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1.Imi¢ i Nazwisko:
Anna Polus
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyezne— z podaniem nazwy, miejsca

i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

tytul magistra biologii, specjalno$¢ biologia molekularna- 06-05-1994, Wydziat Biologii i Nauk o
Ziemi UJ, Krakow

tytut doktora nauk biologicznych -21-06-2002, Wydziat Lekarski, ,Uniwersytet Jagiellonski

Collegium Medicum, tytut rozprawy: ,,Badanie angiogennych mechanizmow dziatania leptyny”

diagnosta laboratoryjny - 15-09-2006, nr prawa wykonywania zawodu AA 02903
Kierownik Pracowni Biologii Molekularnej Katedry Biochemii Klinicznej UICM od 05-06-2011 roku

specjalizacja w laboratoryjnej genetyce medycznej - w trakcie specjalizacji od 2012 roku

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystyezryeh-

Studia ukonczytam z tytutlem magistra biologii o specjalnosci biologia molekularna w roku
1994, na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, z wynikiem
bardzo dobrym.

Doswiadczenie zawodowe zdobywatam pracujagc od maja 1994 roku Katedrze Biochemii
Klinicznej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum, jak i na szkoleniach oraz stazach
naukowych w jednostkach zagranicznych.

Poczatkowo pracowatam w Pracowni Hodowli Komoérek. Od 1998 roku zajmowatam sie¢
diagnostyka zakazen wirusowych, a od 2000 roku prowadzitam Pracowni¢ Biologii Molekularnej i
Pracowni¢ Wirusologiczng (nr w rejestrze KIDL 2662) zajmujaca si¢ badaniami jakosciowymi i
ilosciowymi wirusow HBV, HCV, CMV oraz HIV metodami biologii molekularnej. Od 2006 roku
jestem diagnosta laboratoryjnym. Prowadzone przeze mnie pracownie uzyskiwaly kazdego roku
miedzynarodowe certyfikaty jakosci dla wykonywanych badan zaréwno jakosciowych jak i
iloSciowych. Opracowywatam dla Ministerstwa Zdrowia zalecenia dla wprowadzenia ,,Standardow
jakosci w zakresie badan laboratoryjnych WZW metoda PCR” dla laboratoriow wykonujacych
oznaczenia metodami biologii molekularnej. W ramach dziatalno$ci naukowej realizowatam zadania
zwigzane z analiza wynikow badan molekularnych metodami o duzej przepustowosci (OMICs) a
szczegoblnie danych z mikromacierzy ekspresyjnych.

Prowadzone przeze mnie badania haukowe byly realizowane w ramach 8 projektow unijnych
oraz 7 projektéw dotowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (KBN, NCN).

Badania byly prowadzone zaré6wno na modelach in vitro jak i in vivo, dotyczyty glownie wplywu



sktadnikéw diety, tj. beta-karotenu, nasyconych i nienasyconych kwaséow thuszczowych ha
réznicowanie si¢ komoérek progenitorowych w angiogenezie i adipogenezie, w procesach lezacych u
podstaw chordb cywilizacyjnych takich jak otyto$¢, miazdzyca, zespot metaboliczny czy choroby
NoOwWOotworowe.

W ramach projektow realizowatam zadania taczace wysokoprzepustowe metody molekularne
,OMICS” - transkryptomike, lipidomike, metabolomike oraz analiz¢ bioinformatyczng w celu
wykazania wptywu sktadnikow codziennej diety na regulacj¢ procesoéw wewnatrzkomorkowych tj.
stresu retikulum endoplazmatycznego (ER), proliferacji, apoptozy, autofagii, aktywnosci
peroksysomow i proteasomow, tworzenia kropli lipidowych (LD), funkcji mitochondrium, tworzenia
tubul - model angiogenezy in vitro.

Wspoéttworzylam Pracownie Badan Genetycznych i Nutrigenomiki w Zakladzie Biochemii
Klinicznej UJCM, ktora zostata przeksztalcona w roku 2011 w Zaktad Diagnostyki Genetycznej i
Nutrigenomiki. Od roku 2011 jestem kierownikiem Pracowni Biologii Molekularnej Zaktadu
Diagnostyki Genetycznej i Nutrigenomiki Katedry Biochemii Klinicznej UJCM, w ramach ktorej
prowadzone sa badania naukowe jak i diagnostyczne.

W ramach dziatalnosci diagnostycznej interpretuje wyniki analizy fragmentéw STR u
pacjentow z biataczka dla oceny chimeryzmu hematopoetycznego po allogenicznej transplantacji
szpiku.

Prowadze szkolenia z technik biologii molekularnej w ramach specjalizacji w laboratoryjnej
genetyce medycznej dla diagnostow, prowadze wyklady w ramach kurséw specjalizacyjnych:
,Diagnostyczne metody laboratoryjne w genetyce klinicznej” dla lekarzy oraz ,,Techniki biologii
molekularnej dla specjalizujacych sie¢ w laboratoryjnej diagnostyce medycznej”.

W trakcie pracy w Katedrze Biochemii Klinicznej UJCM kilkakrotnie doskonalitam swoje
umiejetnosci W laboratoriach biologii molekularnej we wiodacych osrodkach w ramach:
stazow zagranicznych
-1995 - Katedra Kardiologii, Uniwersytet w Tiibingen, Niemcy, staz naukowy i realizacja badan z
wykorzystaniem pierwotnych hodowli komérkowych komorek srodbtonka naczyn (HUVEC) oraz
miesni gtadkich (VSMC)

-2003 - Instytut Chemii Klinicznej i Medycyny Laboratoryjnej, Klinikum der Universitét Regensburg,
Niemcy, staz naukowy, analiza wynikéw mikromacierzy ekspresyjnych

-2004 - RIKILT Institute in Food Bioactives Group Wageningen Holandia staz naukowy, analiza
ekspresji genéw metoda mikromacierzy

szkolen zawodowych

27.06-1.07-2005 - Maastricht, Holandia, szkolenie z zakresu analizy i opracowania wynikow
mikromacierzy NuGO ,,Hands-on advanced microarray analysis course”

15-16.03-2006 Poznan, ,,Jako$¢ w medycznym laboratorium diagnostycznym”

30.08 - 2.09 - 2006 - Warszawa, ’Metody analizy statystycznej w genetyce populacyjnej”



18.11-19.11 - 2010 - Warszawa, Seminarium i warsztaty “Mikromacierze ekspresyjne - projektowanie
eksperymentow i analiza danych”

22.11-23.11 - 2010 - Krakéw, ,,WWymagania Dobrej Praktyki Laboratoryjnej i Dobrej Praktyki
Wytwarzania w badaniach biotechnologicznych”

9.04 -2011 -Warszawa, ,,Genomika 2011. Technologie, diagnostyka medyczna, zastosowania”
10.04 - 2011 - Warszawa, ,,Mikromacierze. Analiza danych z uzyciem programu GeneSpring”
18.10 - 20.10 - 2011 - Waldbronn, Niemcy, ,,Agilent Genomic Workbench”

19-11-2013 - Warszawa ,,Wybrane typy wad wrodzonych — etiopatogeneza, diagnostyka,
postgpowanie terapeutyczne oraz poradnictwo genetyczne ”

4.09 - 5.09, 11.09 - 12.09, 18.09 - 2014 - Krakow, ,,IIl Warsztaty Statystyczne dla pracownikow i
doktorantow Uniwersytetu Jagiellonskiego - Collegium Medicum”

11.01 - 15.01 - 2016 - Krakoéw, ,,Network biology Workshop: Cytoscape” szkolenie z zastosowania
programéw do analizy wynikow OMICS

4. \Wskazanie osiggniecia™ wynikajgcego 7 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. nr 65, poz. 595 ze
zm.):

a) tytul osiagnigcia naukowego/artystyeznege,

Analiza mechanizmoéw aktywowanych w trakcie redukcji zawartosci lipidow w tkance
tluszczowej pod wplywem wielonienasyconych kwasow tluszczowych omega-3 i saquinaviru, w

tym zwigzku ekspresji genéw ze zmianami profilu lipidowego.

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa),
Cykl prac obejmujacych zagadnienie pt.:

1. Polus A, Kiec-Wilk B., Czech U., Knapp A., Cialowicz U., Sigriiner A., Konovalova T.,
Schmitz G., Malecki M. and Dembinska-Kiec A. Lipid and Gene Interactions during
Differentiation of Human Subcutaneous Adipose Tissue Stromal Vascular Cells J Cell Sci
Ther 2012, 3: 132 doi: 10.4172/2157-7013.1000132

2. Polus A, Kiec-Wilk B, Razny U, Gielicz A, Schmitz G, Dembinska-Kiec A. Influence of
dietary fatty acids on differentiation of human stromal vascular fraction preadipocytes.
Biochim. Biophys. Acta, Mol. Cell Biol. Lipids 2015 Sep;1851(9):1146-55.

3. Polus A, Zapala B, Razny U, Gielicz A, Kiec-Wilk B, Malczewska-Malec M, Sanak M,
Childs CE, Calder PC, Dembinska-Kiec A. Omega-3 fatty acid supplementation influences

the whole blood transcriptome in women with obesity, associated with pro-resolving lipid



mediator production. Biochim Biophys Acta. 2016 Aug 12;1861(11):1746-1755. doi:
10.1016/j.bbalip.2016.08.005.

4. Polus A, Bociaga-Jasik M, Czech U, Goralska J, Cialowicz U, Chojnacka M, PolusM,
Jurowski K, Dembinska-Kiec A. The human immunodeficiency virus (HIV1)
proteaseinhibitor sanquinavir activates autophagy and removes lipids deposited in
lipiddroplets. J Physiol Pharmacol. 2017 Apr;68(2):283-293. PubMed PMID: 28614778.

c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Celem badan byta ocena zwiazku zmian ekspresji genéw i profilu lipidow w komorkach
tkanki thuszczowej z procesami regulowanymi przez wielonienasycone kwasy ttuszczowe (PUFA)

oraz saquinavir (SQV).

Cele szczegolowe pracy:

1. Ocena wptywu warunkéw stymulujgcych roznicowanie preadipocytow, tworzenie kropli
lipidowych (LD), na ekspresje¢ biatek zwigzanych z tworzeniem LD i metabolizmem lipidow
oraz autofagig.

2. Ocena wptywu kwasow ttuszczowych 1 SQV na zmiany ekspresji genoéw i profilu lipidow
komorkowych w trakcie deponowania lipidow w trakcie adipogenezy.

3. Analiza zwigzku aktywowanych procesdéw wewnatrzkomorkowych ze zmianami ekspresji
gendw, profilem kwasoéw ttuszczowych i ich pochodnych.

4. Analiza zwigzku zmian ilo$ci kwasow ttuszczowych z ekspresja gendw i aktywnoscia

enzymow bioracych udzial w metabolizmie kwasow thuszczowych.

Przedstawione badania dotycza podstaw molekularnych wspoétzaleznosci otylosci i stanu
zapalnego. Sktadniki codziennej diety moga nasila¢ odpowiedz zapalng poprzez zwigkszenie stezenia
we krwi wielu cytokin, chemokin, czynnikéw wzrostowych i adipokin, ktérych dziatanie wiaze stan
zapalny z zaburzeniami metabolicznymi. Nagromadzenie tkanki tluszczowe] (szczegodlnie trzewnej)
wynikajace glownie z dostarczania w nadmiarze do organizmu substratow energetycznych wiaze si¢
ze zwigkszonym ryzykiem cukrzycy, nadci$nienia tg¢tniczego, miazdzycy i chorob uktadu krazenia
(CVD) oraz stluszczenia watroby.

W ostatnich latach intensyfikowane sg badania nad suplementami codziennej diety oraz
zaleznej od nich regulacji mechanizméw wewnatrzkomorkowych, ktorych aktywacja przyczynitaby

si¢ do redukcji stanu zapalnego, jak rowniez do zmniejszenia masy tkanki ttuszczowe;.



W prezentowanych badaniach analizowany byt wplyw na réznicowanie komorek tkanki
thuszczowej wielonienasyconych kwasow ttuszczowych omega-3, ktore w warunkach fizjologicznych
wyciszajg przewlekly stan zapalny oraz saquinaviru — leku przeciwretrowirusowego, ktérego dziatanie
uboczne prowadzi do rozwoju lipodystrofii.

Publikacje 12

W warunkach in vitro dodane "proadipogenne" czynniki nasladowaty nadmiar sktadnikow
odzywczych dostarczanych do organizmu i byly wykorzystywane do stymulacji szlaku cAMP, aby
pobudzi¢ réznicowanie komorek SVF (stromal vascular fraction cells) w kierunku adipocytow.
Warunki proadipogenne powodowaly réznicowanie si¢ komoérek SVF, czego rezultatem bylo
gromadzenie lipidow w tych komoérkach w postaci kropel lipidowych (LD). Ilosciowa analiza
obecnosci triglicerydéw (TG) w zréznicowanych komorkach SVF wykazata 3-krotny wzrost ilosci TG
zdeponowanych w LD jak rowniez wzrost ilo$ci zwigzanych z nimi biatek - PAT protein (Perilipin 1
(PLIN1), Adipose differentiation-related protein (ADRP), Tail-interacting protein of 47 kiloDaltons
(TIPAT)).

Ten model réznicowania komdrek progenitorowych SVF do adipocytéw postuzyt w dalszych
badaniach do analizy wptywu kwaséw omega-3 jak i SQV na procesy zwigzane z hamowaniem
procesu adipogenezy, a w rezultacie pozwolit na poznanie mechanizméw uczestniczacych w redukcji
masy tkanki thuszczowe;.

W podjetych badaniach poprzez analize zmian ekspresji genéw i profilu lipidow wykazatam,
jak badane czynniki reguluja procesy wewnatrzkoméorkowe w trakcie adipogenezy, tj. ER-stres, szlak
NFkB (Nuclear Factor kappa B) i synteze bialek stanu zapalnego, funkcje mitochondrium, w tym
regulacje ekspresji biatek tancucha oddechowego, apoptoze, autofagie, metabolizm lipidow,
réznicowanie komorek w tym tworzenie LD oraz ekspresj¢ zwigzanych z nimi biatek.

Kwasy ttuszczowe dodane do proadipogennego medium w trakcie stymulacji réznicowania
regulowaly deponowanie lipidow w LD jak i ich wielkos¢. Dodanie kwasu palmitynowego (PA),
kwasu oleinowego (OA), kwasu arachidonowego (AA) promowato akumulacje lipidow w LD w
komorkach SVF, natomiast obecnos¢ kwasu eikozaheksaenowego (EPA) hamowata ten proces, CO
korelowalo ze zmianami ekspresji biatek PAT. llos¢ PLIN1, biatka obecnego w komorkach gdzie
tworzg si¢ duze krople lipidowe, byla zwigkszana szczegodlnie przez AA, natomiast wzrost ilosci
TIP47, biatka obecnego na matych LD, obserwowano po dodaniu EPA.

Warunki stymulujace roznicowanie SVF istotnie zmieniaty profil lipidow w tych komorkach.
Krotki okres stymulacji (48h) komoérek SVF czynnikami pobudzajacymi réznicowanie do adipocytow
powodowat generalnie wzrost syntezy wszystkich klas lipidow oraz zréznicowane wbudowywanie
kwasow ttuszczowych w strukture poszczegdlnych klas lipidow. Jednonienasycone kwasy ttuszczowe
(MUFA) byly wbudowywane w strukture SPM (sfingomieliny), fosfatydyloseryny (PS),
fosfatydyloinozytolu (PI), fosfatydyloetanoloaminy (PE), lizofosfatydylocholiny (LPC), estrow

cholesterolu (CE) i fosfatydyloglicerolu (PG), natomiast wielonienasycone kwasy ttuszczowe (PUFA)



— w strukture SPM, PS, PI, PE, LPC i CE. Wzrastata réwniez ilo$¢ nasyconych kwasow tluszczowych
(SFA) wbudowywanych w struktury SPM oraz Cer (ceramidy).

Po 15 dniach réznicowania komoérek SVF gléwnymi gromadzonymi kwasami thuszczowymi w
tych komoérkach byly kwasy o tancuchach dlugosci 16-18 atomow wegla, nasycone lub
jednonienasycone. Przedtuzenie czasu roznicowania do 15 dni powodowalo rowniez zmniejszenie
ilosci dlugotancuchowych (> 20 atoméw C) kwaséw thuszczowych. Warunki rdéznicujace stymulowaty
w komorce syntezg de novo kwasow tluszczowych i wbudowywanie ich w strukture Cer powstajacych
w komorce w odpowiedzi na stres retikulum endoplazmatycznego.

Dodanie kwasow tluszczowych (PA, OA, AA, EPA) podczas roznicowania komorek SVF nie
zmienito znaczaco ilosci poszczegdlnych klas lipidow, ale proporcje wbudowanych w nie kwasoéw
thuszczowych.

Dodanie do proadipogennych warunkow PA i OA powodowato po 48h wzrost ich inkorporacji
do struktury lipidow komorkowych, a przedtuzenie hodowli komérkowej do 15 dni jeszcze nasilito ten
efekt. Rowniez dodanie AA lub EPA powodowalo poczatkowo wzrost ilosci tych kwasow
thuszczowych w lipidach komérkowych. Stwierdzono natomiast, ze wydtuzenie hodowli komérek do
15 dni powoduje zmniejszenie ich ilosci. Tworzenie LD korelowato z obserwowang redukcja ilosci
AA oraz EPA w lipidach komoérkowych. Ze wzrostem ilo$ci 1 wielkosci LD zmniejszala sig ilos¢ AA
w strukturze lipidow, natomiast spadek ilosci EPA w lipidach komorkowych korelowat z
powstawaniem mniejszej ilosci i matych LD.

Analiza metodg mikromacierzy zmian ekspresji genow wykazata, ze zastosowane
proadipogenne warunki istotnie aktywuja ekspresje genow czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych
proces réznicowania komorek SVF do adipocytow oraz genéw markerow roznicowania adipocytow.
Réznicowanie komoérek SVF bylo zwigzane z nasileniem ekspresji genu ACSL1, enzymu, ktory
przytacza do wolnych kwasoéw tluszczowych koenzym A umozliwiajac wlaczanie kwasow
tluszczowych do réznych procesow metabolicznych. W warunkach proadipogennych nasila si¢
rowniez ekspresja gendéw uczestniczacych w syntezie, desaturacji oraz eclongacji kwasow
thuszczowych. Réznicowanie powodowato wzrost ekspresji gendw uczestniczacych w syntezie
diacylogliceroli. Dodanie PA, OA i AA w trakcie stymulacji roznicowania dodatkowo nasilato ten
efekt, podczas gdy dodanie EPA nie wplywalo znaczaco na zmiang ekspresji enzymow
uczestniczacych w tych procesach.

Warunki proadipogenne nasilaty ekspresje genu oksydazy NADPH 4 (NOX4), genéw z
rodziny czynnika transkrypcyjnego NFxB jak rowniez gendéw prozapalnych cytokin, chemokin i ich
receptorow. W odroznieniu od EPA dodanie w trakcie stymulacji roznicowania kwasow ttuszczowych
tj. PA, OA, AA jeszcze nasilalo ten efekt. Obserwowano rowniez zwickszenie ekspresji biatek
przeciwdziatajacych stresowi oksydacyjnemu w komorkach.

Poprzez badanie sktadu kwasoéw tluszczowych w lipidach komorkowych analizowano

posrednio aktywno$¢ enzymoéw — desaturaz i elongaz kwasow tluszczowych. Badanie stosunku



produkt/substrat dla danego enzymu posrednio stuzyto ocenie aktywnosci poszczegdlnych enzymow.
Aktywno$¢ ta korelowano z ekspresja genow enzymow zaangazowanych w metabolizm kwasow
thuszczowych.

Stwierdzona stymulacja lipogenezy de novo (DNL) korelowata ze zwigkszeniem w trakcie
réznicowania ekspresji genow uczestniczacych w syntezie malonylo-COA oraz czynnika
transkrypcyjnego regulujacego lipogeneze SREBF1 (Sterol Regulatory Element Binding Transcription
Factor 1).

Po 48 godzinach roznicowania w komorkach SVF wzrastata ilos¢ jednonienasyconych
kwasow tluszczowych (MUFA) o dlugosci 16-18 atomow wegla co korelowato ze wzrostem ekspresji
gendéw desaturaz SCD1 oraz SCD5, enzymoéw wprowadzajagcych wigzania podwoéjne w 16-18
weglowe tancuchy kwasow tluszczowych.

Pomimo obserwowanego wzrostu ekspresji genu, nie stwierdzono nasilenia aktywnosci
enzymu FADSI, desaturazy A5, odpowiadajacej za wprowadzanie kolejnego czwartego wigzania
nienasyconego do struktury kwasu tluszczowego, m.in. za syntez¢ kwasu arachidonowego (AA,
C20:4, n-6) z kwasu gamma-linolenowego (GLA, C18:3, n-6) oraz kwasu dihomo-gamma-
linolenowego (DGLA, C20:3, n-6). Obliczony wspotczynnik aktywnosci (20:4/20:3) wskazywat, ze
warunki stymulujgce roznicowanie obnizaty ilo§¢ kwasu arachidonowego w lipidach komérkowych,
by¢ moze poprzez stymulacje ekspresji fosfolipaz A2, enzyméw wycinajacych kwas arachidonowy z
lipidow btony. Réwniez niska warto$¢ stosunku kwaséw EPA+DHA/AA (20:5+22:6/20:4<0)
$wiadczy o tym, ze uwolniony z lipidow btonowych kwas arachidonowy nie stuzy jako substrat do
syntezy innych kwasow, ale zostaje wiaczony w inne szlaki metaboliczne (publikacja 1)

Z analizy wspoOtczynnikéw opisujacych aktywno$¢ enzymoéw wynikato, ze warunKi
stymulujace réznicowanie hamujg elongacje SFA natomiast nasilajg wydtuzanie MUFA o dlugosci
tancucha 16-22 atoméw wegla. Wspotistniato to ze wzrostem ekspresji genow odpowiednich elongaz
ELOVL3 oraz ELOVL6 wydtuzajacych tancuchy SFA jak i MUFA o dlugosci tancucha 16-22 atomow
wegla. Jednoczesnie warunki stymulujace roznicowanie powodowaly wzrost ekspresji genu elongazy
ELOVL5 wydtuzajacej PUFA, co korelowalo z poczatkowym wzrostem ilosci dtugotancuchowych
PUFA.

Roéznicowanie komorek SVF oraz zwiagzana z tym nasilona estryfikacja kwasow tluszczowych
i ich deponowanie w LD tkanki ttuszczowej w postaci triglicerydow czy estrow cholesterolu moze
chroni¢ inne komorki organizmu przed toksycznoscig krazgcych wolnych kwasow tluszczowych.

PA, OA, AA wzmagaly roznicowanie SVF (powstawanie LD) by¢ moze ze wzgledu na
zwickszong lipotoksyczno$¢ wystepujaca podczas ekspozycji na te kwasy ttuszczowe.

W zastosowanych warunkach eksperymentalnych obserwowano znaczna aktywacje ekspresji
gendéw enzyméw zwigzanych biosynteza eikozanoidow (Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 -
PTGS1, Thromboxane A synthase 1 - TBXAS1, Prostaglandin D2 synthase - PTGDS) i lipooksygenaz
(Arachidonate 15-lipoxygenase, type B - ALOX15B , Arachidonate 5-lipoxygenase - ALOXS5,



Arachidonate 5-lipoxygenase activating protein - ALOX5AP) oraz peroksydazy (Glutathione
peroxidase 3 - GPX3). Stwierdzono réwniez stymulacj¢ ekspresji fosfolipaz A(2), ktore katalizuja
hydrolize kwasow tluszczowych w pozycji sn-2 fosfolipidow dostarczajac substratéw do produkcji
eikozanoidow.

Dodanie egzogennych kwasow tluszczowych PA, OA, AA czy EPA po krotkim okresie
stymulacji réznicowania SVF (48h) wzmagato to zjawisko. Jednak tylko wzmozona ekspresja GPX3
utrzymywata si¢ do 15 dnia r6znicowania, §wiadczac o nasileniu ER-stresu.

Obserwowano rowniez aktywacje¢ ekspresji genéw enzymoéw z rodziny CYP2, nasilang przez
AA 1 EPA, ktérych aktywnos¢ moze powodowaé produkcje przeciwzapalnych i anty-adipogennych
pochodnych, byta ona szczegdlnie stymulowana przez AA i EPA.

Takie spektrum aktywacji ekspresji genéw enzymow wskazywalto na mozliwos¢ zwigkszone;j
biosyntezy prozapalnych (np. tromboksanu A, - TBXA,, leukotrienu E; - LTE,), jak rowniez
potencjalne proadipogennych (np. prostaglandyny D, - PGD,) eikozanoidéw. Jednocze$nie mozliwa
bytaby biosynteza przeciwzapalnych i anty-adipogennych mediatorow, takich jak tromboksan Az
(TXA;), prodtaglandyna Ds; (PGDs), leukotrien Bs (LTBs), kwas 15-hydroperoksyeikozatetraenowego
(15-HPETE), kwas 15-hydroksyeikozatetraenowego (15-HETE), kwas 15-
hydroperoksyeikozapentaenowego (15-HPEPE), kwas 15-hydroksyeikozapentaenowy (15-HEPE) i
lipoksyn (LXA). Zalezne jest to w komorce od dostepnosci substratow dla enzymu ALOX15B,
ktorego ekspresja genu byta najbardziej aktywowana.

Wyadzielanie réznych pochodnych PUFA do medium hodowlanego zweryfikowano poprzez
analize obecnosci 5-HETE, 12-HETE, 15-HETE, LXA,, LXAs przy pomocy spektometrii mas (GS-
MS/MS) w czasie réznicowania komoérek SVF jak rowniez poprzez weryfikacje ilosci biatka enzymu
ALOX15B metoda Western blot.

Obecnos¢ EPA podczas roznicowania komorek SVF znacznie podwyzszata zawarto$¢ biatka
ALOXI15B po uplywie 48 godzin. Wyniki te wyraznie potwierdzity wyniki ekspresji genow
(mikromacierze ekspresyjne).

Dodanie AA i EPA, podczas poczatkowego okresu roznicowania zwigkszato rowniez ilo§é
wodoronadtlenkow kwasow ttuszczowych i ich pochodnych, lipoksyn - LXA, z AA, LXAs z EPA. Co
ciekawe, EPA rowniez aktywowat produkcje przeciwzapalnej LXA,, ktorej generacja chociaz na
nizszym poziomie utrzymata si¢ do 15 dnia réznicowania.

Podsumowujac, aktywacja réznicowania komorek SVF stymulowata ekspresje genow
zwiazanych z synteza eikozanoidow, co prowadzi do biosyntezy proadipogennych, ale i prozapalnych
eikozanoidow, na ogét pochodnych AA. Roznicowanie preadipocytow byto zwiagzane z redukcja ilosci
AA w lipidach komorkowych oraz aktywacja syntezy pochodnych AA uznanych za aktywatory
PPAR-gamma (Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma). Natomiast dodanie EPA
powodowato, Ze ten sam uktad enzymoéw produkowat pochodne EPA o slabszym dzialaniu

prozapalnym, a nawet przeciwzapalnym.



Powstawanie matych LDs i redukcja produkcji prozapalnych czynnikéw stymulujgcy rozwoj
tkanki thuszczowej sa konsekwencja wytwarzania pochodnych EPA majacych potencjat
przeciwzapalny i antyadipogenny.

Publikacja 3

Kolejny etap badan dotyczyt roli suplementacji kwasami thuszczowymi EPA i DHA grupy
kobiet z otylosciag. Do badan wybrano grupe kobiet, u ktorych trzymiesigczna suplementacja 1.8 g
EPA+DHA/dzien (DHA:EPA w stosunku 5:1) spowodowata ponad 20% wzrost ilosci DHA i EPA
wbudowanych w fosfotydylocholing osocza i w lipidy bton erytrocytow. Byty to kobiety w wieku
srednio 46 (£ 9) lat, z umiarkowana otytos$cig i objawami zespolu metabolicznego. Stwierdzono
podwyzszony poziom catkowitego cholesterolu i frakcji LDL, natomiast poziom triglicerydow (TG) w
osoczu byt prawidtowy. Obserwowano prawidtowy poziom glukozy na czczo, chociaz $rednie stgzenie
insuliny w osoczu byto podwyzszone. Suplementacja DHA i EPA spowodowata redukcje masy ciata,
obnizenie TG i insuliny na czczo oraz markerow prozapalnych tj. hSCRP (C-reactive protein), MCP-1
(C-C motif chemokine ligand 2), sSELE (E-selektyny), sVCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule
1), and sPECAM-1 (Platelet and endothelial cell adhesion molecule 1). Stwierdzono rowniez, ze
trzymiesieczna suplementacja spowodowata znaczny wzrost stezenia przeciwzapalnych pochodnych
DHA: rezolwiny D; (RvD,), rezolwiny D, (RvD,), protektyny X (DiHDoHE — kwas 10(S),17(S)-
dihydroxy-42,7Z,11E,13Z,15E,19Z-docosahexaenowy, PDX). St¢zenia pochodnych AA - LXA, i
EPA - LXAs rowniez byty podwyzszone, ale wzrost wzgledem poziomu przed suplementacjg nie byt
istotny statystycznie.

Analiza zmian ekspresji genéw Spowodowana przez suplementacje DHA i EPA wykazata
wzrost ekspresji genow zwigzanych z aktywacja stresu ER poprzez kinaz¢ PERK (EIF2AK3,
Eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 3) i prowadzaca do aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NRF2 (NFE2L2, nuclear factor, erythroid 2 like 2), aktywacje autofagii, nasilong
ekspresje enzymoéw antyoksydacyjnych, zwigkszong ekspresje enzymoéw zaangazowanych w synteze
de novo ceramidow, plazmalogendéw, kardiolipiny i kwasu fosfatydowego. Suplementacja obnizata
ekspresje prozapalnych cytokin, chemokin i ich receptorow oraz biatek adhezyjnych, natomiast
stymulowata ekspresj¢ receptora dla lipoksyn i rezolwin. Powodowata nasilenie ekspresji enzymow i
biatek zaleznych od aktywacji PPAR-alfa biorgcych udziat w procesie beta-oksydacji w
mitochondriach i peroksysomach oraz w transporcie elektronéw na tancuchu oddechowym.

Na podstawie badan W grupie kobiet z otylosciag suplementowanych n-3 PUFA, mozna
twierdzi¢, ze przeciwzapalna aktywnos¢ DHA i EPA podobnie jak to obserwowano na modelu badan
in vitro przejawia si¢ we wzroscie produkcji przeciwzapalnych pochodnych DHA, EPA i ekspresji ich
receptora, co powoduje obnizenie $ciezki przekazu sygnalu zaleznej od aktywnosci NF«B, a przez to
hamowanie produkcji prozapalnych cytokin i molekut adhezyjnych.

Pochodne DHA i EPA poprzez aktywacje NRF2 powodowaly wzrost ekspresji gendéw

enzymOw antyoksydacyjnych, obnizenie aktywnosci NFkB, powodujac hamowanie produkcji



prozapalnych cytokin i molekut adhezyjnych, natomiast przez aktywacje PPAR-alfa - nasilenie
ekspresji gendw uczestniczacych w katabolizmie lipidow.

Publikacja 4

Kolejnym etapem badan byta analiza ubocznego dziatania SQV leku stosowanego w terapii
pacjentéw zakazonych wirusem HIV. Jednym ze znanych efektow ubocznych dziatania inhibitorow
proteaz stosowanych podczas terapii antyretrowirusowej jest lipodystrofia. Wprowadzenie wysoce
aktywnej terapii antyretrowirusowej (HAART) spowodowato spadek umieralnosci i wzrost przecigtnej
dhugosci zycia pacjentow zakazonych HIV. Niestety terapia powoduje zmiany w funkcjonowania
tkanki thuszczowej 1 skutkuje wystgpieniem licznych cigzkich lipodystrofii charakteryzujacy sig¢
obwodowym zanikiem tkanki thuszczowej, a objawy te nie zanikajg po zakonczeniu leczenia.

W eksperymentach in vitro prowadzonych na linii komoérek ludzkich preadipocytow Chub-S7
(unie$miertelnionych komorek SVF) SQV hamowat indukowane przez warunki rdznicowania
powstawanie LD oraz hamuje ekspresje gendéw bialek PAT, markerow adipogenezy i enzyméw
zwigzanych z metabolizmem kwaséw tluszczowych. Towarzyszyly temu zmiany skladu lipidéw
komoérkowych wzrost ilosci Pl PLPE, PC. Wyniki wskazuja, ze hamowanie produkcji lipidow de novo
moze by¢ zwigzane z hamowaniem aktywnosci czynnikoéw transkrypcyjnych ETS1, SREBF1, PPARg
i CREBI1 bioracych udzial w regulacji syntezy kwaséw tluszczowych i1 bialek zwiazanych z
adipogeneza.

Lipodystrofia powodowana przez inhibitory proteaz moze wynika¢ z hamowania aktywnosci
proteasomow. W rezultacie dochodzi do akumulowania agregatow biatkowych, stymulacji autofagii
lub apoptozy komoérek. Podczas inicjacji autofagii rekrutowane sg lipidy z roznych organelli do
formowania autofagosomu. SQV powodowal wzrost ilosci Pl i PE w komorkach, lipidow
uczestniczacych w tworzeniu autofagosomu. Powstawanie izolowanych blon autofagosomu z
fragmentéw blon ER zalezy od ilosci w komorce Pl, z fragmentéw bton mitochondrium wydaje si¢
by¢ zaleznym od ilosci PE. Uzyskane wyniki wskazywaly na aktywacje autofagii przez SQV w
zroznicowanych komoérkach Chub-S7 przez wptyw na wzrost ekspresji biatek biorgcych udziat w
roznych etapach autofagii i nasilenie ich aktywnosci. Wyniki z mikromacierzy ekspresyjnych
potwierdzono testem biologicznym. Aktywacja autofagii prowadzi do rozpadu TG zgromadzonych w
LD. Mitofagia, czyli usuwanie uszkodzonych mitochondriéw, jako odmiana autofagii, byta rowniez
indukowana w odpowiedzi adaptacyjnej na wywotany przez SQV stres w komorce. Zmniejszenie
ilo$ci mitochondriow pozwala ograniczy¢ wytwarzanie reaktywnych form tlenu w mitochondriach.
Obserwowane zmiany w poziomie ekspresji genow bialek mitochondrialnych s czgsto uznawane jako
miara usuwania mitochondriéw na drodze mitofagii. SQV stymulowat rézne rodzaje autofagii: nie
tylko lipofagie jako degradacje lipidow zdeponowanych w LD, ale takze mitofagie.

Wezesniejsze doniesienia wykazywaly, ze SQV jak i inne leki antyretrowirusowe moga
wywolywa¢ zaburzenia lipidowe, wzrost insulinoopornosci i hamowanie wydzielania insuliny.

Uzyskane wyniki nie wykazaty wplywu SQV na ekspresj¢ genéw biatek uczestniczacych w szlaku



receptora insuliny w adipocytach. Stwierdzono jednak znaczne obnizenie ekspresji genu dla
transportera glukozy GLUT4. Obserwowana aktywacja szlaku NF«kB, synteza ceramidow, obnizony
poziom ekspresji GLUTA4, lipoliza lipidow zdeponowanych w LD powodujgca podwyzszenie poziomu
wolnych kwasoéw thuszczowych uwalnianych przez komorki moze indukowaé insulinoopornosé
adipocytow i innych tkanek.

Wstepna analiza wptywu SQV na ekspresje miRNA w zréznicowanych adipocytach wykazata
wzrost ekspresji miR-100-3p, miR-222-5p, miR-483-5p. Obecnos¢ tych rodzajow miRNA zostata
stwierdzona w surowicy pacjentow z otytoscia i insulinoopornoscia.

Dodatkowo stymulowany przez SQV miR-483-5p nasila transkrypcj¢ genu insuliny i sekrecjg
insuliny, miR-222-5p aktywuje lipoliz¢ w tkance tluszczowej, natomiast miR-100-3p hamuje szlak
MTOR, a przez to chroni komorki przed apoptoza aktywujac autofagie.

Stwierdzono, ze SQV hamowat ekspresje gendéw zwigzanych z réznicowaniem adipocytow i
powstawaniem kropli lipidowych. Poprzez hamowanie aktywnos$ci komorkowych proteaz aktywowat
autofagie prowadzac do usuwania lipidow zdeponowanych w LD. Dodatkowo SQV stymulowat
ekspresje miRNA, ktore aktywuja autofagie i nasilaja insulinoopornosc.

Otrzymane wyniki pozwolily na poznanie mechanizmoéw roznicowania komorek tkanki
thuszczowej, na skorelowanie zachodzacych w komorce proceséw z ekspresja gendow i zmianami w
strukturze lipidow. Mozliwe to byto dzigki poznaniu nowych technik badawczych tj. mikromacierzy
ekspresyjnych, spektroskopii mas, jak rowniez mozliwosci opracowania bioinformatycznego

otrzymanych wynikow.

Whioski
Badania przeprowadzone w ramach niniejszego przewodu habilitacyjnego pozwalajg na

wyciagniecie nastepujacych wnioskow:

1. W warunkach in vitro dodawany "proadipogenne™ czynnki, nasladujace nadmiar sktadnikéw
odzywczych dostarczanych do organizmu z dietg pobudza réznicowanie komorek
preadipocytow co skutkuje gromadzeniem w LD nadmiaru dostarczonej energii w postaci
wysokoenergetycznych zwigzkoéw — lipidow/triglicerydow oraz zwigkszeniem ekspresji biatek
PAT- zwigzanych z LD, aktywuje ekspresje genéow czynnikow transkrypcyjnych regulujacych
proces roznicowania komorek SVF do adipocytow oraz gendw markerow roznicowania
adipocytow, nasila ekspresje genow enzymow bioracych udzial w syntezie kwasow
thuszczowych i diacylogliceroli, bialek szlaku NF«B, gendw prozapalnych cytokin, chemokin
i ich receptorow.

2. Warunki proadipogenne stymuluja syntez¢ kwasoéw thuszczowych de novo powodujac

zwickszenie iloSci nasyconych i jednonienasyconych 16-18 weglowych kwaséw thuszczowych



natomiast zmniejsza sie w trakcie roznicowania ilo$¢ dtugotancuchowych wielonienasyconych

kwaséw ttuszczowych.

3. Warunki proadipogenne nasilaja ekspresje genéw enzymow uczestniczacych w produkcji
eikozanoidow, co prowadzi do biosyntezy z dlugotancuchowych wielonienasyconych kwasow

thuszczowych, gtownie z AA, proadipogennych i prozapalnych pochodnych.

4, Obecnos¢ EPA w trakcie rdznicowania komoérek ostabia réznicowanie preadipocytéw, nie
wplywata na ekspresje gendéw zwigzanych z réznicowaniem, zastgpuje AA w strukturze
fosfolipidow; powoduje, ze enzymy syntetyzujace eikozanoidy produkuja pochodne EPA o

stabszym dziataniu prozapalnym a nawet przeciwzapalnym.

5. Trzymiesigczna suplementacja kwasami tluszczowymi EPA i DHA kobiet z otyloscia
powoduje zmniejszenie stgzenia TG, insuliny markerow prozapalnych, czemu towarzyszy
znaczne podwyzszenie st¢zenia przeciwzapalnych pochodnych DHA rezolwiny D1, rezolwiny

D2, protektyny X oraz zwiekszenie ekspresji genu receptora dla lipoksyn i rezolwin.

6. Suplementacja EPA i DHA powoduje wzrost ekspresji genow zwigzanych z aktywacjg stresu
ER poprzez kinaz¢ PERK prowadzacg do aktywacji autofagii oraz czynnika transkrypcyjnego
NRF2 co skutkuje nasilong ekspresja enzymoéw antyoksydacyjnych, zaangazowanych w
synteze de novo ceramiddéw, plazmalogenow, kardiolipiny i kwasu fosfatydowego. Obecnos¢
EPA i DHA nasila ekspresje genéw enzyméw zaleznych od aktywacji PPAR-alfa, a

zwigzanych z katabolizmem kwasow tluszczowych.

7. Saquinavir w hamuje powstawanie LD, ekspresje genow biatek PAT, markerow adipogenezy
oraz enzyméOw zaangazowanych w metabolizm kwasow thuszczowych. SQV poprzez nasilanie
stresu oksydacyjnego stymuluje autofagie, lipolize i ostatecznie prowadzi do redukcji masy
tkanki tluszczowej jak rowniez aktywuje ekspresje¢ miRNA prowadzacych do rozwoju

insulinoopornosci.

5. Omowienie pozostalych osiggnie¢é naukowo - badawczych (artystycznych).

Prowadzone przeze mnie badania naukowe z wykorzystaniem wysokoprzepustowych metod
tj. hybrydyzacja oligonukleotydowa, lipidomika czy metabolomika dotyczyty wptywu suplementow
diety na angiogenezg i adipogeneze procesy istotne w patomechanizmie chorob tj. otytos¢, miazdzyca,
zespot metaboliczny, lipodystrofia.

Uczestniczagc w szkoleniach w ramach projektu NUGO miatam mozliwo$¢ nauczenia sig i
zastosowania udostgpnionego oprogramowania GenMapp, PathFinder, TRANSFAC, Ingenuity
Pathway, METACOR, R, GENOMATICS, PathVisio do analizy wynikéw ,,OMICS”. Dalsze



szkolenia umozliwilty mi zastosowanie w analizie danych z macierzy ekspresyjnych i CGH

programéw GeneSpring, WorkBench i Cytoscape.

Korelowanie wynikow technik OMICS pozwolito mi na analizg szeroko pojetej problematyki

molekularnych mechanizméw regulujacych m.in. procesy wewnatrzkomoérkowe wazne dla

przebudowy tkanki thuszczowe;.

Uczestniczytam w realizacji szeregu projektow UE FW5/6/7 realizowanych w Katedrze

Biochemii Klinicznej na Wydziale Lekarskim UJCM, takich jak:

1.

5th Framework Programme QLRT-CT-2001-00183, 2002- 2005, DLARFID, “Dietary Lipids
as Risk Factors in Development. Mechanistic Issues”

5th  Framework Programme QLK3-CT-2002-30307, 2003-2006, STEC, “Stem Cell
Therapeutics Excellence Centre”

FP6-2002-FOOD-506360, 2004-2009, NuGO, “European Nutrigenomics Organisation -
Linking genomics, nutrition and health research”

FP-6-2002-LIFESCIHEALTH-502988, 2004-2008, SC&CR, “Application and process
optimization of stem cell products for myocardial repair”.

FP6-2002-FOOD-05944, 2004-2009, LIPGENE, “Diet genomics, and metabolic syndrome:
and integrated nutrition, agro-food, social and economic analysis*

PNRF-104-Al-1/07, 2008-2010, Polish Norwegian Research Grant, ,,Ochrona przed
zwyrodnieniem uktadu nerwowego: rola peptydow endogennych, L-argininy i kwasow
thuszczowych jako potencjalnych czynnikow modulujacych czynno$¢ mitochondriow,
zwigkszajacych zywotnos¢ mozgu poddanego dziataniu bodzcoéw stresowych”

FP-7 202272, 2008-2012, LIPIDOMIC-NET, “Lipid droplets and lamellar bodies as
dynamic organelles. Translation research towards human disease”

FP-7 244995, 2009-2015, BIOCLAIMS, “BlOmarkers of Robustness of Metabolic
Homeostasis for Nutrigenomics-derived Health CLAIMS Made on Food”

oraz projektow KBN/NCN takich jak:

PBZ-Min-005/P04/2002/5, 2003-2007, ,Konstrukcja nowych modeli badawczych z
wykorzystaniem  zwierzat modyfikowanych  genetycznie. Badanie = mechanizméw
patologicznej angiogenezy w zespole metabolicznym u ludzi na modelu transgenicznych
myszy.”

2 PO5A 142 30, 2006-2007, ,,Zaburzenie angiogenezy tkanki ttuszczowej w wyniku niedoboru
aktywno$ci s$rodbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS-/-) jako mozliwa przyczyna
zwigkszonej toksycznosci wolnych kwasow ttuszczowych (FFA) i rozwoju insulinoopornosci

w przebiegu zespotu metabolicznego”



3. N401 008 31/0143, 2007-2009, ,,Metylacja DNA jako mechanizm regulacji ekspresji genéw

komorek endotelialnych w angiogennej aktywnosci beta-karotenu i wybranych kwasow

thuszczowych"

4. N N523 415935, 2008 — 2011, ,,Identyfikacja oocyst Cryptosporidium sp. w wodzie metoda
RFLP-PCR”

5. N N402 421683, 2009-2013, ,,Ocena rozwoju lipodystrofii i zaburzen metabolicznych, oraz

patomechanizmu odpowiedzialnego za ich wystepowanie w grupie chorych zakazonych HIV
leczonych antyretrowirusowo”

6. N N523 748940, 2011-2013, ,Wykrywanie pasozytniczych pierwotniakow z rodzajow
Giardia, Cryptosporidium i Toxoplasma w wodzie za pomocg multipleks-PCR”.

7. 2011/02/A/INZ2/00022, 2011-2016, "DHA/EPA a zmiany w epigenomice komorek krwi jak i

W poziomie specyficznego dla endotelium i komorek beta trzustki miRNA"

Realizujgc projekt DLARFID wykazatam, ze beta-karoten (BC) nie wptywal na r6znicowanie
si¢ komoérek progenitorowych dla komorek srodbtonka naczyn (EPC) i komoérek §rodbtonka naczyn
(HUVEC), natomiast stymulowal migracje komoérek w eksperymentach in vitro. Poprzez analizg
miejsc przylaczania czynnikéw transkrypcyjnych w rejonie promotoréw najbardziej regulowanych
genow (mikromacierze ekspresyjne) wykazatam rolg dwoch czynnikow transkrypcyjnych EGRI i
MEOX2. Hamowanie aktywnos$ci EGR1 i zwiekszenie ekspresji MEOX2 prowadzito do stymulacji
migracji komoérek HUVEC. Natomiast w komoérkach EPC BC poprzez MADI1L1 regulowat
oddziatywania RB-p53-Myc-p21 co prowadzito do aktywacji migracji tych komorek. BC nasilat
ekspresje genow uczestniczacych w szlaku biatek G. Aktywacja szlaku bialek G, w szczegdlnosci G-
alfa 12/13, przez kinaz¢ RhoA regulowata migracje EPC i HUVEC.

Badania na modelu in vivo wykazaty, ze aktywnos¢ BC jest zwigzana nie z proliferacja
komorek, ale z ochrong komorki przed apoptoza i stymulacjg chemotaksji/homingu komoérek EPC.
Stwierdzitam poprzez analize wynikéw macierzy ekspresyjnych aktywacje ekspresji proangiogennych
sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej, biatek szlaku sygnatowego VEGF, receptorow
sprzezonych z biatkiem G (GPCR) i $ciezki sygnatowej Ras/Rho, a takze regulacje matych GTPaz -
regulatorow Ras/Rho potwierdzitam stosujac rézne typy mikromacierzy. Silna aktywacja genow
zaangazowanych w chemotaksj¢ potwierdzita wczesniej stwierdzone dzialanie biologiczne BC w
modelu in vitro.

BC w fizjologicznym zakresie stezen stwierdzonych w krwi ludzkiej byt silnym aktywatorem
chemotaksji wczesnych komorek progenitorowych srodbtonka, co towarzyszy indukcji ekspresji
genoOw posredniczacych w adhezji komoérek i homingu, ale nie koncowych markeréw roéznicowania

Srodbtonka.



Kolejnym etapem prac byly badania dotyczace mechanizméw patologicznej angiogenezy w
zespole metabolicznym na modelu zwierzat transgenicznych realizowanym w ramach dwoch
projektow (2 PO5SA 142 30, PBZ-Min-005/P04/2002).

Badania byly prowadzone na modelach zwierzat transgenicznych imitujacych ludzki zespot
metaboliczny (NZO, eNOS -/-, DDAHTG, RXR a -/- w hepatocytach).

Myszy z eNOS-/- na diecie wysokotluszczowej w przeciwienstwie do myszy DDAH knock-in
wykazywaty wysoki poziom cholesterolu, hiperleptinemie, hiperglikemi¢ i hiperinsulinemi¢ (opornos¢
na insuling), co sugerowalo lipotoksycznos$¢ stosowanej diety. W warunkach "stresu zywieniowego"
tj. diety wysokotluszczowej defekt genetyczny skutkowal znacznie wigksza podatnoscia tych zwierzat
na rozwoj opornosci na insuling. Gtowna stwierdzong przeze mnie roznica W analizie zmian ekspresji
genow (z uzyciem mikromacierzy ekspresyjnych) w tkance tluszczowej myszy z niska (NOS-/-) i
wysoka biodostgpnosciag NO (DDAHTG) byt wzrost ekspresji markerow zwigzanych z adipogenezg i
bioragcych udzial syntezie kwasow thuszczowych i triglicerydow a obnizenie ekspresji gendéw
zwigzanych z angiogeneza W biatej tkance thuszczowe;j.

U myszy z wylaczonym genem RXR alpha w hepatocytach ze stwierdzona normoinsulinemisa,
hiperleptynemia insulina, a nie proangiogenna leptyna byta kluczowym czynnikiem odgrywajacym
role w patologicznej angiogenezie. Analizujac ekspresje gendéw z uzyciem mikromacierzy W
komorkach, ktére wmigrowaly do wstrzyknigtego podskoérnie matrizelu u myszy z wylaczonym
genem RXR alpha w watrobie pod wplywem diety wysokottuszczowej wykazatam zahamowanie
ekspresji kluczowych dla angiogenezy genéw oraz aktywacje genow zwigzanych ze wstepnym etapem
roznicowania si¢ komorek w kierunku adipocytow, wzrost ekspresji genow proapoptotycznych i
enzymow szlaku glikolizy. W wyniku uposledzonego metabolizmu wolnych kwaséw tluszczowych w
watrobie u myszy z delecja RXR alpha zwigkszal si¢ ich poziom w krazeniu co powodowato
lipotoksyczno$¢ i prowadzito do aktywacji apoptozy, zuzywania glukozy przez komorki jako
glownego Zzrodla energii i aktywacji adipogenezy, a w konsekwencji skutkowato uposledzona
angiogeneza.

U myszy NZO pod wpltywem diety wysokottuszczowej w komodrkach bioracych udziat w
angiogenezie w podanym podskornie matrizelu stwierdzitam aktywacj¢ ekspresji genow zwigzanych
ze wstgpnym etapem angiogenezy (wzrost ekspresji genow zwigzanych z migracja, zahamowanie
apoptozy, aktywacja genow zwigzanych z adhezjg i rearanzacjg cytoszkieletu), co przejawiato si¢ w
nasilonej odpowiedzi angiogennej. U myszy NZO z otyloscia, hiperleptynemia, hiperglikemia,
insulinoopornoscia glukoza byta czynnikiem predyktywnym patologicznej angiogenezy.

W ramach realizacji projektu LIPGENE analizowatam wptyw rodzaju diety na zmiany
biochemicznych i antropomorficznych objawdéw zespotu metabolicznego u pacjentow o ustalonym
polimorfizmie gendéw charakteryzujacych zesp6t metaboliczny.

Realizujac projekt SCCR analizowatam mozliwo$ci zastosowania w terapii komorek

progenitorowych, ktore moga réznicowaé si¢ w specyficznych warunkach w roznych kierunkach.



Namnazanie komorek izolowanych z krwi obwodowej lub szpiku zréznicowanych w kierunku
komorek srodbtonka jest bardzo czasochlonne, zmudne, kosztowne i nie zawsze otrzymuje si¢
dostateczng ilo$¢ tego typu komodrek. Dlatego w tym projekcie celem bylo zbadanie mozliwo$ci
wykorzystania progenitorowych komorek tkanki tluszczowej — SVF jako potencjalnego zrodta
pozyskania komorek progenitorowych. Podanie takich komorek wstgpnie ukierunkowanych
pomogloby pacjentom w regeneracji uszkodzonych tkanek. Dobierano warunki w modelu in vitro, w
ktorych komorki SVF bedg réznicowac si¢ w kierunku komorek §rodbtonka naczyn, adipocytow czy
miesni gladkich. Warunki proangiogenne hodowli sprzyjaly proliferacji, migracji i stymulowaty
komorki SVF do tworzenia tubul w modelu angiogenezy in vitro a nawet w kokulturach tworzyty
wspolnie struktury. Stwierdzitam w tych badaniach nasilenie ekspresji genéw zwigzanych z
angiogeneza w komodrkach SVF hodowanych 24 godziny w proangiogennym medium natomiast
hamowanie ich ekspresji w medium proadipogennym.

Podjeto takze badania, ktore miaty na celu wykazanie zdolnosci komorek progenitorowych
tkanki tluszczowej SVF do réznicowania si¢ w kierunku kardiomiocytow. Obserwowane zmiany
fenotypu komoérek w hodowli in vitro korelowaty z ekspresja wybranych genow typowych dla migsnia
sercowego (nasilenie ekspresji mRNA genoéw swoistych dla kardiomiocytow dla czynnikow
transkrypcyjnych: GATA-4, MEF2C i MYOD, biatka strukturalnego cytoszkieletu MYL2,
przedsionkowego peptydu natriuretyczny (ANP)). Zdolno$¢ do réznicowania do adipocytow w
warunkach proadipogennych byta wykorzystana w dalszych badaniach do analizy wptywu kwasow
thuszczowych omega-3 i SQV na adipogeneze¢ przedstawiona jako "osiggniecie naukowe".

W ramach wspotpracy z Politechnika Krakowska uczestniczytam w realizacji dwoch
projektow (N N523 415935, N N523 748940) w ramach, ktérych opracowywatam techniki do
wykrywania obecno$ci cyst/oocyst pierwotniakow z rodzajow Cryptosporidium, Giardia i
Toxoplasma w réznych probkach srodowiskowych.

W ramach projektow FW7 LIPIDOMIC-NET nr202272, BIOCLAIMS Nr. 244995, oraz
MAESTRO NCN 2011/02/A/NZ2/00022 analizowatam wplyw kwaséw thuszczowych na
réznicowanie adipocytow jak réwniez ich role w procesie zapalnym w przebiegu chordb
metabolicznych zaréwno w modelu in vitro jak i w badaniach klinicznych w trakcie trzymiesiecznej
suplementacji kwasami DHA i EPA oso6b z otyloscig. W ramach projektu N N402 421683
analizowatam proces lipodystrofii jako skutek uboczny terapii saquinavirem obserwowany u osob
zakazonych wirusem HIV w modelu in vitro. Wynikiem realizacji tych projektow jest cykl publikacji

prezentowany jako ,,0siagni¢cie naukowe” w niniejszym autoreferacie.

Dorobek naukowy.
Moj dorobek naukowy stanowi 43 prac oryginalnych oraz 11 prac pogladowych, o tacznym IF
wynoszacym 78,803 (628 punktow KBN/MNiSW).



Jestem wspodtautorem trzech rozdzialéw w monografiach naukowych z dziedziny biochemii
klinicznej i diagnostyki oraz inzynierii srodowiska
Liczba cytowan: 650 (ISI Web of Science 1994-2017 z dnia 01-08-2017)
Wspotezynnik Hirscha: 12 (wg bazy Web of Science)
Ponadto mdj dorobek uzupetnia 307 doniesien zjazdowych, w tym 210 na konferencjach

migdzynarodowych i 97 na konferencjach krajowych.

Nagrody i wyrdznienia.

1. Zespotowa Nagroda Naukowa, 30-01-1997, Wydziatu Nauk Medycznych Polskiej Akademii Nauk
za cykl prac “Proby wyjasnienia promiazdzycowego dziatania hyperinsulinizmu”

2. Zespolowa Nagroda Ministra, 2-10-2006, Minister Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za
wspoltautorstwo cyklu prac pt.: ,,Badania nad wptywem beta karotenu i wybranych wolnych kwasow
thuszczowych na angiogeneze i karcynogeneze”

3. Poster Prize Winner, 12 -05- 2007, Migdzynarodowe Towarzystwo Fizjologiczne, nagroda za
plakat zjazdowy w ramach “International Workshop of the Physiological Society” 9-12.05 - 2007
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