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1. Imig¢ i nazwisko: Violetta Krajka-Kuzniak

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

uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej

Dyplom z wyréznieniem mgr analityki medycznej; Wydziat Farmaceutyczny
Oddziat Analityki Medycznej Akademii Medycznej w Poznaniu, 1993 r., praca
magisterska pt. ,,Zastosowanie przeciwcial monoklonalnych dla oceny wpltywu
przeciwutleniaczy fenolowych na profil metabolitow benzo(a)pirenu u szczuréw
indukowanych metylocholantrenem’; II miejsce w Wydziatowym Konkursie Prac

Magisterskich

Dyplom specjalizacji I stopnia z analityki klinicznej, 1996 r., Poznan

Dyplom dr nauk farmaceutycznych; Wydzial Farmaceutyczny Akademii
Medycznej w Poznaniu, 2000 r., rozprawa doktorska pt. ,,Wplyw roslinnych
zwigzkéw fenolowych - kwasu protokatechowego i taninowego na aktywnos$¢
enzymOw metabolizujacych ksenobiotyki w watrobie i nerkach myszy i szczura”;

promotor dr hab. Wanda Baer-Dubowska

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

1993 - 2000 Katedra Biochemii Farmaceutycznej, Zakltad Biochemii Akademii
Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu - pracownik
naukowo-dydaktyczny - asystent

1994 - 1999  Szpital kliniczny nr 2 im. H. Swiecickiego w Poznaniu - asystent
dyzurny

2000 — 2005 Katedra Biochemii Farmaceutycznej, Zaktad Biochemii Akademii
Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu - asystent z
doktoratem

2005 —nadal Katedra Biochemii Farmaceutycznej, Uniwersytetu Medycznego

im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu - adiunkt



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) tytut osiggni¢cia naukowego:

,,Badanie molekularnego mechanizmu indukcji enzymow II fazy przez roslinne

zwigzki - potencjalne czynniki chemoprewencyjne”

Podstawg ubiegania si¢ o tytut dr habilitowanego stanowi cykl 10 publikacji (1
pogladowa i1 9 oryginalnych), w ktérych przedstawiono wyniki badan dotyczacych
oddzialywania prostych zwigzkéw fenolowych i ztozonej matrycy zywieniowej w
odniesieniu do indukcji enzymoéw II fazy metabolizmu ksenobiotykéw oraz mozliwos$ci

wykorzystania ich w chemoprewencji.

b) wykaz publikacji

1. Krajka-Kuzniak V. (2007) Indukcja enzyméw 1II fazy jako strategia
chemioprewencji nowotworéw i innych schorzen degeneracyjnych. Post. Hig. Med.
Dosw. 61, 627-638.

Punktacja KBN/MNiSW =9

2. Krajka-Kuzniak V., Kaczmarek J., Baer-Dubowska W. (2008) Effect of naturally
occurring phenolic acids on the expression of glutatione S-transferase isozymes in the
rat. Food Chem. Toxicol. 46, 1097-1102.
IF=2.321; Punktacja KBN/MNiSW=32

3. Krajka-Kuzniak V., Szaefer H., Baer-Dubowska W. (2008) Hepatic and
extrahepatic expression of glutathione S-transferase isozymes in mice and its
modulation by naturally occurring phenolic acids. Environ. Toxicol. Pharmacol. 25,
27-32.

IF=1.509; Punktacja KBN/MNiSW=27



4. Krajka-Kuzniak V., Szaefer H., Ignatowicz E., Adamska T., Oszmianski J., Baer-
Dubowska W. (2009) Effect of chokeberry (Aronia melanocarpa) juice on the
metabolic activation and detoxication of carcinogenic N-nitrosodiethylamine in rat
liver. J. Agric. Food Chem. 57, 5071-5077.

IF=2.469; Punktacja KBN/MNiSW=32

5. Krajka-Kuzniak V., Szaefer H., Bartoszek A., Baer-Dubowska W. (2011)
Modulation of rat hepatic and kidney phase Il enzymes by cabbage juices: comparison
with the effects of indole-3-carbinol and phenethyl isothiocyanate.

Br. J. Nutr. 105, 816-826.

IF=3.013; Punktacja KBN/MNiSW=35

6. Krajka-Kuzniak V., Szaefer H., Ignatowicz E., Adamska T., Baer-Dubowska W.
(2012) Beetroot juice protects against N-nitrosodiethylamine-induced liver injury in
rats. Food Chem. Toxicol. 50, 2027-2033.
IF=3.010; Punktacja KBN/MNiSW=35

7. Krajka-Kuzniak V., Paluszczak J., Baer-Dubowska W. (2013) Xanthohumol
induces phase II enzymes via Nrf2 in human hepatocytes in vitro. Toxicol. In Vitro,
27, 149-156.

IF=2.650; Punktacja KBN/MNiSW=30

8. Krajka-Kuzniak V., Paluszczak J., Celewicz L., Barciszewski J., Baer-Dubowska
W. (2013) Phloretamide, an apple phenolic compound, activates the Nrf2/ARE
pathway in human hepatocytes. Food Chem. Toxicol. 51, 202-209.

IF=3.010; Punktacja KBN/MNiSW=35

9. Krajka-Kuzniak V., Paluszczak J., Szaefer H., Baer-Dubowska W. (2013) Betanin,
a beetroot component, induces nuclear factor erythroid-2-related factor 2-mediated
expression of detoxifying/antioxidant enzymes in human liver cell lines. Br. J. Nutr.
doi:10.1017/S00071145130001645

IF=3.302; Punktacja KBN/MNiSW=35



10. Krajka-Kuzniak V., Paluszczak J., Oszmianski J., Baer-Dubowska W. (2013)
Hawthorn (Crataegus oxyacantha L.) bark extract regulates antioxidant response
element (ARE)-mediated enzyme expression via Nrf2 pathway activation in normal
hepatocyte cell line. Phytother Res. DOI:10.1002/ptr.5035

IF= 2.068; Punktacja KBN/MNiSW=25

Publikacje te sq zaznaczone w tekscie cyframi arabskimi od 1 do 10.

L.aczny Impact Factor dla tych 10 prac wynosi: 23.352
t.aczna punktacja KBN/MNiSW dla tych 10 prac wynosi 295

* O$wiadczenia wspoétautorow wraz z okresleniem indywidualnego wkiadu kazdego z
nich w powstanie poszczegdlnych prac znajduja si¢ w zalgczniku 8. Oswiadczenia
habilitanta dotyczace wykonywanych prac i procentowego w nich udziatu znajdujg si¢

w zataczniku 4 1 8.

¢)  Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z

omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE

Profilaktyka choréb cywilizacyjnych takich jak nowotwory oraz schorzenia o
podiozu zapalnym 1 degeneracyjnym, za pomocg syntetycznych $rodkéw
farmakologicznych  i/lub naturalnych skladnikéw diety szczegdlnie tzw.
nieodzywczych sktadnikow Zywnosci stanowi wazng alternatywe ciagle nieskuteczne;j
terapii. Charakterystyczng cechg procesu nowotworzenia, a takze niektérych innych
schorzen okreslanych jako degeneracyjne zaréwno w uktadach eksperymentalnych i
jak mozna przypuszcza¢ réwniez u cztowieka, jest stosunkowo dlugi okres, jaki
uplywa od chwili inicjacji do rozwoju klinicznej postaci nowotworu, ktory stwarza
wiele mozliwosci wczesnej interwencji. Tego rodzaju podejscie okreslane jako
chemoprewencja zostalo zaproponowane juz na poczatku lat 70-tych ubieglego wieku
(Wattenberg, 1966), a jego aktualna definicja zaklada stosowanie zwigzkéw
pochodzenia naturalnego, ich zmodyfikowanych analogéw lub zwigzkéw

syntetycznych w celu zahamowania lub odwrdcenia procesu kancerogenezy na jego



mozliwie najwcze$niejszych etapach. Do$wiadczenia ostatnich ponad 30 lat
dostarczyty dowoddéw, ze takie podejscie jest mozliwe i moze by¢ skuteczne. Zaréwno
w modelach do$wiadczalnych jak i u ludzi proces indukcji nowotworéw wigze si¢ z
kumulacja wielu mutacji w krytycznych genach bgdacych wynikiem uszkodzen DNA
przez elektrofilne metabolity kancerogenéw i/lub reaktywne formy tlenu (RFT).
Badania ostatnich lat wykazaty takze, ze istotng role w tym procesie odgrywaja
zjawiska epigenetyczne. Rola metabolizmu ksenobiotykdw w indukcji procesu
kancerogenezy zostata dobrze okreslona w ciggu ostatniego pétwiecza. Jednak dopiero
ostatnie lata dzieki wykorzystaniu nowych narzedzi badawczych, umozliwiajacych
zrozumienie mechanizmu indukcji na poziomie molekularnym dostarczyly
przekonujacych dowodéw, ze selektywna indukcja enzyméw Il fazy jest skuteczng
metodg ochrony komoérki przed oddziatywaniem zaréwno reaktywnych metabolitéw
zwigzkow kancerogennych jak i RFT. Daje to wyrazne podstawy do zastosowania jej
jako strategii chemoprewencyjnej w profilaktyce nowotworéw, a takze ogdlnej
chemoprotekcji. Do najwazniejszych  enzyméw II fazy naleza S-transferazy
glutationowe (GST) i reduktaza NAD(P)H:chinon 1 (NQO1). Ostatnie lata przyniosty
wiele informacji na temat mechanizmu ich indukcji, roli poszczegdlnych izoform oraz
powiazania ze Sciezkami sygnalowymi, ktére moga byc¢ istotne w proliferacji i
r6znicowaniu komorek. Zagadnienia te omdwilam we wilaczonej do rozprawy
habilitacyjnej pracy pogladowej (publikacja 1). W artykule poza charakterystyka,
funkcja enzyméw GST i NQOI, oméwitam czynnik transkrypcyjny Nrf2 (nuclear
factor erythroid-2-related factor 2) (Nrf2) wskazujac, ze indukcja enzymow II fazy
poprzez aktywacje czynnika Nrf2 moze stanowi¢ wazng strategi¢ zapobiegania nie
tylko nowotworom, ale takze takim schorzeniom jak choroby neurodegeneracyjne i
uktadu krazenia. Przedstawitam ponadto przykladowe induktory enzymoéw II fazy z
grupy organicznych zwiazkow siarki i roslinnych zwigzkéw fenolowych.

Ztozone mechanizmy indukcji enzyméw II fazy oraz interakcji z komérkowymi
drogami sygnalowymi moga by¢ celem zréznicowanego oddzialtywania tzw.

nieodzywczych sktadnikow diety.

CEL ROZPRAWY

Celem badan przedstawionych w ramach rozprawy habilitacyjnej bylo uzyskanie

odpowiedzi na nastepujace pytania:



1. Czy proste zwigzki fenolowe — kwasy fenolowe wptywaja na enzymy II fazy i ich
izoenzymy w modelu in vivo w zaleznosci od gatunku zwierzat 1 czasu
ekspozycji;

2. Czy naturalna ztozona matryca zywieniowa (sok z buraka, sok z aronii, sok z
kapusty) indukuje enzymy II fazy w modelu in vivo oraz czy istnieje zaleznos$¢
miedzy oddzialywaniem pojedynczych skiadnikow a calg naturalng matryca
zywieniowa? Czy badane preparaty wplywaja na metabolizm kancerogenu z
grupy nitrozoamin — N-nitrozodietylaminy;

3. Czy indukcja enzymow II fazy poprzez roslinne zwiazki jest zalezna od czynnika
Nrf2;

4. Czy istnieje zalezno$¢ miedzy indukcjag NQO1 a poziomem biatka p53;

5. Czy roslinne zwiazki o zr6znicowanej budowie wptywaja na metylacjg¢ GSTP1?

OMOWIENIE WYNIKOW

Kwasy fenolowe a indukcja enzymow 11 fazy w modelu in vivo

W pierwszym etapie celem moich badah byl prosty kwas fenolowy — kwas
protokatechowy oraz ztozony polifenol, ester glukozy i kwasu galusowego — kwas
taninowy. Obydwa zwigzki wystgpuja powszechnie w codziennej diecie cztowieka i
wykazujg zdolno$¢ hamowania powstawania nowotworéw w réznych modelach
doswiadczalnych (Suzuki et al., 2003; Chung et al., 1998). Badania, ktére byly
czeSciowo kontynuacjg pracy doktorskiej mialy odpowiedzie¢ na pytanie czy
obserwowana we wczesniejszych pracach (Krajka-Kuzniak et al., 2004 - poz. 1I/A/4
wg spisu publikacji) indukcja enzymoéw 1l fazy jest zwigzana ze zmianami w poziomie
izoenzym6éw GST (publikacja 2). W tym celu wykorzystano technike Western blot z
zastosowaniem specyficznych przeciwcial. Badane zwigzki podawano szczurom rasy
Wistar w dawce 50 mg/kg masy ciala, 5-krotnie przez okres 2 tygodni. Kwas
protokatechowy zwickszat konstytutywny poziom GSTM, natomiast kwas taninowy
obnizat poziom GSTA, GSTT w watrobie szczura. Odmienny wplyw kwasow
fenolowych na konstytutywny poziom izoenzyméw GST moze wynika¢ z r6znic w ich
strukturze. Zastosowanie klasycznego kancerogenu z grupy policyklicznych
weglowodoréw aromatycznych (PWA), 3-metylocholantrenu (3-MC) miato wyjasni¢

czy badane zwigzki moga wpltywa¢ na indukowany poziom badanych izoform.



Przeprowadzone badania wykazaty, ze obydwa zwiazki nie zmienialty poziomu
indukowanych izoform GST w watrobie szczura.

W celu stwierdzenia czy istniejg réznice narzgdowe w oddzialywaniu tych zwigzkéw
na enzymy watrobowe i pozawatrobowe wykonano analiz¢ tych samych parametrow w
nerkach (publikacja 2). Zaréwno kwas protokatechowy jak i taninowy obnizaly
poziom GSTA 1 GSTT, podczas gdy kwas taninowy GSTP w nerkach szczura. Laczne
traktowanie zwierzat 3-MC i kwasem taninowym obnizato indukowang przez 3-MC
izoform¢ GSTA. Kwas protokatechowy obnizat natomiast indukowang przez 3-MC
izoform¢ GSTP w nerkach szczura. Te obserwacje wskazywaly, ze zaré6wno kwas
taninowy jak 1 protokatechowy zmieniaja profil indukcji GST 1 posrednio moga
wplywac¢ na metabolizm 3-metylocholantrenu.

W celu stwierdzenia jakie znaczenie dla zaobserwowanego efektu we
wczesniejszych badaniach (Krajka-Kuzniak et al., 2003; 2005 - poz. II/A/3; poz. II/A/5
wg spisu publikacji) moze mie¢ gatunek zwierzat podawano kwas protokatechowy
przez trzy kolejne dni i kwas taninowy jednorazowo myszom szczepu Swiss w dawce
80 mg/kg masy ciala (publikacja 3). Wczedniejsze badania wykazaty, ze kwas
protokatechowy indukowat aktywnos$¢ GST w watrobie i nerkach myszy. Kontynuujac
badania z wykorzystaniem metody Western blot potwierdziliSmy, ze w watrobie
wigzalo si¢ to z podwyzszeniem poziomu GSTM, co jest korzystne z uwagi na
zaangazowanie tej izoformy w metabolizm kancerogendw obejmujacych PWA.
Natomiast kwas taninowy podwyzszatl catkowita aktywnos¢ GST tylko w nerkach
myszy, jednoczesnie obnizajac poziom GSTT. Z kolei ta izoforma GST jest
odpowiedzialna m.in. za aktywacje¢ chlorowanych weglowodoréw co wiaze si¢ z ich
neurotoksycznoscia (Sherratt et al., 1998). Kwas taninowy moze wigc obnizajac
poziom GSTT w nerkach chroni¢ je przed dziataniem tych zwigzkéw. Dodatkowo
wykazano redukcj¢ poziomu GSTA pod wptywem badanych kwaséw fenolowych w
naskérku myszy.

Zestawienie wynikOw wczesniejszych prac 1 omowionych powyzej wykazalo, ze
modulacja badanych uktadéw enzymatycznych przez te dwa kwasy fenolowe jest
zalezna od gatunku zwierzat zastosowanych w badaniach, tkanki jak i czasu podawania

oraz dawki.



Zlozona naturalna matryca zywieniowa a indukcja enzymow Il fazy w modelu in

vivo

Idealny czynnik chemoprewencyjny powinien by¢ tatwo dostepny i nietoksyczny.
Z tego powodu wydaje si¢, ze najlepszg strategia chemoprewencyjng jest
wykorzystanie naturalnej diety czltowieka. Dodatkowym argumentem jest fakt, ze
naturalng matryce zywieniowa tworzy wyjatkowa kombinacja wielu sktadnikéw o
dziataniu komplementarnym (Baer-Dubowska et al., 2006).

W drugim etapie moich badan zaj¢tam si¢ oceng dzialania naturalnych sokéw z
aronii, buraka 1 kapusty na enzymy II fazy w modelu in vivo z wykorzystaniem
szczuréw rasy Wistar. Badania te byly finansowane z grantu zamawianego PBZ-KBN-
094/P06/2003/19 ,,Weryfikacja zasad technologii wytwarzania 1 wykorzystania
zywno$ci bogatej w naturalne antyoksydanty pod wzgledem jej dziatania
prozdrowotnego”. Owoce, szczegllnie jagodowe obfituja w zwigzki fenolowe o
ré6znym charakterze. Aronia (Aronia melanocarpa, Elliot) wywodzaca si¢ z Ameryki
Pétnocnej, a aktualnie popularna w Europie jest bogatym zrdédtem polifenoli,
szczegblnie antocyjandéw i polimerycznych procyjanidyn, a takze kwaséw fenolowych.
Badania, ktérych wyniki przedstawiono w publikacji 4 miaty na celu stwierdzenie,
czy sok z aronii moze modulowa¢ dziatanie kancerogendéw powstajacych w wyniku
obrobki termicznej zywnosci takich jak N-nitrozodietyloaminy (NDEA). Wykazano, ze
28-dniowe podawanie wytacznie soku z aronii zwigkszalo aktywnos¢ enzyméw Il fazy
takich jak GST 1 NQOI1 w watrobie szczuréw. Podwyzszona aktywnos¢ GST
korelowata z indukcjg izoformy GSTA, co ma korzystne znaczenie w ochronie przed
RFT i produktami peroksydacji lipidow takimi jak 4-hydroksynonenal (4-HNE) (Yang
et al., 2003). Jednak najwiekszy wzrost pod wptywem soku z aronii zanotowano w
przypadku biatka NQO1 co moze wskazywa¢ na jego dziatanie hepatoochronne.
Jednoczes$nie stwierdzono jednak wzrost uszkodzen DNA, co dowodzi, ze cho¢ sam
sok z aronii moze dziala¢ hepatoochronnie, to w potaczeniu z kancerogenem, moze
pogtebiac jego niekorzystne dziatanie. Ponadto okreslono wptyw soku z aronii i NDEA
na enzymy | fazy, ktére zaangazowane sg w procesy aktywacji. W przypadku
aktywnosci i poziomu CYP1A1 i 1A2 zaobserwowano obnizenie pod wptywem soku z
aronii. Z kolei NDEA obnizat poziom CYP2EI, natomiast podwyzat aktywnos¢
CYP2B. W grupie zwierzat otrzymujacych zaréwno NDEA i sok z aronii odnotowano

spadek aktywnosci tych izoenzyméw CYP450. Analiza enzymatycznych i



biochemicznych markeréw wykazata uszkodzenie watroby pod wpltywem NDEA.
Natomiast spadek ich poziomu pod wptywem podawania soku z aronii potwierdza jego
ochronne dziatanie w stosunku do watroby. Wyniki tych badan prezentowatam ustnie
na konferencji naukowej ,,Naturalne przeciwutleniacze — od surowca do organizmu”
zorganizowang przez Akademi¢ Rolnicza w Poznaniu w roku 2007 (poz. B/26 wg
zatacznika 6). Przedstawiony komunikat zostat nagrodzony dyplomem za najlepsza
pracg eksperymentalna.

Burak to jeden z elementéw diety sSrodkowoeuropejskiej. Zawiera szereg
sktadnikow czynnych o potencjalnym dziataniu chemoprewencyjnym. Sa to przede
wszystkim z6tte 1 czerwone barwniki betalainowe. Wykorzystujac analogiczny model
badawczy jak w przypadku soku =z aronii przeprowadzono ocen¢ wpltywu
dlugoterminowego podawania soku z buraka na enzymy I i II fazy (publikacja 6).
Zaobserwowano, ze sok z buraka zwigkszat aktywno$¢ zarowno GST jak i NQO1 w
watrobie szczura. Wykazano, réwniez korelacj¢ miedzy podwyzszong aktywnoscig
GST a izoformg GSTM, ktéra moze by¢ zaangazowana w metabolizm nie tylko PWA
ale takze nitrozoamin i NDEA. Zwigkszeniu aktywnosci NQO1 pod wplywem soku z
buraka towarzyszyt podwyzszony poziom biatka NQOI1. Dtugoterminowe podawanie
soku z buraka obnizato aktywnos¢ markeréw cytochromu P450: CYP1A1/1A2 i1
CYP2E1. Podawanie NDEA takze wywotalo obnizenie aktywnos$ci tych enzymoéw
natomiast zwigkszenie aktywnosci CYP2B. Natomiast taczne traktowanie sokiem z
buraka i NDEA podwyzszato tylko aktywnos¢ CYP2B. Istotng informacja byta
redukcja uszkodzen DNA pod wptywem soku z buraka. Podobny efekt dla soku z
buraka zanotowano w przypadku biochemicznych markeréw uszkodzenia funkcji
watroby. Te wyniki potwierdzaja protekcyjny/ochronny wpltyw soku z buraka.
Poniewaz sok z buraka jest istotnym elementem naszej diety, dlatego rezultaty tych
badan dostarczajg istotnych argumentéw do ich dalszej rekomendacji.

Kontynuujgc badania z wykorzystaniem matrycy zywieniowej w ramach
wspotpracy z Politechnikg Gdanska wykonatam badania, ktére miaty wykazaé
prozdrowotne i przeciwnowotworowe wlasciwosci soku z kapusty. Kapusta i jej
przetwory s3 rowniez popularnym elementem naszej diety. W tym celu wykorzystano
szczury szczepu Wistar, ktérym podawano soki z kiszonej i surowej kapusty przez
okres 4, 10 i 30 dni (publikacja 5). Uzyskane wyniki poréwnywano z efektami

podawania potencjalnych sktadnikéw czynnych kapusty takich jak: indolo-3-karbinolu
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(I3C) i izotiocyjanianu fenetylu (ITCF). Wykazano, ze soki a szczegdlnie sok z
kiszonej kapusty podobnie jak I3C i ITCF podwyzszal aktywnos¢ GST indukujac
izoformy GSTA i GSTM w watrobie szczura. Réwniez aktywnos$¢ i poziom biatka
NQOI1 byl podwyzszony pod wptywem sokéw z kapusty i badanych zwiazkow w
watrobie szczura. Zwigkszenie poziomu GSTA moze mie¢ istotny wptyw w ochronie
przed RFT i produktami peroksydacji lipidéw (Yang et al., 2003) o czym wspomniano
juz przy omawianiu efektow soku z aronii. Z kolei GSTM jest zaangazowania w
metabolizmie PWA podobnie jak NQOI, ktéra katalizuje dwuelektrodowa redukcje
chinonéw PWA (Tang et al., 2010; Keum et al., 2006). W przypadku nerek nie
zaobserwowano istotnych zmian pod wplywem badanych preparatéw w poziomie
analizowanych izoenzyméw GST z wyjatkiem GSTT, co moze wynika¢ z odmiennego
profilu narzadowego tych izoenzymoéw. Badania ostatnich lat wykazaty, ze kluczowa
role w indukcji enzymoéw II fazy odgrywa czynnik transkrypcyjny Nrf2 (nuclear factor
erythroid-2-related factor 2), ktéry uznawany jest za gléwny cel strategii
chemoprewencyjnych jak i chemioterapeutycznych. Przeprowadzilam ocen¢ poziomu
czynnika Nrf2 wykorzystujac technike Western blot z zastosowaniem specyficznych
przeciwcial w celu okreslenia czy indukcja GST i NOQI1 pod wptywem badanych
preparatéw jest pod kontrolg tego czynnika. Wykazatam najwi¢ksze zmiany w
poziomie Nrf2 we frakcji jadrowej pod wptywem indolo-3-karbinolu i izotiocyjanianu
fenetylu co potwierdzito dane literaturowe (Keum et al., 2003). Wyniki tych badan
byly prezentowane na 5th International Conference Cancer Prevention w 2008 r.
"Advances in Molecular and Clinical Aspects of Cancer Prevention" w St. Gallen, w
Szwajcarii a przedstawiona praca zostala nagrodzona dyplomem za najlepszy poster pt.
»The effect of cabbage juice and its components on the expression and activity of
phase 1 and 2 enzymes in rats” (poz. B/28 wg zatacznika 6).

Spostrzezenia z publikacji 4, 5 i 6 stanowi¢ moga podstawe¢ do dalszych badan
klinicznych oraz rekomendacji badanych produktéw zywnos$ciowych tj. sokow z

aronii, buraka i kapusty do celéw profilaktycznych i prozdrowotnych.

Czynnik Nrf2 a indukcja enzymow 11 fazy

W omoéwionych do tej pory pracach stosowatam model zwierzecy, oceniajac
indukcje interesujgcych mnie uktadéw enzymatycznych przede wszystkim w watrobie.

Takie podejscie uzasadnia fakt, ze w tym narzadzie procesy biotransformacji
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przebiegaja z najwyzszg aktywnoscig co ma istotne znaczenie dla prawidiowej oceny
toksycznosci réznych ksenobiotykéw oraz mechanizmu dziatania potencjalnych
zwigzkow chemoprewencyjnych.

W dalszych badaniach realizowanych w ramach projektu badawczego habilitacyjnego
N N405 425439 wykorzystywatam linie komérkowe wyprowadzone z ludzkiej watroby
prawidlowej oraz zmienionej nowotworowo, ktére umozliwiaja bardziej precyzyjne
okre$lanie mechanizmu dziatania badanych zwigzkéw lub preparatéw.

Nasze wczesniejsze badania wykazaty, ze kwas protokatechowy wykazujacy
wielokierunkowe dziatanie biologiczne, moze ingerowa¢ w rézne mechanizmy
zZwigzane z procesem nowotworzenia m.in. w procesy detoksykacji ksenobiotykéw
(Krajka-Kuzniak et al., 2004; 2005 - poz. II/A/4; 1I/A/5 wg spisu publikacji;
publikacje 2 i 3). Ten prosty kwas fenolowy wystgpuje w jabtkach i wielu innych
owocach, a takze w piwie (Baer-Dubowska et al., 2009 - poz. II/E/2 wg spisu
publikacji) w skiad, ktérego wchodzi takze inny biologicznie wazny zwiazek,
ksantohumol. Na ten zwigzek zwrécono uwage z powodu badan przeprowadzonych w
Uniwersytecie Stanu Oregon, ktére donosity o ,szczepionce” na raka prostaty
zawierajacej ksantohumol. Te informacje zainspirowaly nas do przebadania
ksantohumolu i1 jego wplywu na enzymy metabolizujace ksenobiotyki. W celu
doktadnego poznania mechanizmu indukcji enzyméw Il fazy bedacych pod kontrolg
czynnika Nrf2 poddano ocenie oddziatywanie ksantohumolu na poziom i ekspresj¢
enzymow II fazy takich jak GSTA, GSTM, GSTP, GSTT, NQO1 i HO-1 (publikacja
7). W badaniach wykorzystano nowotworowe komorki watrobowe (HepG2) i
immortalizowane/nienowotworowe hepatocyty (THLE-2). W pierwszym etapie badan
wykazano, ze ksantohumol zwigkszal ekspresje czynnika Nrf2 w nowotworowych i
prawidlowych hepatocytach. Poniewaz aktywacja Nrf2 jest zwigzana z degradacjg lub
modyfikacja biatka inhibitorowego Keapl oznaczano ekspresj¢ i poziom tego bialka.
Nie zaobserwowano istotnych zmian w ekspresji i poziomie biatka Keapl co moze
sugerowa¢ inny mechanizm aktywacji czynnika Nrf2. W kolejnym etapie badan
oceniono wplyw ksanthohumolu na ekspresje i poziom biatka GSTA, GSTM, GSTP,
GSTT, NOQI1 1 HO-1. Do oceny mRNA zastosowano metod¢ RT-PCR, a Western blot
do analizy poziomu biatka. Wykazano, ze ksantohumol indukowat ekspresj¢ i poziom
GSTP, GSTT, oraz NQO1 i HO-1 w prawidlowych hepatocytach, natomiast w
komérkach nowotworowych tylko ekspresje izoformy GSTA i GSTP. Nastepnie
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poddano ocenie wigzanie czynnika Nrf2 do DNA wykorzystujac technike ELISA.
Wykazano, korelacje miedzy zwiekszong ekspresja czynnika Nrf2 a wigzaniem do
DNA i ekspresja genéw bedacych pod jego kontrolg. Taki sam kierunek zmian
zaobserwowano w przypadku poziomu biatek kodowanych przez badane w tej pracy
geny. Ponadto w ramach tej pracy wykazano, cytotoksyczno$¢ w stosunku do
nowotworowych komoérek watroby HepG2 co moze wskazywa¢ na wilasciwosci
chemoterapeutyczne ksantohumolu.

Wybdr kolejnego zwigzku byl zwiazany z badaniami soku z jablek, ktérych
rezultaty prezentowatam ustnie na konferencji PTBioch w 2006 r. (poz. A/8 wg
zatacznika 6) a zarazem wspétpracy z prof. J. Barciszewskim z Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN. Z uwagi na korzystne wtasciwosci soku z jabtek istotna byta
ocena jego aktywnych skladnikéw, do ktérych nalezy kwas floretynowy, a takze
otrzymany niedawno na drodze syntezy chemicznej przez zespoty prof. L. Celewicza i
prof. J. Barciszewskiego, amid kwasu floretynowego (floretamid). Przeprowadzono
ocen¢ mechanizmu oddziatywania nowego syntetycznego i opatentowanego zwigzku,
floretamidu na enzymy II fazy i okreslono czy istnieje zalezno$¢ miedzy ich indukcja a
aktywacja czynnika Nrf2 (publikacja 8). Badania wykazaly, ze floretamid zwickszat
ekspresje czynnika Nrf2, wigzanie do DNA oraz ekspresj¢ genéw i poziom biatka
GSTA, GSTP, GSTT i NQOl w prawidlowych ludzkich hepatocytach. Nie
zaobserwowano istotnych zmian w poziomie badanych parametréw w nowotworowych
komoérkach HepG2. Uzyskane wyniki moga sugerowaé, ze floretamid wykazuje
bardziej wtasciwosci chemoprewencyjne niz chemoterapeutyczne.

Wyniki badan z wykorzystaniem catkowitej matrycy zywieniowej, zainspirowaty
nas do zbadania kolejnego aktywnego zwiazku, betaniny obecnej w soku z buraka.
Betanina indukowata poziom mRNA czynnika Nrf2 w prawidlowych hepatocytach
(THLE-2) (publikacja 9). Indukcja Nrf2 korelowata ze zwigkszonym poziomem
enzymow bedacych pod jego kontrolg takich jak GSTP, GSTM, GSTT i NQOI1 w
prawidtowych hepatocytach. Analiza Elisa wykazata zwigkszone wigzanie Nrf2 do
DNA réwniez tylko w komérkach THLE-2. Zaobserwowano wzrost aktywnosci GST i
NQOI1 pod wptywem betaniny réwniez tylko w prawidlowych immortalizowanych
komoérkach THLE-2. Poniewaz nie zaobserwowano istotnych zmian w poziomie biatka
inhibitorowego Keapl, dlatego oznaczono poziom wybranych kinaz takich jak JNK,

AKT i ERK, ktére moga by¢ zaangazowane w proces fosforylacji badanego czynnika
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transkrypcyjnego Nrf2. Wykazano, ze betanina zwigkszata poziom ufosforylowanych
kinaz z zastosowaniem techniki Western blot. Modulacja poziomu tych kinaz pod
wplywem betaniny wskazata, ze aktywacja Nrf2 moze zachodzi¢ poprzez fosforylacje
AKT i MAPK kinaz. W przeciwienstwie do nowotworowych komoérek HepG2
betanina nie wptywala istotnie na poziom badanych parametréw, dlatego nie moze by¢
potencjalnym chemoterapeutycznym zwigzkiem. Rezultaty tych badan po raz pierwszy
wykazaly, ze betanina moze indukowa¢ enzymy Il fazy przez aktywacj¢ Nrf2 poprzez
fosforylacje kinaz w nienowotworowych komodrkach watroby. Na podstawie
uzyskanych wynikdw mozna sugerowaé, ze betanina bedaca jednym z gléwnych
sktadnikéw soku z buraka moze by¢ odpowiedzialna za hepatoochronne wiasciwosci
badanego wczesniej preparatu.

Badania ostatnich lat zwracaja uwage na procyjanidyny, ktére wykazuja
wlasciwosci antymutagenne i antyoksydacyjne (Faria et al., 2006). Poprzednie badania
z wykorzystaniem soku z aronii, ktéry zawieral znaczne iloSci polimerycznych
procyjanidyn oraz dalsza wspdlpraca z prof. J. Oszmianskim z Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu doprowadzita do przebadania ekstraktu z kory gtogu.
Preparat zawierat polifenole, wsrdd ktérych najwiekszg ilos¢ stanowity procyjanidyny.
Ekstrakt nie byt cytotoksyczny zaré6wno w stosunku do prawidtowych jak i
nowotworowych komérek watroby (publikacja 10). Zaobserwowano wzrost mRNA i
poziomu biatka zaleznych od Nrf2 genéw takich jak GSTA, GSTP, GSTM, GSTT oraz
NQOI i HO-1 w nienowotworowych komoérkach watroby (THLE-2). Dodatkowo
oznaczano poziom czynnika Nrf2 ufosforylowanego w pozycji Ser 40. Badania
wykazaly korelacje mi¢dzy podwyzszonym poziomem ufosforylowanego Nrf2 we
frakcji jadrowej 1 jego wigzaniem do DNA oraz fosforylacjg kinaz JNK i1 ERK. Brak
wplywu ekstraktu na badane parametry w nowotworowych komérkach HepG2 moze
wykluczaé czgsciowo preparat jako terapeutyczny.

Z drugiej strony wyniki tych badan sugeruja, ze aktywacja $ciezki Nrf2/ARE moze
odgrywac istotng rol¢ w regulacji enzyméw detoksykacyjnych i antyoksydacyjnych pod
wpltywem  procyjanidyn, a takze moze tlumaczy¢ hepatoprotekcyjne i

chemoprewencyjne ich wlasciwosci.
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Indukcja NOQO1 a poziom p53

Jednym =z badanych przeze mnie enzyméw II fazy byla reduktaza
NAD(P)H:chinon 1 (NQO1), ktéra katalizuje dwuelektronowg redukcje chinonéw do
hydrochinonéw chronigc komérki przed toksycznym wptywem RFT. Szereg badan
pochodzacych z ostatnich lat wskazuje na udziat NQO1 w stabilizacji poziomu genu
supresorowego p53, jednak mechanizm nie jest do konca poznany (Gong et al., 2007).
Z uwagi na zaobserwowang w publikacjach 7, 8, 9 i 10 indukcj¢ zaréwno na
poziomie mRNA, jak i na poziomie biatka NQO1 przeprowadzono analiz¢ poziomu
p53 pod wptywem ksantohumolu, floretamidu, betaniny oraz ekstraktu z kory glogu.
Wszystkie badane zwigzki zwigkszaty poziom p53 w prawidtowych hepatocytach co
potwierdza hipotezg o stabilizacji poziomu p53 poprzez NQOI i jednoczesnej ochronie
przed degradacja w proteosomie. Te obserwacje zawarte s3 w publikacjach 7, 8, 9 i

10.

Metylacja GSTP1 w nowotworowych komorkach HepG2

Ostatnia dekada przyniosta przetom w wyjasnieniu epigenetycznych
mechanizméw regulacji ekspresji gendw wskazujac na $ciste wspotdziatanie metylacji
DNA, kowalencyjnych modyfikacji histonéw 1 przebudowy chromatyny. Od kilku lat
uwaga wielu naukowcow skupia si¢ wokodt poznania specyficznego profilu metylacji
charakteryzujacego kazdy typ nowotworu u ludzi. Istnieje wiele genéw, dla ktérych
opisano hipermetylacje w nowotworach watroby m.in. p16, GSTPI, RASSFI1A. Genem
wyciszonym przez nadmierng metylacje jest rowniez gen GSTPI. W ramach projektu
habilitacyjnego N N405 425439 przeprowadzono analiz¢ metylacji GSTPI w
komérkach nowotworowych HepG2 poddanych dziataniu floretamidu, betaniny i
ekstraktu z kory glogu zawierajacego procyjanidyny. Technika MSP nie wykazata
jednak zmian w metylacji GSTPI pod wplywem badanych zwiazkéw. W przysztosci
chciatabym kontynuowa¢ analiz¢ metylacji innych genéw poniewaz badania te
moglyby dostarczy¢ nowych markerow diagnostycznych nowotworéw watroby.
Wyniki dotychczasowych badan z tego zakresu opublikowano w publikacjach 8, 9 i
10.
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PODSUMOWANIE

W przedstawionych pracach:

Wykazano, ze kwasy protokatechowy i taninowy, znane wczesniej jako
inhibitory procesu kancerogenezy, oraz zlozona matryca zywieniowa moga
stymulowac¢ aktywno$¢ enzymoéw Il fazy takich jak GST i NQOI.

Wykorzystujac technike¢ Western blot wykazano ponadto, ze zmiany w poziomie
izoform GST wywotane przez kwasy fenolowe sg skorelowane ze zdolnoscig tych
zwigzkbw do oddzialywania na metabolizm kancerogenéw z  grupy
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych. Za szczegdlnie wazng
nalezy uzna¢ indukcje¢ izoformy GSTM pod wptywem kwasu protokatechowego
oraz soku z buraka, poniewaz ta forma moze odpowiada¢ za deaktywacje
kancerogenéw z grupy PWA 1 nitrozoamin. Indukcja izoformy GSTA pod
wpltywem soku z aronii chroni przed reaktywnymi formami tlenu i produktami
peroksydacji lipidow, ktére moga by¢ produktami metabolizmu NDEA z grupy
nitrozoamin.

Wykazano zdolno$¢ syntetycznego zwigzku amidu kwasu floretynowego
obecnego w jabtkach do modulacji enzyméw II fazy bedacych pod kontrolg
czynnika Nrf2. Ponadto udowodniono, ze zwigzek ten jest induktorem
izoenzyméw GST i NQO1 w prawidtowych komoérkach watrobowych co sugeruje
mozliwos¢ zastosowania go w celach chemoprewencyjnych.

Potwierdzono wcze$niejszg obserwacj¢ innych autoréw wskazujaca, ze
ksantohumol jest silnie cytotoksyczny w stosunku do komoérek nowotworowych
watroby  HepG2. Nowoscig naszych badan bylo  wykorzystanie
immortalizowanych komérek watroby wobec ktérych, ksantohumol nie
wykazywat tak silnego toksycznego dzialania. To wskazuje na mozliwosé
wykorzystania ksantohumolu w celach terapeutycznych 1 chemoprewencyjnych.
Poréwnanie oddziatywania pojedynczych zwigzkow i matrycy zywieniowej in
vitro 1 in vivo wskazuje, ze zarOwno proste zwigzki jak i ztozona matryca
zywieniowa moga indukowa¢ enzymy II fazy zwigkszajac tym samym procesy
detoksykacji kancerogenéw takich jak N-nitrozodietyloamina czy 3-
metylocholantren. Wykazatam ponadto, ze stopien indukcji jest zr6znicowany w
zaleznosci od modelu badawczego, budowy zwigzkéw, dlugosci ekspozycji 1

gatunku zwierzat.
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e QOcena ekspresji i fosforylacji czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w powigzaniu z
biatkiem inhibitorowym Keapl i poziomem kinaz MAPK i AKT oraz ich
fosforylacji dostarczyta informacji na temat mechanizmu aktywacji czynnika
Nrf2 pod wptywem badanych zwiazkow.

e Wykazano réwniez, ze NQOI jest zaangazowany w stabilizacj¢ biatka
supresorowego pS53 pod wplywem ksantohumolu, floretamidu, betaniny i
ekstraktu z kory gltogu zawierajgcego procyjanidyny.

¢ Nie stwierdzono demetylacji genu GSTPI pod wplywem betaniny, floretamidu i
procyjanidyn z kory gltogu co wskazuje, ze w badanym uktadzie zwigzki te nie sg

zdolne do reaktywacji tego wyciszonego w wyniku metylacji genu.

Przeprowadzone badania dostarczyly wigc nowych informacji na temat dziatania
prostych i ztozonych zwigzkéw fenolowych na poziomie subkomérkowym i
molekularnym. Poréwnanie dziatania prostych zwigzkéw 1 zlozonej matrycy
zywieniowej dostarczylo ponadto informacji, ktére z badanych preparatow sg
najbardziej korzystne z punktu widzenia chemoprewencji i/lub wspomaganej
chemioterapii. Potwierdzenie zaangazowania czynnika Nrf2 w mechanizm indukcji
enzymOw omawianych w ramach rozprawy habilitacyjnej dostarcza dodatkowych
argumentéw za jego wykorzystaniem jako nowego i atrakcyjnego celu oddzialywania
zarOwno czynnikéw chemoprewencyjnych jak i1 chemioterapeutycznych. Ponadto
uzyskane wyniki mogg stanowi¢ podstawe do dalszych badan klinicznych oraz
rekomendacji okreslonych produktéw zywnosciowych do celéw profilaktycznych,

prozdrowotnych (,,health claims”).
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych
5.1. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

Jestem absolwentka Oddziatu Analityki Medycznej Wydziatu Farmaceutycznego
Akademii Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Studia ukonczytam z
wyrdznieniem w roku 1993 1 bezposrednio po ich ukonczeniu zostatam zatrudniona w
Katedrze Biochemii Farmaceutycznej, kierowanej przez prof. dr hab. Wtadystawa
Fenrycha, na etacie naukowo-dydaktycznym. Wykonywana przeze mnie praca
magisterska pt. ,,Zastosowanie przeciwciat monoklonalnych dla oceny wptywu
przeciwutleniaczy fenolowych na profil metabolitow benzo(a)pirenu u szczuréw
indukowanych metylocholantrenem” zostala nagrodzona na Wydziatlowym Konkursie
Prac Magisterskich (I miejsce). Zaréwno praca magisterska jak i pierwsze zadania
jakie mi powierzono dotyczyly oddziatywania przeciwutleniaczy na metabolizm
benzo(a)pirenu u szczuréw indukowanych 3-metylocholantrenem. Wyniki tych badan,
po uzupetnieniu danych staty si¢ przedmiotem publikacji w Nutrition and Cancer (poz.
II/A/2 wg spisu publikacji).

Od 1996 r. jestem czlonkiem zespotu badawczego prowadzonego przez prof. dr
hab. Wand¢ Baer-Dubowska w Katedrze Biochemii Farmaceutycznej Akademii
Medycznej w Poznaniu.

Moje zainteresowania koncentrowaty si¢ na badaniach mechanizmu kancerogenezy w
modelu in vitro i in vivo oraz mozliwo$ciach jej modulacji. Badania in vitro dotyczyly
oceny wptywu naturalnych zwigzkéw fenolowych na aktywno$¢ markeréw izoform
cytochromu P4501A1, 1A2, 2B. Wyniki tych badan opublikowano w Xenobiotica
(poz. II/A/1 wg spisu publikacji). W pracy, ktéra jest najczesciej cytowang w mojej
bibliografii wykazano m.in., ze kwas taninowy, sktadnik wielu owocéw jagodowych,
jest silnym niekompetycyjnym inhibitorem CYPIAl o Ki poréwnywalnym z [3-
naftoflawonem uznanym inhibitorem tej formy cytochromu P450.

Badania in vivo miaty na celu oceng¢ wptywu kwasu protokatechowego i1 taninowego
na aktywnos$¢ cytochroméw P450 i enzyméw Il fazy w watrobie i nerkach myszy.
Wyniki tych badan zostaty zaprezentowane na konferencji EACR w Sztokholmie w
1998 r. (poz. A/1 wg zatacznika 6), a m6j czynny udzial zostal sfinansowany przez

Towarzystwo Naukowe Warszawskie i Fundacj¢ im. Stefana Batorego.
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W kolejnych badaniach oceniano wptyw kwaséw fenolowych na poziom
izoenzymOw S-transferazy glutationowej (GST) w watrobie myszy i szczura z
zastosowaniem chromatografii  powinowactwa 1 techniki  wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC). Technika ta umozliwita rozdzielenie gtéwnych klas
GST i bezposredni pomiar ich w materiale biologicznym. Jej wdrozenie wymagato
ustalenia optymalnych warunkéw postepowania w celu zapewnienia powtarzalnosci i
doktadnos$ci uzyskiwanych wynikéw. Dokonano standaryzacji warunkéw analizy pod
wzgledem doboru odpowiednich parametréw: kolumny chromatograficznej, gradientu
stezen, czasu prowadzenia rozdziatu i retencji wzorcéw. Wyniki tych badan zostaty
zaprezentowane na 3" Conference on Food and Cancer Prevention Norwich (UK) we
wrzesniu 1999 r. (poz. B/10 wg zalacznika 6) i staly si¢ przedmiotem publikacji w
Dietary Anticarcinogens and Antimutagens: Chemical and Biological Aspects (Eds
I.T. Johnson & G.R. Fenwick) Royal Society of Chemistry 2000 (poz. II/E/1 wg spisu
publikacji). Udzial w tej konferencji byl mozliwy dzigki uzyskaniu grantu
promotorskiego KBN.

Problematyka chemicznej kancerogenezy i modulacji tego procesu przez zwigzki
o charakterze antykancerogenéw byla roéwniez przedmiotem mojej pracy doktorskiej
pt. ,,Wptyw roslinnych zwigzkéw fenolowych - kwasu protokatechowego i1 taninowego
na aktywno$¢ enzymow metabolizujacych ksenobiotyki w watrobie i nerkach myszy i
szczura”, ktorej promotorem byta prof. dr hab. Wanda Baer-Dubowska.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze roslinne zwigzki fenolowe moduluja aktywnos¢
enzymOw uczestniczagcych w aktywacji 1 detoksykacji chemicznych kancerogendw.
Zaobserwowany ogdlny profil indukcji i /lub aktywacji badanych enzyméw kwalifikuje
kwas protokatechowy i taninowy raczej do induktoréw monofunkcjonalnych enzyméw
II fazy niz oddziatywujacych za posrednictwem receptora Ah. Na podstawie danych
uzyskanych in vivo 1 in vitro nalezy uzna¢ kwas taninowy o strukturze polifenolu jako
silniejszy induktor lub inhibitor niz kwas protokatechowy o strukturze prostego kwasu
fenolowego. Praca doktorska byta czgsciowo finansowana ze srodkéw KBN w ramach

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

Po uzyskaniu stopnia doktora réwnolegle do badan przedstawionych w ramach
rozprawy habilitacyjnej, ocenialam aktywnos¢ enzymoéw II fazy w skorze myszy
indukowanej benzo(a)pirenem - B(a)P i 7,12-dimetylobenzo(a)antracenem - DMBA.
Jednoczesnie przy zastosowaniu techniki Western blot ocenialam poziomy
poszczegdlnych izoform badanych enzyméw. Przy uzyciu tej metody wykazano
indukcje izoformy GSTM pod wplywem B(a)P oraz wzrost poziomu GSTA po
natozeniu na skér¢ myszy DMBA. Obydwa izoenzymy s3 zaangazowane w
metabolizm badanych kancerogenéw. Kwas taninowy obnizal indukowany przez B(a)P
i DMBA poziom GSTA co potwierdzito wyniki badanh z wykorzystaniem innych
modeli doswiadczalnych. Ponadto zaobserwowano wzrost aktywnosci NQOI1 pod
wpltywem zastosowanych kancerogenéw. Sposréd wszystkich badanych zwigzkow
tylko resweratrol zwigkszal indukowany poziom NQOI1 co moze mie¢ wplyw na
ochron¢ przed kancerogennym dziataniem B(a)P. Ta pochodna stilbenu zmniejszata
natomiast poziom tego enzymu indukowanego przez DMBA. Badania byly
finansowane w ramach grantu MNiSW a ich wyniki zostaly opublikowane w
Toxicology (poz. II/A/6 wg spisu publikacji).

W ramach kolejnego projektu, ktérego kierownikiem byl prof. dr hab.
Witodzimierz Grajek z Akademii Rolniczej w Poznaniu bratam udzial w badaniach
majacych na celu ocen¢ modulacji enzyméw II fazy u szczuréw Sprague-Dawley
poddanych dziataniu DMBA i soku z aronii. Dwudziestoo§miodniowe podawanie
soku z aronii zwigkszato aktywno§¢ NQO1, GST i poziom izoformy GSTA w watrobie
samic szczurOw. Natomiast zastosowany kancerogen - DMBA indukowat izoformy
GSTM w watrobie i gruczole piersiowym, za§ GSTA réwniez w watrobie samic.
Modulacja izoenzyméw GST pod wptywem badanych preparatow potwierdza ich
zaangazowanie w metabolizm DMBA. Wyniki tych badan byly prezentowane na
konferencji naukowej ,,Naturalne przeciwutleniacze — od surowca do organizmu” i
zostaly opublikowane w Environmental Toxicology and Pharmacology (poz. II/A/9
wg spisu publikacji).

Kolejng matryca zywieniowa, ktérg badalam w ramach wspoéipracy z Politechnika
Gdanska (dr hab. A. Bartoszek) byl sok z kapusty. Oceniatam aktywnos$¢ i poziom

izoenzyméw CYP450 w watrobie i nerkach szczura. Wykazano, ze sok z kapusty
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podobnie jak izotiocyjanian fenetylu i indolo-3-karbinol zwigksza aktywnos$¢ i
ekspresje CYP1A1/1A2, ale punkty czasowe ich maksymalnej indukcji réznig si¢
zasadniczo w obydwu tkankach. Wyniki tych badan opublikowano w Phytotherapy
Research (poz. II/A/11 wg spisu publikaciji).

W modelu in vitro oceniatam takze wplyw soku z kapusty w poréwnaniu z indolo-3-
karbinolem, 3,3’-diindolilometanem 1 sulforafanem na ekspresj¢ Nrf2 w dwoéch liniach
nowotworowych piersi (MCF-7 i MDA-MB-231) oraz immortalizowanej linii MCF-
10A. Pod wptywem wszystkich badanych zwigzkéw zanotowano translokacje czynnika
Nrf2, przy czym w najwiekszym stopniu wplywat sulforafan. Wyniki tych badan byty
prezentowane na konferencjach naukowych: PTBioch w 2009 r. (poz. A/20 wg
zatacznika 6) i w San Francisco na konferencji American Chemical Society National w
2010 r. (poz. A/23 wg zatacznika 6). W badaniach tych oceniano takze poziom biatka
CYPI1AI, 1A2 i 1B1. Pod wptywem soku z kapusty i produktéw degradacji
glukozynolandéw: sulforafanu i 3,3’-diindolilometanu zanotowano indukcj¢ badanych
izoform cytochromu tylko na poziomie mRNA, co moze cze¢sciowo wyjasniaé
chemoprewencyjne wlasciwosci badanych preparatow. Wyniki tych badan
opublikowano w Nutrition and Cancer (poz. II/A/12 wg spisu publikacji).

Resweratrol (trans 3,4’5-trihydroksystilben) jest uwazany za niezwykle
obiecujacy czynnik chemoprewencyjny i/lub terapeutyczny. Jednak z uwagi na jego
niska biodostepnos¢ i rozpuszczalnos¢ w wodzie poszukuje si¢ analogéw tego zwigzku
charakteryzujacych si¢ nie tylko wigksza biodostepnoscia, ale takze selektywnoscig
wobec okreslonych biomarkeréw poszczegdlnych etapéw kancerogenezy. Najczesciej
sg to pochodne metoksylowe. Badania m.in. naszego zespotu wykazaty, ze zastapienie
tlenu atomem siarki w tym ugrupowaniu moze znacznie zwigkszy¢ aktywno$¢
stilbenéw. We wspodlpracy z wlasnym zespotem, a takze Katedry Toksykologii UMP
(dr hab. M. Murias) analizowatam dziatanie obydwu typéw analogéw w odniesieniu
nie tylko do cytochroméw P450 i enzyméw 11 fazy, ale takze biatka p53. Szczegdlnie
interesujagcym wynikiem tych badan bylo stwierdzenie zwigkszonej ekspresji genu
kodujacego to biatkko w komoérkach raka piersi pod wptywem 3,3°,4,4°,5,5-
heksahydroksystilbenu. Wigzalo si¢ to z obnizeniem poziomu mitochondrialnej
dysmutazy ponadtlenkowej przy rownoczesnej aktywacji kaspazy 9 i 3. Efektu takiego

nie wywotywal zwiazek macierzysty, wskazujac na korzystny efekt wprowadzenia
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dodatkowych grup hydroksylowych co opublikowano w Toxicology in Vitro (poz.
II/A/T wg spisu publikaciji).

Wyniki pozostalych badan dotyczacych oddziatywania analogéw resweratrolu byly
prezentowane na wielu miedzynarodowych konferencjach naukowych: 6™ Swiss
Apoptosis w Bernie w Szwajcarii 2010 r. (poz. B/29 wg zalacznika 6); PTBioch w
Wisle w 2010 r. (poz. A/28 wg zatacznika 6); EACR w Turcji w 2011 r. (poz. B/32 wg
zatacznika 6); 6th Polish-German Symposium on Pharmaceutical Sciences w
Diisseldorf w 2011 r. (poz. B/30 wg zalacznika 6); Cell Death in Cancer w
Amsterdamie w 2012 r (poz. B/33 wg zalacznika 6) i sg aktualnie przedmiotem
publikacji przygotowywanych do druku.

Ostatnie lata badan dostarczyly dowodéw, ze obok zmian genetycznych w
patogenezie nowotworéw istotng role odgrywaja takze mechanizmy zwigzane z
epigenetyczng kontrolg ekspresji gendéw. Badania z tego zakresu prowadzilam w
ramach projektu finansowanego przez MNiSW (kierownik V. Krajka-Kuzniak). Celem
projektu byta ocena mozliwosci reaktywacji wyciszonych w wyniku metylacji genéw
supresorowych w liniach komérkowych raka piersi (MCF-7) oraz raka krtani (UT-SCC
42B). Badania te wykazaly, ze cho¢ ros§linne zwiazki fenolowe hamowaty aktywno$¢
metylotransferaz DNA (DNMT) w ukladzie bezkomérkowym, nie mialy wptywu w
przeciwienstwie do stosowanych juz w lecznictwie nukleozydowych inhibitoréw tego
enzymu, na metylacj¢ badanych genéw w hodowanych komoérkach. Moze to
wskazywaé, ze roSlinne zwiazki fenolowe nie wydajg si¢ by¢ skutecznymi
modulatorami epigenetycznymi przynajmniej w badanym uktadzie doswiadczalnym.
Nie mozna jednak wykluczy¢ takiego dziatania w wyniku dlugotrwatej ekspozycji,
ktéra jest zwigzana z dieta. Wigza¢ si¢ to moze z faktem, ze stany zapalne moga
indukowa¢ metylacje DNA, a przynajmniej cze$¢ badanych zwigzkéw wykazuje
dzialanie przeciwzapalne. Mozliwe jest wigc ich posrednie oddzialtywanie na
epigenom. Rezultaty tych badan prezentowano na konferencjach: PTBioch w 2007 r.
(poz. A/12 wg zatacznika 6), EACR w Lyon w 2008 r. (poz. A/14 wg zatacznika 6),
PTBioch w 2009 r. (poz. A/21 wg zalacznika 6) i zostaty opublikowano w Toxicology
Letters 1 Toxicology In Vitro (poz. lI/A/8 1 II/A/10 wg spisu publikacji).

Badania z tego zakresu sg kontynuowane, a ocenie poddany jest wptyw kwaséw
fenolowych, elagowego i rozmarynowego oraz mirecytyny na funkcje sirtuiny 1 w

powigzaniu z inhibicjg glikohydrolazy poli ADP-rybozy (PARG). Metylacja DNA i
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acetylacja histonéw s3 ze sobg integralnie powigzane tworzac specyficzny kod
epigenetyczny. Szczegblng grupe deacetylaz zaleznych od NAD' tworzg sirtuiny.
Zahamowanie ekspresji PARG moze mie¢ wplyw na mechanizmy zwigzane z
epigenetycznym wyciszaniem genéw supresorowych w komoérkach nowotworowych.
Uzyskane do tej pory wyniki wskazuja, ze kwas elagowy zwigksza poziom izoform

PARG.

Podsumowanie

Wszystkie przedstawione wyzej kierunki badan nawigzuja do gtéwnego nurtu
moich zainteresowan, ktére szczegdélowo przestawilam w rozprawie habilitacyjne;j.
Realizujagc je z réznymi zespotami staralam si¢ poszerzy¢ ich zakres o nowe
potencjalne czynniki chemoprewencyjne i techniki badawcze umozliwiajgce poznanie
mechanizméw ich dzialania 1 ostatecznie zaproponowanie nowych strategii

chemoprewencyjnych.

5.3. Udzial w projektach badawczych

5.3.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych

1. Zadanie badawcze: Wptyw roslinnych zwigzkéw fenolowych — kwasu taninowego i
protokatechowego na aktywnos$¢ enzymdéw metabolizujacych ksenobiotyki in vivo.

Projekt KBN 4 PO4F 007 16 (grant promotorski) — zakonczony- wykonawca

5.3.2. Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych

2. Zadanie badawcze: Badanie wplywu ro$linnych zwigzkéw fenolowych oraz
inhibitoréw glikohydrolazy poli(ADP-rybozy) na aktywnos¢ metylotransferaz DNA 1
metylacje DNA. Projekt MNiSW N N405 04831/3338 — zakonczony — kierownik
projektu

3. Zadanie badawcze: Badanie molekularnego mechanizmu indukcji enzymoéw 1II fazy
przez roslinne zwigzki fenolowe - potencjalne czynniki chemoprewencyjne. Projekt
MNiSW/NCN N N405 4254 39 (projekt habilitacyjny) — zakonczony — kierownik
projektu

4. Zadanie badawcze : Weryfikacja zasad technologii wytwarzania i wykorzystania
zywno$ci bogatej w naturalne antyoksydanty pod wzgledem jej dziatania

prozdrowotnego. Projekt PZB/KBN 094/P06/2003/19 — zakonczony — wykonawca
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5. Zadanie badawcze: Poszukiwanie molekularnych celéw oddzialywania roslinnych
fenoli — potencjalnych czynnikow chemoprewencyjnych. Projekt KBN 2 POSF 049 26
— zakonczony — wykonawca

6. Zadanie badawcze: Wplyw aktywnych sktadnikéw soku z kapusty na proliferacje,
apoptoze i ekspresje wybranych genéw komorek raka piersi. Projekt MNiSW N N405
3390 33 — zakonczony — wykonawca

7. Zadanie badawcze: Ocena chemoprewencyjnego i przeciwnowotworowego dziatania
wybranych pochodnych resweratrolu. Projekt MNiSW N N405 180135- zakonczony —
wykonawca

8. Zadanie badawcze: Badanie modulacji drég przekaznictwa sygnatowego przez
naturalne 1 syntetyczne stilbeny - potencjalne czynniki chemoprewencyjne i

chemioterapeutyczne. Projekt MNiSW N N405 209737 — realizowany - wykonawca

Projekty wiasne AM i UM w Poznaniu

1. Zadanie badawcze: Ocena wpltywu roslinnych zwigzkéw fenolowych na poziom
izoenzymOw S-transferazy glutationowej u szczuréw. 501-3-02-05 - zakonczony -

kierownik projektu

2. Zadanie badawcze: Badanie wptywu roslinnych zwigzkéw fenolowych na enzymy
metabolizujgce ksenobiotyki u  myszy i szczura. 501-3-02-05 - zakonczony -

kierownik projektu

3. Zadanie badawcze: Badanie wptywu indolo-3-karbinolu i izotiocyjanianu fenetylu
na aktywnos$¢ GST oraz poziom jej izoenzyméw u szczura. 501-01-3302404-07048 -

zakonczony - kierownik projektu

5.4. Nagrody i wyroéznienia

1. Nagroda Indywidualna Naukowa Rektora Akademii Medycznej im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu, 2003

2. Nagroda Naukowa Zespotowa Ministra Zdrowia, Warszawa, 2006

3. Nagroda Zespotowa Dydaktyczna Uniwersytetu Medycznego im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu, 2007/2008

4. Nagroda Zespotowa Naukowa Rektora Uniwersytetu Medycznego im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu, 2009/2010

25



5. Nagroda Zespotowa Naukowa Rektora Uniwersytetu Medycznego im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu, 2011/2012

6. Amicus Studentium, Poznan 2012

5.5. Udzial w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych:

Bratam udziat w mi¢dzynarodowych i w krajowych konferencjach naukowych. Jestem
autorem i wspoétautorem 64 streszczen (wykaz streszczen - zatgcznik 6).

Wyniki badan prezentowatam w formie 5 wystapien ustnych:

1. Krajka-Kuzniak V., Gnojkowski J., Baer-Dubowska W. (1998) Wptyw kwasu
taninowego na aktywnos$¢ enzymow Kkatalizujacych reakcje biotransformacji w
watrobie i nerkach szczuréw. Streszczenia XXXIV Zjazdu PTBioch., Bialystok, 15-
18.09.1998, 202.

2. Szaefer H., Krajka-Kuzniak V., Baer-Dubowska W. (2005) Modulation of
cytochrome P450 isoforms by indole-3-carbinol in rat liver and kidney. Acta Bioch.
Pol. 52 suppl. 1, 151. 40th Meeting of the Polish Biochemical Society, Lublin, 19-23
September, 2001.

3. Krajka-Kuzniak V., Szaefer H., Mikotajczyk K., Baer-Dubowska W. (2007)
Wptyw soku z buraka na aktywnos¢ 1 ekspresj¢ enzyméw metabolizujgcych
ksenobiotyki u  szczura. Streszczenia Konferencji naukowej ,Naturalne
przeciwutleniacze — od surowca do organizmu”, Poznan, 29-30 01.2007, 135.

4. Krajka-Kuzniak V., Szaefer H., Markowski J., Baer-Dubowska W. (2006) The
effect of cloudy apple juice on the activity and expression cytochrome P450 and phase
I enzymes in N-nitrosodiethylamine-induced rat liver. Acta Bioch. Pol. 53 suppl. 1,
42. Abstracts of the 41th Meeting of the Polish Biochemical Society, Biatystok, 12-15
September 2006.

5. Krajka-Kuzniak V., Paluszczak J., Szaefer H., Baer-Dubowska W. (2012) Betanin
induces Nrf2-mediated expression of phase II detoxifying/antioxidant enzymes in
human liver cell lines. Acta Bioch. Pol. 59 suppl. 3, s. 194. Abstracts of the 47th
Congress of the Polish Biochemical Society and Polish-German Biochemical Societies

Joint Meeting. Poznan Poland, September 11th -14th, 2012
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5.6. Szkolenia i kursy naukowe

W celu kontynuacji ksztalcenia i podniesienia kwalifikacji bralam udzial w wielu
kursach i1 konferencjach naukowo-szkoleniowych (zatgcznik 6):

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

e Kurs przygotowawczy na II 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 kwasow
nukleinowych i biatek” (6-8.06.2001; Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii
UAM, Poznan)

e Kurs ,,Analiza ekspresji genéw metodg mikromacierzy DNA” (3-5.12.2007; L6dz
Uniwersytet Medyczny w ELodzi)

e [etni kurs hodowli komérek zwierzecych (9-12.06.2008; Zaktad Cytologii na
Wydziale 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 cztonkiem nastepujacych towarzystw naukowych:

¢ European Environmental Mutagen Society, 2002

¢ European Association for Cancer Research, 2004

¢ Polskie Towarzystwo Diagnostyki Laboratoryjnej, 1993

¢ Polskie Towarzystwo Biochemiczne, 2006

5.8. Recenzje
Bylam recenzentem 6 prac w nast¢pujacych czasopismach: Food and Chemical
Toxicology, Drug Chemical Toxicology, BBA-Molecular Cell Research, British

Journal of Nutrition, Inflammation, Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalne;j.
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6. Podsumowanie osiagnie¢ naukowo-badawczych

W sktad mojego dotychczasowego dorobku naukowego wchodza 23 prace
oryginalne, 1 praca pogladowa oraz 2 rozdziaty w ksigzkach. Jestem takze autorem 2
rozdziatéw w skrypcie oraz 2 rozdziatéw w podreczniku dla studentéw z laczng
punktacja KBN/MNiSW =591 oraz IF = 52.135.
Prace byly cytowane w 235 publikacjach wg bazy Web of Knowledge; w 222
publikacjach wg bazy Web of Sciences, a méj Indeks Hirscha wynosi 8 (Web of
Knowledge); 7 (Web of Sciences).
Bralam udzial w realizacji 8 projektow badawczych finansowanych przez
KBN/MNiSW/NCN (w dwoéch jako kierownik projektu), oraz w 3 finansowanych w
ramach badan wiasnych UMP jako kierownik.
Jestem autorem 1 wspoétautorem 64 doniesien zjazdowych: 28 prezentowanych na
konferencjach zagranicznych i 36 na krajowych zjazdach, w tym 5 prezentowatam jako

wystgpienia ustne.

U ooyl - bt a

28



