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1. Imig i nazwisko: Hanna Szaefer

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

uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej:

Dyplom mgr analityki medycznej; Wydzial Farmaceutyczny Oddziat Analityki
Medycznej Akademii Medycznej w Poznaniu, 1993 r., praca magisterska pt.

,» Wplyw roslinnych pochodnych flawonoidowych na metabolizm granulocytéw”

Dyplom specjalizacji | stopnia z analityki klinicznej; 1996 r., Poznan

Dyplom z wyréznieniem dr nauk farmaceutycznych; Wydzial Farmaceutyczny
Akademii Medycznej w Poznaniu, 2001 r., rozprawa doktorska pt. ,,Roslinne
zwiazki fenolowe jako modulatory procesow zwiazanych z indukcja
kancerogenezy w naskorku myszy”, promotor prof. dr hab. Wanda Baer-

Dubowska

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

1993 - 2001 Katedra Biochemii Farmaceutycznej, Zaktad Biochemii Akademii
Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu - pracownik
naukowo-dydaktyczny - asystent

2001 — 2005 Katedra Biochemii Farmaceutycznej, Zaklad Biochemii Akademii
Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu - asystent z
doktoratem

2005 — 2013 Katedra Biochemii Farmaceutycznej, Uniwersytetu Medycznego
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu — adiunkt

2013 — nadal Katedra Biochemii Farmaceutycznej, Uniwersytetu Medycznego im.
K. Marcinkowskiego w Poznaniu — starszy wykladowca —

pracownik dydaktyczny



4. Wskazanie osiagnigcia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w

zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagnigcia naukowego:

»Cytochrom P450 - cel oddzialywania chemicznych kancerogenow i

antykancerogendw oraz strategii chemoprewencyjnych”

Podstawa ubiegania si¢ o tytut dr habilitowanego stanowi cykl 10 publikacji (8
oryginalnych i 2 pogladowe), w ktorych przedstawiono wyniki badan dotyczacych
oddziatywania kancerogenéw na cytochromy P450 oraz zwiazkéw roslinnych, ktore
moga modulowac ich dziatanie, a tym samym by¢ wykorzystane W chemoprewencji

NOWOtworow.

b) wykaz publikacji:

1. Szaefer H., Jodynis-Liebert J., Cichocki M., Matuszewska A., Baer-Dubowska W.
(2003) Effect of naturally occurring plant phenolics on the induction of drug
metabolizing enzymes by o-toluidine. Toxicology 186, 67-77.

IF=2.061; Punktacja KBN/MNiSW=11

2. Szaefer H., Krajka-Kuzniak V., Baer-Dubowska W. (2008) The effect of initiating
doses of benzo[a]pyrene and 7,12-dimethylbenz[a]anthracene on the expression of
PAH activating enzymes and its modulation by plant phenols. Toxicology 251, 28-34.
IF=2.836; Punktacja KBN/MNiSW=32

3. Szaefer H., Krajka-Kuzniak V., Ignatowicz E., Adamska T., Baer-Dubowska W.
(2011) Chokeberry  (Aronia melanocarpa)  juice modulates 7,12-
dimethylbenz[a]anthracene induced hepatic but not mammary gland phase | and II
enzymes in female rats. Environ. Toxicol. Pharmacol. 31, 339-346.

IF=1.469; Punktacja KBN/MNiSW=20



4. Szaefer H., Krajka-Kuzniak V., Ignatowicz E., Adamska T., Baer-Dubowska W.
(2014) Evaluation of the effect of beetroot juice on DMBA-induced damage in liver
and mammary gland of female Sprague-Dawley rats. Phytother. Res. 28, 55-61.
IF=2.660; Punktacja KBN/MNiSW=25

5. Szaefer H., Krajka-Kuzniak V., Ignatowicz 1., Adamska T., Markowski J., Baer-
Dubowska W. (2014) The effect of cloudy apple juice on hepatic and mammary gland
phase | and Il enzymes induced by DMBA in female Sprague-Dawley rats. Drug
Chem. Toxicol. 37, 472-479.

IF=1.233; Punktacja KBN/MNiSW=15

6. Szaefer H., Krajka-Kuzniak V., Bartoszek A., Baer-Dubowska W. (2012)
Modulation of carcinogen metabolizing cytochromes P450 in rat liver and kidney by
cabbage and sauerkraut juices: Comparison with the effects of indole-3-carbinol and
phenethyl isothiocyanate. Phytother. Res. 26, 1148-1155.

IF=2.068; Punktacja KBN/MNiSW=25

7. Szaefer H., Licznerska B., Krajka-Kuzniak V., Bartoszek A., Baer-Dubowska W.
(2012) Modulation of CYP1A1, CYP1A2 and CYP1B1 expression by cabbage juices
and indoles in human breast cell lines. Nutr. Cancer 64, 879-888.

IF=2.695; Punktacja KBN/MNiSW=30

8. Szaefer H., Krajka-Kuzniak V., Licznerska B., Bartoszek A., Baer-Dubowska W.
(2015) Cabbage juices and indoles modulate the expression profile of AhR, ERa, and
Nrf2 in human breast cell lines. Nutr. Cancer 67, 1342-1354.

IF=2.322; Punktacja KBN/MNiSW=25

9. Baer-Dubowska W., Szaefer H. (2013) Modulation of carcinogen-metabolizing
cytochromes P450 by phytochemicals in humans. Expert Opin. Drug Metab. Toxicol.
9, 927-941.

IF=2.934; Punktacja KBN/MNiSW=30
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10. Szaefer H., Cichocki M., Majchrzak-Celinska A. (2013) Nowe cytochromy P450
jako biomarkery i potencjalne cele oddziatywania w chemioprewencji i terapii
nowotworow. Post. Hig. Med. Dosw. 67, 709-718.

IF=0.633; Punktacja KBN/MNiSW=15

Publikacje te sa oznaczone w tekscie cyframi arabskimi od 1 do 10.

Laczny Impact Factor dla tych 10 prac wynosi: 20.911
Laczna punktacja KBN/MNiSW dla tych 10 prac wynosi: 228

* O$wiadczenia wspotautorow wraz z okresleniem indywidualnego wktadu kazdego z
nich w powstanie poszczegdlnych prac znajduja si¢ w zalaczniku 6. O$wiadczenia
habilitanta dotyczace wykonywanych prac 1 procentowego w nich udzialu znajduja si¢

w zalaczniku 4.

Cc) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Whprowadzenie

Cytochromy P450 (CYP) stanowia nadrodzing monooksygenaz zawierajacych
ugrupowanie hemowe, odpowiedzialnych przede wszystkim za | faz¢ metabolizmu
ksenobiotykow, a takze za metabolizm 1 biosyntez¢ wielu zwiazkéw endogennych, w
tym hormonow steroidowych, przede wszystkim estrogenow. Podstawowym celem
reakcji | fazy metabolizmu ksenobiotykéw z udzialem cytochromu P450 jest ich
przeksztalcenie w posta¢ o zwigkszonej polarnosci, co ulatwia wydalanie. Niekiedy
jednak reakcje te prowadza do zwigkszenia reaktywnosci lub aktywnos$ci biologicznej
zwiazku. Ta sytuacja odnosi si¢ do wielu chemicznych kancerogenéw, w tym
policyklicznych weglowowdoréw aromatycznych (PWA) i amin aromatycznych. Na
podstawie homologii struktury cytochromy zostaty przyporzadkowane do rodzin
(~40% homologii sekwencji aminokwasowej) i podrodzin (>55% homologii).

Ogotem odkryto wigcej niz 12000 gendéw kodujacych CYP, z czego w ludzkim
genomie 57 (Mansuy, 2011). Wigkszo$¢ z nich charakteryzuje si¢ polimorfizmem. Na

ich ekspresj¢ wptywa takze wiele réznych czynnikéw srodowiskowych i zwigzanych



ze stylem zycia, co skutkuje szerokimi indywidualnymi roznicami w ekspresji i
aktywnosci CYP.

Wsrod 57 ludzkich CYP okoto 20 wydaje si¢ by¢ odpowiedzialnymi za tlenowy
metabolizm ksenobiotykow (Mansuy, 2011). Ostatnie dane dotyczace metabolizmu
kancerogenow wykazaty dominujaca role w tym procesie trzech rodzin CYP1 (1A1,
1A2i 1B1), CYP2 (2A6, 2E1) i CYP3 (3A4) (Rendic and Guengerich, 2012).

W moich badaniach skupitam si¢ gtéwnie na rodzinie 11 2.

Enzymy nalezace do rodziny 1 sa zaangazowane w aktywacj¢ policyklicznych
weglowowdorow aromatycznych, heterocyklicznych amin aromatycznych oraz wielu
innych zwiazkdéw, wlaczajac endogenne substraty takie jak estron i estradiol (Rendic,
2002). CYPIAIl jest forma indukowalna enzymu odgrywajaca wazna role w
metabolizmie kancerogenéw s$rodowiskowych i obecna w tkankach narazonych na
kontakt z zanieczyszczeniami powietrza oraz sktadnikami dymu tytoniowego gtéwnie
w phlucach. CYP1A2 jako forma konstytutywna wystepuje w watrobie uczestniczac w
metabolizmie wielu lekow (Bieche i wsp., 2007). Oba wymienione izoenzymy CYP sa
zaangazowane w metabolizm estrogendéw katalizujac powstawanie niekancerogennych
2-hydroksy pochodnych estradiolu. Z kolei CYP1Bl1 wykazuje ekspresje w
pozawatrobowych tkankach steroidogennych np. jajnikach, jadrach oraz w tkankach
docelowych hormonéw steroidowych np. w gruczole piersiowym. Izoforma ta
metabolizuje szeroki zakres ksenobiotykow oraz aktywuje wiele kancerogenow
srodowiskowych, zywnosciowych i1 sktadnikow dymu tytoniowego, w tym PWA.
Katalizuje rowniez powstawanie 4-hydroksy pochodnych estradiolu o potencjalnym
dziataniu kancerogennym. Udowodniona w licznych badaniach obecnos¢ CYPIB1 w
roznych typach komorek nowotworowych sugeruje jego wudzial w procesie
kancerogenezy, a tym samym mozliwos¢ jego wykorzystania jako celu oddziatywania
potencjalnych czynnikow chemoprewencyjnych (Szaefer i wsp., 2013 — poz. I/B/10
wg spisu publikacji). Przedstawiciel rodziny 2 cytochroméw P450, CYP2B jest
indukowany przez szeroki zakres ksenobiotykow o zréznicowanej strukturze, W tym
rozpuszczalniki organiczne, barbiturany i pestycydy (Pustylnyak i wsp., 2007).

Liczne badania wykazaly, ze biologicznie aktywne zwiazki pochodzenia
ro§linnego, w szczegodlnosci te ktére stanowia sktadniki ludzkiej diety moga
modulowac¢ ekspresje i/ lub aktywno$¢ specyficznych cytochroméw P450 zard6wno w

warunkach in vivo jak i in vitro. Z tego powodu zwiazki te sa uwazane nie tylko za


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rendic%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22531028
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guengerich%20FP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22531028

potencjalne czynniki chemoprewencyjne ale takze uzyteczne narzedzia do badania

biochemicznych i molekularnych podstaw procesu kancerogenezy.

Cel badan

Celem badan przedstawionych w omawianych pracach byto uzyskanie odpowiedzi na

nastgpujace pytania:

1. Czy proste zwiazki fenolowe — kwasy fenolowe i resweratrol moga zmieniaé
aktywno$¢ 1 poziom cytochroméw P450 zaangazowanych w aktywacje
metaboliczna kancerogenow $rodowiskowych w modelu in vivo i czy jest to
uzaleznione od rodzaju kancerogenu oraz gatunku i narzadu zwierzat?

2. Cgzy naturalne zlozone matryce zywieniowe (SOk z aronii, buraka, jabtek)
moduluja wybrane izoenzymy cytochromu P450 w modelu in vivo? Czy badane
preparaty wptywaja na metabolizm klasycznego kancerogenu - DMBA w watrobie
I gruczole piersiowym?

3. Czy istnieje roznica w oddziatywaniu na poziom izoenzymoéw CYP z rodziny 1 1
2 soku z kapusty i dwoch potencjalnych sktadnikéw czynnych kapusty: indolo-3-
karbinolu i izotiocyjanianu fenetylu w modelu in vivo?

4. Cgzy istnieje zalezno$s¢ migdzy indukcja cytochroméw P450 zangazowanych w
metabolizm estrogenow a ekspresja czynnikow transkrypcyjnych AhR, ERa i Nrf2
w modelu in vitro z zastosowaniem linii komorkowych gruczotu piersiowego? Jak

wplywaja na badane parametry sok z kapusty i jego sktadniki czynne?

Omowienie wynikow

Zwiazki fenolowe a modulacja cytochromoéw P450 w modelu in vivo w zaleznosci
od zastosowanego kancerogenu oraz gatunku i narzadu zwierzat

Poczatkowo w moich badaniach skupilam si¢ na doktadniejszym poznaniu
mechanizmu dzialania zwiazkéw fenolowych bedacych przedmiotem mojej pracy
doktorskiej: kwasu protokatechowego, chlorogenowego i taninowego w modelu in
vivo. Wymienione powyzej kwasy fenolowe sa zwiazkami o zrdznicowanej strukturze
oraz o udokumentowanym dzialaniu chemoprewencyjnym w réznych modelach
eksperymentalnych (Baer-Dubowska i wsp., 2009 — poz. II/E/1 wg spisu publikacji;
Mori i wsp., 1986; Chung i wsp., 1998). Badania miaty odpowiedzie¢ na pytanie czy



zwiazki fenolowe w podobny sposob moduluja aktywno$¢ i poziom cytochromow
P450 w zalezno$ci od zastosowanego kancerogenu i modelu eksperymentalnego.
Jednym z badanych kancerogenow byta o-toluidyna, aromatyczna amina szeroko
wykorzystywana w wielu gatgziach przemyshu, bedaca sktadnikiem dymu tytoniowego
(Danford, 1991). O-toluidyna jest metabolizowana do wielu zwiazkéw glownie na
drodze hydroksylacji i N-acetylacji (Soon Son i wsp., 1980) katalizowanych przez
izoenzymy CYP, gtownie CYP1Al. W publikacji 1 oceniatam wptyw kwasu
protokatechowego, taninowego i elagowego podanych oddzielnie oraz w potaczniu z
o-toluidyna na aktywnos¢ izoenzymow CYP w watrobie i nerkach szczurow.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze kwasy fenolowe, szczegodlnie elagowy moga
modulowaé genotoksyczne efekty o-toluidyny przez modyfikacje drog prowadzacych
do tworzenia jej reaktywnych metabolitow. Korzystniejsze dziatanie odnotowano dla
watroby.

W kolejnych badaniach finansowanych w ramach grantu MNiSW zastosowatam
zwiazki z grupy policyklicznych weglowodoréw aromatycznych — benzo[a]piren
(B[a]P) i 7,12-dimetylobenzo[a]antracen (DMBA). Oba zwiazki uznawane sa za
skuteczne inicjatory i tzw. kompletne kancerogeny w modelu skornej kancerogenezy u
myszy. Rozniag si¢ jednak zdecydowanie aktywnoscia, ktora jest wynikiem ich
odmiennego metabolizmu i tym samym profilu adduktéw z DNA. W metabolicznej
aktywacji B[a]P decydujace znaczenie odgrywa CYPIAIl, natomiast w aktywacje
DMBA zaangazowany jest gltownie CYP1B1. Wcze$niejsze nasze badania (Ignatowicz
I wsp., 2003 — poz. 1I/A/3 wg spisu publikacji; Szaefer i wsp., 2004 — poz. II/A/4 wg
spisu publikacji) wykazaty, ze kwas protokatechowy, chlorogenowy i taninowy oraz
stilben resweratrol natozone na skor¢ myszy przed PWA znaczaco redukowaty ich
wigzanie do naskorkowego DNA i poziom adduktow DMBA-DNA i B[a]P-DNA.
Najskuteczniejszym inhibitorem tworzenia adduktéw okazat si¢ kwas taninowy. Z
kolei resweratrol nie wptywal znaczaco na poziom adduktow B[a]P-DNA, natomiast
hamowat aktywno$¢ hydroksylazy aryloweglowodorowej, co moglo wigzaé si¢ z
hamowaniem CYP1B1l. Kontynuujac powyzsze badania skupilam si¢ na ocenie
wplywu inicjujacych dawek wyzej wymienionych kancerogenow na aktywnos$¢ i
poziom izoenzyméw CYP w naskorku myszy BALB/C oraz ich mozliwa modulacjg
przez ro$linne zwiazki fenolowe (publikacja 2). Do oceny poziomu cytochromow

P450 wykorzystatam technik¢ Western blot z zastosowaniem specyficznych



przeciwcial. Natozenie inicjujacej dawki B[a]P na skére myszy znaczaco podwyzszyto
aktywnos¢ O-deetylazy etoksyrezorufiny (EROD) - markera CYP1Al, O-demetylazy
metoksyrezorufiny (MROD) - markera CYP1A2 oraz O-depentylazy
pentoksyrezorufiny (PROD) — markera CYP2B. Analiza Western blot wykazata
zwigkszenie poziomu CYP1A1/1A2 1 CYP2B u zwierzat traktowanych B[a]P. B[a]P
indukowat takze aktywnos$¢ enzymoéw Il fazy zaangazowanych w procesy detoksykacji
— S-transferazy glutationowej (GST) i reduktazy NAD(P)H:chinon 1 (NQO1). W
przeciwienstwie do B[a]P natozenie inicjujacej dawki DMBA nie spowodowato zmian
w aktywnosci i poziomie badanych izoenzymow CYP. Odnotowano natomiast wzrost
aktywnosci GST i NQOI. Nalozenie na skor¢ myszy roslinnych fenoli przed
natozeniem B[a]P w wigkszos$ci znaczaco obnizyto aktywnos$ci wszystkich O-dealkilaz
alkoksyrezorufiny w poréwnaniu z grupa otrzymujaca tylko B[a]P. Kwas taninowy
obnizal poziom biatka CYP1A1/1A2 i CYP1B1 zwigkszony pod wplywem B[a]P.
Wszystkie zwiazki, a szczegblnie resweratrol, znaczaco zwigkszaty aktywnosé NQO1
w porownaniu z grupa traktowana B[a]P. Natozenie natomiast roslinnych fenoli przed
DMBA nie spowodowalo istotnych zmian zaréwno w aktywnosci jak i poziomie
badanych izoenzymow CYP. Z przeprowadzonych badan mozna wnioskowaé, ze
obserwowana w poprzednich pracach redukcja adduktow B[a]P-DNA pod wpltywem
roslinnych fenoli moze wynika¢ z obnizonej aktywacji metabolicznej B[a]P przez te
zwiazki, co prowadzi do zmniejszenia aktywnosci i ekspresji specyficznych
izoenzymow CYP jak i indukcji enzyméw 11 fazy. W przypadku DMBA brak indukcji
CYP pod wplywem inicjujacej dawki tego kancerogenu moze sugerowal, ze
konstytutywna ekspresja CYP, zwlaszcza CYPIBI1 jest wystarczajaca do aktywacji
DMBA i1 w konsekwencji do tworzenia adduktow z DNA.

Zestawienie wynikow wczesniejszych prac i omowionych powyzej wykazato, ze
modulacja izoenzyméw CYP przez roslinne zwiazki fenolowe jest zalezna od gatunku

zwierzat wykorzystanych w badaniach, tkanki jak i zastosowanego kancerogenu.

Naturalne zlozone matryce Zywieniowe a modulacja izoenzyméw CYP w modelu
in vivo

Aktywno$¢ chemoprewencyjna w uktadach eksperymentalnych wykazuje wiele
sktadnikow codziennej diety cztowieka. Badania populacyjne, w ktérych wzbogacano

diete¢ w wybrane sktadniki fitochemiczne nie przyniosty jednoznacznych wynikow.



Wydaje sig, ze wyizolowane sktadniki moga zachowywac si¢ inaczej w mieszaninie
nie tylko z innymi zwiazkami o podobnym dzialaniu, ale takze z pozostatymi
sktadnikami czynnymi wystepujacymi w pozywieniu. Z tego powodu istotne jest
badanie calej matrycy. Dotyczy to takze takiej ich formy jak soki warzywne i
owocowe.

Stad w drugim etapie moich badan zajetam si¢ ocena wptywu naturalnych sokow
z aronii, buraka i jabtek na poziom izoenzyméw CYP w modelu in vivo z
wykorzystaniem samic szczurdéw rasy Sprague-Dawley. Badania te byly finansowane z
grantu zamawianego PBZ-KBN-094/P06/2003/19 ,,Weryfikacja zasad technologii
wytwarzania i1 wykorzystania zywno$ci bogatej w naturalne antyoksydanty pod
wzgledem jej dzialania prozdrowotnego”. Aronia (Aronia melanocarpa, Elliot)
wywodzaca si¢ z Ameryki Pélnocnej, a obecnie popularna w Europie jest bardzo
bogatym zrédtem polifenoli, szczegdlnie antocyjandéw i polimerycznych procyjanidyn,
a takze kwasow fenolowych. Zwiazki te wykazuja szereg biologicznych aktywnoscli
wlaczajac dzialanie antykancerogenne. Badania, ktorych wyniki przedstawiono w
publikacji 3 miaty na celu stwierdzenie, czy sok z aronii moze modulowa¢ aktywnos¢
i/lub ekspresj¢ izoenzymoéw cytochromu P450 zaangazowanych w metaboliczng
aktywacje DMBA w watrobie i gruczole piersiowym u samic szczurdéw rasy Sprague-
Dawley. DMBA, nalezacy do PWA jest szeroko stosowanym chemicznym
kancerogenem w modelu kancerogenezy w gruczole piersiowym u szczurow. Chociaz
watroba nie jest docelowym narzadem dla indukcji kancerogenezy przez DMBA, jest
bardzo prawdopodobne, ze odgrywa wazna rolg w inicjacji procesu nowotworowego.
Dodatkowo wigkszo$¢ aktywnych metabolitow DMBA, jest tworzonych w
hepatocytach i dociera przez krew do gruczotu piersiowego. W metabolizm DMBA w
watrobie  zaangazowany jest przede wszystkim CYP1A1, natomiast w tkankach
pozawatrobowych, takich jak gruczot piersiowy CYP1B1 (Girolami i wsp., 2008).
Poza tymi dwoma izoenzymami takze CYP2B1 i CYP2C6 sa zaangazowane w
metaboliczng aktywacje tego kancerogenu (Lambard i wsp., 1991).
Wykazano, ze 28-dniowe podawanie soku z aronii obnizato zaré6wno konstytutywna
jak i indukowana przez DMBA aktywnos¢ EROD (markera CYP1A1l) w watrobie, co
moze chroni¢ przed kancerogeneza inicjowang przez ten kancerogen. Z drugiej strony
odnotowano zwigkszona aktywnos¢ PROD (markera CYP2B) pod wptywem tacznego

zastosowania soku z aronii i DMBA w stosunku do grupy zwierzat otrzymujacych sam
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kancerogen, co moze sugerowa¢ aktywacje drogi prowadzacej do utworzenia 5,6-dioli,
ktore nie sa rozwazane jako beposrednie kancerogenne formy DMBA (Shou i wsp.,
1996). Analiza Western blot z przeciwciatami przeciwko CYP1A1/1A2 oraz CYP1BI1
nie wykazata konstytutywnej ekspresji watrobowych CYP1A1/1A2 oraz CYP1BI1
zaroOwno w grupie zwierzat kontrolnych jak i otrzymujacych sok z aronii. Natomiast
zwigkszone poziomy tych enzymdéw zaobserwowano u zwierzat otrzymujacych
wylacznie DMBA jak i DMBA facznie z sokiem z aronii. Podawanie soku z aronii nie
miato istotnego wplywu na konstytutywna aktywno$s¢ CYP2B, natomiast
podwyzszony poziom tej izoformy odnotowano u zwierzat otrzymujacych zaréwno
sam DMBA jak i DMBA lacznie z sokiem. W gruczole piersiowym ze wzgledu na
ograniczona ilo$¢ uzyskanego materialu ograniczono si¢ tylko do oceny poziomu
wybranych izoenzymow CYP technika Western blotu. W przeciwienstwie do watroby
sok z aronii nie wplywal na ich poziom w tym narzadzie.
W badaniach tych ocenie poddano takze wptyw soku z aronii na aktywnos$¢ i poziom
enzymow Il fazy zaangazowanych w detoksykacje kancerogennych metabolitow
DMBA powstatych w I fazie. Zaobserwowano zwigkszenie aktywnosci enzymoéow 11
fazy: S-transferazy glutationowej i reduktazy NAD(P)H:chinon 1 w watrobie we
wszystkich badanych grupach zwierzat. Podwyzszona aktywno$¢ GST korelowata ze
zwigkszonym poziomem izoenzyméw GST alfa 1 mi, zaangazowanych w detoksykacje
reaktywnych metabolitow PWA. Podobnie jak w przypadku cytochroméw P450 sok z
aronii nie wptywal na poziom enzymow II fazy w gruczole piersiowym. Nie
odnotowano réwniez zmian w uszkodzeniach DNA wywotanych podawaniem DMBA
w limfocytach krwi obwodowej pod wptywem soku z aronii. Podawanie soku z aronii
znaczaco obnizylo natomiast poziom markeréw uszkodzenia watroby 1 nerek
(bilirubina, kreatynina i BUN, ALT, SDH i GGT) podwyzszonych przez DMBA
potwierdzajac ochronne dziatanie soku z aronii wobec tych narzadow. Wyniki tych
badan zostaly zaprezentowane w postaci wystapienia ustnego na Zjezdzie Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w Biatymstoku w roku 2006 (poz. A/17 wg zatacznika
5).

Wykorzystujac analogiczny model badawczy jak w przypadku soku z aronii w
kolejnej pracy oceniatam wplyw soku z buraka na aktywno$¢ i poziom enzymow

zwigzanych z metabolizmem DMBA (publikacja 4). Burak czerwony (Beta vulgaris
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L.) zawiera specyficzna klasg¢ antyoksydantow, lacznie zwanych betalainami, ktore
wykazuja potencjat antykancerogenny i przeciwzapalny.

Zaobserwowano, ze sok z buraka obnizal w watrobie aktywno$¢ CYP1ALl i CYP1A2.
Z kolei aktywnosci markerow wszystkich badanych cytochroméw P450 byly
zwickszone zaro6wno u zwierzat otrzymujacych sam DMBA jak i DMBA facznie z
sokiem z buraka. W odniesieniu do poziomu CYP1A1/1A2 i CYP1B1 odnotowano
analogiczne zmiany jak w badaniach dotyczacych soku z aronii. W gruczole
piersiowym zaobserwowano podwyzszenie poziomu CYP1A1/1A2 pod wplywem
samego DMBA jak i facznego podania DMBA z sokiem z buraka.

W odniesieniu do enzyméw II fazy w watrobie wykazano istotne podwyzszenie
aktywnosci jak i poziomu NQO1. Z kolei w gruczole piersiowym najbardziej znaczace
zmiany stwierdzono dla GST pi, izoenzymu zaangazowanego w detoksykacje
aktywnych metabolitow DMBA. Indukcja GST pi moze stanowi¢ jeden z
potencjalnych mechanizméw wyjasniajacych antykancerogenne dziatanie soku z
buraka w stosunku do indukowanej przez DMBA kancerogenezy w modelach
zwierzecych. Sok z buraka nie wpltywal w istotny sposéb na indukowany przez
DMBA poziom uszkodzeh DNA w leukocytach krwi, tym samym potwierdzono brak
jego wplywu na status antyoksydacyjny krwi. Istotne znaczenie miato natomiast
obnizenie pod wplywem soku z buraka poziomu 1 aktywnosci wigkszosci
biochemicznych 1 enzymatycznych markeréw uszkodzenia funkcji watroby 1 nerek
indukowanych przez DMBA. Najistotniejsze zmiany odnotowano dla dehydrogenazy
sorbitolu, bedacej kluczowym enzymem szlaku przeksztatcajacego sorbitol do
fruktozy, ktérego poziom jest znaczaco podwyzszony u cukrzykdéw. Redukcja
aktywnosci dehydrogenazy sorbitolu moze sugerowaé, ze sktadniki soku z buraka
wywieraja nie tylko dziatanie hepatoochronne, ale moga zapobiega¢ powiktaniom u
cukrzykow.

Kolejne badania przeprowadzone na tym samym modelu badawczym dotyczyty
metnego soku z jabtek. Jabtka bogate w zwiazki fenolowe wykazuja szerokie
spektrum aktywnosci biologicznych korzystnych z punktu widzenia zdrowia, w tym
dzialanie protekcyjne w stosunku do chorob uktadu krazenia, nowotworowych,
cukrzycy i otylosci. W publikacji 5 ocenialam wplyw mgtnego soku z jabtek na
aktywno$¢ enzymow metabolizujacych DMBA w watrobie i gruczole piersiowym

samic szczurow rasy Sprague-Dawley. W watrobie dlugoterminowe podawanie
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metnego soku z jablek obnizylo aktywnos¢ CYP1Al i CYP1A2. W przypadku
tacznego podania DMBA i mgtnego Soku z jabtek odnotowano zwigkszong aktywno$é
CYP2B w porownaniu z grupa otrzymujaca tylko kancerogen. Podobny efekt w
odniesieniu do aktywnosci CYP2B odnotowano w naszych badaniach po tacznym
podaniu samcom szczuréw Wistar metnego soku z jabtek i N-nitrozodietyloaminy
(NDEA) (Krajka-Kuzniak i wsp., 2015 — poz. IlI/A/17 wg spisu publikacji).
Analogicznie jak w poprzednich badaniach dotyczacych soku z aronii i buraka nie
wykazano konstytutywnej ekspresji watrobowych CYP1A1/1A2 i CYP1BI w grupie
zwierzat kontrolnych i otrzymujacych metny sok z jablek. Podczas gdy zwigkszenie
poziomu tych izoenzymo6éw odnotowano u samic szCzuréw otrzymujacych sam DMBA
jak 1 DMBA Iacznie z me¢tnym sokiem z jabtek. W gruczole piersiowym podanie
samego soku z jablek obnizyto poziom CYP1A1/1A2. Natomiast podwyzszony jego
poziom stwierdzono pod wplywem samego DMBA jak i tacznym zastosowaniu
kancerogenu i soku z jablek.
W stosunku do enzymoéw II fazy najbardziej znaczace zmiany w watrobie
zaobserwowano dla GST alfa i NQO1. Z kolei w gruczole piersiowym podobnie jak w
przypadku soku z buraka najwyzsza indukcj¢ odnotowano dla GST pi, co moze mie¢
istotne znaczenie ze wzgledu na zaangazowanie tej izoformy w detoksykacje
aktywnych metabolitow DMBA. Dodatkowo podanie mgtnego soku z jabtek
redukowato w wigkszoSci poziom osoczowych biochemicznych i1 enzymatycznych
markeréw uszkodzenia funkcji watroby 1 nerek indukowany przez DMBA.
Podsumowujac modulacja aktywnosci 1 poziomu cytochroméw P450
zaangazowanych w metaboliczng aktywacjg¢ DMBA pod wplywem badanych
preparatow jest tkankowo specyficzna 1 uzalezniona od zastosowanego soku.
Wykazane protekcyjne dziatanie stanowi¢ moze podstawg do dalszych badan
klinicznych oraz rekomendacji badanych produktow zywnosciowych tj. sokéw z

aronii, buraka i jabtek do celow profilaktycznych i prozdrowotnych.

Poréwnanie oddzialywania soku z kapusty i potencjalnych skladnikéw czynnych
kapusty indolo-3-karbinolu i izotiocyjanianu fenetylu na poziom izoenzymow
CYP w modelu in vivo

Kontynuujac badania z wykorzystaniem naturalnych ztozonych preparatow w

ramach  wspotpracy z  Politechnika  Gdanska  podjetam  si¢  oceny
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przeciwnowotworowych wlasciwosci sokéw z kapusty. Kapusta biata jak i produkt jej
fermentacji — kapusta kiszona stanowi istotny element diety w krajach wschodniej i
centralnej Europy. W przeciwienstwie do innych przedstawicieli warzyw krzyzowych
antykancerogenna aktywnos$¢ biatej i kiszonej kapusty byla mniej badana, chociaz
epidemiologiczne dane potwierdzily, ze konsumpcja tych produktéw zywnosciowych
jest zwiazana z obnizeniem ryzyka nowotwordw piersi, prostaty i trzustki (Kristal i
Lampe, 2002; Larsson i wsp., 2006). Ze wzgledu na charakter substancji czynnych
zawartych w kapuscie dziatanie takie moze by¢ zwiazane z modyfikacja enzymow
bioracych udzial w aktywacji (cytochromy P450) i detoksykacji (enzymy Il fazy)
zwiazkow kancerogennych. Jako model badawczy wykorzystano szczury szczepu
Wistar, ktérym podawano soki z kiszonej i surowej kapusty przez okres 4, 10 i 30 dni
(publikacja 6). Uzyskane wyniki porownywano z efektami podawania potencjalnych
sktadnikow czynnych kapusty takich jak: indolo-3-karbinol (I3C) i izotiocyjanian
fenetylu (ITCF). Oceniajac wplyw wyzej wymienionych preparatéw na aktywnos¢ i
poziom cytochroméw P450 odgrywajacych dominujaca role w bioaktywacji
wigkszosci  §rodowiskowych chemicznych kancerogenow (CYP1A1l, CYPl1A2,
CYP1B1 i CYP2B) w watrobie i nerkach wykazano znaczace r6znice migdzy tymi
narzadami. W watrobie oba badane soki obnizaty aktywno$¢ enzymatycznych
markerow CYP1A1l i CYP1A2 po 10 dniach ekspozycji, podczas gdy w nerkach
zaobserwowano zwigkszenie aktywnosci tych enzymoéw po 4 i 10 dniach. 30-dniowe
podawanie soku z kiszonej kapusty podwyzszato aktywno$¢ markerow CYP1AL i
CYP1A2 w watrobie, co korelowato ze zwigkszonym poziomem biatka CYP1A1/1A2.
Indolo-3-karbinol zwigkszat zaré6wno aktywnos$¢ jak 1 poziom watrobowych
izoenzymow CYP we wszystkich badanych punktach czasowych. W przypadku nerek
analogiczne zmiany odnotowano jedynie dla EROD. Warto zauwazy¢, ze zarbwno W
watrobie jak i nerkach najwyzsza aktywnos¢ EROD zaobserwowano po 4 dniach
podawania I13C i nastgpnie stopniowo si¢ zmniejszata wskazujac, ze indukcja CYP1Al
wystepuje W ograniczonym czasie. Mimo wielu przeprowadzonych badan dotyczacych
I3C (Fuentes i wsp., 2015) przedstawione w publikacji 6 dane sa pierwszym
doniesieniem dotyczacym dlugo-terminowego podawania i tkankowo-specyficznego
efektu 13C. Drugi z badanych sktadnikow czynnych kapusty — izotiocyjanian fenetylu
podwyzszal aktywnos$¢ wszystkich markeréw cytochromu P450 w watrobie we

wszystkich punktach czasowych. Jednakze najwyzszy wzrost podobnie jak dla soku z
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kiszonej kapusty odnotowano po 30-dniowym podawaniu. Badania Konsue i
loannidesa (2008, 2010) wykazaly, ze ITCF w zalezno$ci od dawki i tkanki moze
hamowa¢ (w nizszych dawkach) badz indukowa¢ (w wyzszych dawkach) aktywnos$¢
poszczegolnych CYP w roéznych tkankach. Stad mozna przypuszczaé, ze zwiazek ten
moze by¢ odpowiedzialny za poczatkowaq inhibicj¢ aktywnosci CYP1A1 1 CYP1A2 w
watrobie szczurow otrzymujacych soki z kapusty i1 ich wzrost po dluzszej espozycji.
Jednakze w przeciwienstwie do ITCF podanie sokéw z kapusty nie zmieniato zar6wno
aktywnosci jak i poziomu biatka CYP2B. Moze to wynika¢ z faktu, ze by¢ moze soki z
kapusty aktywuja receptor weglowodoréow aromatycznych (AhR), kontrolujacy geny
CYP1Al i CYP1A2 a indukcja CYP2B jest zwiazana z aktywacja konstytutywnego
receptora androstanu (CAR). W publikacji 6 ocenie poddano takze wptyw sokow z
kapusty i ich zwiazkéw czynnych na poziom CYP1B1 mierzony technika Western
blotu. Jednakze nie odnotowano istotnych zmian w poziomie tego biatka pod
wplywem zadnego z badanych preparatow.

Podsumowujac, uzyskane dane wykazaty, ze soki z kiszonej i surowej kapusty
moga modulowa¢ aktywno$¢ 1 poziom izoenzymoéw CYP zaangazowanych w
aktywacje¢ kancerogenow/ksenobiotykéw 1 w ten sposdb wywiera¢ swoja aktywno$¢
antykancerogenna/chemoprewencyjna. Ostateczny efekt uzalezniony jest jednak od
czasu ekspozycji i jest tkankowo specyficzny. Wyniki tych badan byly prezentowane
na 5" International Conference Cancer Prevention w 2008 r. "Advances in Molecular
and Clinical Aspects of Cancer Prevention" w St. Gallen, w Szwajcarii a
przedstawiona praca ,,The effect of cabbage juice and its components on the expression
and activity of phase 1 and 2 enzymes in rats” zostala nagrodzona dyplomem za

najlepszy poster (poz. A/25 wg zalacznika 5).

Modulacja indukcji cytochroméw P450 zaangazowanych w metabolizm
estrogenow oraz ekspresji czynnikow transkrypcyjnych AhR, ERa i Nrf2 przez
soki z kapusty i ich skladniki czynne w komorkach nablonka gruczolu
piersiowego in vitro

W omoéwionych do tej pory pracach w celu oceny modulacji poziomu
cytochromow P450 przez naturalne sktadniki diety wykorzystywatam model in vivo.
Badania przeprowadzone u roznych gatunkéw zwierzat pozwolity na okreslenie

specyfiki narzadowej oddziatywania badanych zwiazkéw badz preparatow. W celu
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doktadniejszego poznania mechanizmu ich dzialania w kolejnym etapie
przeprowadzono badania in vitro z wykorzystaniem hodowli komérkowych.

W badaniach finansowanych w ramach projektu MNiSW wykorzystywatam linie
komoérkowe wyprowadzone z gruczotu piersiowego: NOWOtworowe rozniace sig
statusem receptora estrogenowego: estrogeno-zalezne (MCF7) i estrogeno-niezalezne
(MDA-MB-231) oraz nienowotworowe, immortalizowane (MCF10A), co miato
umozliwi¢ bardziej precyzyjne okreslenie mechanizmu dziatania soku z kapusty 1 jego
sktadnikoéw czynnych.

Istnicje wiele dowodow wskazujacych, ze estrogeny sa gtdéwnym czynnikiem
ryzyka nowotworu piersi. Dhugotrwala ekspozycja na estrogeny moze nie tylko
promowaé rozw0j nowotworu, ale takze inicjowa¢ kancerogenezg¢ przez reakcje ich
aktywnych metabolitow z DNA. Jeden z mozliwych mechanizmoéw uszkodzenia DNA
powodowanego przez estrogeny moze by¢ wyjasniony unikalng chemiczna struktura
estrogendw. W przeciwienstwie do wszystkich innych hormonéw steroidowych,
estrogeny takie jak 17-B-estradiol posiadaja aromatyczny pierscien A. W wyniku
utlenienia powstaja katechole, ktére moga by¢ dalej utlenione do wysoce reaktywnych
semichinon6éw i chinon6éw (Belous i wsp., 2007). Oksydacyjny metabolizm estrogenéw
jest gléwnie katalizowany przez izoenzymy cytochromu P450: CYP1Al, CYP1A2
oraz CYP1B1 i prowadzi do powstania metabolitow o roznej kancerogennosci.
CYP1B1 ulega wysokiej ekspresji w tkankach estrogeno-zaleznych, w tym w gruczole
piersiowym 1 swoiscie katalizuje 4-hydroksylacjg estradiolu. 4-hydroksyestradiol moze
by¢ dalej przeksztatcany albo do 4-metoksyestradiolu badz w wyniku cyklu redox
tworzy¢ wspomniane powyzej chinony 1 semichinony, tym samym wykazujac
aktywno$¢ kancerogenna. W przeciwienstwie do 4-hydroksyestradiolu, 2-
hydroksyestradiol, tworzony w reakcji katalizowanej przez CYP1A2 w watrobie i
CYP1A1 w tkankach pozawatrobowych nie jest uwazany jako kancerogenny (Tsuchiya
i wsp., 2005).

Biorac pod uwage powyzsze informacje w publikacji 7 ocenie poddano
oddziatywanie sokoéw z kapusty na poziom i ekspresje kluczowych izoenzymoéw CYP
uczestniczacych w metabolizmie estrogenow w trzech liniach komoérkowych
wyprowadzonych z gruczotu piersiowego MCF7, MDA-MB-231 oraz MCF10A.
Otrzymane wyniki poréwnano z efektami uzyskanymi dla potencjalnych sktadnikow

czynnych kapusty indolo-3-karbinolu oraz produktu jego kondensacji 3,3’-
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diindolilometanu (DIM). Przeprowadzone badania wykazaly, ze soki z Kkapusty i
indole oddzialywaty na ekspresje¢ gendéw z rodziny CYP1 w zréznicowany sposob w
zalezno$ci od linii komorkowej. Chociaz stwierdzono w wigkszosci indukcje ekspresji
wszystkich badanych izoform CYP we wszystkich liniach komérkowych, stosunek
CYP1A1/CYP1B1 byt 1.2-10.6-krotnie wyzszy w linii MCF7 i MCF10A. Zwigkszona
ekspresj¢ CYP1A2 w porownaniu z CYP1B1 odnotowano takze w linii MCF7. W
przeciwienstwie do tych nieinwazyjnych komoérek, w liniit MDA-MB-231 CYP1B1 byt
preferencyjnie indukowany. Stad mozna przypuszczaé, ze w nienowotworowych
komorkach MCF10A 1 nieinwazyjnych komoérkach MCF7 soki z kapusty moga
przesuna¢ metabolizm estrogenow w kierunku powstawania 2-hydroksyestradiolu i
zmniejszania poziomoéw 4-hydroksyestradiolu, redukujac w ten sposob mozliwo$é
genotoksycznego dziatania tego wysoce reaktywnego metabolitu estrogenu.
Przeciwnie, w bardziej agresywnych/ inwazyjnych estrogeno-niezaleznych komoérkach
MDA-MB-231 soki z kapusty moga zwigksza¢ powstawanie metabolitow estrogenow
uszkadzajacych DNA. Jednakze istotne zmiany w poziomie mRNA izoenzymow CYP
pod wptywem badanych preparatow nie korelowaty w wigkszosci z poziomem bialka.
Sposrod badanych sokow z kapusty najbardziej efektywnym modulatorem ekspresji
izoenzymow CYP okazatl si¢ sok z kiszonej kapusty. Kiszona kapusta jest produktem
fermentacji mlekowej rozdrobnionej i osolonej biatej kapusty. Podczas rozdrabniania
glukobrasycyna, najczesciej badany glukozynolan, jest przeksztatcana do indolo-3-
karbinolu pod wptywem dziatania myrozynazy. Podczas fermentacji przy obnizonym
pH, indole reaguja nieenzymatycznie z kwasem L-askorbinowym dajac askorbigen,
ktory jest dominujacym koncowym produktem w kiszonej kapuscie (Ciska i Pathak,
2004; Wagner i Rimbach, 2009). Istnieja doniesienia (Stephensen i wsp., 1999;
Kravchenco i wsp., 2001) wskazujace, ze askorbigen sam lub w kombinacji z innymi
indolami (I3C lub sulforafanem) moduluje enzymy zaangazowane w metabolizm
ksenobiotykow indukujac CYP1Al. Stad obserwowana w omawianej publikacji
indukcja ekspresji CYP1 przez sok z kiszonej kapusty wydaje si¢ potwierdzaé
mozliwa rolg askorbigenu w tym procesie. Zgodnie z oczekiwaniami zarowno 13C jak
i DIM w wigkszym stopniu indukowaty ekspresj¢ CYP1Al i CYP1B1, natomiast w
mniejszym stopniu CYP1A2 we wszystkich badanych liniach komdrkowych. Jednakze
podobnie jak dla sokéw z kapusty stosunek ekspresji CYP1AL/CYP1B1 byt wyzszy w
komorkach linii MCF7 i MCF10A niz w komérkach linii MDA-MB-231.
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Podsumowujac te czes¢ badan wykazano, ze modulacja ekspresji genow rodziny
CYP1 przez soki z kapusty moze czgSciowo wyjasnia¢ chemoprewencyjna aktywnosé
preparatdow kapusty obserwowana w badaniach epidemiologicznych dotyczacych
nowotworu piersi. Zaobserwowany profil ekspresji CYP1 wskazuje, ze przez dziatanie
na uktad hormonalny, kapusta moze zapobiega¢ rozwojowi nowotworu piersi.

Powyzsze obserwacje sklonity nas do podjgcia dalszych badan majacych na celu
doktadniejsze wyjasnienie mechanizmu oddzialywania preparatow z kapusty na
metabolizm estrogendéw oraz ich wptywu na receptor weglowodoréw aromatycznych
kontrolujacy ekspresj¢ genow z rodziny CYP. Oprocz omdwionej powyzej mozliwosci
zwigkszania przez estrogeny ryzyka nowotworu piersi poprzez tworzenie reaktywnych
metabolitow o dzialaniu kancerogennnym i uszkadzajacych DNA, istnieje druga
odrgbna droga ich dzialania. Estrogeny aktywuja bowiem receptor estrogenowy (ER),
ktory stymuluje rozrost komorek nowotworowych. Krytyczne etapy w obu tych
przypadkach kontroluje receptor weglowodoréw aromatycznych (AhR). AhR, zwany
takze receptorem dioksynowym, jest czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym
ligandem nalezacym do bialek typu helisa-petla-helisa, ktory aktywuje ekspresje
gendéw metabolizujacych estrogeny jak i inicjuje degradacje ER (Okino i wsp., 2009).
W formie nieaktywnej AhR jest zlokalizowany w cytoplazmie w kompleksie z dwoma
biatkami szoku termicznego (Hsp90) i chaperonami. Po zwiazaniu liganda receptor
ten przemieszcza si¢ do jadra komorkowego, heterodimeryzuje z jadrowym
translokatorem AhR i wiaze si¢ z elementami odpowiedzi na ksenobiotyki w
regulatorowym regionie wielu gendw, indukujac enzymy I 1 II fazy metabolizujace
ksenobiotyki (Singhal i wsp., 2008). Ostatnie badania wykazaty, ze AhR i ERa
wzajemnie oddziatuja ze soba i moduluja aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego Nrf2
(nuclear factor erythroid-2-related factor 2) (Nrf2). Nrf2 odgrywa istotna rolg w

indukcji ekspresji detoksykacyjnych enzymow, w tym S-transferaz glutationowych i
reduktazy NAD(P)H:chinon, ktore chronia przed elektrofilowymi metabolitami stresu
oksydacyjnego (Lo and Matthews, 2013). Nrf2 wiaze si¢ do elementu odpowiedzi na
antyoksydanty (ARE) w promotorach gendéw kodujacych te detoksykacyjne enzymy
zwigkszajac ich transkrypcje. Stad badania przeprowadzone w ramach publikacji 8
mialy odpowiedzie¢ na pytanie czy istnieje zalezno$¢ migdzy obserwowana w przez
nas (publikacja 7) indukcja cytochroméw P450 zangazowanych w metabolizm

estrogenéow pod wplywem sokoéw z kapusty i1 ich zwiazkow czynnych a ekspresja
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czynnikow transkrypcyjnych AhR, ERa i Nrf2. Do tego celu wykorzystano analogiczny
jak w poprzednich badaniach schemat podawania sokow z kapusty i ich zwiazkoéw
czynnych w liniach komorkowych gruczotu piersiowego. Wykazano, ze ekspresja AhR
I ERa ulegata zmianie w zaleznos$ci od linii komérkowej i w wigkszosci korelowata z
obserwowana w poprzedniej pracy modulacja ekspresji izoenzyméw CYP.
Odnotowano znaczace roéznice w oddziatywaniu sokow z kapusty i indoli. W linii
MCF7 i MDA-MB-231 soki z kapusty, szczegodlnie z kiszonej, podobnie jak indole
zwigkszaty ekspresje AhR, podczas gdy w nienowotworowej linii MCF10A, w
przeciwienstwie do I3C 1 DIM obnizaly ja. Ogoélnie w komodrkach MCF7 kierunek
zmian odzwierciedlat indukcje CYP1Al obserwowana w poprzednich badaniach,
podczas gdy w komorkach MDA-MB-231 byt powiazany z indukcja CYP1B1. Wptyw
sokow z kiszonej i surowej kapusty na ekspresj¢ ERa w linit MCF7 byt zr6znicowany,
natomiast oba indole ja obnizaty. Z kolei w linii MCF10A soki z surowej kapusty
znaczaco obnizaly nie tylko ekspresj¢ AhR, ale i ERa, podczas gdy 13C wykazywat
tendencj¢ do zwigkszania ekspresji obu receptorow. O ile chemoprewencyjne
dziatanie indoli, a zwlaszcza I3C, w odniesieniu do nowotworu piersi zostato dobrze
udokumentowane, istnieje mato doniesien na ten temat dla sokow z kapusty. 13C i
DIM oprocz indukcji enzymow uczestniczacych w metabolizmie estrogenow takze
wiaza si¢ do AhR i aktywuja go (Jellinck i wsp., 1993; Denison i Nagy, 2003).
Zwiazki te sa takze zdolne do wiazania si¢ do receptora estrogenowego (Liu i wsp.,
1994).

Zarowno indole jak i soki z kapusty zwigkszaly ponadto w wigkszosci poziom
transkryptow NQO1 we wszystkich badanych liniach komorkowych. Indukcja tego
enzymu jest rozwazana jako wazny mechanizm ochrony przed toksycznym i
kancerogennym dzialaniem metabolitow estrogenéow (Montano i wsp., 2007).
Dodatkowo sugeruje sig, ze niedobor NQOI jest zwiazany z progresja nowotworu i
oporno$cia na chemioterapi¢. Z tego powodu poziom NQOI moze by¢
prognostycznym i predykcyjnym markerem nowotworu piersi (Fagerholm i wsp.,
2008). Badane indole zwigkszaty takze w linii MCF7 i MDA-MB-231 transkrypcje
GST pi, enzymu katalizujacego sprzeganie chinonow estrogenéw z glutationem.
Poniewaz indukcja obu enzymow jest rozwazana jako wazny mechanizm chroniacy
przed toksycznosca i kancerogenno$cia metabolitow estrogenow te obserwacje moga

czg$ciowo wyjasni¢ chemoprewencyjna aktywnos$¢ preparatow kapusty. Dodatkowo
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uzyskane wyniki wskazuja, ze modulacja ekspresji specyficznych czynnikow

transkrypcyjnych odgrywa wazna rolg w tym procesie.

Uzupetnieniem zestawu prac oryginalnych, ktore przedstawitam jako osiagniecie

majace by¢ podstawa do nadania stopnia dr hab. sa dwa artykuly pogladowe. W
pierwszym z nich (publikacja 9), napisanym na zaproszenie redakcji Expert Opinion
in Drug Metabolism and Toxicology przedstawiono aktualna wiedze i jej krytyczna
oceng na temat mozliwos$ci wykorzystania cytochromoéw P450 jako punktéw uchwytu
dla ros$linnych zwiazkoéw chemoprewencyjnych.
W artykule poza krotka charakterystyka cytochromow P450 opisatam modulatory
ludzkich CYP m.in. w modelu zwierzgcym, w ludzkich liniach komodrkowych
wywodzacych si¢ z watroby, jelita grubego i gruczotu piersiowego oraz u zdrowych
wolontariuszy. Efekty dziatania modulatorow CYP u ludzi sa jednak kompleksowe i
trudne do przewidzenia, szczegélnie w przypadku izoenzymow CYP
metabolizujacych kancerogeny. Stad nalezy ostroznie podchodzi¢ do oceny ich
aktywnosci. Wiele informacji na ten temat otrzymano przy wykorzystaniu modeli in
vitro. Nie odzwierciedlaja one jednak kompleksowych komorkowych interakeji, ktore
wystepuja in vivo. Skuteczno$¢ modulacji cytochroméw P450 jako strategia
chemoprewencyjna powinna by¢ potwierdzona przez kliniczne badania obejmujace
populacj¢ eksponowana na specyficzne kancerogeny, co jednak jest dos¢ trudne do
przeprowadzenia. Oprocz tego typu podejscia wysoce pozadane sa modele
humanizowane.

W drugim artykule pogladowym (publikacja 10) podsumowano aktualny stan
wiedzy na temat wybranych izoform cytochromu P450, ktére moga by¢ wykorzystane

jako biomarkery chorob nowotworowych oraz punkty uchwytu strategii
chemoprewencyjnych i terapeutycznych. Opisano izoform¢ CYP1B1 oraz zaliczane do
izoform ,,sierocych” CYP2W1, CYP2S1, CYP2R1, CYP2Ul z uwagi na fakt, Ze
poziom ich ekspresji w tkankach nowotworowych zdecydowanie przewyzsza
obserwowany w tkankach prawidtowych. Izoformy te moga by¢ wykorzystane nie
tylko jako biomarkery procesu nowotworzenia, ale jako aktywatory prolekow w
tkankach nowotworowych. Stwarza to mozliwo$¢ opracowania nowych terapii

NOWOtwWOrow.
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Podsumowanie

W przedstawionych pracach:

- Wykazano modulacje izoenzymoéw CYP zaangazowanych w metabolizm
kancerogenéow z grupy amin aromatycznych (o-toluidyna) i policyklicznych
weglowodoréw aromatycznych (B[a]P 1 DMBA) pod wptywem prostych roslinnych
zwiazkow fenolowych: kwasu protokatechowego, chlorogenowego, taninowego,
elagowego oraz resweratrolu w modelu in vivo. Efekt dziatania uzalezniony byt od
gatunku zwierzat wykorzystanych w badaniach, tkanki jak 1 zastosowanego
kancerogenu.

- Naturalna zlozona matryca zywieniowa modyfikowata aktywno$¢ i1 poziom
izoenzymoéw CYP zaangazowanych w metaboliczna aktywacj¢ DMBA w watrobie i
gruczole piersiowym samic szczurow. Dziatanie sokow z aronii, buraka i jablek bylo
tkankowo specyficzne i uzaleznione od zastosowanego preparatu. Wykazane
protekcyjne dziatanie stanowi¢ moze podstawe do dalszych badan klinicznych oraz
rekomendacji badanych produktow zywnosciowych do celéw profilaktycznych i
prozdrowotnych.

- Wykazano tkankowo-specyficzna modulacj¢ izoenzyméw CYP pod wptywem sokow
z kapusty i1 potencjalnych sktadnikow czynnych kapusty: indolo-3-karbinolu i
izotiocyjanianu fenetylu w watrobie i nerkach szczurow.

- Badania przeprowadzone w modelu in vitro z wykorzystaniem linii komoérkowych
wyprowadzonych z gruczolu piersiowego wykazaty zréznicowane, cho¢ w wigkszos$ci
indukcyjne oddziatywanie sokow z kapusty i indoli na poziom i ekspresj¢ kluczowych
izoenzymow CYP zaangazowanych w metabolizm estrogenow. Spos$rod badanych
sokéw najbardziej skutecznym induktorem cytochromow P450 okazat si¢ SOK z
kiszonej kapusty, co moze czg$ciowo wyjasnia¢ chemoprewencyjna aktywno$¢ kapusty
obserwowang w badaniach epidemiologicznych nowotworu piersi.

- Odnotowano zalezno$¢ migdzy indukcja cytochroméw P450 zangazowanych w
metabolizm estrogenéw a ekspresja czynnikow transkrypcyjnych AhR, ERa i Nrf2.
Szczegdlnie istotne wydaje si¢ zwigkszenie transkryptoéw NQOIL, enzymu bgdacego
pod kontrola AhR i Nrf2, pod wplywem sokéw z kapusty jak i1 indoli, co stanowi
wazny mechanizm obrony przed toksycznym 1 kancerogennym dziataniem

metabolitow estrogendw.
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Przeprowadzone badania potwierdzity zaangazowanie réznych izoform cytochromu
P450 z rodziny 1 i 2 w metabolizm specyficznych tkankowo kancerogenow.
Wykazano, ze zwiazki z grupy roslinnych polifenoli oraz niektore elementy diety moga
znaczaco zmienia¢ poziom i ekspresje tych uktadéw enzymatycznych. Dane te
stanowi¢ moga podstawe ich rekomendacji do zalecen dietetycznych, a takze do
dalszych badan majacych na celu opracowanie nowych czynnikdéw

chemoprewencyjnych i/lub chemioterapeutykow.
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é naukowo-badawczych
5.1. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora nauk

farmaceutycznych

Jestem absolwentka Oddziatlu Analityki Medycznej Wydzialu Farmaceutycznego
Akademii Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Studia ukonczytam w
roku 1993 i bezposrednio po ich ukonczeniu zostalam zatrudniona w Katedrze
Biochemii Farmaceutycznej, kierowanej przez prof. dr hab. Wtadystawa Fenrycha, na
etacie naukowo-dydaktycznym. Pod kierunkiem profesora wykonatam prace
magisterska pt. ,,Wptyw roslinnych pochodnych flawonoidowych na metabolizm
granulocytow”. Praca magisterska jak 1 pierwsze zadania jakie mi powierzono
dotyczyly oddzialywania réznych flawonoidow m.in. orientyny, sylibiny oraz
sylidianiny na produkcjg reaktywnych form tlenu przez stymulowane zymosanem
granulocyty oboj¢tnochtonne. Wyniki tych badan zostalty zamieszczone w publikacji w
Acta Biochimica Polonica (poz. 11/A/1 wg spisu publikacji).

Od 1996 r. wchodzg w sktad zespotu badawczego prowadzonego przez prof. dr hab.
Wandg Baer-Dubowska w Katedrze Biochemii Farmaceutycznej Akademii Medyczne;j
w Poznaniu.

W  moich badaniach koncentrowalam si¢ na poznaniu mechanizmu
chemoprewencyjnego oddzialywania naturalnych jak 1 syntetycznych zwiazkéw
fenolowych w réznych modelach badawczych. Wyniki badan in vitro, ktore
opublikowano w Xenobiotica (poz. 11/A/2 wg spisu publikacji) wykazaty, ze zwiazki
fenolowe: kwas protokatechowy, chlorogenowy i taninowy, galusan propylu i dodecylu

oraz sylibina moga w zr6znicowany sposob hamowa¢ aktywnos¢ markerow CYP1AI,
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CYPI1A2 oraz CYP2B w mikrosomach watroby myszy. Najsilniejszym inhibitorem
CYP1ALl oraz CYP2B okazat si¢ kwas taninowy. Jak wykazaty dalsze nasze badania
zwiazek ten takze calkowicie hamowal tworzenie adduktow DMBA z
deoksyadenozyna oraz obnizat stymulowany 13-octanem 12-O-tetradekanoiloforbolu
(TPA) wybuch tlenowy w ludzkich granulocytach oboj¢tnochtonnych (poz. 11/A/3 wg
spisu publikaciji).

Poznanie mechanizmu dziatania kwasu protokatechowego, chlorogenowego i
taninowego w konteks$cie modulacji procesu kancerogenezy byto réwniez przedmiotem
mojej pracy doktorskiej pt. ,,Ro$linne zwiazki fenolowe jako modulatory proceséw
zwiazanych z indukcja kancerogenezy w naskorku myszy”, ktorej promotorem byla
prof. dr hab. Wanda Baer-Dubowska. Przeprowadzone badania wykazaty, ze roslinne
zwiazki fenolowe wptywaja na etap inicjacji kancerogenezy w naskorku myszy na
drodze obnizania wigzania PWA - B[a]P i DMBA do DNA naskorka myszy.
Najskuteczniejszym inhibitorem tworzenia adduktéw PWA okazat si¢ kwas taninowy.
Poza zdolno$cia wychwytania reaktywnych metabolitow zwiazkow kancerogennych,
kwas protokatechowy 1 chlorogenowy wptywaly na uktady enzymatyczne
metabolizujace ksenobiotyki. Badane kwasy fenolowe oddziatywatly takze na procesy
zwigzane z etapem promocji kancerogenezy w naskorku myszy, o czym $wiadczyto
zahamowanie wywotanej natozeniem TPA translokacji izoenzymow kinazy biatkowej
C (PKC) z cytosolu do blon w tej tkance. Badane zwiazki hamowaty rowniez
peroksydacje lipidow in vitro w mikrosomach watroby szczura i preparatach naskorka
myszy oraz indukowaly cytoplazmatyczna peroksydaze glutationowa in vivo w
watrobie 1 nerkach szczura oraz w naskorku myszy. Wyniki badan przeprowadzonych
w ramach pracy doktorskiej staty si¢ przedmiotem publikacji w Nutrition and Cancer

(poz. 11/A/4 wg spisu publikacji).

5.2. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk

farmaceutycznych

Po uzyskaniu stopnia doktora uzupetniajac dane uzyskane w ramach pracy doktorskie;j
dotyczace wptywu roslinnych fenoli na etap promocji kancerogenezy w naskorku
myszy wykonatam badania zwiazane z ocena aktywnosci PKC. Wykazaly one, Ze

najsilniejszym inhibitorem stymulowanej TPA zaroéwno translokacji jak i aktywnosci
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PKC okazat si¢ kwas taninowy, co czg¢$ciowo wyjasnia anty-promocyjne dziatanie
tego zwiazku. Wyniki tych badan zostaly opublikowane w Toxicology (poz. II/A/7 wg
spisu publikaciji).

W ramach projektu, ktérego kierownikiem byl prof. dr hab. Wlodzimierz Grajek z
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu uczestniczytam w badaniach majacych na
celu oceng modulacji cytochroméw P450 u szczurow Wistar poddanych dziataniu N-
nitrozodietyloaminy i trzech sokow: z aronii, buraka i jabtek.

Zastosowany klasyczny kancerogen dla watroby - NDEA zmniejszat aktywnos$¢
enzymatycznych markerow CYP1Al, CYPIA2 i CYP2EI, natomiast podwyzszat
aktywnos¢ CYP2B w watrobie samcow szczurow. Dwudziestoosmiodniowe
podawanie soku z aronii obnizylo aktywnos$¢ enzymatycznych markerow CYP1AL i
CYP1A2. W przypadku soku z buraka i metnego soku z jabtek identyczny efekt
odnotowano dodatkowo dla CYP2EL. Natomiast taczne podanie NDEA i soku z
aronii, NDEA i soku z buraka oraz NDEA 1 soku z jablek spowodowato w wigkszosci
dalsze obnizenie aktywnosci wymienionych enzymoéw. W przypadku aktywnosci
PROD (markera CYP2B) odnotowano jej wzrost po podaniu samego soku z jablek,
tacznej ekspozycji na NDEA i sok z jabtek oraz NDEA i sok z buraka. Modulacji
aktywnosci wymienionych izoenzymow CYP towarzyszyly analogiczne zmiany w
poziomie biatka, co potwierdza zaangazowanie badanych przeze mnie izoform CYP w
metabolizm NDEA. Wyniki tych badan byly prezentowane na konferencji naukowej
»Naturalne przeciwutleniacze — od surowca do organizmu” i zostaty opublikowane w
Journal of Agricultural and Food Biochemistry (poz. 1I/A/9 wg spisu publikacji),
Food and Chemical Toxicology (poz. II/A/11 wg spisu publikacji) oraz Acta Poloniae
Pharmaceutica (poz. 1I/A/17 wg spisu publikacji).

Kolejne badania realizowane w ramach projektu MNiSW, w ktorych uczestniczytam
dotyczyty wptywu aktywnych sktadnikéw soku z kapusty na proliferacje, apoptoze i
ekspresj¢ wybranych genéw komorek raka piersi. Oceniatam wplyw soku z kapusty w
poréwnaniu z indolo-3-karbinolem i 3,3’-diindolilometanem na poziom CYP19,
kluczowego izoenzymu CYP uczestniczacego w syntezie estrogenéw w dwoch liniach
nowotworowych piersi (MCF7 i MDA-MB-231) oraz immortalizowanej,
nienowotworowej linii MCF10A. Podczas gdy soki z kapusty w nizszych dawkach
obnizaty ekspresj¢ CYP19 w nienowotworowej/immortalizowanej linii MCF10A,

indolo-3-karbinol i 3,3’-diindolilometan byly bardziej skuteczne w zmniejszaniu
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ekspresji CYP19 w estrogeno-zaleznej linii nowotworu piersi MCF7. Z kolei w
estrogeno-niezaleznej linii  nowotworu piersi MDA-MB-231 zaobserwowano
podwyzszona ekspresje CYP19 pod wpltywem I3C i DIM. Uzyskane wyniki, ktore
zostaty opublikowane w European Journal of Nutrition (poz. 1I/A/13 wg spisu
publikacji) zwlaszcza otrzymane dla nienowotworowej/immortalizowanej linii
MCFI10A  sugeruja, ze obserwowana w badanich epidemiologicznych
chemoprewencyjna aktywno$¢ kapusty w stosunku do nowotworu piersi moze by¢
czg$ciowo wyjasniona inhibicja ekspresji aromatazy. W tym samym modelu
badawczym oceniatam wplyw sulforafanu (naturalnie wyst¢pujacego L-izomeru),
sktadnika warzyw =z rodziny krzyzowych na poziom izoenzyméw CYP
zaangazowanych w syntez¢ i metabolizm estrogenow. Najbardziej znaczace zmiany
odnotowano dla izoenzymu CYP19, co potwierdza ze antykancerogenna aktywno$¢
sulforafanu w tkance gruczotu piersiowego moze by¢ zwiazana z modulacja
aromatazy przez ten zwiazek. Wyniki tych badan opublikowano w Phytotherapy
Research (poz. 11/A/18 wg spisu publikacji) oraz zaprezentowano na wielu krajowych
I migdzynarodowych  konferencjach naukowych: Polskiego  Towarzystwa
Biochemicznego w Lodzi w 2009 r. (poz. A/26, A/27, Al28 wg zatacznika 5), 239"
American Chemical Society National Meeting w San Francisco w 2010 r. (poz. A/29
wg zatacznika 5), 21% Meeting of the European Association for Cancer Research w
Oslo w 2010 r. (poz. A/30 wg zatacznika 5), 6" International Conference on Clinical
Cancer Prevention w St. Gallen w 2010 r. (poz. A/33 wg zalacznika 5) oraz 4t
Annual World Cancer Congress “Collaborative Actions against Cancer” w Dalian w
2011 r. (poz. B/26 wg zatacznika 5).

Resweratrol, a takze niektore jego naturalne analogi, wzbudzity zainteresowanie wielu
naukowcow z powodu wielokierunkowego oddziatywania na wszystkie etapy procesu
kancerogenezy. Dzialanie antykancerogenne resweratrolu wiaze si¢ z ingerencja w
wiele zjawisk prowadzacych do indukcji nowotworu, w tym ekspresji genow, ktorych
produkty kontroluja procesy zapalne oraz proliferacj¢ 1 réznicowanie komorek.
Znacznym ograniczeniem jest jednak niska biodostgpnos¢ tego polifenolu, wynikajaca
z intensywnego metabolizmu, ktoremu podlega on w ustroju. W zwiazku z tym
poszukuje si¢ pochodnych, ktére mialyby lepszy profil farmakokinetyczny, a tym
samym wykazywaty wigksza aktywno$¢ biologiczna w odniesieniu do specyficznych

kaskad sygnatowych. Najczgsciej sa to pochodne metoksylowe. Badania z tego
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zakresu prowadzitam w ramach projektu finansowanego przez MNiSW/NCN
(kierownik H. Szaefer), ktorego celem byta synteza metylotiopochodnych resweratrolu
1 zbadanie potencjalnego mechanizmu oddzialywania wyselekcjonowanych zwiazkow,
poprzez oceng ich dziatania cytotoksycznego wobec linii komoérek nowotworowych i
prawidtowych oraz oddzialywania na S$ciezki sygnalowe zwiazane z procesami
kancerogenezy w modelu in vitro i in vivo. Zwiazki o najnizszej cytotoksycznosci,
przeznaczono do badania ich wptywu na drogi sygnalowe zwiazane z indukcja
nowotworzenia. Analizowatam ich oddziatywanie na poziom receptora naskorkowego
czynnika wzrostu (EGFR), czynnikow transkrypcyjnych AP-1, NF-kB, Stat3 i Nrf2
Oraz powiazanych z nimi enzymoéw w komorkach linii HaCaT. W celu weryfikacji
obserwacji in vitro przeprowadzono dalsze badania w naskorku myszy CD-1 (ICR)
wykorzystujac jako aktywator drég sygnatowych promotor kancerogenzy, 13-octan
12-O-tetradekanoiloforbolu (TPA). Uzyskane wyniki wskazuja, ze aktywno$¢
metylotiopochodnych resweratrolu zalezy w duzym stopniu od liczby podstawnikow
metoksylowych. Wszystkie badane zwiazki maja zdolno$¢ modulacji drog
sygnatowych, zwiazanych z etapem promocji kancerogenezy, jednak ich aktywno$¢
nie jest wyzsza, niz zwiazku macierzystego, czyli resweratrolu. Wyniki wyzej
wymienionych badan opublikowano w Pharmacological Reports (poz. 1I/A/14 wg
spisu publikacji), Molecular and Cellular Biochemistry (poz. 1lI/A/16 wg spisu
publikacji), Cellular and Molecular Biology Letters (poz. 11/A/15 wg spisu publikacji)
oraz zaprezentowano na krajowych i migdzynarodowych konferencjach naukowych:
1% International Conference of Resveratrol and Health w Elsinore w 2010 r. (poz. B/25
wg zalacznika 5), 47™ Congress of the Polish Biochemical Society and Polish-German
Biochemical Societies Joint Meeting w Poznaniu w 2012 r. (poz. A/35 i A/36 wg
zalacznika 5), 22" Biennial Congress of the European Association for Cancer
Research w Barcelonie w 2012 r. (poz. A/37 wg zalacznika 5), XVI™ Gliwice
Scientific Meetings 2013, w Gliwicach w 2013 r. (poz. B/27 i B/28 wg zatacznika 5).

Wytonienie nowych syntetycznych pochodnych resweratrolu w kontekscie ich
ingerencji w metabolizm estrogenow jest celem kolejnego aktualnie realizowanego
projektu NCN, ktérego jestem wykonawca. W badaniach sa wykorzystywane dwie
linie nowotworowe gruczolu piersiowego o réznym statusie receptora estrogenowego
(estrogeno-zalezna linia MCF7 oraz estrogeno-niezalezna linia MDA-MB-231) oraz

immortalizowane, nienowotworowe komorki nablonka gruczotu piersiowego
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MCFI10A. Oceniam technika Western blot poziom bialek odpowiedzialnych za
lokalna syntezg¢ estrogenéw (CYP19, sulfatazy i sulfotransferazy steroidowe;,
dehydrogenaz 17-beta hydroksysteroidowej 1 i 2) oraz metabolizm estrogenow
(CYP1A1l, CYPIA2 i CYPIBI1). Badania obejmuja takze oznaczenie poziomu
receptorow AhR, ERa oraz HER2/neu.

W ramach projektu wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska ze $rodkow
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego uczestniczytam w badaniach
genotoksycznosci zywnos$ci funkcjonalnej. Dzigki wdrozeniu zalozen teoretycznych,
dotyczacych zywnosci funkcjonalnej 1 jej znaczenia w zapewnieniu zdrowia,
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu realizowal badania skuteczno$ci zywnosci
funkcjonalnej we wspomaganiu leczenia pacjentow cierpiacych, m. in. na cukrzyce
typu II, nadci$nienie i1 otylos¢. Eksperyment, w ktéorym uczestniczylam zostat
poprzedzony badaniami toksyczno$ci wybranych produktéw spozywczych (ekstrakt z
lisci zoltej herbaty; ekstrakt z liSci morwy bialej; liofilizowany sok z aronii; suszony
sok z ziemniaka; tuska gryki; liofilizowane liScie jarmuzu; ekstrakt ziela karczocha;
tuska czerwonej fasoli; kielki soi) przeprowadzonymi na szczurach rasy Wistar,
samcach i samicach, w Katedrze i Zaktadzie Toksykologii Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. Materiat pochodzacy od tych zwierzat postuzyt do badania
genotoksycznosci wyzej wymienionych preparatdw na podstawie analizy uszkodzenia
DNA metoda elektroforezy kometkowej. Wyniki badan pozwalaja wnioskowac, ze
oceniane surowce nie powoduja uszkodzen oksydacyjnych kwasow nukleinowych.
Wiyniki z przeprowadzonych badan zostaty opublikowane w Journal of Pharmacy and
Nutrition Sciences (poz. 11/D/3 wg spisu publikacji), Plant Foods for Human Nutrition
(poz. 1I/A/21 wg spisu publikacji) oraz Journal of Medicinal Food (poz. 11/A/20 wg
spisu publikaciji).

Podsumowanie

Wszystkie realizowane przeze mnie zadania badawcze dotyczyly mozliwosci
wykorzystania zwiazkow pochodzenia naturalnego, zar6wno o prostej budowie jak i
ztozonych preparatow oraz syntetycznych pochodnych w chemoprewencji
nowotworow w rdznych modelach badawczych. Uzyskane wyniki wskazaty na
mechanizmy, ktére moga decydowaé¢ o ich dzialaniu antykancerogennym. W

wigkszosci przypadkow bylo to dziatanie plejotropowe.
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5.3. Udzial w projektach badawczych

1. Projekt MNiSW/NCN N N405 209737 Badanie modulacji drog przekaznictwa
sygnatlowego przez naturalne 1 syntetyczne stilbeny - potencjalne czynniki
chemoprewencyjne i chemioterapeutyczne — zakonczony — Kierownik

2. Projekt KBN 4 PO5F 003 19 Ocena oddzialywania roslinnych fenoli i resweratrolu
na procesy zwigzane z indukcja nowotwordéw — zakonczony — wykonawca

3. Projekt PZB/KBN 094/P06/2003/19 Weryfikacja zasad technologii wytwarzania i
wykorzystania zywnosci bogatej w naturalne antyoksydanty pod wzgledem jej
dziatania prozdrowotnego — zakonczony — wykonawca

4. Projekt KBN 2 PO5F 049 26 Poszukiwanie molekularnych celéow oddziatywania
roslinnych fenoli — potencjalnych czynnikéw chemoprewencyjnych — zakonczony —
wykonawca

5. Projekt KBN 2 PO6T 085 26 Badania nad wiasciwosciami przeciwdziatajacymi
rozwojowi nowotworéw wykazywanymi przez wybrane skladniki Zzywnos$ci bedace
tradycyjnym elementem polskiej diety - zakonczony - wykonawca

6. Projekt MNiSW N N405 3390 33 Wplyw aktywnych sktadnikow soku z kapusty na
proliferacjg, apoptozg 1 ekspresj¢ wybranych genéw komorek raka piersi - zakonczony
- wykonawca

7. Projekt POIG 01.01.02-00-061/09 Nowa zywnos¢ bioaktywna o zaprogramowanych
wilasciwosciach prozdrowotnych (Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka
Dziatanie 1.1.2). Zadanie 4.3.: Ocena bezpieczenstwa wyizolowanych frakcji -
zakonczony - wykonawca

8. Projekt NCN 2012/05/B/NZ7/03048 Badanie modulacji syntezy i metabolizmu
estrogendw — czynnikow ryzyka nowotworu piersi przez nowe syntetyczne pochodne

resweratrolu - realizowany - wykonawca

Projekty wlasne AM i UM w Poznaniu

1. 501-3-02-02 Badanie wptywu wybranych sktadnikow diety na aktywno$¢ S-

transferazy glutationowej u szczuréw - zakonczony - kierownik projektu

2. 501-3-0007079 Badanie wptywu wybranych skladnikéw diety na aktywnos¢
enzymow metabolizujacych ksenobiotyki w watrobie 1 nerkach szczurow - zakonczony

- kierownik projektu
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3. 501-01-3302404-07079 Badanie wptywu wybranych sktadnikow diety na aktywnos¢

enzymoOw metabolizujacych ksenobiotyki w watrobie i nerkach szczuréw - zakonczony

- kierownik projektu

5.4. Nagrody i wyrdznienia

1. Doktorat z wyrdéznieniem, Poznan 2001

2. Nagroda Indywidualna Naukowa Rektora Akademii Medycznej im. K.

Marcinkowskiego w Poznaniu, 2000/2001

3. Nagroda Indywidualna Naukowa Rektora Akademii Medycznej im. K.

Marcinkowskiego w Poznaniu, 2002/2003

4. Nagroda Naukowa Zespotowa Ministra Zdrowia, Warszawa, 2006

5. Nagroda Zespolowa Dydaktyczna Rektora Uniwersytetu Medycznego im. K.

Marcinkowskiego w Poznaniu, 2007/2008

6. Nagroda Zespotowa Naukowa Rektora Uniwersytetu Medycznego im. K.

Marcinkowskiego w Poznaniu, 2009/2010

7. Nagroda przyznawana przez studentéw: Amicus Studentium, Poznan, 2011

8. Nagroda Zespotowa Naukowa Rektora Uniwersytetu Medycznego im. K.

Marcinkowskiego w Poznaniu, 2011/2012

9. Nagroda Indywidualna Dydaktyczna Rektora Uniwersytetu Medycznego im. K.

Marcinkowskiego w Poznaniu, 2012/2013

10. Nagroda Zespotowa Naukowa Rektora Uniwersytetu Medycznego im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu, 2013/2014

5.5. Udzial w migdzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych
Uczestniczylam w  migdzynarodowych 1 w krajowych konferencjach naukowych.
Jestem autorem i wspotautorem 70 streszczen (wykaz streszczen — zatacznik 5).
Wyniki badan prezentowatam w formie 2 wystapien ustnych:

1. Szaefer H., Baer-Dubowska W. (1998) Wplyw kwasu protokatechowego i
chlorogenowego na wiazanie benzo(a)pirenu do DNA naskorka myszy. Streszczenia
XXXIV Zjazdu PTBioch., Bialystok, 15-18.09.1998, 202.

2. Szaefer H., Krajka-Kuzniak V., Baer-Dubowska W. (2006) Modulation of the
activity and expression of enzymes metabolizing xenobiotics by orally administered

aronia juice in rat liver and mammary gland. Acta Bioch. Pol. 53 suppl. 1, 42.
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Abstracts of the 41™ Meeting of the Polish Biochemical Society, Biatystok, 12-15.
09.2006.

5.6. Szkolenia i kursy naukowe

W celu kontynuacji ksztalcenia 1 podniesienia kwalifikacji bratam udzial w wielu
kursach i konferencjach naukowo-szkoleniowych (zatacznik 5):

o Kurs pedagogiczny (1996/1997 Zaktad Pedagogiki Medycznej AM, Poznan)

e Kurs przygotowawczy na Il stopien specjalizacji z zakresu analityki
klinicznej/diagnostyki laboratoryjnej (1998-2000 Katedra Onkologii Zaktad Analityki
Medycznej AM, Poznan)

e Kurs praktyczny ,, Techniki filtracyjne 1 elektroforetyczne w badaniach kwaséw
nukleinowych i biatek™ (6-8.06.2001; Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii
UAM, Poznan)

o Letni kurs hodowli komorek zwierzecych (9-12.06.2008; Zaktad Cytologii na
Woydziale Biologii, Uniwersytet Medyczny w Warszawie)

e XX Szkota Letnia ,,Postepy biologii molekularnej” (23-27.06.2008; Instytut Genetyki
Czlowieka PAN, Poznan)

5.7. Czlonkowstwo w miedzynarodowych i krajowych organizacjach oraz
towarzystw naukowych

Jestem czlonkiem nastgpujacych towarzystw naukowych:

e European Environmental Mutagen Society, 2002

e European Association for Cancer Research, 2004

e Polskie Towarzystwo Diagnostyki Laboratoryjnej, 1993

¢ Polskie Towarzystwo Biochemiczne, 2006

e Poznanskie Towarzystwo Przyjaciot Nauk, — od 2008 roku sekretarz Komisji Chemii

Klinicznej.

5.8. Recenzje
Bytam recenzentem 5 prac w nastgpujacych czasopismach: Expert Opinion on Drug
Metabolism & Toxicology, Enviromental Health Perspectives, Journal of

Pharmaceutical Analysis, Biofactors, BioMed Research International.
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6. Podsumowanie osiggnie¢ naukowo-badawczych

W skiad mojego dotychczasowego dorobku naukowego wehodzi 29 prac oryginalnych

i 2 prace pogladowe z taczng punktacja punktacjag KBN/MNiSW=699 oraz [F=67.255.

Jestem takze autorem 1 rozdziatu w podreczniku migdzynarodowym oraz 3 rozdziatow

w podreczniku krajowym oraz 2 rozdziatbw w skrypcie. Prace cytowano w 370

publikacjach wg bazy Web of Sciences. M6j Indeks Hirscha wynosi 11 (Web of
Sciences).

Uczestniczytam w  realizacji 7 projektow badawczych finansowanych przez
KBN/MNiSW/NCN (w jednym jako kierownik projektu) i 1 projekcie POIG oraz w 3
finansowanych w ramach badan wlasnych AM/UMP jako kierownik.

Jestem autorem i wspdtautorem 70 doniesien zjazdowych: 38 prezentowanych na
konferencjach zagranicznych i 32 na krajowych konferencjach, w tym 2

prezentowatam jako wystapienie ustne.

Yowng,  Sefer
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