komitet Naukowy i Organizacyjny IV Konferencja Naukowa ,»Czynniki
genetyczne i $rodowiskowe wplywajgce na jakosc zycia 1 zdrowia
konsumentow”, WSR Warszawa

2019 Komitet Naukowy i Organizacyjny V Konferencja Naukowa ,,Czynniki
genetyczne i $rodowiskowe wplywajgce na jakosc zycia 1 zdrowia
konsumentow”, WSR Warszawa

2021 Komitet Naukowy i Organizacyjny VI Ogélnopolska Konferencja Naukowa
Zywno$¢ a Zdrowie Czlowieka”, WSR Warszawa

2021 Komitet Organizacyjny i Naukowy - Ogélnopolska Konferencja
Multidyscyplinarne podejécie do zagrozen zdrowia i Zycia czlowicka w
obliczu pandemii COVID-19”, WSR Warszawa

2021 Komitet Organizacyjny - 111 Ogélnopolska Konferencja Naukowa »Starzenie
sie i staro$¢ wyzwaniem i zadaniem XXI wieku, 10.06.2021 PWSTE Jarostaw

2021 Komitet Organizacyjny — Konferencja Naukowa ,,Zrozumie¢ Spektrum
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Plodowych Zaburzen Alkoholowych — FASD”, 13.09.2021 Sejm RP

2022 Komitet Organizacyjny i Naukowy — Ogélnopolska Konferencja Naukowa
Multidyscyplinarne Aspekty Zdrowia i Choroby, Wyzsza Szkota Rehabilitacji
w Warszawie

2023 Komitet Organizacyjny i Naukowy — Konferencja Spotkania na granicy — Prawo

ochrony $rodowiska i zdrowia, Uniwersytet Slaski w Katowicach, Collegium
Medicum Uniwersytet J. Kochanowskiego w Kielcach

Dzialalnosé wydawnicza:

2018 Recenzent w czasopismie ,,Medical Studies”
od 2015 Z-ca redaktora naczelnego w czasopismie ,,Postepy Nauk o Zdrowiu”
2017 Redaktor Naukowy monografii:

Wplyw zywnosci i zywienia na zdrowie. red. naukowa, Chmielewski J.,
Florek-Luszczki M., Stanistawska L. Instytut Ochrony Srodowiska -

Panstwowy Instytut Badawczy, Kielce

2020 Recenzent w monografii ,,Environmental Factors And Health-Educational
Dimension” red. . Zeber-Dzikowska, J. Chmielewski, J. Kosecka. Instytut

Ochrony Srodowiska - Panistwowy Instytut Badawczy, Warszawa,

Prowadzenie studenckich kol naukowych:

2014-2023  Prowadzenie Kola Naukowego Edukacji Zdrowotnej w Wyzszej Szkole
Rehabilitacji Warszawie

2012-2023  Wspolprowadzenie Kola Naukowego Biorechabilitacji, ktérego celem bylo

rozwijanie badan dotyczacych podstaw biochemicznych i biologicznych

procesow zachodzacych w procesach leczenia i rehabilitacji. Szczegélnym
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zainteresowaniem s procesy podstawowe stojgce u Zrodel skutecznosci
leczenia i rehabilitacji. Opiekunami kota sa $cisle ze sobg wspotpracujgey i

do$wiadczeni specjalisci z zakresu nauk medycznych i nauk o zdrowiu.

VI Wiosna z Fizjoterapia Cykliczne Sympozjum Studenckich K6t Naukowych nt. Aktualne
Kierunki Rozwoju Fizjoterapii i Rehabilitacji - opiekun naukowy pani Moniki Catus, WUM,
Warszawa, 16 kwietnia 2012.

VII Wiosna z Fizjoterapia Cykliczne Sympozjum Studenckich K6t Naukowych nt. Aktualne
Kierunki Rozwoju Fizjoterapii i Rehabilitacji - opiekun naukowy p. Pauliny Lisowskiej i
Krzysztofa Psoty, WUM Warszawa, 19 kwietnia 2013.

Osiggnigcia popularyzujgce nauke:

2019 - 2022 Przygotowanie i realizacja warsztatow dotyczacych zdrowego
odzywiania dla uczniéw szkét podstawowych na terenie Warszawy w
ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-2020,
O$ Priorytetowa III: Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki i roZwoju,

Dzialanie 3.1: Kompetencje w szkolnictwie wyzszym.

2020 - 2021 Prowadzenie warsztatow z zakresu zdrowego stylu zycia dla uczniow I

Katolickiego Liceum Spolecznego w Warszawie

2006-2015 Popularyzowanie nauki w trakcie Festiwaléw Nauki. Organizowanie

warsztatow dotyczgcych zdrowego stylu zycia:

1. Stanistawska Iwona, Tytko Joanna (2006). Skiadniki pokarmowe i ich znaczenie. VII
Kielecki Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe, Akademia Swigtokrzyska.

2. Marwicka Justyna, Stanislawska Iwona (2006). Profilaktyka choréb cywilizacyjnych.
VII Kielecki Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe, Akademia Swigtokrzyska.

3. Gasiorowski Rafal, Stanislawska Iwona (20006). Obliczenia statystyczne w
epidemioloii. VII Kielecki Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe, Akademia

Swigtokrzyska.

4. Tytko Joanna, Stanislawska Iwona (2007). Walka z wolnymi rodnikami. VIII
Kielecki Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe, Akademia Swietokrzyska.
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5. Stanistawska Iwona, Tytko Joanna (2007). Makroelementy i ich rola w zywieniu.
VIII Kielecki Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe, Akademia Swigtokizyska.

6. Stanislawska 1., Calus M. (2012) Kregostup: podstawowy element szkieletu. Choroby
uktadu ruchu. XVI Warszawski Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe.

7. Tokarska A., Stanislawska I, (2012) Jak pracuja miesnie? XVI Warszawski
Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe.

8. Stanistawska I., Gotaszewska K., Catus M. (2012) Budowa i funkcjonowanie uktadu
ruchu. XVI Warszawski Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe.

9. Stanislawksa I., Jankowska M, Hajnrych A. (2013) Tajemnice anatomii — budowa
uktadu ruchu. XVII Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe

10. Stanistawska 1., Godlewska M., Dziergas-Wnuk R., Kaszynska I. (2013) Skladniki
pokarmowe w zywnosci i ich rola w onanizmie cztowieka, XVII Festiwal Nauki.

Prezentacje Festiwalowe.

11. Stanislawska 1., Golaszewska K. (2013) Budowa krggostupa oraz jego funkcje.
Choroby uktadu ruchu. XVII Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe

12. Stanistawska 1., Rzepczak P., Oleszczuk E.(2014) Szkielet czlowieka: budowa i
funkcje. XVII Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe.

13. Stanislawska I, Godlewska M., Kaszynska 1. (2014) Skiadniki pokarmowe w
zywnodci i ich funkcje w organizmie. XVIII Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe.

14. Stanislawska L., Jankowska M. (2014). Budowa uktadu ruchu. XVIII Festiwal Nauki.
Prezentacje Festiwalowe.

15. Stanistawska I., Ugarenko A., Renclawowicz A., Ambroziak A. (2015). Jak zdrowo
si¢ odzywiaé? XIX Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe.

16. Ugarenko A., Kazimierczuk E., Ruszczyk N., Stanislawska L (2015). Zasady
zdrowego odzywiania. XIX Festiwal Nauki. Prezentacje Festiwalowe.

Nagrody i wyr6znienia:

2017 Nagroda Rektora Wyzszej Szkoly Rehabilitacji prof. dr hab. n. med. Jerzego
Kiwerskiego za zaangazowanie w dzialania organizacyjne i naukowo —

dydaktyczne na rzecz rozwoju Uczelni,
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