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Informacje ogolne

1.1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

» Czerwiec 1992: dyplom magistra analityki medycznej uzyskany na podstawie pracy
,»Optymalizacja procesu przygotowania probek do analizy sktadnikow mineralnych
metoda AAS (pordwnanie mineralizacji mikrofalowej ze spopielaniem w piecu
muflowym)”, Wydziat Farmacji z Oddzialem Analityki Medycznej, Akademia
Medyczna w Krakowie (obecnie Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego)

» Marzec 2003: podwdjny stopien doktora (Co-tutelle de thes¢) nauk farmaceutycznych
uzyskany na podstawie rozprawy ,Rola wanadu w cukrzycy indukowanej
u szczurow”, Wydziat Farmacji Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
I Faculte de Pharmacie Universite Montpellier 1. Francja

1.2. Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowych

» Styczen — czerwiec 1992 jeszcze jako student zatrudniony na 'z etatu jako technik
w Zaktadzie Bromatologii Akademii Medycznej w Krakowie (obecnie Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego)

» 15 wrzesien 1992 — 31 sierpien 2003 — asystent

» 1 wrzesien 2003 - 28 luty 2013 — adiunkt

» 1 marzec 2013 do chwili obecnej - starszy wyktadowca

1.3. Wyrdznienia i nagrody

» Obrona pracy doktorskiej z wyrdznieniem — 31.03.2003.
» Srebrny Medal za Dtugoletnig Stuzbeg — 14.10.2013
» Nagroda Dziekana za dorobek naukowy w 2013 roku.
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Prezentacja osiagni¢¢ stanowigcych podstawe habilitacji

2.1. Wykaz publikacji wchodzacych w cykl prac zwiazanych z habilitacja:

H1. M. Krosniak, R. Francik, K. Kolodziejczyk, A. Wojtanowska-Kros$niak, C.
Tedeschi, V. Petrone, R. Grybos. Investigation of the influence of vanadium
compounds treatment in NZO mice model - preliminary study. Acta Pol. Pharm. 2014
:Vol. 71, nr 2,s. 271-278

IF - 0,693

Punktacja MNiSW - 15

Cyt0

H2. M. Kros$niak, R. Francik, A. Wojtanowska-Kro$niak, C. Tedeschi, M. Krason-
Nowak, J. Chlopicka, R. Grybo$. Vanadium Methyl-Bipyridine Organoligand and its
Influence on Energy Balance and Organs Mass. Biol. Trace Elem. Res. 2014 : Vol.
160, 2014 Jul 12. [Epub ahead of print], s. 123-131

IF - 1,608

Punktacja MNiSW - 15

Cyt0

H3. M. Kros$niak, M. A. Papiez, J. Kaczmarczyk, R. Francik, M. G. Panza, V.
Covelli, R. Grybos. Influence of Fructose and Fatty-Rich Diet Combined with
Vanadium on Bone Marrow Cells. Biol. Trace Elem. Res. 013 : Vol. 155, nr 2, s. 276-
282, il.

IF - 1,608

Punktacja MNiSW - 15

Cyt0

H4. M. Krosniak, J. Azay-Milhau, R. Grybos, G. Cros, F. Gatacceca, J. Brés.
Vanadium pharmacokinetics and bioavailability of two vanadium bipyridine
complexes, with reference to vanadyl sulfate, after oral administration to
streptozotocin-induced diabetic rats. Metal ions in biology and medicine Vol. 10 / Ed.
Philippe Collery, Ivan Maymard, Theophile Theophanides, Lylia Khassanova,
Thomas Collery. Paris : John Libbey Eurotext, 2008 769-775

Cyt3

H5. R. Francik, M. Kro$niak, M. Barlik, A. Kudta, R. Grybos, T. Librowski. Impact
of vanadium complexes treatment on the oxidative stress factors in wistar rats plasma.
Bioinorg. Chem. Appl. 2011 : Vol. 2011, art. no. 206316, 8 s., il.

IF-0,716

Punktacja MNiSW - 15

Cyt 2

H6. M. Krosniak, M. Gawlik, R. Grybos. Effect of vanadium complexes and insulin
administered simultaneously for oxidative stress in STZ diabetic rats. Bull. Vet. Inst.
Pulawy 2009 : Vol. 53, nr 3, s. 535-540, il.

IF-0,218
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Punktacja MNiSW - 15
Cyt?2

e H7. M. Kros$niak, W. Krzysciak, A. Kareta, R. Grybos$. Activities of glutathione
peroxidase and catalase in organs from vanadium-treated rats. Acta Biol. Crac., Ser.
Zool. 2009 : Vol. 51, s. 39-48,

IF - brak
Punktacja MNiSW -4

Cyt0

e H8. M.Kro$niak, J. Kowalska, R.Francik, R.Grybo§, W.M. Kwiatek. Effects of
vanadium complexes supplementation on V, Cu, Mn, K, Fe, Zn, and Ca concentration
in STZ diabetic rats pancreas. Acta Pol. Pharm. 2014 : Vol. 71, nr 4, s. 583-592
IF-0,693
Punktacja MNiSW - 15
Cyt0

e H9. M. Kro$niak, R. Francik, J. Kowalska, R. Grybo§, M. Blusz, W. M. Kwiatek.
Effects of vanadium complexes supplementation on V, Fe, Cu, Zn, Mn, Ca and K
concentration in STZ diabetic rat's spleen. Acta Pol. Pharm. 2013 : Vol. 70, nr 1, s. 71-
77
IF - 0,693
Punktacja MNiSW - 15
Cyt1l

e H10. M. Kros$niak, J. Kowalska, R. Francik, R. Grybos$, M. Blusz, W. M. Kwiatek.
Influence of Vanadium-organic Ligands Treatment on Selected Metal Levels in
Kidneys of STZ Rats. Biol. Trace Elem. Res. 2013 : Vol. 153, nr 1-3, s. 319-328, il.

IF - 1,608
Punktacja MNiSW - 15
Cyt1l

2.2. Patenty

1. R. Grybos, J. Szklarzewicz, D. Matoga, G. Kazek, M. Stgpniewski, M. Krosniak, G.
Nowak, P. Paciorek, P. Zabierowski. Kompleksy wanadu z hydrazydohydrazonami,
sposob ich otrzymywania, preparaty farmaceutyczne oraz zastosowanie. BIULETYN
URZEDU PATENTOWEGO, Nr 10 (1053) 2014, s 14, 401493, 2012 11 07, CO7F
9/00 (2006.01), A61K 31/28 (2006.01), A61P 3/04 (2006.01), A61P 3/08 (2006.01),
A61P 3/10 (2006.01)

Lacznie po doktoracie prace zwiazane z habilitacja IF = 7,837, pkt MNiSW.= 129



Mirostaw Kros$niak
Organiczne kompleksy wanadu
- aktywno$¢ w wybranych modelach in vivo

2.3. Wstep

Wanad jako pierwiastek zostat odkryty w 1831 roku przez Nilsa Sefstroma. Ze
wzgledu na bogactwo koloréw jego soli otrzymat nazwe wanad na czes¢ nordyckiej bogini
pickna. Pierwiastek ten jest powszechnie uzywany w wielu dziedzinach gospodarki
przemystowej, m.in. jako dodatek do wielu stopdéw, poprawiajacy parametry
wytrzymato$ciowe i odpornos¢ na $cieranie, katalizator (w postaci tlenkéw wanadu) w wielu
reakcjach chemicznych, materiat konstrukcyjny reaktoréw jadrowych, sktadnik cermetali czy
tez innych materiatow. Ze wzgledu na swoje wtasciwosci chemiczne (stopien utlenienia od -1
do +5) moze tworzy¢ szereg zwiazkéw metaloorganicznych. Zwiazki takie czesto maja
biologiczna aktywno$é, co przedstawiaja prace doswiadczalne wielu autoréow [1-5].
Gwattowny wzrost liczby prac jest notowany od poczatku lat 80-tych XX wieku. W pracach
tych wykazano migdzy innymi, ze pierwiastek ten u zachw (strunowce morskie zaliczane do
podtypu ostonic) wystepuje w komoérkach krwi tych zwierzat w stezeniu 10’ wyzszym niz
w otaczajacej wodzie morskiej [6,7]. W innych pracach stwierdzono, ze posiada aktywno$é
przeciwcukrzycowa [8-11]. Wykazano niezbgdno$¢ tego pierwiastka u koéz. Dieta
niedoborowa w wanad powodowata szereg dysfunkcji u tych zwierzat, takich jak: deformacje
szkieletu, zmiany w stawach przednich konczyn, spadek produkcji mleka, skrocenie
zywotnosci, spontaniczne aborcje, utrudniong reprodukcje [12,13]. Takze w badaniach na
szczurach 1 kurczg¢tach wykazano niezbedno$¢ wanadu w prawidlowym funkcjonowaniu
organizmo6w tych zwierzat. Niedobory tego pierwiastka w diecie manifestowaty si¢ w postaci
uposledzonego wzrostu, ostabionej reprodukcji, rozregulowania metabolizmu lipidow oraz
inhibicji Na'/K" ATPazy [14]. Trwaja rowniez prace nad hamowaniem przez zwiazki wanadu
wzrostu komorek nowotworowych rdéznych linii: nowotworu prostaty [15], ludzkiego
nowotworu sutka [16], nowotworu gruczotowego pluc [16,17], czerniaka [17],
kostniakomigsaka [18]. Powyzej zostaly przedstawione tylko przyktadowe prace badawcze z
szeregu ponad 7000 publikacji dotyczacych wanadu. Nalezy takze pamigta¢, ze podawanie
lub narazenie zawodowe na wysokie dawki zwiazkow wanadu niesie za soba
niebezpieczenstwo negatywnych, a nawet toksycznych efektow na organizmy zywe. Do
typowych objawow wysokiego narazenia wsrdd pracownikow na zwiazki wanadu (gléwnie
V,05) naleza: zielony jezyk i problemy ze strony uktadu oddechowego (stany zapalne gardta,
oskrzeli 1 ptuc oraz silny kaszel) [19,20]. Inne toksyczne efekty obserwowano gltownie
podczas badan na zwierzgtach. Stwierdzono dysfunkcje [21] w postaci biegunek, wymiotow,
odwodnienia, utraty masy ciata, redukcji liczby czerwonych krwinek, inhibicji Na*/K*
ATPazy, hepatotoksycznosci, nefrotoksycznosci, genotoksyczno$ci, indukcji  stresu
oksydacyjnego 1 szereg innych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze podawane dawki badanych
zwiazkow wanadu w szeregu tych eksperymentow byty wysokie lub bardzo wysokie.

Pierwsze informacje dotyczace zastosowania zwiazkéw wanadu w celach leczniczych
pochodza z konca XIX wieku. Wtedy to na stronach czasopisma La Presse Medicale [22]
ukazata si¢ informacja o zmniejszeniu stgzenia glukozy po podaniu nieorganicznej soli
wanadu. Jednak niedtugo potem zastosowano w leczeniu cukrzycy insuling, co spowodowato
zaniechanie prac nad badaniem aktywno$ci biologicznej zwiazkéw wanadu [23].
W nastepnych latach gwaltowny rozwdj przemystu, kontakt pracownikéw z - w
przewazajacej czgsci - nieorganicznymi zwigzkami wanadu oraz niekontrolowana emisja
zwiazkdw wanadu do otoczenia spowodowaly zainteresowanie negatywnym wplywem
wanadu na organizmy zywe [21]. Z tego powodu przez wiele lat wanad i1 jego zwiazki byty
postrzegane jako czynnik niebezpieczny. Jednakze, z poczatkiem lat 80-tych XX wieku na
nowo pojawity si¢ prace badawcze dotyczace pozytywnego wplywu podazy wanadu na
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poziom glukozy we krwi szczurow, u ktérych wywolano cukrzyce typu 1 przy pomocy
streptozotocyny [24,25]. To byt impuls do badan nad wanadem i jego zwiazkami, ktory
spowodowat gwattowny wzrost liczby prac analizujacych wpltyw podazy réznych zwiazkéw
tego pierwiastka na szlaki metaboliczne organizmow zywych [26,27]. Kolejnym krokiem w
badaniach  zwiazkow  wanadu  bylo  zastosowanie  organicznego  kompleksu
bis(maltolato)oksowanadu (BMOV) w obnizaniu poziomu glukozy u zwierzat
laboratoryjnych [28]. Obecnie sa prowadzone badania kliniczne II fazy z pochodna tego
zwiazku [29]. Rownolegle, wiele osrodkow na Swiecie syntezuje nowe organiczne kompleksy
wanadu i bada je w r6znych modelach doswiadczalnych, celem sprawdzenia ich aktywnos$ci
biologicznej [30-34]. Jednym =z takich miejsc jest Wydzial Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego oraz Wydzial Farmaceutyczny Uniwersytetu Jagiellonskiego.

2.4. Cel badan
Celem badan bylo poznanie wielokierunkowej aktywnosci biologicznej organicznego
zwiazku wanadu z ligandem pirydynowym — Na[VO(O,),bpy]*8H,O i poréwnanie go z
innymi  organicznymi zwigzkami  wanadu (Na[VO(O2)2(1,10’-phen)] <« 5 Hy0,
Na[VO(0,)2(4,4’-Mey-2,2°-bpy)] * 8 H,0, [VO(SO4)(1,10>-phen)] * 2 H,0 i [VO(SO*)(2,2’-
bpy)] * H20). Zwiazek ten we wczesniejszych badaniach wlasnych wykazat najsilniejsze
dzialanie normoglikemizujace; spos$rod testowanych zwiazkéw [35]. W celu uniknigcia
obserwowanych przez innych autorow efektow toksycznych, skoncentrowano si¢ na
dlugotrwatej podazy nizszych niz w wigkszo$ci prac badawczych dawek testowanego
zwiazku. W przeprowadzonych eksperymentach przebadano:
a) mozliwos¢ zastosowania modelu myszy NZO (New Zealand Obese) w
weryfikacji aktywnosci przeciwcukrzycowej organicznego zwiazku wanadu,
b) wplyw podazy testowanego zwiazku na tempo wzrostu i zapotrzebowanie
energetyczne u szczurow,
c) wplyw podazy organicznych zwiazkow wanadu na obraz morfotyczny szpiku
kostnego szczurow zywionych roznymi dietami,
d) biodostgpno$¢ organicznych zwiazkow wanadu u szczurébw z cukrzyca
wywotana streptozotocyna,
e) wplyw podazy zwiazkow wanadu na parametry stresu oksydacyjnego w
wybranych narzadach ,
f) wplyw podazy testowanych zwiazkéw na poziom pierwiastkéw w wybranych
tkankach.

2.5. Omowienie wynikéw badan wlasnych

Ad a) Zastosowanie modelu myszy NZO w weryfikacji aktywnoSci przeciwcukrzycowej
organicznego zwigzku wanadu [H1]

Myszy NZO sa coraz czgsciej uzywane w badaniach nad cukrzyca. U tych myszy
wzrost insulinooporno$ci i komplikacji charakterystycznych dla ludzkiego zespotu
metabolicznego (nadci$nienie, otylo$¢, wysoki poziom triglicerydow, wysoki poziom
cholesterolu) wywotywany jest dieta bogata w nasycone kwasy tluszczowe, przez okres kilku
tygodni. Model ten sprawdzit si¢ w wielu badaniach nad cukrzyca, lecz dotychczas nie byt
testowany w badaniach aktywnosci przeciwcukrzycowej zwiazkéw wanadu.



Mirostaw Kros$niak
Organiczne kompleksy wanadu
- aktywno$¢ w wybranych modelach in vivo

Celem zaplanowanego eksperymentu bylo sprawdzenie powyzszego modelu
z zastosowaniem organicznych komplekséw wanadu [H1].

Samcom myszy NZO, przez caty okres trwania eksperymentu (13 tygodni), podawano
diete bogata w kwasy tluszczowe nasycone. Poczawszy od 9 tygodnia, przez kolejne 5
tygodni, w grupach zwierzat z badanymi zwiazkami wanadu (nieorganiczny VOSOy,
organiczne: zwiazek odniesienia BMOV oraz badany bipirydynowy zwiazek wanadu),
podawano codziennie doustnie testowane zwiazki w dawce 0,06 mmol/kg masy ciata. Pod
koniec eksperymentu, od zwierzat pobrano krew do badan biochemicznych. Zaobserwowano,
ze podawane zwiazki wanadu powoduja statystycznie znamienne obnizenie poziomu glukozy
w stosunku do grupy diabetycznej kontrolnej, ktérej nie podano zadnych zwiazkow.
Uzyskana mediana byta najnizsza dla badanego zwiazku z ligandem bipirydynowym, ale nie
odbiegata znaczaco od pozostatych dwoch zwiazkéw wanadu. Przy testowanej dawce nie
obserwowano wplywu na st¢zenie cholesterolu oraz triglicerydow we krwi zwierzat w
stosunku do grupy diabetycznej kontrolnej. Nie obserwowano podniesienia aktywnosci
aminotransferazy alaninowej i aminotransferazy asparaginianowej, po podazy testowanych
zwiazkéw w badanych dawkach, co moze $wiadczy¢ o braku lub nikltym wplywie tych
zwiazkow na funkcj¢ watroby [HI1].

Uzyty model doswiadczalny w pelni potwierdzit mozliwo$¢ wykorzystania go
w badaniach nad aktywnoS$cia przeciwcukrzycowa zwiazkéw wanadu. Potwierdzil rowniez,
ze wytypowany we wczesniejszym doswiadczeniu, organiczny zwiazek wanadu z ligandem
bipirydynowym wykazuje dziatanie normoglikemizujace [35]. Nie wykazal natomiast
obserwowalnego, negatywnego wplywu na rozwdj badanych zwierzat oraz parametry
biochemiczne we krwi [H1]. Doswiadczenie uzyskane podczas realizacji tego eksperymentu
zostalo wykorzystane w trakcie realizacji projektu badawczego ,,Kompleksy wanadu -
innowacyjne metalofarmaceutyki w leczeniu cukrzycy”, w ktorym bylem kierownikiem
zadania ,,Ocena dzialania przeciwcukrzycowego zwiazkéw wanadu w modelu in vivo”
zwiazanego z weryfikacja aktywnosci przeciwcukrzycowej nowo zsyntezowanych zwigzkow
wanadu w modelu in vivo. Ponownie; potwierdzono w nim zasadno$¢ wybranego modelu
eksperymentalnego [H1].

Ad b) Wplyw podazy testowanego zwiazku na tempo wzrostu i zapotrzebowanie
energetyczne u szczurow [H2]

W wielu eksperymentach ze zwierzgtami, ktorym podawano zwiazki wanadu,
zaobserwowano mniejszy przyrost masy ciata 1 mniejsze spozycie paszy. Czgsto réwniez
u tych zwierzat obserwowano biegunki i inne zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego.
Wiazano to najcze$ciej z toksycznym efektem wysokich dawek podawanych zwiazkow
wanadu, a nie z ich wplywem na tempo metabolizmu. W przeprowadzonym eksperymencie,
podawano testowane zwiazki wanadu w matych dawkach, aby unikna¢ efektow toksycznych,
oraz obserwowano ich wpltyw na przyrost masy ciata, spozycie paszy i wody w trzech
roznych dietach: standardowej, wysokotluszczowej 1 wysokofruktozowej. Dodatkowo
przeprowadzono obliczenia wykazujace, w jaki sposob dostarczona wraz z pokarmem energia
zostala wykorzystana przez badane zwierzeta do tempa wzrostu masy ciata dla kazdej z tych
diet [H2].

W trakcie przeprowadzania eksperymentu potwierdzono fakt, ze zwierzgta, ktore
otrzymuja organiczny zwiazek wanadu z ligandem metylo-bipirydynowym, przyrastaja na
wadze statystycznie znamiennie wolniej niz zwierzeta z grupy kontrolnej. Zaobserwowano
rébwniez mniejsze spozycie paszy niz w grupie kontrolnej, ale bylo ono nieistotne
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statystycznie. To nasungto wniosek, ze spadek spozycia paszy nie jest wprost proporcjonalny
do spadku przyrostu masy ciata. Obserwowane zmiany zalezaly réwniez od zastosowanej
diety. Po obliczeniu wspolczynnika: ilo$¢ spozytych kalorii/gram przyrostu masy ciala —
zaobserwowano ciekawe zalezno$ci [H2]:

- dieta bogata w weglowodany lub bogata w thuszcze nasycone w stosunku do grupy
z dieta standardowa, spowodowala statystycznie znamienne obnizenie obliczonego
wspotczynnika, co jest wynikiem lepszego wykorzystania energii dostarczonej wraz z
pokarmem do przyrostu masy ciata.

- podanie testowanego zwiazku wanadu, statystycznie istotnie podnosi obliczony
wspotezynnik, dla kazdej z tych trzech diet. W przypadku diety standardowej, wspdtczynnik
zapotrzebowania energetycznego niezb¢dnego do przyrostu masy ciala o 1 gram, po
zastosowaniu zwigzku wanadu wzrastat 0 29,5%. Nieco mniejszy wzrost tego wspolczynnika
obserwowano dla diety wysokottuszczowej: wynosit on 26,9%. Najnizszy wzrost: 9,8%
zaobserwowano dla diety bogatej we fruktoz¢. W kazdym z omawianych przypadkéw byty to
réznice statystycznie istotne w stosunku do grup, ktore nie otrzymywaty badanego zwiazku
[H2].

Otrzymane rezultaty pokazuja, ze obserwowany wplyw testowanego zwiazku wanadu na
metabolizm u szczurdw, jest rowniez powiazany z zastosowang dieta. W przeprowadzonym
eksperymencie nie wykazano, w jaki sposob te ,,nadwyzki” energetyczne sa wykorzystywane
przez badane zwierzgta. Aby moc to okresli¢, niezbedne sa dodatkowe, planowane badania, w
ktorych obserwowac si¢ bedzie aktywnos$¢ zwierzat oraz temperaturg ich ciala. Sa to dwie;
potencjalne drogi wykorzystania zwigkszonych ilosci przyjmowanej energii. Dodatkowo,
rezultaty tych obserwacji moga zosta¢ wykorzystane do opracowania nowych preparatow
wspomagajacych walke z otylo$cia, plaga czasow wspotczesnych.

Ad ¢) Wplyw podazy organicznych zwiazkéw wanadu na obraz morfotyczny szpiku
kostnego w réznych dietach [H3]

Szpik kostny jest miejscem tworzenia si¢ nowych komoérek krwi. Proces ten jest
zalezny od ogolnej kondycji organizmu (wiek, dostgpno$¢ niezbgdnych sktadnikow
pokarmowych) jak i czynnikow zewngtrznych (promieniowanie, czynniki toksyczne). Jest to
wigc uktad bardzo wrazliwy na niekorzystne zmiany, ze wzgledu na wytwarzanie nowych
komorek. Wszelkie niekorzystne zmiany moga miec istotny wptyw na jako$¢ i proporcje
ilosciowe poszczegdlnych linii komorkowych. W warunkach fizjologicznych, dzienna podaz
wanadu jest niewielka, natomiast ulega ona gwaltownemu wzrostowi w trakcie dtugotrwalego
podawania zwiazkéw wanadu. Taki czynnik moze wptywaé roéwniez na funkcjonowanie
uktadu krwiotworczego, co jest przedmiotem przedstawianych badan [H3].

Po analizie uzyskanych wynikéw wykazano statystycznie istotnie, ze dtugotrwate
podawanie testowanego zwiazku wanadu wptywa na procentowy udzial poszczegdlnych linii
komorkowych w szpiku kostnym. Dodatkowo, zaobserwowano efekt diety w tych badaniach
[H3]. Najwigksze roznice dotyczyty liczby komorek linii erytrocytarnej oraz komorek linii
limfoidalnej. W przypadku linii erytrocytarnej, zaobserwowano statystycznie znamienny
wzrost odsetka komorek tej linii po podaniu testowanego zwiazku, w stosunku do grupy,
ktéra go nie otrzymywata. Podobne obserwacje poczyniono dla kazdej z testowanych diet. Z
kolei, w przypadku komorek linii limfoidalnej, nastapit statystycznie istotny spadek
procentowego udziatu tych komoérek w szpiku zwierzat, ktorym podawano testowany
zwiazek, w stosunku do zwierzat bez badanego zwiazku. Rowniez i w tym przypadku
zaobserwowano poglebienie tego efektu po zastosowaniu diety wysokottuszczowej czy tez
wysokofruktozowej [H3].
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Wyniki tego eksperymentu moga $wiadczy¢ o wptywie testowanego zwiazku na:

a) czas zycia erytrocytow we krwi; skrocenie tego czasu bedzie skutkowalo
kompensacyjnym wzrostem ilo$ci prekursoréw erytrocytow w szpiku kostnym.

b) zmniejszeniem si¢ liczby prekursorow limfocytow, co w konsekwencji moze
skutkowaé¢ zmianami w funkcjonowaniu uktadu odporno$ciowego.

Aby potwierdzi¢ jedna z tych hipotez, nalezy wykona¢ réwniez badania (planowane)
krwi obwodowej wraz z okresleniem morfologii krwi. Dodatkowo, zaobserwowano wptyw
diety na oznaczane parametry, co $wiadczy, ze czynnik ten gra istotna rolg¢ podczas podazy
testowanego zwiazku wanadu badanym zwierzetom. Prawdopodobnie, podawanie
suplementow diety zawierajacych inne pierwiastki (Zn, Cr, Mn, Se, Cu i inne) moze réwniez
powodowa¢ zmiany w obrazie morfotycznym krwi. Kwestia ta jest stabo poznana ze wzgledu
na bardzo mata liczbe badan zajmujacych si¢ ta problematyka. Dlatego tez poczynione
obserwacje stwarzaja mozliwos¢ eksploracji tego zagadnienia.

Ad d.) Oznaczanie biodostgpnosci organicznych zwigzkéw wanadu u szczurow
z cukrzyca wywolang streptozotocyng [H4|.

Wyniki wielu autoréw wskazuja, ze wchtanianie wanadu z nieorganicznych zwiazkow
tego pierwiastka (np. VOSO,), ze swiatta przewodu pokarmowego, oscyluje ponizej warto$ci
10% [36-38]. Jednakze, jest bardzo mato danych literaturowych méwiacych o wchianianiu
poszczegolnych, organicznych zwiazkoéw wanadu i r6znic migdzy nimi.

Badania przeprowadzono na szczurach rasy Wistar, u ktérych zniszczono przez
iniekcje dozylna roztworu streptozotocyny (STZ) komorki beta odpowiedzialne za produkcje
insuliny. Ze wzgledu na wysoka diurezg spowodowana cukrzyca, szczury te spozywaja wigcej
paszy oraz wody. W tym modelu doswiadczalnym mozna tatwiej zaobserwowac kinetyke
wchtaniania badanych zwiazkéw wanadu z przewodu pokarmowego oraz eliminacji wanadu z
krwi. Zastosowanym zwiazkiem odniesienia byt VOSO4 oraz dwa testowane zwiazki wanadu
[VO(bpy)2]SO42H,0 oraz Na[VO(O,).(bpy)]*5H,0. Po pobraniu krwi od zwierzat w
odpowiednich odcinkach czasowych, oznaczono w niej stezenie wanadu, a nastgpnie,
korzystajac ze specjalistycznego oprogramowania, obliczono parametry kinetyczne dla tych
zwiazkow [H4].

Otrzymane wyniki:

- potwierdzaja wyzsza biodostgpnos¢ testowanych, organicznych zwiazkow wanadu

w stosunku do zwiazku nieorganicznego, jakim byt VOSO4 [H4],

- nie stwierdzono istotnych roéznic zwiazanych z czasem wchianiania dla badanych

zwiazkow [H4],

- cukrzyca istotnie wptywa na biodostepnos¢ wanadu, zwtaszcza dla zwiazku

[VO(bpy)2]SO4+2H,0 [H4].

Wyniki otrzymane w tych badaniach wskazuja na wplyw budowy chemicznej
testowanych zwiazkoéw posiadajacych w swej budowie chemicznej jedna lub dwie czasteczki
bipirydyny oraz stanu chorobowego (cukrzyca) na biodostgpnos¢ wanadu z badanych
zwiazkow.

Rowniez podczas realizacji projektu badawczego ,,Kompleksy wanadu — innowacyjne
metalofarmaceutyki w leczeniu cukrzycy” (gdzie wykonywatlem pomiary wanadu
wchtonigtego przez komorki) wykazano duza réznicg we wchianianiu przez komoérki 4 linii
(hepatocyty, miocyty, adipocyty oraz komorki beta trzustki) wanadu z medium w zaleznos$ci
od badanego zwiazku. Rdznice te (najmniejsze wchlanianie vs. najwigksze wchtanianie)
w niektérych przypadkach byly ponad 20-krotne. Aktywnos$¢ badanych zwiazkéw byla silnie
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skorelowana z wchtanianiem wanadu przez komoérki w zaleznos$ci od budowy chemicznej
testowanego zwiazku. Wyniki tych badan w chwili obecnej sa zastrzezone.

Ad e) Badanie wplywu podazy zwigzkow wanadu na parametry stresu oksydacyjnego w
wybranych narzadach [HS, H6, H7]

Wanad jest pierwiastkiem mogacym wystepowac na roznych stopniach utlenienia.
Z tego tez powodu w organizmie Zywym moze on znaczaco wptywacé zardwno na procesy
redukcji, jak i utleniania w przestrzeni zewnatrz- i wewnatrzkomérkowej (reakcja Fentona).
Niestety, ze wzgledu na ztozono$¢ procesow biochemicznych zachodzacych w organizmie
zywym, trudno jest przewidzie¢, w ktorym kierunku bgda podazaty zmiany w ogdlnym
statusie antyoksydacyjnym w krwi, jak i w poszczegolnych tkankach i narzadach. Wanad
w potaczeniu z ligandami organicznymi, najczesciej wystepuje na 4 lub "5 stopniu
utlenienia, rzadziej na *3 stopniu utlenienia. Przechodzac ze $wiatta przewodu pokarmowego
do krwi, a nastgpnie z naczyn krwiono$nych do wngtrza komorek moze w zaleznosci od wielu
czynnikow zmieniaé swoj stopien utlenienia, co z kolei moze wplywaé na ogdlny status
antyoksydacyjny organizmu [26].

Jak wskazuja uzyskane wyniki, wptyw badanych zwiazkéw wanadu na parametry
antyoksydacyjne we krwi i narzadach byt wielokierunkowy. Zaobserwowano, ze zwiazek
Na[VO(0,)2(bpy)] * 8H,O powodowal statystycznie znamienne podwyzszenie poziomu
mocznika (w stosunku do grupy kontrolnej), natomiast podanie tego samego zwiazku
w grupie zwierzat z dieta bogatofruktozowa spowodowalo obnizenie poziomu kwasu
moczowego do warto$ci podobnej do grupy kontrolnej [H5]. Aktywno$¢ antyoksydacyjna
wyrazona jako FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), w grupie zwierzat na diecie
wysokofruktozowej, ktorym podawano zwiazek wanadu [VO(bpy).]SOs ¢ 2H,O byla
podwyzszona w stosunku do grupy zwierzat, ktorym nie podawano tego zwiazku [HS5].
Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej (GPx) ulegata znamiennemu obnizeniu po
zastosowaniu zwiazku [VO(Me,bpy)2]SO4 « 2H,0, zarowno w grupie zwierzat z dieta
standardowa, jak i z dieta wysokofruktozowa, w stosunku do zwierzat bez tego zwiazku [H5].
Aktywnos¢ katalazy dla dwoch zwiazkow Na[VO(O,)2(bpy)] « 8H20 i [VO(bpy)2]SO4 « 2H,0
ulegata statystycznemu podwyzszeniu; w grupie zwierzat z standardowa dieta, w stosunku do
zwierzat z grupy kontrolnej. W przypadku zwiazku [VO(Me,bpy):]SOs ¢ 2H,O oraz
Na[VO(0,)2(bpy)] - 8H20, aktywnos¢ katalazy ulegata obnizeniu w grupie zwierzat na diecie
bogatofruktozowej w stosunku do tej, ktora nie otrzymywala tego zwiazku [HS5]. Najbardziej
charakterystyczne zmiany byly widoczne po wyliczeniu wspotczynnika GPx/katalaza. Trzy
testowane zwiazki spowodowaty spadek tego wspotczynnika w grupie zwierzat na diecie
standardowej, w stosunku do zwierzat, ktére nie otrzymywaly testowanych zwiazkow.
Najwigkszy spadek obserwowano dla zwiazku [VO(bpy)2]SO4 ¢ 2H,0 [H5].

Drugim analizowanym przypadkiem byly zmiany stg¢zenia glutationu zredukowanego,
alfa-tokoferolu oraz aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w surowicy szczuréw
cukrzycowych (iniekcja streptozotocyna) po podaniu pigciu kompleksow wanadu [H6].
Testowane zwiazki nie Spowodowatly istotnych statystycznie zmian w badanych grupach
zwierzat. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej po podaniu zwiazkow wanadu szczurom
cukrzycowym byla w przypadku 3 zwiazkéw (Na[(O2)2(2,2’-bpy)] « 8 H;0,
Na[VO(0,)2(1,10’-phen)] « 5 H,O oraz Na[VO(0,),(4,4’-Me,-2,2’-bpy)] * 8 H,0) wyzsza
niz dla kolejnych dwoch badanych ([VO(SO4)(1,10’-phen)] « 2 H,0 i [VO(S04)(2,2’-bpy)] *
H.,0) [H6]. Uzyskany wynik wskazuje, ze decydujacy wplyw na aktywno$¢ dysmutazy
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ponadtlenkowej ma stopien utlenienia wanadu w badanym zwiazku, a nie jego ligand [H6].
Zmiany stezenia glutationu byly najbardziej widoczne w tym modelu eksperymentalnym.
Cztery badane zwiazki (Na[VO(O2)2(1,10’-phen)] * 5 H,0, Na[VO(0,)2(4,4’-Mez-2,2’-bpy)]
« 8 Hy0, [VO(S04)(1,10°-phen)] * 2 H,0 oraz [VO(SO4)(2,2°-bpy)] * H,0O) spowodowatly
obnizenie stgzenia glutationu zredukowanego w stosunku do zwierzat diabetycznych.
Obserwowane zmiany byty zblizone do wartosci zmierzonej dla grupy zwierzat zdrowych
[H6].

W trzecim eksperymencie [H7] badano aktywno$¢ katalazy 1 peroksydazy
glutationowej w organach zdrowych szczuréw, ktorym podano 2 zwiazki wanadu
(Na[(02)2(2,2’-bpy)] * 8 H20 i [VO(S04)(2,2’-bpy)] * H20). Zmiany w stosunku do zwierzat
z grupy kontrolnej, dotyczace aktywnos$ci peroksydazy glutationowej, w homogenatach
tkankowych nie zalezaly od budowy chemicznej badanego zwiazku, a jedynie od badanego
organu. Statystycznie istotny wzrost aktywnos$ci tego enzymu notowano dla jader, sledziony i
serca, a spadek dla nerki i trzustki. Aktywno$¢ katalazy ulegla najsilniejszemu spadkowi dla
obu badanych zwiazkéw w watrobie (prawie 10 razy). Statystycznie istotne obnizenie
aktywnos$ci katalazy obserwowano rowniez dla homogenatow serca i ptuc. W migsniach
jedynie zwiazek Na[VO(02)2(2,2’-bpy)] ¢ 8 H,O spowodowat obnizenie aktywnosci katalazy.
Odwrotng sytuacj¢ zaobserwowano dla homogenatow jader, gdzie oba testowane zwiazki
podnosity statystycznie istotnie aktywnos$¢ katalazy. Obliczony wspoétczynnik GPx/katalaza
wykazat statystycznie istotny wzrost dla obu badanych zwiazkow w homogenatach migs$ni,
watroby, $ledziony, ptuc i serca. Statystycznie istotny spadek tego wspodtczynnika notowano
w homogenatach nerek i trzustki [H7].

Jak wykazuja powyzsze rezultaty badan [H5-H7], wplyw testowanych, organicznych
zwiazkéw wanadu na oznaczane parametry stresu oksydacyjnego jest wielokierunkowy.
Stosunkowo najmniejsze zmiany obserwowano w surowicy krwi [H5, H6]. Bardziej wyrazne
zmiany rejestrowano w homogenatach tkankowych [H7]. Moze to $§wiadczy¢ o kontroli przez
mechanizmy homeostazy ustrojowej proceséw utleniania i redukcji oraz braku ich deregulacji
przez testowane zwiazki wanadu. Z drugiej za$ strony nalezy pamigtaé, ze istotng rol¢ moze
mie¢ czas prowadzenia eksperymentu. Po kilku tygodniach moze dojs¢ do adaptacji na
podwyzszone stgzenie wanadu w organizmie albo tez zostanag wyczerpane mozliwoS$ci
utrzymania prawidlowych poziomow badanych parametrow biochemicznych. Innym
wyjasnieniem poczynionych obserwacji moze by¢ zréznicowany wptyw zwiazkow wanadu
na poszczegélne organy, co w konsekwencji prowadzi do nieduzych zmian w wartosciach
parametrow antyoksydacyjnych w surowicy krwi, co z kolei jest wynikiem wypadkowej
przeciwstawnych zmian w calym organizmie. By usystematyzowa¢ wiedz¢ w obregbie tego
zagadnienia i moc potwierdzi¢ ktora$ z powyzszych hipotez, nalezy przeprowadzi¢ jeszcze
szereg eksperymentdw z réznymi czasami ekspozycji na badane zwigzki wanadu
1 z rozszerzonym panelem badan enzymatycznych.

Ad f) Badanie wplywu podazy testowanych zwiazkow na poziom pierwiastkéw
w wybranych tkankach [H8-H10]

Niezbgdno$§¢ wanadu u zwierzat do$wiadczalnych zostata udowodniona w wielu
eksperymentach naukowych [12-14]. NajczeSciej obserwowano efekty diety niedoborowej
w ten pierwiastek lub wptyw stosunkowo wysokich dawek wanadu na rézne funkcje zyciowe.
Pierwiastek ten, po spozyciu w wigkszych dawkach moze si¢ kumulowa¢ w wybranych
tkankach 1 narzadach, co bylo przedmiotem wielu prac badawczych [39-41]. Jednakze,
obserwowane efekty biologiczne po podaniu badanych zwiazkow wanadu, nalezy
rozpatrywa¢ réwniez jako efekt wzajemnej interakcji tego pierwiastka z innymi
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pierwiastkami, waznymi dla funkcjonowania organizmu. Takze narzady, w zaleznosci od
funkcji jaka petnia w organizmie, wptywaja na poziomy fizjologicznie waznych pierwiastkow
w odpowiedzi na aktualny stan ustroju (choroba, niedozywienie, zatrucie itp.). Do badan
wybrano trzy narzady:

- trzustka

- nerka

- $ledziona.

Wybor dwoch pierwszych organéw byt podyktowany ich znaczeniem w cukrzycy typu
1. Badaniem objeto tez $ledziong, ze wzgledu na wczesniejsze wyniki mowiace o zmianach
w obrazie morfotycznym szpiku kostnego [H3].

Trzustka jest organem, w ktérym znajduja si¢ komodrki beta produkujace insuling.
Dozylne podanie streptozotocyny wybiorczo niszczy te komoérki, doprowadzajac do prawie
catkowitego zaniku produkcji insuliny. Po takim zabiegu, narzad ten zachowuje wszystkie
pozostate funkcje z wyjatkiem wydzielania insuliny. Niestety, brak jest prac méwiacych o
poziomach waznych z punktu widzenia fizjologii pierwiastkow (Zn, Ca, Mn, K, Cu, Fe i V)
lub tez ewentualnych ich zmianach podczas podawania zwiazkéw wanadu.
W przeprowadzonym eksperymencie analizowano 5 uprzednio nie badanych w tym aspekcie
organicznych zwiazkéw wanadu, w tym (badany roéwniez w innych dos$wiadczeniach)
zwiazek z bipirydyna Na[VO(0O,)2(bpy)]*8H-0.

Podawanie testowanych zwiazkow wanadu badanym zwierzgtom; spowodowato
oczekiwany wzrost zawartosci tego pierwiastka w trzustce. Zbadane st¢zenia byty $rednio 7-8
razy wyzsze w stosunku do zwierzat, ktore nie otrzymywalty zwiazkow wanadu. Nie
obserwowano rdznic statystycznie istotnych pomigdzy testowanymi zwiazkami [HS].
Zanotowano natomiast wplyw podazy zwiazkéw wanadu na inne pierwiastki, CO zostalo
omowione ponizej [HS].

Sposrdd przebadanych pierwiastkdbw w trzustce zwierzat z cukrzyca typu 1 po
streptozotocynie najbardziej ewidentne zmiany byly obserwowane dla cynku [H8]. Cukrzyca
powoduje statystycznie istotne obnizenie stgzenia tego pierwiastka w trzustce zwierzat
z cukrzyca, w poréwnaniu do grupy zwierzat kontrolnych zdrowych. Podanie badanych
zwiazkéw wanadu zwierz¢tom z cukrzyca powoduje statystycznie znamienne podniesienie
stezenia tego pierwiastka w stosunku do zwierzat cukrzycowych nie leczonych. Tak wigc,
testowane zwiazki wanadu moga zapobiega¢ utracie tego pierwiastka z trzustki podczas
cukrzycy typu 1 wywotanej dozylnym podaniem streptozotocyny. Jest to wazna obserwacja,
poniewaz cynk odgrywa kluczowa rolg podczas biosyntezy i sekrecji insuliny w organizmie
w warunkach fizjologicznych [42].

Stezenie zZelaza w trzustce zwierzat z cukrzyca typu 1 bylo znacznie wyZsze niz
w grupie kontrolnej zdrowej. Podanie testowanych zwiazkow wanadu Spowodowato
obnizenie poziomu zelaza do warto$ci pomigdzy grupa diabetyczna bez zwiazkéw wanadu a
grupa kontrolna zdrowa [H8]. Takze w tym przypadku, mozna powiedzie¢, ze podanie
zwiazkéw wanadu powoduje przesunigcie poziomu zelaza w kierunku wartodci stgzen
fizjologicznych. Jednym z najsilniej dziatajacych zwiazkow byt zwiazek Na[VO(O2)2(bpy)] °
8H,0 [H8].

W przypadku manganu, jeden z testowanych zwiazkow Spowodowal statystycznie
istotne obnizenie poziomu tego pierwiastka w stosunku do pozostatych grup zwierzat. Tym
zwiazkiem byt ponownie Na[VO(O,)2(bpy)] * 8H,0 [H8].

Stezenia pozostatych, oznaczanych pierwiastkéw, tj. miedzi, potasu oraz wapnia nie
ulegaly zasadniczym zmianom, ani pod wptywem cukrzycy, ani pod wptywem podawanych
zwiazkéw wanadu. Na podstawie tych obserwacji mozna wnioskowac, ze te pierwiastki nie
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odgrywaja znaczacej roli w rozwoju cukrzycy typu 1 wywolanej streptozotocyna, ani nie
interferuja z podanymi zwiazkami wanadu [H8].

Zwierzecy model cukrzycy typu 1 wywotuje si¢ najczesciej przez dozylne podanie
streptozotocyny. Juz po trzech dniach poziom glukozy we krwi wzrasta do wartosci niekiedy
przekraczajacej 600 mg% (ponad 33 mmol/l) [43]. Wowczas wysoki poziom glukozy
destabilizuje prawidtowa funkcje wielu narzadéw, a zwlaszcza, w poczatkowym etapie,
nerek. Objawia si¢ to znacznym wzrostem produkcji moczu i spozywaniem ptynéw w ilosci
niekiedy rownej masie ciata. Obserwuje si¢ rowniez wzrost spozycia paszy. Nerka jako
niezbedny narzad do zycia ma za zadanie nie tylko usuna¢ produkty przemiany biatek, ale
réwniez chroni¢ przed utrata waznych dla zycia zwiazkow i sktadnikow mineralnych.

W przeprowadzonym eksperymencie [H9] nie zaobserwowano réznic zawartosci
wanadu w nerkach, pomigdzy grupa zwierzat zdrowych a chorych na cukrzyce. Réwniez nie
obserwowano roéznic w stgzeniu wanadu w tym organie w zalezno$ci od podanego zwiazku.
Zarejestrowano jednak znacznie wyzszy poziom wanadu (ponad 20 razy) w grupach zwierzat,
ktéorym podano badane zwiazki wanadu w stosunku do tych, ktére nie otrzymaty tego
pierwiastka [H9].

Cukrzyca typu 1 powoduje statystycznie istotny wzrost stgzenia miedzi, ponad 6-
krotny, poréownujac do nerek zwierzat kontrolnych. Podanie badanych zwiazkéw wanadu
zwierzetom z cukrzyca spowodowato istotne statystycznie obnizenie poziomu tego
pierwiastka
w nerce, do poziomu zblizonego dla zwierzat z grupy kontrolnej [H9]. Obserwacja ta moze
mie¢ znaczenie w rozpatrywaniu mechanizmoéw zwigzanych z dystrybucja pierwiastkow
podczas réznych schorzen, w tym i cukrzycy [44].

Cukrzyca typu 1 podnosi, na granicy istotnosci statystycznej, poziom cynku w nerkach
zwierzat z cukrzyca w stosunku do grupy zwierzat zdrowych. Natomiast podanie badanych
zwiazkow wanadu szczurom z wywolang cukrzyca, statystycznie istotnie obnizyto poziom
tego pierwiastka zarowno w stosunku do grupy zwierzat zdrowych, jak i z cukrzyca, ale bez
testowanych zwiazkow [H9]. Takze 1 w tym przypadku, poczyniona obserwacja postuzy do
rozpatrywania mechanizméw zwiazanych z dystrybucja pierwiastkow podczas cukrzycy [44].
Majac na uwadze wzrost poziomu cynku w trzustce [H8] a spadek w nerce [H9], u zwierzat
chorych na cukrzyce prawdopodobnie dochodzi do hamowaniu wydalania cynku z moczem
pod wptywem zwiazkéw wanadu.

Cukrzyca typu 1 nie powoduje zmian zawarto$ci manganu w nerce zwierzat chorych,
w porOwnaniu z grupa zwierzat zdrowych, jednakze podanie testowanych zwiazkow wanadu
statystycznie znamiennie podnosi stgzenie tego pierwiastka [H9]. Mangan wchodzi w sktad
mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej. Wzrost poziomu tego pierwiastka w nerce, po
podaniu zwiazkéw wanadu, moze by¢ zwiazany ze zmiana aktywno$ci dysmutazy
ponadtlenkowej w tym organie. By potwierdzi¢ te hipoteze, nalezy dokona¢ pomiarow
(planowane) aktywnosci tego enzymu w nerce po podaniu zwiazkéw wanadu.

Cukrzyca typu 1 podnosi poziom wapnia w nerkach zwierzat chorych w stosunku do
poziomu tego pierwiastka w nerkach zwierzat zdrowych. Podanie badanych zwiazkéw
wanadu zwierz¢tom z cukrzyca nie spowodowalo zmian stezenia wapnia w nerce [H9].
Poczynione obserwacje dotyczace wzrostu stgzenia wapnia w nerkach zwierzat, u ktérych
wywotano cukrzyce przez podanie streptozotocyny, sa zgodne z praca innych autoréw [45].

W przypadku poziomu potasu i zelaza w nerce nie obserwowano zmian zwigzanych
z sama cukrzyca typu 1 wywotana streptozotocyna, ani z podaza badanych zwiazkoéw
wanadu. Moze to §wiadczy¢ o braku powigzania pomigdzy tymi czynnikami.
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Podczas analizy obrazu szpiku kostnego [H3] zaobserwowano zmiany
w procentowym udziale komodrek linii erytrocytarnej. Z tego tez powodu postanowiono
dokona¢ pomiaréw stezen pierwiastkow w §ledzionie. Sledziona jest narzadem, ktory ma
istotny wplyw na procesy odporno$ci organizmu oraz przetwarzanie ,starych”
i uszkodzonych krwinek.

Nie obserwowano réznic w stezeniu wanadu w $ledzionie pomigdzy grupa zdrowa
a diabetyczna. Nie zanotowano roéwniez statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami,
ktorym podano organiczne zwiazki wanadu [H10]. Zwierzgta, ktorym podawano badane
zwiazki wanadu, mialy w swych $ledzionach znacznie wyzsze stezenia tego pierwiastka w
poréwnaniu do zwierzat, ktére go nie otrzymywaly. Wzrost ten byt rzedu 40-60 razy i byt
najwyzszy sposroéd badanych organéw [H8-H10]. Swiadczy to o duzej akumulacji wanadu
przez $ledziong.

Pomigdzy grupami kontrolna zdrowa a diabetyczna nie obserwowano r6znic
w poziomie zelaza w $ledzionie badanych zwierzat [H10]. Zanotowano natomiast
statystycznie istotny wzrost poziomu tego pierwiastka w czterech z pigciu grup zwierzat
diabetycznych, ktorym podawano testowane zwiazki wanadu [H10]. Wzrost poziomu zelaza
W tym organie jest powigzany ze wzrostem odsetka komoérek linii erytrocytarnej w szpiku
kostnym [H3] co moze sugerowac skrocenie czasu zycia obwodowych krwinek czerwonych
po podaniu zwiazkéw wanadu.

Jak we wczesdniejszym przypadkach (nerki) [H9] obserwowano obnizenie st¢zenia
tego pierwiastka u zwierzat z cukrzyca typu 1 w stosunku do grupy kontrolnej zdrowe;j.
Podanie testowanych, organicznych zwiazkéw wanadu szczurom z cukrzyca; Statystycznie
istotnie podnosito poziom cynku w stosunku do grupy zwierzat cukrzycowych, ktorym nie
podano badanych zwiazkéw [H10].

W przypadku pozostatych pierwiastkow (wapnia, potasu, miedzi, manganu) nie
obserwowano statystycznie istotnych zmian zwiazanych z podaza testowanych zwiazkoéw
wanadu, ani z cukrzyca [H10]. Prawdopodobnie stgzenia tych pierwiastkow nie sa zwiazane
z rozwojem cukrzycy typu 1 spowodowane] streptozotocyna, ani z wanadem w podanej
dawce [H10].

Jak wykazaty powyzsze dane, dla trzech narzadow: trzustki, nerki i §ledziony, podanie
badanych, organicznych zwiazkow wanadu; znaczaco wplywalo na poziomy innych
pierwiastkbw w badanych organach. Najwyzszy wzrost poziomu wanadu w stosunku do
grupy kontrolnej obserwowano w $ledzionie (40-60 x), nastgpnie w nerce (ok. 20 x),
a najnizszy, ale wciaz statystycznie istotny w trzustce (7 — 8 x). W przypadku cynku
statystycznie istotne zmiany sa obserwowane w kazdym z analizowanych organow.
Testowane zwiazki wanadu, zwlaszcza w przypadku cynku, statystycznie istotnie podnosity
poziom tego pierwiastka w trzustce [H8], a obnizaty w nerce [H9] i sledzionie [H10]. Cynk
jest jednym z mikroelementéw, ktory wptywa na proces biosyntezy i sekrecji insuliny
w komorkach beta trzustki. By¢ moze jednym z mechanizméw, ktéry jest zwigzany z
aktywnoscia przeciwcukrzycowa zwiazkéw wanadu, jest jego wplyw na zawartos¢ cynku w
trzustce [H8]. Duze zmiany zwiazane z poziomem pierwiastkow odnotowano w nerce.
Dotyczyly one takich pierwiastkow, jak miedZ, cynk i mangan [H9]. Enzym dysmutaza
ponadtlenkowa [46], w zaleznosci od izoformy SOD-1 i SOD-3 lub SOD-2, zawiera
odpowiednio miedz i cynk lub mangan. Zmiany st¢zen tych trzech pierwiastkéw moga
wplywacé na zmiany aktywnosci tego enzymu. W chwili przeprowadzania eksperymentu [H8-
H10] nie wiedziano, jakie beda wyniki, i nie przewidywano pomiaréw aktywnosci tego
enzymu. Jednakze zaobserwowane zmiany aktywno$ci innych enzymoéw w  tkankach,
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obserwowane po podaniu testowanych zwiazkow wanadu, réwniez moga mie¢ zrédlo w
obserwowanych zmianach poziomu tych trzech pierwiastkow [H5-H7]. W kazdym z
badanych organéw obserwowane zmiany stgzen oznaczanych pierwiastkow roznity sig
pomiedzy soba. Przedstawienie pelnego obrazu tych zmian i ustalenie wzajemnych
zalezno$ci, bedzie mozliwe po przeprowadzeniu kolejnych, rozleglejszych badan na wigksze;j
liczbie narzadow wraz z oznaczeniem aktywnosci kluczowych enzymow zwiazanych ze
stresem oksydacyjnym: SOD, GPx i katalazy.

2.6. Podsumowanie

Jak wskazuja powyzsze rezultaty przeprowadzonych badan, aktywno$¢ biologiczna
zwiazkéw wanadu z ligandami organicznymi jest wielokierunkowa. Manifestuje si¢ ona nie
tylko aktywno$cia przeciwcukrzycowa, co bylo przedmiotem czg$ci mojego przewodu
doktorskiego, ale szeregiem innych mato znanych oddziatywan. Model myszy NZO sprawdzit
si¢ w badaniu aktywnosci przeciwcukrzycowej organicznych zwiazkow wanadu i potwierdzit
mozliwo$¢ jego zastosowania w badaniu aktywnosci przeciwcukrzycowej takze innych
organicznych zwiazkéw wanadu [H1]. Takie prace zostaly wykonane dla kilkunastu
organicznych zwiazkdw wanadu podczas realizacji projektu ,,Kompleksy wanadu -
innowacyjne metalofarmaceutyki w leczeniu cukrzycy”. Wykazano w nich wpltyw podazy
wanadu z ligandem bipirydynowym na wzrost zapotrzebowania na energi¢ niezbedna do
przyrostu masy ciata [H2]. Obserwacja ta moze by¢ pomocna w opracowaniu w przysztosci
nowych preparatow do walki z otylo$cia. Jednak nie wszystkie zmiany, ktore obserwowano
podczas podazy testowanego zwiazku wanadu, sa korzystne. Niepokojacy jest wzrost odsetka
komorek linii erytrocytarnej po podaniu zwigzku wanadu z bipirydyna [H3]. Moze to
swiadczy¢ o negatywnym wplywie tego zwiazku na dtugos$¢ zycia czerwonych krwinek we
krwi obwodowej. Potwierdzeniem posrednim tej obserwacji jest zwigkszone stezenie zelaza
w $ledzionie [H10]. Sledziona jest tym narzadem, w ktorym sa niszczone przez organizm
zuzyte lub nieprawidlowe czerwone krwinki. Badania biodostgpnosci wanadu z ligandami
bipirydynowymi [H4] potwierdzity wyznaczona przez innych badaczy [47] wyzsza
biodostgpnos¢ zwiazkoéw organicznych w stosunku do zwigzku nieorganicznego, jakim byt
VOSO,. Badane, organiczne zwiazki wanadu wykazaly réwniez wplyw na wybrane
parametry stresu oksydacyjnego w organach zwierzat po 5 tygodniach ich doustnego
podawania [H5-H7]. Jest wiclce prawdopodobne, ze obserwowane zmiany w aktywnoS$ci
enzymow, zwlaszcza w organach [H9], sa spowodowane przez zmiany stezen badanych
pierwiastkow wywotane podaza badanych zwiazkéw wanadu. W przeprowadzonych
pomiarach wykazano statystycznie istotne zmiany w poziomach cynku, miedzi i manganu w
nerce [H9]. Sa to pierwiastki decydujace o aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, co w
konsekwencji moze decydowa¢ o parametrach stresu oksydacyjnego w innych organach.
Rowniez zaobserwowano bardzo istotny wplyw podazy testowanych zwiazkéw wanadu na
poziom cynku w badanych organach, co moze mie¢ S$cisty zwiazek z aktywnoS$cia
przeciwcukrzycowa wanadu. W trzustce poziom cynku ulegat podwyzszeniu po podaniu
zwiazkow wanadu [H8], a w nerce 1 $ledzionie ulegat obnizeniu [H9, H10].

Sposréd badanych zwiazkéw wanadu, zwiazek z ligandem bipirydynowym; zostat
najszerzej przebadany w roéznych modelach do§wiadczalnych [H1-H10], wykazujac szerokie
spektrum aktywno$ci biologicznej. Niezbedne sa dalsze badania nad tym zwiazkiem ze
wzgledu na potencjalne mozliwosci wykorzystania go w terapii 1 profilaktyce kilku choréb,

15



Mirostaw Kros$niak
Organiczne kompleksy wanadu
- aktywno$¢ w wybranych modelach in vivo

migdzy innymi otylo$ci, cukrzycy czy tez czerwienicy. Jednakze konieczne sa dalsze badania
naukowe na bazie juz poczynionych obserwacji.

2.7. Perspektywy na przyszlos¢

Uzyskane podczas wykonywania badan rezultaty wskazuja na wielokierunkowe
dziatanie organicznych zwiazkow wanadu. Jednak wiele z tych obserwacji wymaga dalszych
badan, celem wyjasnienia mechanizmow lezacych u ich podstaw. Czes¢ takich prac jest juz
wykonana, ale glownie w odniesieniu do wybranych narzadow lub okre§lonych linii
komorkowych. Obserwacje dotyczace wzajemnych interakcji zachodzacych w obrgbie
poszczegolnych narzadow oraz homeostazy ustrojowej po podaniu zwiazkéw wanadu
w dawkach terapeutycznych, nie sa jeszcze pelne. Aby uzupetnié¢ braki wiedzy w tym
obszarze, nalezaloby zaplanowac i wykona¢ szereg eksperymentéw. W pierwszej kolejnosci
wskazane jest przeprowadzenie wiclopierwiastkowej analizy st¢zen we wszystkich narzadach
wraz z oznaczaniem aktywnosci kluczowych enzyméw tkankowych oraz z pelna analiza
biochemiczna w surowicy. Uzyskane wyniki nalezatloby podda¢ analizie komputerowej
uzupehionej o dane z modelowania metabolizmu tych zwiazkéw w badaniach in silico.
Nalezy rowniez pamigtac, ze nie tylko sam zwiazek wanadu, ale réwniez jego organiczny
ligand moze mie¢ wplyw na metabolizm tkankowy. Dlatego tez wraz
z podawaniem zwiazkéw wanadu, powinno si¢ jako dodatkowa grupe kontrolna dotozy¢
grupg zwierzat, ktorym podawano by jedynie organiczna komponente badanych zwiazkow.
Za stusznoscia tego pomystu przemawiaja nieopublikowane jeszcze wyniki prac wiasnych,
w ktorych stwierdzono wazodylatacyjne dziatanie organicznego zwiazku wanadu,
w przeciwienstwie do wazokonstrykcyjnego dziatania substratow uzytych do jego syntezy.

Bardzo waznym krokiem jest oznaczenie biodostgpnosci nowych zwiazkéw wanadu
ze S$wiatta przewodu pokarmowego. Obserwowane rdéznice wchlaniania wanadu przez
komorki roznych linii (we wspomnianych wczesniej badaniach, w ktorych uczestniczylem)
posrednio wskazuja na mozliwa duza dysproporcj¢ pomigdzy zwiazkami w ich
biodostepnosci.

Kolejnym interesujacym kierunkiem badan jest analiza wptywu podazy organicznych
zwiazkow wanadu na dhugo$¢ zycia krwinek czerwonych we krwi obwodowej. Taki
eksperyment pozwoli wyjasni¢, ktore zwiazki 1 w jakim stopniu wptywaja na obraz krwi
obwodowej. Potwierdzaja to obserwacje z realizowanego przeze mnie projektu badawczego
,Kompleksy wanadu - innowacyjne metalofarmaceutyki w leczeniu cukrzycy”, w ktorym
obserwowano znaczne roznice pomi¢dzy badanymi zwiazkami a ich wplywem na morfologi¢
Krwi.

Sa to przyktady mozliwych kierunkéw badan, ktére usystematyzuja Uzyskang wiedze
o aktywnoS$ci biologicznej organicznych zwiazkéw wanadu 1 pozwola odpowiedzie¢, czy
moga one by¢ w przysztosci stosowane w profilaktyce 1 wspomaganiu leczenia niektorych
chordb, bez obaw zwiazanych z ich toksycznoscia.

2.8. Inna dzialalno$¢ naukowa zwigzana z praca habilitacyjna
Bralem czynny udzial w pracach badawczych podczas realizacji projektu POIG
»Kompleksy wanadu - innowacyjne metalofarmaceutyki w leczeniu cukrzycy”,
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w ktérym bylem kierownikiem zadania ,,Ocena dziatania przeciwcukrzycowego zwiazkow
wanadu w modelu in vivo”. W zadaniu tym testowano na zwierzetach (myszy NZO)
aktywno$¢ przeciwcukrzycowa 15 nowych organicznych zwiazkow_wanadu, ktore byty
najbardziej aktywne w badaniach przesiewowych in vitro. W kolejnym zadaniu
realizowanego projektu, opracowalem metodyke pomiaréw wchlaniania wanadu przez
komorki czterech linii (miocyty, hepatocyty, adipocyty i komorki beta trzustki). Wykonatem
tacznie pomiary dla ponad 80 nowych organicznych zwiazkéw wanadu. W chwili obecnej
wszystkie wyniki tych badan sa zastrzezone.

2.9. Analiza bibliometryczna

Liczba cytowan 350
Wspotczynnik Hirscha 10
Laczna punktacja IF 27,941
KBN/MNiSW 353

IC 35,18
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3. Dzialalno$¢ dydaktyczno - wychowawcza.

1. Od roku 2004 do chwili obecnej bylem opiekunem ukonczonych 24 prac
magisterskich. Jedna z tych prac ,Skfadniki bioaktywne w roznych czgéciach
morfotycznych derenia jadalnego” w roku 2009 uzyskata III miejsce w konkursie prac
magisterskich, a kolejna ,,Wptyw réznych dodatkéw do paszy szczuré6w na obraz
morfotyczny szpiku kostnego” w roku 2011 zostata wyrdzniona.

2. Prowadz¢ zajecia praktyczne oraz seminaria ze studentami 4 roku farmacji
z przedmiotu ,Bromatologia”. Czynnie uczestnicze w prowadzeniu zajeé
fakultatywnych ze studentami rdéznych lat Wydzialu Farmaceutycznego kierunkow
farmacja, analityka medyczna i kosmetologia oraz Wydzialu Lekarskiego kierunku
dietetyka z nastepujacych tematow:

a) Dietetyka - zywienie cztowieka zdrowego i chorego - IV r. Farmacja, sem. VIII,

b) Dietetyka — zasady zywieniowe w wybranych jednostkach chorobowych - IV r.
Farmacja, sem. VII,

c) Kontrola jako$ci zywnosci — Il r. Analityka Medyczna, sem. IV,

d) Otylos¢ jako problem medyczny i estetyczny - Il r. Kosmetologia stacj. i niestacj.
sem. Ill,

e) Otylos¢ jako problem spoteczny oraz czynnik ryzyka wielu schorzen - Il r.
Farmacja sem VI,

f) Promocja zdrowia — I r. Kosmetologia stacj. i nistacj; sem. Il,

g) Analiza i ocena jakosci zywnosci — Il r. Dietetyka, sem. IV,

h) Zywno$é modyfikowana genetycznie — Il r . Analityka Medyczna, sem. IV,

3. Uczestniczg rowniez czynnie w programie ERASMUS, przyjmujac i opiekujac si¢
studentami z roznych krajow. Na chwil¢ obecna bytem opiekunem 4 studentow
z Wtoch, 2 z Francji oraz 7 z Turcji.

4. W ramach programu ERASMUS dla pracownikéw mialem wyktady i seminaria
z tematow dotyczacych cukrzycy 1 zastosowania modeli zwierzgcych w badaniach
nad cukrzyca
a) dwukrotnie we Francji (20-26.09.2009 oraz 26.05-1.06.2013),

b) jeden raz we Wtoszech (28.04-02.05.2014).

5. Jestem wspoétautorem materiatow szkoleniowych z zakresu ,,Farmacja kliniczna -
europejski program studiow podyplomowych (wykaz zagadnien)” wydanych w jezyku
polskim i angielskim.

6. Aktywnie uczestnicz¢ w doborze tematyki prac magisterskich prowadzonych
w Zaktadzie Bromatologii, nie tylko pod moja opieka.

7. Pomagam w pracach badawczych 3 doktorantom z innych jednostek Wydziatu
Farmaceutycznego i Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie:

- Katedra Toksykologii UJ CM — oznaczanie parametrow biochemicznych
w surowicy zwierzat, prace eksperymentalne przy zwierzgtach

- Zaktad Radioligandéw UJ CM — oznaczanie cynku, miedzi, wapnia i magnezu
W surowicy zwierzat
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- Pracownia Neurobiologii Pierwiastkoéw Sladowych, Instytut Farmakologii
PAN w Krakowie —oznaczanie wapnia i magnezu w strukturach mézgowych

4. Dzialalnos$¢ organizacyjna

1.

2.

3.

Bratem trzykrotnie czynny udziat w przygotowaniach i organizacji Festiwalu Nauki
w Krakowie (2006-2008).

Organizowatem 1 przeprowadzatem warsztaty pokazowe z zakresu chemii i nauk
zywieniowych dla dzieci ze szkot podstawowych.

Bytem czlonkiem Komitetu Organizacyjnego XXIII Ogodlnopolskiego Sympozjum
Bromatologicznego organizowanego w 2014 roku w Krakowie.

Uczestniczylem w unowocze$nianiu programu nauczania z zakresu bromatologii
poprzez modyfikacje programu zaj¢é, adekwatna do obecnego stanu wiedzy
i stosowanych metod badawczych.

Jestem cztonkiem Komisji ds. Przedsigbiorczosci i Innowacji Sejmiku Wojewodztwa
Matopolskiego.

Przygotowanie i adaptacja do warunkéw na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM
metodyki sekrecji insuliny przez izolowana trzustk¢ — za zgoda profesora Gerarda
Crosa z Université Montpellierl (mojego promotora francuskiego doktoratu)
Wykonuj¢ prace badawcze (pomiary pierwiastkow, parametrow biochemicznych) dla
doktorantéw Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM

W chwili obecnej projektuj¢ urzadzenie do prob wysitkowych dla zwierzat
laboratoryjnych.

Kierowanie 1 prowadzenie prac badawczych na zwierzgtach dla catego Zaktadu
Bromatologii na podstawie indywidualnej licencji do prac ze zwierzgtami.

5. Inna dzialalno$¢ naukowo —badawcza

1.

Jestem stypendysta umowy rzadowej pomiedzy Polska a Francja, ktorej rezultatem

bylo otrzymanie tytulu doktora Uniwersytetu Jagiellonskiego oraz Université

Montpellierl we Francji.

Na chwile obecna jestem autorem recenzji do nastgpujacych czasopism naukowych

a) Acta Biochim Pol Lista A (IF = 1,595) — dwie recenzje

b) International Journal of Medicine and Medical Sciences (IF = 0,1667) 4 recenzje

¢) International Journal of Nutrition and Metabolism - jedna recenzja

d) Journal of Physiology and Pharmacology (IF = 1,892) - jedna recenzja

e) Alkoholizm i Narkomania (6 pkt ministerialnych) — 2 recenzje

f) Bull Vet Inst Pulawy (IF = 0,463) — 4 recenzje

g) Bioinorganic Chemistry and Applications (IF = 1,301) - 1 recenzja

h) Journal of Medicinal Food (IF=1,872) — 1 recenzja

i) Journal of Environmental and Public Health — 1 recenzja

J) Recenzent 1 projektu programu POIG

k) Recenzent projektow w ramach II Osi Priorytetowej MRPO 2007-2013 (Fundusze
Europejskie w Matopolsce) — 12 recenzji
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