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Wprowadzenie

Cytochromy P450 (CYP) stanowia nadrodzine enzyméw konstytutywnych i
indukowanych odpowiedzialnych za metabolizm oksydacyjny szerokiego spektrum
ksenobiotykéw i biologicznie aktywnych zwigzkéw endogennych. Grupe prostetyczna
cytochroméw P450 stanowi hem sktadajgcy sie z jonu zelaza (lll) i protoporfiryny IX.
Obecnie znanych jest 57 ludzkich genédw cytochroméw P450, ktore wykazujg znaczace
miedzyosobnicze zréznicowanie genetyczne (Zanger i wsp., 2014). Na podstawie
homologii struktury cytochromy zostaty przyporzadkowane do rodzin, w sktad ktérych
wchodzg enzymy wykazujgce w przyblizeniu 40% homologii sekwencji aminokwasowej.
W obrebie rodzin wyrdznia sie podrodziny, do ktérych naleza izoformy zachowujgce

powyzej 55% homologii.

Cytochromy P450 rodziny 1 (CYP1) uczestnicza w metabolizmie oksydacyjnym
substancji endogennych takich jak: kwasy zétciowe, hormony sterydowe, ttuszcze oraz
egzogennych, w tym licznych lekéw oraz ksenobiotykdw zwigzanych z
zanieczyszczeniem $rodowiska. Do zwigzkdw metabolizowanych przez cytochromy
P450 z rodziny 1 nalezg potencjalne kancerogeny: weglowodory i aminy aromatyczne,
heterocykliczne aminy aromatyczne oraz nitrozoaminy. W wyniku reakcji
enzymatycznych ulegajg onej bioaktywacji do form genotoksycznych. Metabolizm
prokancerogenéw prowadzi do powstania zwigzkow mutagennych, ktére tworzac
addukty z zasadami azotowymi kwaséw nukleinowych mogg by¢ odpowiedzialne za
inicjacje procesu kancerogenezy. Cytochromy P450 z rodziny 1 petnig gtdwng role
wsrod bioaktywatorow prokancerogendéw, obok takich enzyméw jak reduktazy

aldozowe, N-acetylotransferazy i sulfotransferazy (Rendic i Guengerich, 2012).

Zainteresowanie cytochromami P450, w tym rowniez izoformami z rodziny 1,
wynika réwniez z roli jaka petnia one w metabolizmie lekéw. Obok interakcji
farmakologicznych wazny problem dotyczy opornosci na stosowane w terapii
nowotwordw leki, ktdére ulegaja metabolicznej inaktywacji za posrednictwem
cytochroméw z rodziny 1 (Swanson i wsp., 2010). Nalezy doda¢, ze ze wzgledu na

miedzy- i wewnatrzgatunkowe zréznicowanie ekspresji gendw cytochromowych, kazdy



organizm posiada swéj wtasny unikalny profil aktywnosci tych enzymdw rzutujacy na

terapeutyczne dziatanie metabolizowanych przez nie lekow.

Do cytochromdéw z rodziny 1 nalezg trzy izoformy: CYP1A1 i CYP1A2, ktére wykazuja
72% homologii struktury oraz CYP1B1 wykazujacy podobieidstwo strukturalne do
CYP1A w 38%, a do CYP1A2 w 37%. Enzym CYP1B1 mimo niskiej homologii
strukturalnej zostat zakwalifikowany do rodziny 1 z uwagi na podobng specyficznos$¢
substratowg oraz wspdlny receptor AhR (Aryl hydrocarbon Receptor), za
posrednictwem ktérego nastepuje indukcja ekspresji CYP1A1l, CYP1A2 i CYP1B1
(Nebert i wsp., 2004).

Cytochromy P450 charakteryzujg sie wysokg specyficznoscig tkankowa i
substratowg. CYP1A1 jest formg indukowalng enzymu, wystepuje w ptucach i tchawicy,
a wiec w tkankach narazonych na kontakt z zanieczyszczeniami powietrza. CYP1A2 jako
forma konstytutywna wystepuje wytgcznie w watrobie i uczestniczy w watrobowym
metabolizmie lekéw, natomiast CYP1B1 jest obecny w wiekszosci tkanek
pozawatrobowych. Wysoki poziom CYP1B1 obserwuje sie w tkankach
estrogenozaleznych, takich jak macica, gruczot piersiowy, prostata, a takze w szpiku
kostnym, nerkach, sledzionie i tarczycy (Bieche i wsp., 2007). Podwyzszong ekspresje
tego enzymu obserwuje sie w tkankach nowotworowych (Nebert i Russel, 2002).
CYP1B1 jest odpowiedzialny za hydroksylacje 17B-estradiolu. Powstate w wyniku
metabolizmu 17-B-estradiolu produkty: 4-hydroksy-17B-estradiol, semichinony i
chinony stanowig zagrozenie genotoksyczne poprzez tworzenie adduktow z kwasami

nukleinowymi (Yager, 2000).

Ze wzgledu na udziat w inicjacji procesu kancerogenezy cytochromy P450 z rodziny
1 staly sie celem w strategii przeciwnowotworowej (Bruno i Njar, 2007; Badal i
Delgoda, 2013). Jednym z kierunkéw dziatan profilaktycznych jest chemoprewencja
polegajaca na zapobieganiu, inhibicji wzglednie odwrdceniu procesu kancerogenezy za
posrednictwem zwigzkédw pochodzenia naturalnego, ich zmodyfikowanych analogéw
lub zwigzkoéw syntetycznych (Sporn). Szczegélnie waznym obiektem badan jest CYP1B1,
ktorego nadekspresja w tkankach nowotworowych moze by¢ wykorzystywana w

strategiach terapeutycznych jako marker/antygen nowotworowy (Swanson i wsp.,



2010). Projektuje sie takze proleki, ktére ulegatyby przemianie do form aktywnych w
nowotworowych tkankach docelowych charakteryzujgcych sie wysoka aktywnoscig
CYP1B1. Waznym problemem w chemoterapii nowotworéw jest opornosc
wielolekowa, do ktérej prowadzi m.in. szybki metabolizm lekéw przeciwnotworowych
za posrednictwem cytochroméw CYP1A1 i CYP1B1. Z tego wzgledu, aby uniemozliwic¢
przeksztatcanie sie lekéw w formy nieaktywne zaproponowano stosowanie inhibitoréw

CYP1B1 (Gajjar i wsp., 2012).

Gtéwna role w chemoprewencji petnia obecne w diecie cztowieka bioaktywne
zwigzki nalezgce do tzw. nie odzywczych sktadnikéw pozywienia (Baer-Dubowska i
Ignatowicz, 2006; Szaefer i wsp., 2012). Do naturalnych zwigzkéw oddziatujgcych na
cytochromy z rodziny 1 nalezg polifenole, ktérych najlepiej przebadanym
przedstawicielem jest trans-resweratrol (3,4’,5-trihydroksy-trans-stilben, Ryc. 1)
wystepujagcy w owocach jagodowych, winogronach, orzeszkach ziemnych oraz w
roslinach leczniczych (1). Na podstawie badan epidemiologicznych trans-resweratrol
zostat uznany za gtéwny sktadnik wina o dziataniu prewencyjnym w chorobach
sercowo-naczyniowych oraz nowotworowych (Renaud i wsp., 1998). Dziatanie
chemoprewencyjne trans-resweratrolu wykazano na modelu doswiadczalnej
kancerogenezy u myszy; stilben ten hamowat powstawanie indukowanych
benz(a)antracenem zmian nowotworowych (Jang i wsp., 1997). Chemoprewencyjne i
chemoterapeutyczne witasciwosci resweratrolu zostaty potwierdzone w licznych

badaniach in vitro i in vivo (Kundu i wsp., 2008).
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Ryc. 1. Chemiczne struktury naturalnych stilbendéw: a- trans-resweratrol; b -
piceatannol; c — rapontygenina; d — pterostilben; e — pinostilben; f —

dezoksyrapontygenina.

Réwnolegle przeprowadzono badania bioaktywnosci naturalnych analogéw
resweratrolu, sposrdd ktérych do najbardziej obiecujacych zaliczono pterostilben (3,5-
dimetoksy-4’-hydroksy-trans-stilben, Ryc. 1) o bioaktywnosci poréwnywalnej do
zwigzku macierzystego. Badania wiasciwosci chemoterapeutycznych i
chemoprewencyjnych pterostilbenu zapoczatkowata dr Agnes Rimando z jednostki
badawczej Amerykanskiego Departamentu Rolnictwa (United States Department of
Agriculture, Agricultural Research Service) wspétautorka publikacji wchodzacych do
cyklu habilitacyjnego, ktéra wykazata jego dziatanie cytotoksyczne wzgledem komérek
nowotworowych in vitro (Rimando i wsp., 2002). Dobroczynne dziatanie pterostilbenu
zostato pdiniej szczegétowo udokumentowane kolejnymi badaniami, ktére wykazaty
jego  aktywno$¢  antyoksydacyjng,  przeciwcukrzycowa, przeciwzapalng i
proapoptotyczng (Rimando i Suh, 2008; Remsberg i wsp., 2008). Oprdécz stilbenéw do
bioaktywnych fenolowych zwigzkéw pochodzenia roslinnego zalicza sie flawonoidy,
kumaryny oraz kurkumine i jej pochodne. Wptyw wymienionych zwigzkéw na ekspresje
gendw cytochromowych oraz aktywnos¢ katalityczng enzyméw byt w minionym
dziesiecioleciu intensywnie badany (1). Aktywnos$¢ biologiczna naturalnych fenoli
zainspirowata naukowcéw do dalszych poszukiwan zwigzkdéw naturalnych oraz ich
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syntetycznych analogéw interesujagcych ze wzgledu na mozliwosci zastosowania w
chemoterapii i chemoprewencji choréb nowotworowych. Synteza pochodnych
naturalnych zwigzkéw bioaktywnych umozliwita wykonanie analizy SAR (Structure
Activity Relationship) pomocnej w projektowaniu kolejnych potencjalnych

modulatoréw aktywnosci enzymatycznej cytochromow.
Cel badan

Badania wptywu naturalnych i syntetycznych analogéw resweratrolu na aktywnos¢
cytochroméw P450 z rodziny 1 prowadzono w celu okreslenia istotnych czynnikéw
strukturalnych decydujgcych o powinowactwie ligandu do centrum aktywnego enzymu
oraz identyfikacji nowych inhibitorow o silnym i selektywnym oddziatywaniu na

aktywnos¢ CYP1B1.

Wyniki i dyskusja

Naturalne pochodne trans-stilbenu jako inhibitory aktywnosci CYP1A1, CYP1A2 i
CYP1B1 in vitro

Trans-resweratrol, wiodacy przedstawiciel pochodnych trans-stilbenu, czasteczka o
réznorodnych aktywnosciach biologicznych majgcych znaczenie w chemoprewenc;ji i
chemoterapii (Juan et al.,, 2012), hamuje aktywnos¢ cytochromoéw rodziny 1 w
zréznicowany sposob. Najsilniej oddziatuje na CYP1B1 (ICso = 1.4 uM) (Chang et al.,
2000). Resweratrol hamuje aktywnos$¢ CYP1A2 w sposdb zalezny od stezenia
powstajgcego produktu reakcji (Chang et al., 2001), co pozwala przypuszczaé, ze
powstajgcy produkt prowadzi do nieodwracalnej inaktywacji enzymu. Z badan Piver i
wspotpracownikéw  (Piver i wsp., 2004) wynika, ze trans-resveratrol jest
hydroksylowany w reakcji katalizowanej przez CYP1A2 do piceatannolu (3,3’,4,5'-
tetrahydroksy-trans-stilben; Ryc. 1). Ten naturalny polifenol wykazuje wtasciwosci
antyoksydacyjne, przeciwzapalne oraz przeciwnowotworowe (Piotrowska et al., 2012).

Wsrod naturalnych analogéw resweratrolu na uwage zastuguje réwniez rapontygenina



(3,3’,5-trihydroksy-4’-metoksy-trans-stilben, Ryc. 1), ktéra selektywnie hamuje
aktywnos¢ izoformy CYP1A1 (Chun i wsp., 2001a).

Badania inhibicji izoenzymdédw CYP1 zapoczatkowano w Katedrze Biochemii
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
stosujac jako zrédto enzymu frakcje mikrosomalng watroby myszy. Badaniom poddano
konstytutywng forme CYP1A2, w stosunku do ktérej silnymi inhibitorami okazaty sie
analogi resweratrolu posiadajgce grupy metoksylowe: pterostilben, pinostilben (3,4’-
dihydroksy-5-metoksy-trans-stilben; Ryc. 1), dezoksyrapontygenina (3,5-dihydroksy-4’-
metoksy-trans-stilben; Ryc. 1) oraz 3,4',5-trimetoksy-trans-stilben (2). Dla
wymienionych zwigzkdw wyznaczone metody Lineweavera-Burka wartosci statej
inhibicji (K;) wynosity odpowiednio 0,39; 1,04; 0,94 oraz 0,79 uM. Dla poréwnania do
badan zastosowano ludzki rekombinowany CYP1A2 produkowany przez firme
biotechnologiczng BD Gentest, (Woburn, MA, USA). Wyznaczono wartosci K; dla
pinostilbenu i dezoksyrapontygeniny, ktére wynosity odpowiednio 1,02 i 0,34 uM (2).

Ze wzgledu na istotng role CYP1A1l i CYP1B1 w metabolizmie ksenobiotykdw i
zwigzang z tym procesem kancerogenezg oraz powstatg mozliwoscig zastosowania do
badan ludzkich rekombinowanych form wszystkich enzymdéw z rodziny 1 zaplanowano
badania wptywu naturalnych pochodnych stilbenu na aktywnos¢ izoenzymoéow CYP1Al i
CYP1B1. Wyznaczone wartosci K; dla naturalnych analogéw resweratrolu: pinostilbenu,
dezoksyrapontygeniny i pterostilbenu w przypadku CYP1A1l wynosity odpowiednio
0,13; 0,16; 0,57 uM (3). Wczesniej wyznaczona przez Chuna i wsp. K; dla resweratrolu
wynosita 9 uM (Chun i wsp., 2001a). A zatem naturalne analogi resweratrolu, w
ktérych zastgpiono czes$¢ grup hydroksylowych grupami metoksylowymi okazaty sie
wielokrotnie silniejszymi inhibitorami izoformy CYP1Al, podczas gdy ta rdzinica w

strukturze nie miata znaczacego wptywu na inhibicje aktywnosci CYP1B1 (3).

Badanie wptywu syntetycznych metoksylowych pochodnych trans-stilbenu na

aktywnosc¢ CYP1A1, CYP1A2 i CYP1B1 in vitro

Jednym z motywow zachecajacych do poszukiwan nowych analogéw trans-
resweratrolu byfa niska biodostepnos¢ tego zwigzku spowodowana zbyt szybka

eliminacjg z organizmu w postaci sprzezonej z kwasem glukuronowym wzglednie

10



siarkowym (Walle i wsp., 2004). Wprowadzenie grup metoksylowych w miejsce
hydroksylowych miato na celu zabezpieczenie zwigzkéw przed glukuronidacjg lub
sulfatacja. W badaniach farmakokinetycznych prowadzonych na szczurach wykazano,
ze pterostilben - naturalny analog resweratrolu posiadajgcy dwie grupy metoksylowe -
po podaniu dozylnym ulega wolniejszej eliminacji w pordwnaniu z resweratrolem
wykazujgc pieciokrotnie dtuzszy klirens oraz dziesieciokrotnie dtuzszy sredni czas
przejscia (MTT, mean transition time). Porownawcze badania dowiodly znaczgco
lepszej metabolicznej stabilnosci pterostilbenu w poréwnaniu z resweratrolem (Yeo i

wsp., 2013).

Pod koniec lat dziewieddziesigtych rozpoczety sie intensywne poszukiwania
syntetycznych pochodnych trans-stilbenu, ktére mogtyby znalezé zastosowanie jako
selektywne inhibitory cytochroméw P450 z rodziny 1. Ws$rdd syntetycznych
metoksylowych pochodnych trans-stilbenu pierwszym efektywnym inhibitorem
aktywnosci CYP1B1 okazat sie 3,5,2’,4’-tetrametoksy-trans-stilben, ktérego dziatanie
byto przeszto 100-krotnie silniejsze w porownaniu do resweratrolu (Chun i wsp.,
2001b). Kolejng pochodng stilbenu wykazujgcg silne powinowactwo do centrum
aktywnego CYP1B1 byt zaprojektowany i zsytetyzowany przez Chuna i
wspotpracownikow 2,2’,4,6’-tetrametoksy-trans-stilben (Chun i wsp., 2009). Préby
syntezy pochodnych trans-stilbenu wykazujgcych selektywne dziatanie hamujace
aktywnos¢ poszczegdlnych izoenzyméw CYP1 podjeto takze w Katedrze Technologii
Chemicznej Srodkéw Leczniczych Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego.
Zaprojektowano i zsyntetyzowane serie metoksylowych analogéw resweratrolu
posiadajgcych w pozycji 4° grupe metylotiolowg (Ryc. 2). Oceniono ich wptyw na

ludzkie rekombinowane cytochromy z rodziny 1 (4).
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Ryc. 2. Struktura chemiczna pochodnych 4’-metyltio-trans-stilbendw. R — podstawnik(i)

metoksylowy(e).

Najsilniejsze dziatanie, selektywne w stosunku do CYP1A1l i CYP1B1 wykazywaty 2-
metoksy-4’-metylotio-trans-stilben i 3-metoksy-4’-metylotio-trans-stilben. Natomiast
4-metoksy-4’-metylotio-trans-stilben charakteryzowat sie stabym powinowactwem do
centrum aktywnego enzymu. Na podstawie danych eksperymentalnych wykazano
istotny wptyw grup metoksylowych w pozycji 2 i 3 pierscienia fenylowego w
oddziatywaniach z resztami aminokwasowymi centrum aktywnego enzyméw CYP1A1l i
CYP1B1 (4). W celu wyjasnienia wptywu struktury inhibitoréw na ich aktywnos¢, w
kolejnych badaniach poszerzono serie 4’-metylotiopochodnych o nowe analogi oraz
zastosowano metody obliczeniowe (5). Wyizolowano produkty metabolizmu 2,4,5-
trimetoksy-4’-metylotio-trans-stilbenu (2,4,5-trimetoksy-4’-MTS) i 3,4,5-trimetoksy-4’-
metylotio-trans-stilbenu (3,4,5-trimetoksy-4’-MTS) katalizowanego przez CYP1A2, co
pozwolito na przeprowadzenie ich identyfikacji przy uzyciu metody GC-MS jako

monohydroksylowych pochodnych z grupa hydroksylowg w pozycji 3’ (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Reakcja hydroksylacji 2,4,5-trimetoksy-4’-metylotio-trans-stilbenu i 3,4,5-

trimetoksy-4’-metylotio-trans-stilbenu katalizowana przez CYP1A2.

Enzymatyczne wprowadzenie grupy hydroksylowej w tej pozycji byto mozliwe przy
odpowiedniej orientacji czgsteczki w miejscu aktywnym enzymu pierscieniem 4’-
metylotiofenylowym w kierunku hemu. Znalazto to potwierdzenie w badaniach z
uzyciem modelowania molekularnego (5), a w szczegdlnosci dokowania ligandu do

centrum aktywnego enzymu (Ryc. 4).
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Phe226 Phe226

1 Phe260 Phe260

Ryc. 4. Wizualizacja centrum aktywnego CYP1A2 z zadokowanym 2,4,5-trimetoksy-4’-
metylotio-trans-stilbenem (A) i 3,4,5-trimetoksy-4’metylotio-trans-stilbenem
(B).Na rycinie uwidoczniono aminokwasy tworzace warstwowe oddziatywania
n-1: Phe226 i Phe260. Hem zaznaczono kolorem rézowym.

Bazujgc na dotychczasowych wynikach oraz danych literaturowych zaprojektowano
serie metoksylowych pochodnych trans-stilbenu posiadajacych jako staty motyw 3,4-
dimetoksyfenyl. Wéréd 9 zsyntetyzowanych zwigzkéw 2’,3,4-trimetoksy-trans-stilben
(2’,3,4-triMS, Ryc. 5) hamowat aktywnos$¢ CYP1B1 w stezeniu nanomolarnym (ICso = 4.0
+ 0.6 nM) (6). Obecnie znane sg w Swiatowym piSmiennictwie dwa rownie silne
inhbitory CYP1B1: 2’,3,4’,5-tetrametoksy-trans-stilben (Chun i wsp., 2001b) i 2,2’,4,6’-
tetrametoksy-trans-stilben (Chun i wsp., 2009). 2’,3,4-triMS otrzymany w Katedrze
Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych zastuguje na dalsze badania whasciwosci
cytotoksycznych oraz farmakokinetycznych w celu okreslenia przydatnosci w terapii

nowotworow.

OCH,
OCH;,

X OCH,

Ryc. 5. Struktura chemiczna 2’,3,4-trimetoksy-trans-stilbenu.



Modelowanie molekularne i dokowanie do centrum aktywnego CYP1A2 i CYP1B1

Dokowanie do centrow aktywnych struktur krystalograficznych CYP1A2 (Sansen et
al.,, 2007) i CYP1B1 (Wang et al., 2011), dostepnych w bazie PDB (Protein Data Bank,

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), pozwolito na analize zaleznosci aktywnosci

pochodnych trans-stilbenu od ich struktury. Zbadano orientacje czasteczek ligandu w
centrum aktywnym enzymdw oraz oceniono typy oddziatywan molekularnych miedzy
czasteczkg ligandu a resztami aminokwasowymi centrum aktywnego enzymu.
Zastosowana procedura LigandFit programu Accelrys Discovery Studio (Accelrys
Software, 2012) umozliwita wyznaczenie najbardziej prawdopodobnej orientacji
ligandu na podstawie analizy energii oddziatywan, energii naprezen w zadokowanej
czasteczce liganda oraz entalpii swobodnej wigzania z biatkiem (AG). Stwierdzono, ze
dla badanych metyltio pochodnych stilbenu dokowanych w centrach aktywnych
CYP1A2 i CYP1B1 najbardziej uprzywilejowang energetycznie jest orientacja
pierscieniem 4’-metyltiofenylowym w kierunku hemu. Dla serii 4’- metylotiostilbenow
reszty aminokwasowe Phe226 i Phe260 dla CYP1A2 i Phe231 dla CYP1B1 braty udziat w
oddziatywaniu warstwowym (m-m stacking interaction) stabilizujgc ligand w centrum
aktywnym. Ponadto dokowanie dla czesci zwigzkéw wskazato na mozliwos¢ tworzenia
wigzania wodorowego w centrum aktywnym CYP1B1, w ktdérym uczestniczyta reszta
aminokwasowa GIn332. Nalezy jednak dodaé, ze wystepowanie tego wigzania nie
korelowato ze stopniem inhibicji aktywnosci enzymu. Szczegdlng role przypisuje sie
oddziatywaniom hydrofobowym, ktére mogg mie¢ wptyw na skrécenie odlegtosci
ligandu od atomu zelaza grupy prostetycznej umozliwiajgce zajscie reakcji. Dla 3,4,5-
trimetoksy-4’-MTS i 2,4,5-trimetoksy-4’-MTS odlegtosci atomow wegla 3’ i 5’ byty

mniejsze niz 4.5 5.5 A.

Natomiast w przypadku selektywnego inhibitora CYP1A1 i CYP1B1, 2,3,4-trimetoksy-
4’-metyltio-trans-stilbenu, po zadokowaniu do centrum aktywnego CYP1A2
zaobserwowano stabe dopasowanie ksztattu czgsteczki do miejsca wigzgcego

potwierdzone przez znaczacy wzrost energii naprezenia do 103.09 kcal/mol. Dla
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pordwnania energia naprezenia tego zwigzku zadokowanego do CYP1B1 wynosita

jedynie 40.70 kcal/mol (5).

Struktura serii polimetoksylowych pochodnych trans-stilbenu posiadajacych staty
motyw 3,4-dimetoksyfenylu wptyneta na orientacje ligandéw w centrum aktywnym
enzymu. W wyniku dokowania ligandy orientowaty sie w centrum aktywnym CYP1A2 w

strone hemu pierscieniem ze zmieniajgcymi sie podstawnikami (orientacja A; Ryc. 6A).

Natomiast wsrdd orientacji 2,3,4-triMS w centrum aktywnym CYP1B1 przewazato
ustawienie czasteczki pierscieniem 3,4-dimetoksyfenylowym skierowanym w strone
hemu (orientacja B; Ryc. 6B); takie ustawienie przyjmowat ligand w 17 na 20
zachowywanych podczas dokowania orientacji. Orientacja ta byla réwniez
uprzywilejowana energetycznie w poréwnaniu do orientacji A; obliczona energia
oddziatywania byta wyzsza o 12 kcal/mol, a energia swobodna wigzania ligandu o 40

kcal/mol.

A B

Ryc. 6. Wizualizacja centrum aktywnego CYP1A2 (A) i CYP1B1 (B) z zadokowanym
2’,3,4-trimetoksy-trans-stilbenem. Na rycinie zaznaczono reszty
aminokwasowe otaczajgce centra aktywne z wyrézniong czarnym kolorem
Phe226 i Phe231. Hem zaznaczono kolorem rézowym, a oddziatywanie
warstwowe 1t-1t linig niebieska.
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Szczegolnie silne powinowactwo 2’,3,4-triMS do centrum aktywnego CYP1B1 w
porownaniu do pozostatych zwigzkdw badanej serii znalazto swoje odbicie w
wyjatkowo wysokiej wartosci entalpii swobodnej wigzania (AG=—443.1 kcal/mol).
Analiza interakcji ligandow z resztami aminokwasowymi centrum aktywnego CYP1B1
wykazata wystepowanie oddziatywan warstwowych typu m-m miedzy obydwoma
pierscieniami fenylowymi 2°,3,4-triMS a resztg aminokwasowg Phe231. Natomiast
wigzanie wodorowe wystepowato tylko dla mniej korzystnej energetycznie orientacji
przeciwnej (A) i uczestniczyta w nim podobnie jak w serii 4’-metyltiostilbendéw reszta
aminokwasowa GIn332 (Ryc. 6). Zatem mozna sadzi¢, ze wptyw wigzan wodorowych na
powinowactwo liganda do centrum aktywnego cytochromu nie ma znaczenia
nadrzednego. Istotniejsze wydajg sie oddziatywania hydrofobowe miedzy grupami
metoksylowymi i resztami aminokwasowymi centrum aktywnego determinujace
powinowactwo inhibitora do cytochromu P450 (6). Z danych literaturowych zebranych
dla pochodnych flawonoidéw wiadomo, ze zwiekszenie lipofilnosci ligandéw osiggane
poprzez wprowadzenie grup metoksylowych w miejsce hydroksylowych ma wptyw na

efektywne wigzanie substratu z enzymem (Takemura i wsp., 2010).

Dotychczasowe badania Chuna i wspoétpracownikéw wskazywaty na szczegdlng role
podstawnikéw metoksylowych w pozycji 2 i 4, oraz 2 i 6 w hamowaniu aktywnosci
CYP1B1 (Chun i wsp., 2001b, 2009, 2011). Zaprojektowana w naszym laboratorium
czasteczka 2’,3,4-triMS okazata sie poréownywalnie skutecznym inhibitorem CYP1B1,
wskazujgc na istotng role uktadu podstawnikéw w pozycjach 2’, 3 i 4. Czasteczki
posiadajgce dodatkowe podstawniki w jednej z pozycji: 3’, 4’, 5’ lub 6’ hamowaty
aktywnos¢ CYP1B1 kilkakrotnie stabiej w porédwnaniu z 2’,3,4-triMS, a zatem te

podstawniki ostabiaty powinowactwo badanych stilbenéw do CYP1B1.

W prowadzonych przeze mnie badaniach zestawiono wyniki oznaczen
eksperymentalnych z analizg bioinformatyczng. Dokowanie molekularne pozwolito na
wizualizacje wystepujacych oddziatywan miedzyczasteczkowych oraz przestrzennego
dopasowania ligandéw w centrum aktywnym enzymu. Potwierdzita sie hipoteza, ze o

silnym powinowactwie ligandu do centrum aktywnego enzymu decyduje nie
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pojedynczy podstawnik, lecz uktad podstawnikow determinujgcy ksztatt catej
czasteczki. Ukftad ten wptywa na ustawienie ligandu w centrum aktywnym
stabilizowane przez oddziatywania hydrofobowe, w tym warstwowe typu m-t. Rdwnie
istotnym czynnikiem w przypadku ligandéw ulegajacych reakcji enzymatycznej jest ich
odlegtosé od grupy prostetycznej enzymu warunkujaca przebieg procesu. Wydaje sie,
ze powigzanie badan eksperymentalnych z analizg komputerowa in silico dla
oddziatywan ligandéw z centrum aktywnym enzymu na poziomie molekularnym

zaowocuje w przysztosci zaprojektowaniem czasteczek o pozgdanej aktywnosci.

Podsumowanie

Prowadzone przeze mnie badania dostarczyty informacji o oddziatywaniu
naturalnych, wystepujacych w diecie cztowieka pochodnych trans-stilbenu oraz ich
syntetycznych pochodnych na aktywnos$é enzymoéw biorgcych udziat w metabolizmie
licznych zwigzkéw endo i egzogennych, w tym lekéw i prokancerogendéw. Wyniki badan

pozwolity na sformutowanie nastepujacych wnioskow:

e Naturalne analogi trans-resweratrolu: pinostilben, dezoksyrapontygenina i
pterostilben, ktére w miejscu grup hydroksylowych posiadajg grupy
metoksylowe, silniej hamujg aktywnos¢ CYP1A1 i CYP1A2 w pordwnaniu z trans-
resweratrolem.

e Syntetyczna pochodna stilbenu, 2’,3,4-trimetoksy-trans-stilben, jest jednym z
najsilniejszych znanych inhibitoréow CYP1B1, izoenzymu bedacego potencjalnym
celem chemoprewencji i chemoterapii nowotworéw. Zwigzek ten charakteryzuje
sie wysokga selektywnoscia dziatajgc 90 razy silniej na CYP1B1 w poréwnaniu do
CYP1A1 oraz 830 razy silniej w poréwnaniu do CYP1A2 i zastuguje na dalsze
badania potencjalnych wtasciwosci przeciwnowotworowych.

e Brak wptywu 2,3,4-trimetoksy-4’-metyltio-trans-stilbenu na aktywnos¢ CYP1A2

zostat wyjasniony niedopasowaniem ksztattu czgsteczki do centrum aktywnego
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CYP1A2, co znalazto potwierdzenie w wysokiej energii naprezenia zadokowanej
czasteczki obliczonej z wykorzystaniem oprogramowania Accelrys Discovery
Studio.

o Przeprowadzone badania z zastosowaniem dokowania molekularnego serii
pochodnych stilbenu do centrum aktywnego CYP1A2 potwierdzity
umiejscowienie pierScienia 4’-metylotiofenylowego dla 2,4,5-trimetoksy-4’-
metylotio-trans-stilbenu i  3,4,5-trimetoksy-4’-metylotio-trans-stilbenu  w
bezposrednim s3gsiedztwie hemu umozliwiajgce przebieg reakcji hydroksylacji w
pozycji 3’. Decydujacy wpltyw na oddziatywanie pochodnych trans-stilbenu na
aktywnos¢ cytochromoéw z rodziny 1 wywiera wzajemny ukfad podstawnikéw
potgczonych z rdzeniem trans-stilbbenu. Pozycja wybranych podstawnikéw
wplywa na ustawienie ligandu i interakcje z resztami aminokwasowymi w
centrum aktywnym, a tym samym na jego odlegto$¢ od hemu, co warunkuje

przebieg reakcji katalitycznej.

Badania z zastosowaniem metod komputerowych pozwolity wyjasni¢ nature
interakcji miedzy czasteczkg liganda a centrum aktywnym enzymu. Analiza
przeprowadzona dla dwdch serii zwigzkéw: 4’-metyltio-trans-stilbendw i polimetoksy-
trans-stilbenéw wskazuje na role przestrzennego dopasowania czgsteczki do centrum
aktywnego, ktére umozliwia powstanie korzystnych energetycznie oddziatywan
pomiedzy ligandem a resztami aminokwasowymi w centrum aktywnym enzymu.
Analiza tych oddziatywan pozwolita na zidentyfikowanie reszt aminokwasowych
centrum aktywnego enzyméw uczestniczagcych w oddziatywaniach z ligandem.
Stwierdzono, ze dla CYP1A2 aminokwasem biorgcym udziat w oddziatywaniu typu n-m z
jednym z pierscieni stilbendéw jest reszta aminokwasowa Phe226. Natomiast w
centrum aktywnym CYP1B1 odziatywanie typu m-m wystepuje pomiedzy reszty
aminokwasowg Phe231 a dwoma pierscieniami stilbenéw. Warto zauwazy¢, ze w
centrum aktywnym CYP1B1 jedynym aminokwasem tworzgcym wigzanie wodorowe z
pochodnymi zaréwno 4’-metylotio-trans-stilbenu jak i i 3,4-dimetoksy-trans-stilbenu

jest GIn332.

19



Pochodne trans-stilbenu nalezg do zwigzkéw o bioaktywnosci majgcej znaczenie w
chemoprewencji i chemoterapii nowotwordéw. Poszerzenie wiedzy o mechanizmie ich
oddziatywania na cytochromy z rodziny 1 — enzymy uczestniczagce w metabolizmie
prokancerogendow, a takze lekéw przeciwnowotworowych umozliwi dalsze badania
majace na celu zaprojektowanie efektywnych chemoterapeutykow o pozgadanych

wtasciwosciach.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych
5.1. Dziatalno$¢ naukowo-badawcza
Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk przyrodniczych

Po ukonczeniu studiow chemicznych w roku 1974 na Wydziale Matematyczno-
Fizyczno-Chemicznym Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza i odbyciu rocznego stazu
w Instytucie Przemystu Zielarskiego w Poznaniu podjetam studia doktoranckie przy
Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Prace doktorska
wykonywatam w Zaktadzie Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
kierowanym przez prof. dr hab. Antoniego Horsta. W roku 1978 zostatam zatrudniona
na etacie naukowo-technicznym, po obronie pracy doktorskiej na etacie adiunkta. W
PAN pracowatam do roku 1990. Badania naukowe wykonywatam w Zespole Patologii
Molekularnej kierowanym przez prof. dr hab. Andrzeja Pawlaka. Dotyczyty one
zréznicowania  miedzyosobniczego  aktywnosci  hydroksylazy  weglowodoréow
aromatycznych (Aryl Hydrocarbon Hydroxylase; AHH), enzymu zaleznego od
cytochromu P450 w limfocytach ludzkich.

W roku 1982 obronitam prace doktorska pt. ,,Badania hydroksylazy weglowodoréw
aromatycznych w limfocytach ludzkich stymulowanych mitogenem in vitro”. Na
Owczesnym poziomie wiedzy izoenzymy cytochromu P450 byly rdéznicowane przy
pomocy specyficznych substratéw oraz inhibitorow. W pracy przedstawitam badania
inhibicji enzymu AHH indukowanego metylocholantrem przez a-naftoflawon, pB-
naftoflawon i metyrapon (11 A/1, Il A/2).

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk przyrodniczych

Po obronie doktoratu zajmowatam sie badaniem aktywacji i inaktywacji
benzo(a)pirenu [B(a)P] w fibroblastach ludzkich oraz w komodrkach GMK (Green
Monkey Kidney) podejmujgc badania produktéw metabolizmu B(a)P metoda HPLC (Il
A/3; 1IA/6). Nastepnie we wspotpracy z dr hab. Damianem Brauze badatam wptyw
przeciwciat monoklonalnych oraz specyficznego inhibitora — a-naftoflawonu, na
metabolizm B(a)P w mikrosomach watroby myszy (Il A/4; 1l A/5; I A/7).
Zaobserwowalismy silne hamowanie metabolizmu benzo(a)pirenu przez a-naftoflawon

oraz zmiane ilosciowag proporcji poszczegdlnych metabolitow; stosunek ilosci
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powstatych fenoli do chinondéw i dwuhydroksypochodnych byt dwukrotnie wyzszy . W
1987 roku przebywatam na stazu naukowym w Uniwersytecie w Oulu w Finlandii w
Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii kierowanym przez profesora Olafa Pelkonena,
gdzie prowadzitam badania w zakresie metabolizmu B(a)P oraz powstawania adduktéw
metabolitéw B(a)P z DNA w procesie kancerogenezy. W Zaktadzie Genetyki Cztowieka
stosowatam nowg metode synchronicznej fluorescencji (Synchronous Fluorescence
spectrophotometry; SFS) do oceny adduktow B(a)P z DNA w ptucach, watrobie,
nerkach, sledzionie i jelicie cienkim myszy szczepdw rdznigcych sie odpowiedzig na
podanie B(a)P. WykazaliSmy, ze u myszy charakteryzujgcych sie stabg odpowiedzig na
indukcje AHH, poziom adduktéw w badanych tkankach (z wyjatkiem jelita cienkiego)
byt wyzszy w poréwnaniu z myszami o wysokiej indukowalnosci AHH. Wysoki poziom
adduktow w jelicie cienkim myszy ,indukowalnych” ttumaczy sie dozotagdkowg droga
podania B(a)P. Myszy te charakteryzowaty sie szybkim procesem eliminacji adduktéw
wskazujgcym na szczegolng role komorek jelita cienkiego w procesie detoksykacji (Il
A/8). Ten etap pracy zaowocowat siedmioma publikacjami w czasopismach polskich i
jedng w czasopismie zagranicznym o wysokim wskazniku IF (Carcinogenesis, 12, 1607-
1611, 1991).

W latach 1990-1999 pracowatam w Liceum Ogdlnoksztatcagcym sw. Marii Magdaleny
w Poznaniu. W roku 1998 uzyskatam uprawnienia egzaminatora maturalnego. W 2000
roku powrdécitam do pracy naukowo-badawczej w Katedrze Biochemii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Podjetam badania
pod kierunkiem prof. dr hab. Wandy Baer-Dubowskiej w tematyce zwigzanej z funkcjg

cytochroméw P450 i ich znaczeniem w profilaktyce i terapii nowotworéw.

Badania obejmujgce wptyw naturalnych substancji bedacych sktadnikami diety
cztowieka na aktywnos¢ cytochroméw uczestniczagcych w  metabolizmie
ksenobiotykdéw: CYP1A1l, CYP1A2 i CYP1B1 oraz watrobowego cytochromu CYP2E1 w
poczatkowym okresie prowadzitam na materiale zwierzecym: izolowanej frakcji
mikrosomalnej watroby myszy, a potem z wykorzystaniem ludzkich rekombinowanych
cytochroméw. Sposrdd licznych zwigzkédw naturalnych o aktywnosci biologicznej,
obiektem mojego zainteresowania staty sie trans-stilbeny, do ktérych nalezy trans-

resweratrol, naturalny polifenol wystepujacy w jagodach, winogronach, orzeszkach
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ziemnych oraz w czerwonym winie, stanowigcy sktadnik diety o udokumentowanych
wtasciwosciach chemoprewencyjnych. Jego naturalne analogi silnie hamowaty
aktywnos¢ cytochroméw P450 z rodziny 1 (punkt 4 autoreferatu). Réwnolegle
prowadzono badania wptywu zwigzkéw naturalnych: kwasu protokatechowego, kwasu
taninowego oraz trans resweratrolu na aktywno$¢ CYP2E1, cytochromu silnie
indukowango w watrobie przez rozpuszczalniki organiczne, nitrozaminy i Srodki
anestetyczne. Wyznaczono K; dla hamowania aktywnosci CYP2E1l przez trans-
resweratrol (2.1 pM) oraz okreslono mechanizm inhibicji jako kompetycyjny ( Il A/9).
Zaobserwowano znaczgcg réznice w powinowactwie do centrum aktywnego ludzkiego
rekombinowanego CYP2E1 dwdch analogéw resweratrolu: pinostilbenu i
dezoksyrapontygeniny, roznigcych sie potozeniem grupy metoksylowej (2). Wyniki tych
badan zostaty opublikowane (Il A/9, 2) oraz przedstawione w formie komunikatéow
ustnych i posterowych na konferencjach Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
(2001, 2003), European Environmental Mutagen Society (2002) oraz na kongresie
organizowanym przez Federation of European Biochemical Societies (2004).

W 2004 roku nawigzatam wspdtprace z dr Agnes Rimando z Amerykanskiego
Departamentu Rolnictwa (United States Departament of Agriculture) w Stanach
Zjednoczonych, ktorej prace poswiecone sg biologicznej aktywnosci metoksylowego
analogu trans-resweratrolu — pterostilbenu bedacego sktadnikiem naturalnych
preparatéw stosowanych w tradycyjnej medycynie wschodniej. W Katedrze Biochemii
Farmaceutycznej wykonatam ocene inhibicji cytochroméw P450 z rodziny 1 przez serie
naturalnych analogéw resweratrolu, w tym pterostilbenu syntetyzowanego w
pracowni dr Rimando. Owocem tej wspotpracy s wspolne publikacje w
miedzynarodowych czasopismach (2, 3, 5, Il A/10) oraz uczestnictwo w kongresie
American Chemical Society w Chicago (2007). Tematyce chemoprewencyjnego i
terapeutycznego dziatania naturalnych analogéw resweratrolu zostata poswiecona
praca przeglagdowa, ktdéra ukazata sie w czasopismie polskojezycznym (Il D/2).
Tematem prowadzonych réwnolegle badan we wspéfpracy z dr Ewg Ignatowicz z
Katedry Biochemii Farmaceutycznej byt synergizm antyoksydacyjnego dziatania
naturalnych polifenoli , kwercetyny, resweratrolu i pterostilbenu, oceniany w ludzkich
erytrocytach w warunkach in vitro (Il A/10, Plant Foods Hum. Nutr. 65, 57-63, 2010).

Praca ta cieszy sie duzym zainteresowaniem i byta do 28.10.2014 roku cytowana 41
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razy (Web of Science). Opisano w niej hamowanie peroksydacji lipidow w erytrocytach
ludzkich pod wptywem kwercetyny i pterostilbenu, a tym samym ochronne dziatanie
tych zwigzkdw na btony erytrocytarne. Kwercetyna, pterostilben oraz trans-
resweratrol zapobiegaty hemolizie erytrocytéw i spadkowi poziomu zredukowanego
glutationu w komdrkach. Wykazano synergiczny efekt ochronny niskich stezen
resweratrolu z kwercetyng i resweratrolu z pterostilbenem na peroksydacje lipidéw
bedacg wyktadnikiem uszkodzenia oksydacyjnego bton komdrkowych. Badania
dotyczgce wtasciwosci antyoksydacyjnych naturalnych polifenoli zostaty opublikowane
(I A/10) oraz przedstawione na dwdch konferencjach Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego (2007, 2008). Ogétem w tym okresie mojej pracy badawczej zostaty
opublikowane 3 prace oryginalne w czasopismach zagranicznych, ktérych wyniki
przedstawiono na 3 zjazdach krajowych oraz miedzynarodowej konferencji Resveratrol
2010, 1% International Conference of Resveratrol and Health, Elsinore, Denmark
(2010).

Poszerzajagc moje zainteresowanie oddziatywaniami naturalnych stilbenéw z
enzymatycznymi systemami detoksykacyjnymi w konteksécie zaleznosci pomiedzy
strukturg a funkcjg zwigzkéw chemicznych nawigzatam wspétprace prof. dr hab.
Stanistawem Sobiakiem, kierownikiem z Katedry Technologii Chemicznej Srodkéw
Leczniczych, w ktérej od 2008 roku jestem zatrudniona na etacie asystenta, a od 2013
roku na etacie starszego wyktadowcy. W swoich badaniach skupitam sie na wptywie
syntetycznych metoksylowych i metylotio pochodnych stilbenu na aktywnos$¢ trzech
izoenzymow cytochromu P450: CYP1A1l, CYP1A2 i CYP1B1, odpowiedzialnych za
aktywacje prokancerogendw, (4, 5, 6). Wyniki badan prowadzonych w tym okresie
zostaty opisane w dwdch artykutach opublikowanych w czasopismach zagranicznych.
Ponadto wyniki prezentowano na konferencjach krajowych Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego (2008, 2012) oraz Polskiego Towarzystwa Chemii Medycznej (2008,
2012, 2013). Badania te sg kontynuowane.

W ramach grantu MNiSW/NCN (Projekt nr 2011/03/B/NZ7/00509) uczestnicze w
badaniach aktywnosci antytubulinowej pochodnych cis-stilbenu stanowigcych analogi
kombretastatyny A-4 — naturalnego stilbenu wykazujacego silne antymitotyczne

dziatanie o potencjalnym zastosowaniu w terapii nowotworow. Badane zwigzki réznig
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sie uktadem podstawnikéw metoksylowych i metyltiolowych w obrebie uktadu cis-
stilbenowego oraz sposobem jego zabezpieczenia przed izomeryzacjg z formy cis do
trans. Zahamowanie zachodzenia spontanicznej izomeryzacji jest mozliwe dzieki
wbudowanym do ich struktury pierscieniom imidazolowym i oksazolowym. W
badaniach zidentyfikowano kilka oksazolowych pochodnych cis-stilbenu o dziataniu
antymitotycznym poréwnywalnym z kombretastatyng A-4. Zagadnieniu wptywu
struktury stilbenéw na ich aktywnos¢ antytubulinowa zostata poswiecona praca
przegladowa pt. Tubulin-interactive stilbene derivatives as anticancer agents (Il D/3,
Cell. Mol. Biol. Lett. 18, 368-397, 2013).

Jestem autorem 16 oryginalnych prac doswiadczalnych oraz 4 prac pogladowych
(zatgcznik 4). Wiekszos¢ tych prac ukazata sie w czasopismach znajdujacych sie na liscie
Thomson Reuters (sumaryczny IF = 18,246). Na mdj dorobek naukowy sktadajg sie
ponadto 24 streszczenia prac prezentowanych na konferencjach krajowych i
zagranicznych, z ktérych 10 byto publikowanych w wydawnictwach ciggtych (zatacznik
4).

5.2. Dorobek dydaktyczny

W ramach mojej dziatalnosci dydaktycznej na Woydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego prowadzitam zajecia laboratoryjne i
seminaryjne dla studentow farmacji z biochemii, biologii molekularnej oraz technologii
chemicznej srodkdéw leczniczych.

Jestem autorem dwodch rozdziatéw w skrypcie ,Cwiczenia z biochemii” dla
studentéw farmacji oraz materiatéw do ¢wiczen przeznaczonych dla studentéw
anglojezycznych (Study Guide for English Speaking Pharmacy Students) wydanych
przez Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w
Poznaniu (Il E/3; Il E/4; 1l E/5).

Bytam kierownikiem wzglednie opiekunem 10 prac magisterskich wykonanych w
Katedrze Biochemii Farmaceutycznej oraz 4 prac magisterskich wykonanych w

Katedrze Technologii Srodkéw Leczniczych.
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5.3. Udziat w projektach badawczych

Bratam udziat w realizacji trzech projektow badawczych finansowanych w ramach
badan witasnych Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego oraz aktualnie
biore udziat jako wykonawca w realizacji dwdch projektéw badawczych finansowanych

przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

1. Wplyw analogdéw resweratrolu — potencjalnego czynnika chemoprewencyjnego,
na aktywno$¢ katalityczng CYP2EL1l. Projekt Akademii Medycznej im. K.
Marcinkowskiego, Nr 501-3-02-05, realizowany w latach 1999-2002 - wykonawca

2. Wptyw analogdéw resweratrolu — potencjalnego czynnika chemoprewencyjnego na
aktywnos¢ katalityczng cytochromoéw P450. Projekt Uniwersytetu Medycznego im.
K. Marcinkowskiego, Nr 501-01-03302404-02524, realizowany w latach 2002-2006
- wykonawca

3. Badanie aktywnosci biologicznej naturalnych i syntetycznych pochodnych trans-
stilbenu. Projekt Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego, Nr 501-01-
03313427-08032 —realizowany w latach 2009-2010 - kierownik

4. Projektowanie, synteza i ocena aktywnosci biologicznej metylotio-pochodnych
kombrestastatyny A-4 — potencjalnych czynnikdw antymitotycznych Projekt
MNiSW/NCN OPUS nr 2011/03/B/NZ7/00509 - realizowany - wykonawca

5. Badanie modulacji syntezy i metabolizmu estrogendw — czynnikéw ryzyka
nowotworu piersi przez nowe syntetyczne pochodne resweratrolu. Projekt

MNiSW/NCN OPUS Nr 2012/05/B/NZ7/03048 — realizowany — wykonawca

5.4. Nagrody i wyrdznienia

Nagroda Zespotowa Dydaktyczna Uniwersytetu Medycznego im K. Marcinkowskiego w

Poznaniu, 2007/2008
5.5. Udziat w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

Bratam udziat w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych. Jestem
wspotautorem 50 komunikatow prezentowanych w formie ustnej lub posterowej
(wykaz streszczen — zatacznik 6).
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5.6. Staze naukowe
1987 — University of Oulu, Department of Pharmacology and Toxicology, Finlandia
5.7. Wspétpraca miedzynarodowa

2004 — nadal: dr Agnes Rimando, Agricultural Research Service, United States

Departament of Agriculture, University, MS, USA

5.8. Cztonkostwo w miedzynarodowych i krajowych organizacjach i towarzystwach

naukowych
Jestem cztonkiem nastepujgcych towarzystw naukowych:

e Polskie Towarzystwo Biochemiczne

e Polskie Towarzystwo Chemii Medycznej
5.9. Recenzje

W okresie ostatnich 4 lat bytam recenzentem 9 prac w nastepujgcych czasopismach
naukowych: Planta Medica (dwukrotnie); Bioorganic and Medicinal Chemistry; Journal
of Natural Products; Plant Foods for Human Nutrition; Molecular Nutrition and Food
Research; Molecules; Current Cancer Drug Targets; Drug Design, Development and

Therapy.

6. Podsumowanie osiggnie¢ naukowo-badawczych

W sktad mojego dotychczasowego dorobku naukowego wchodza: prace oryginalne,
4 prace pogladowe dotyczgce tematyki zwigzanej z chemoprewencjg i chemoterapia
nowotwordw, oraz 2 rozdziaty w podreczniku biochemii dla studentéw farmacji, a
takze materiaty do ¢wiczen z biochemii dla studentéw anglojezycznych z wydane w
postaci ptyty CD. Wynikajgca z bibliometrii tgczna punktacja mojego dorobku

naukowego wynosi:

KBN/MNiSW = 224 IF= 18,246
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Prace byty cytowane w 193 artykutach innych autorow wg bazy Web of
Sciences/Thomson Reuters, a mdj Indeks Hirscha wynosi 7 (Web of Science/Thomson

Reuters).

Jestem autorem i wspdtautorem 24 doniesien zjazdowych: w tym 8 posteréw
prezentowatam na konferencjach zagranicznych i 11 na krajowych zjazdach. Pie¢
doniesieri byto prezentowanych w formie komunikatdw ustnych, z tego dwa zostaty w
analizie bibliometrycznej zakwalifikowane jako referaty. Bratam udziat w realizacji
trzech projektdw badawczych finansowanych w ramach badan wtasnych Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego oraz aktualnie biore udziat jako wykonawca w
realizacji dwéch projektéw OPUS  finansowanych przez Ministerstwo Nauki i

Szkolnictwa Wyzszego.
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