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1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe.

1992: magister biologii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

2002: doktor nauk farmaceutycznych, Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum U],
Krakéw, tytul pracy: Wplyw sktadnikow wyciggu z kwiatéw malwy czarnej (Flos Malvae

Arboreae) na obraz histoenzymatyczny i morfologiczny tarczycy i gonady meskiej szczura.

2. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

1993 — pracownik inzynieryjno-techniczny, Zaktad Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekéw,
Instytut Farmakologii, PAN, Krakéw

1993 — 1995: asystent, Zaktad Wirusologii, Instytut Mikrobiologii, Collegium Medicum, UJ,
Krakéw

1995 — 2009: pracownik naukowo-techniczny, asystent, adiunkt, Zaktad Cytobiologii i
Histochemii, Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum UJ, Krakéw

2010 — obecnie: adiunkt, starszy wykltadowca; Zaktad Cytobiologii (pierwotna nazwa Zaktad
Cytobiologii 1 Histochemii), Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum U]J,

Krakow



3. Wskazanie osiggniecia 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.):

Podstawa pracy habilitacyjnej zatytutowanej ,,Modulujacy wplyw wybranych polifenoli na
przeciwbialaczkowe dzialanie etopozydu i na jego cytogenotoksyczna aktywnosé¢ w
komérkach prawidlowych” jest monotematyczny cykl 6 publikacji o tacznym IF
wynoszacym 12.5 (141 pkt. MNiSW). We wszystkich publikacjach stanowigcych postawe

habilitacji jestem pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym.

3.1. Wykaz publikacji stanowiacych podstawe habilitacji

P1. Papiez MA, Dybata M, Sowa-Ku¢ma M, Krzysciak W, Taha H, J6zkowicz A, Nowak G.
(2009) Evaluation of oxidative status and depression-like responses in Brown Norway rats

with acute myeloid leukemia. Progress in Neuro-Psychopharmacology & Biological

Psychiatry 33 (4): 596-604. IF = 2.823, 24 pkt.

P2. Papiez MA, Baran J, Bukowska-Strakova K, Wiczkowski W. (2010) Antileukemic action
of (—)-epicatechin in the spleen of rats with acute myeloid leukemia. Food and Chemical

Toxicology 48 (12): 3391-3397. IF = 2.602, 32 pkt.

P3. Papiez MA, Baran J, Bukowska-Strakovd K, Krosniak M. (2011) Epicatechin
administration leads to necrotic cell death of rat leukemia promyelocytes in vivo. In Vivo

25 (1): 29-34. IF = 1.264, 20 pkt.

P4. Papiez MA, Bukowska-Strakova K, Krzysciak W, Baran J. (2012) (-)-Epicatechin
enhances the etoposide-induced antileukaemic effect in rats with acute myeloid

leukaemia. Anticancer Research 32 (7): 2905-2914. IF = 1.713, 20 pkt.

PS. Papiez MA. (2013) The influence of curcumin and (-)-epicatechin on the genotoxicity
and myelosuppression induced by etoposide in bone marrow cells of male rats. Drug and

Chemical Toxicology 36 (1): 93-101. IF = 1.098, 15 pkt.



P6. Papiez MA, Krzysciak W, Szade K, Bukowska-Strakova K, Kozakowska M, Hajduk K,
Bystrowska B, Dulak J, J6zkowicz A. (2016) Curcumin enhances the cytogenotoxic effect
of etoposide in leukemia cells through induction of reactive oxygen species. Drug

Design, Development and Therapy 10: 557-570. IF(2014/2015) = 3.028, 30 pkt.

4.2. Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem

ich ewentualnego wykorzystania.

3.2.1. Wprowadzenie

W poszukiwaniu selektywnej terapii przeciwnowotworowej zwraca si¢ uwage na roznice w
stanie redoks miedzy komdrkami nowotworowymi, a prawidtowymi. Komoérki nowotworowe,
w tym bialaczkowe, charakteryzujg si¢ czesto podwyzszonym poziomem reaktywnych form
tlenu (RFT), w stosunku do prawidtowych komérek prekursorowych (Nowicki 1 wsp., 2004).
Wykazano, ze wzrost poziomu RFT w surowicy krwi u pacjentéw z ostrg biataczka szpikowa
(ang. Acute Myeloid Leukemia, AML) koreluje ze wzrostem liczby leukocytéw krazacych we
krwi (Zhou 1 wsp., 2007).

Przyczyna podwyzszonego poziomu RFT w komoérkach biataczkowych sa miedzy
innymi onkogeny, ktére moga kontrolowa¢ ekspresje¢ 1 aktywnos$¢ podjednostek biatkowych
oksydazy NADPH (ang. NADPH oxidase, NOX), co skutkuje nasileniem powstawania RFT
(Irwin 1 wsp., 2013; Reddy i wsp., 2011). Przypuszcza si¢, ze r6znice w stanie redoks migdzy
komérkami biataczkowymi, a prawidlowymi moga postuzy¢ jako cel terapeutyczny.
Podwyzszajac poziom stresu oksydacyjnego w komoérkach biataczkowych z endogennym
wysokim poziom RFT mozna tatwiej zaindukowac¢ w nich apoptoze¢ stosujgc prooksydanty, w
poréwnaniu z prawidlowymi komoérkami ze stosunkowo niskim poziomem RFT.

Niektére konwencjonalne leki przeciwnowotworowe, takie jak: antracykliny,
cytarabina, czy tez winkrystyna moga nasila¢ stres oksydacyjny w komoérkach
nowotworowych (Celik i Arinc 2008; lacobini i wsp., 2001; Chiu i wsp., 2012). Z drugiej
strony wywolujg one czg¢sto silne niepozadane efekty w prawidtowych komoérkach, co
ogranicza ich zastosowanie kliniczne (Zhou i wsp., 2001; Patel i wsp., 2012; Kaur i wsp.,
2010). Przyczyng tych ubocznych efektow jest miedzy innymi silne dziatanie prooksydacyjne
w zdrowych tkankach.

Obecnie badania zmierzaja w kierunku opracowania lekéw dziatajacych selektywnie
na komoérki nowotworowe, a nie wywierajacych efektu cytotoksycznego na prawidlowe

komorki organizmu. Trwaja takze prace nad nowymi, komplementarnymi metodami leczenia
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nowotworéw, w celu zwigkszenia indeksu terapeutycznego cytostatykow. Poszukuje si¢ tez
nowych metod leczenia cytoprotekcyjnego dla ochrony prawidtowych tkanek, ktére
stanowityby uzupelnienie klasycznej chemioterapii, bez negatywnego wplywu na jej

skutecznosc¢.

3.2.1.1. Polifenole jako zwiqzki modulujgce dziatanie cytostatykéow w komorkach
biataczkowych

W badaniach nad metodami komplementarnymi, uwage zwracaja zwigzki pochodzenia
roslinnego z grupy polifenoli, ktére moga wywiera¢ selektywne dzialanie prooksydacyjne i
cytotoksyczne wzgledem komodrek nowotworowych i jednoczesnie wykazuja stabe dziatanie
cytotoksyczne i nie wplywajg znaczaco na stan redoks komorek prawidtowych w testach in
vitro 1 in vivo (Yamamoto i wsp., 2003; Feng i wsp., 2007; Sanchez i wsp., 2010). Co istotne,
niektore polifenole mogg tez selektywnie nasila¢ dzialanie niektérych cytostatykow na
komérki nowotworowe, wywierajac jednoczesnie efekt cytoprotekcyjny w prawidlowych
tkankach (Zhou i wsp., 2011; Enomoto i wsp., 2011; Du i wsp., 2010).

Polifenole sg znane z ich wiasciwosci antyoksydacyjnych, jednak w niektérych
warunkach mogg dziata¢ prooksydacyjnie (Sergediene i wsp., 1999). Wykazano, iz dziataja
one anty- lub prooksydacyjne na drodze klasycznej, jako zwiazki o wlasciwosciach
redukujacych lub wptywaja na stan redoks komorki (Lee i Lee 2006; Papiez i wsp., 2008).

Przypuszcza si¢, ze nasilanie stresu oksydacyjnego przez niektére polifenole w
komoérkach biataczkowych jest zwiazane z ich zdolnoscig do redukcji jonéw Cu®* do Cu®
(Oikawa 1 wsp., 2003; Khan i wsp., 2014). Komoérki nowotworowe maja bardzo czesto
podwyzszony poziom jonéw Cu’* oraz zwiekszona ekspresje transportera tych jonéw w
poréwnaniu z prawidlowymi komérkami (Carpentieri i wsp., 1986; Peng i wsp., 2006), co
mozna wykorzystaé w celach terapeutycznych. Jony Cu® reaguja z tlenem prowadzac do
powstania nadtlenku wodoru (H,0O,), a nast¢pnie rodnika hydroksylowego (-OH), ktéry moze
wywolywac uszkodzenia DNA skutkujace apoptozg. W badaniach na liniach nowotworowych
wykazano, ze chelator jonéw Cu®* neokuproina hamuje apoptoze indukowana réznymi
polifenolami (Khan i wsp., 2014).

Wiasciwosci  prooksydacyjne w obecnosci Cu* wykazuja przede wszystkim
flawonoidy z ugrupowaniem katecholowym lub pirogalolowym (Gao i wsp., 1997), a takze
polifenol taki jak kurkumina posiadajacy strukture beta-diketonu (Yoshino i wsp., 2004).

Majac na uwadze powyzsze fakty, zwigzki z grupy poliefenoli moglyby znalez¢

zastosowanie w modyfikowaniu dziatania konwencjonalnych lekéw przeciwnowotworowych,
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zwigkszajac ich indeks terapeutyczny oraz chronigc komérki prawidlowe przed ubocznymi

efektami lub przynajmniej ich nie nasilajac.

3.2.1.2 Cytogenotoksyczne dziatanie etopozydu na komorki biataczkowe i prawidlowe
komorki mieloidalne

Etopozyd jest cytostatykiem stosownym w niektérych protokotach w fazie indukcyjnej oraz
konsolidacyjnej leczenia AML i moze on wydtuzy¢ czas trwania catkowitej remisji. Z drugie;j
strony etopozyd wykazuje silne dziatanie uboczne na prawidtowe prekursory komérek szpiku
kostnego. U 1.6 — 12.4 % pacjentow leczonych przez dtugi okres czasu tym cytostatykiem, na
przykiad z powodu guzéw litych, rozwija si¢ leko-zalezna, ostra biataczka szpikowa (ang.
treatment-related Acute Myeloid Leukemia, t-AML) (Kagan i wsp., 1999). Z punktu widzenia
chemioterapii istotne jest ograniczenie niepozadanych skutkéw dzialania etopozydu, przy
zachowaniu jego aktywnoS$ci przeciwnowotworowej.

Etopozyd jest potsyntetyczng pochodng epipodofilotoksyny, wprowadzong do terapii
w 1971 roku i stosowang w leczeniu niektérych guzéw litych, biataczek i chtoniakéw (Slevin
1991). Gléwnym mechanizmem dziatania etopozydu jest stabilizacja kompleksu
rozcinajacego DNA-topoizomeraza II poprzez tworzenie wigzania kowalencyjnego z tym
kompleksem, co uniemozliwia ponowne pofaczenie nici DNA (Berger i wsp., 1991). Taka
aktywnos$¢ etopozydu prowadzi do powstawania pojedynczych pekni¢¢ nici DNA (ang. DNA
single-strand breaks, SSBs) oraz najbardziej letalnych podwéjnych pgknie¢ DNA (ang. DNA
double-strand breaks, DSBs), wywotujacych apoptoz¢ komodrek nowotworowych
(Muslimovi¢ i wsp., 2009). Etopozyd jest metabolizowany przy udziale cytochromu P450 do
metabolitéw katecholowych, z ktérych powstaja nast¢pnie orto-chinony, wykazujace
zdolno$¢ do hamowania aktywnosci topoizomerazy II, podobnie jak sam cytostatyk
(Gantchev i Hunting, 1998).

W  komoérkach linii mieloidalnej, z wysoka konstytutywng aktywnoS$cia
mieloperoksydazy (ang. Myeloperoxidase, MPO), etopozyd i jego metabolity katecholowe,
ulegajag  jednoelektronowemu utlenianiu do bardziej genotoksycznych rodnikow
fenoksylowych (Kagan i wsp., 2001). Z uwagi na to, ze ekspresja MPO dominuje nad
ekspresja cytochromu P450 w mieloidalnych komoérkach progenitorowych CD34+,
fenoksylowe rodniki tego cytostatyku moga odgrywa¢ duza role w dziataniu
prooksydacyjnym i genotoksycznym na te komorki (Soucek i wsp., 2005). Wielu dowodow
na rolg genotoksycznego dziatania rodnikéw fenoksylowych, ktére moze odpowiada¢ za

transformacj¢ nowotworowg prekursoréw mieloidalnych dostarczyt zesp6t Kagan wykonujac
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badania w latach 1994-2004. Badacze ci wykazali, ze fenoksylowe rodniki etopozydu moga
utleniac tiole, takie jak GSH 1 sulthydrylowe grupy biatek, prowadzac do powstania rodnik6w
tiylowych i obnizajac znacznie poziom GSH w prekursorach mieloidalnych (Borisenko i
wsp., 2004). Tiylowe rodniki moga wchodzi¢ w dalsze reakcje, ktére powoduja nasilenie
produkcji RFT w §rodowisku z obnizonym poziomem GSH (Tyurina i wsp., 1995; Kagan i
wsp., 1999). Skutkiem takiego dziatania sa uszkodzenia makroczastek, w tym DNA.
Oksydacyjnej modyfikacji pod wptywem etopozydu moze podlegaé takze topoizomeraza II,
co bedzie zwigkszalo prawdopodobienstwo powstawania uszkodzen DNA (Kagan i wsp.,
1999). Ponadto wolne rodniki etopozydu moga prowadzi¢ bezposrednio do powstania DSBs
(Nowicki 1 wsp., 2004; Sallmyr 1 wsp., 2008), zarowno w komodrkach biataczki szpikowej jak
i w prawidlowych prekursorowych komoérkach linii mieloidalnej, potegujac efekt
genotoksyczny tego cytostatyku. DSBs stwarzaja wysokie ryzyko wystgpienia translokacji
chromosomalnych, ktére czegsto sag wykrywane w komoérkach biataczkowych (Richardson i
Jasin 2000).

Innym rodzajem uszkodzen DNA wywotywanym przez wolne rodniki sg oksydacyjne
uszkodzenia. Do najcze¢séciej wystepujacych oksydacyjnych uszkodzen DNA zalicza si¢ 8-
hydroksy-2’ deoksyguanozyne (8-OHdG), ktérej poziom jest podwyzszony w komorkach
réznych typéw nowotworéw (Klaunig 1 wsp., 2010). Jej obecnos¢ skutkuje zaburzeniami w
replikacji DNA, ktére mogg si¢ przyczynia¢ do transwersji guaniny do tyminy w genach
istotnych dla rozwoju nowotworéw (Cheng i wsp., 1992). Wzrost poziomu 8-OHdG uwaza
si¢ takze za biomarker stresu oksydacyjnego (Valavanidis i wsp., 2009).

Etopozyd przyczynia si¢ do powstania zarowno pekniec¢ nici DNA jak 1 8-OhdG (Attia
i wsp., 2013). Za posrednictwem tych uszkodzen moze on wywiera¢ efekt cytogenotoksyczny
na komorki biataczki szpikowej, nasilajac ich apoptoz¢ lub wywotuje uboczne dziatanie w
prawidlowych komérkach linii mieloidalne;.

Cytogenotoksyczne dziatanie etopozydu na prawidlowe komorki prekursorowe szpiku
kostnego moze prowadzi¢ do mielosupresji 1 neutropenii, ktére sg najczestszymi objawami
ubocznymi ograniczajagcymi stosowanie tego cytostatyku (Joel i wsp., 1994; Kobayashi i
Ratain 1994). U os6b leczonych tym cytostatykiem znacznie rzadziej moze si¢ rozwingé
wspomniana juz t-AML lub zespét mielodysplastyczny (Whitlock 1 wsp., 1991; Buckley i
wsp., 2014). W badaniach in vitro z uzyciem ludzkich, progenitorowych komoérek
mieloidalnych CD34" wykazano korelacje miedzy poziomem fenoksylowych rodnikéw
etopozydu, a wystepowaniem translokacji genu MLL (ang. Mixed-Lineage Leukemia, MLL.),
charakterystycznej dla t-AML (Vlasova i wsp., 2011). Bioragc pod uwage powyzsze fakty,
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ograniczenie efektow ubocznych etopozydu mogloby pozwoli¢ na zwigkszenie dawki i
przyczynic¢ si¢ do poprawienia indeksu terapeutycznego tego leku.

W badaniach bedacych przedmiotem prac na stopien doktora habilitowanego skupitam
swoja uwage na etopozydzie, gdyz interesujagce dla mnie bylo poznanie, czy wybrane
polifenole o udowodnionej aktywnos$ci prooksydacyjnej i cytotoksycznej wobec komorek
biataczki szpikowej beda dziataty synergistyczne z etopozydem.

Z drugiej strony nasuwa si¢ pytanie, czy polifenole bedace potencjalnymi substratami
(Goldman 1 wsp., 1999) dla MPO podobnie jak sam etopozyd, nie ogranicza
przeciwnowotworowego dziatania tego leku na komorki biataczki wywodzacej si¢ z linii
mieloidalne;j.

Kolejnym problemem, ktoéry podjetam sie¢ wyjasni¢ w swoich badaniach byto poznanie
wptywu wybranych polifenoli na aktywno$¢ etopozydu wobec komoérek prawidtowych linii
mieloidalnej, gdyz nie mozna wykluczy¢ potegujacego dziatania tych sktadnikéw roslinnych
na cytogenotoksyczng aktywnos¢ etopozydu w warunkach srodowiska redoks, panujacego w

tych komérkach.

3.2.1.3 Kurkumina i (-)-epikatechina jako potencjalne zwigzki modyfikujgce
cytogenotoksyczne dziatanie etopozydu

W celu modyfikowania dziatania etopozydu na komorki biataczkowe i prawidtowe, wybratam
(-)-epikateching i kurkuming, polifenole ktére mogg wywiera¢ prooksydacyjne dziatanie na
komoérki AML wykazane przez innych autor6w oraz w badaniach wlasnych (Oikawa i wsp.,
2003; Séanchez 1 wsp., 2010; Papiez i wsp., 2014). Kurkumina jest polifenolem
wyizolowanym z klaczy ostryzu dlugiego Curcuma longa L (Aggarwal i wsp., 2003).
Natomiast (—)-epikatechina wystepuje w najwickszej ilosci w ziarnie kakaowca, a takze w
zielonej herbacie i winogronach (Schroeter i wsp., 2006).

Kurkumina 1 (-)-epikatechina nasilaja produkcj¢ RFT w komorkach linii ludzkiej
biataczki szpikowej HL-60, dzieki redukcji jondéw Cu?. Konsekwencja tego dzialania jest
znamienny wzrost poziomu 8-OHdG i apoptoza komérek (Oikawa i wsp., 2003; Yoshino i
wsp., 2004; Nakazato i wsp., 2005). Efekt ten wskazuje na zdolno$¢ kurkuminy i (-)-
epikatechiny do zwigkszania ilosci H,O,, co jest konsekwencjg redukcji Cu**do Cu*. Z uwagi
na to, ze MPO odgrywa kluczowg rol¢ w apoptozie indukowanej za posrednictwem H,O, w
komérkach HL-60 (Wagner i wsp., 2000), mozna przypuszczaé, ze te polifenole beda
posredniczyly w nasilaniu apoptozy komoérek z wysoka aktywno$cig tego enzymu i

podwyzszonym poziomem jonéw Cu™, ktory czesto towarzyszy biataczce.



Takie dziatanie polifenoli byloby szczegélnie pozadane w przypadku AML, z uwagi
na niskg skuteczno$¢ terapii stosowanych w leczeniu tej biataczki. Pigcioletni okres przezycia
po leczeniu indukcyjnym osigga tylko okoto 24% pacjentéw z AML (Howlader i wsp., 2012).
Problemem w terapii tej biataczki sg nawroty choroby i pierwotna lub nabyta oporno$¢

komoérek biataczkowych na leczenie.

3.2.2. Cel badan stanowiacych podstawe habilitacji

Celem badan stanowigcych podstawe¢ pacy habilitacyjnej i wchodzacych w cykl 6 publikacji
(P1 — P6) byto zbadanie przeciwbiataczkowego dziatania (—)-epikatechiny i kurkuminy u
szczurOw BNML oraz okreslenie wptywu tych polifenoli na dziatanie etopozydu na komorki
ostrej biataczki szpikowej oraz prawidtowe komorki szpiku kostnego. Cel ten zostat

zrealizowany poprzez wykonanie niniejszych badan:

1. Zbadanie stanu oksydacyjno-redukcyjnego w tkankach szczur6w BNML oraz

zdrowych osobnikéw rasy BN.

2. Okreslenie wptywu (—)-epikatechiny na apoptoze, stan redoks, poziom alkali-
labilnych peknie¢ DNA i oksydacyjnych uszkodzen zasad purynowych w komérkach
biataczkowych i1 prawidtowych, izolowanych ze §ledziony i ze szpiku kostnego

szczurOw BNML.

3. Okreslenie wptywu (—)-epikatechiny na dziatanie etopozydu na komorki biataczkowe
oraz komorki prawidlowe szpiku kostnego i sledziony szczuréw BNML, w zakresie
aktywnosci pro-apoptotycznej, wptywu na stan redoks i na obraz cytologiczny szpiku

kostnego.
4. Okreslenie wptywu (-)-epikatechiny i1 kurkuminy na dzialanie genotoksyczne
etopozydu oraz na zmiany w obrazie cytologicznym szpiku kostnego pod wplywem

tego cytostatyku u zdrowych szczuréw rasy BN.

5. Okreslenie wptywu kurkuminy na apoptoze 1 udzial procentowy komorek

biataczkowych w §ledzionie szczuréw BNML.
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6. Okreslenie wptywu kurkuminy na pro-apoptotyczne dziatanie etopozydu na komorki

biataczkowe i prawidtowe izolowane od szczuréw BNML.

7. Zbadanie wptywu kurkuminy na cytogenotoksyczne dziatanie etopozydu na komorki
linii HL-60 oraz na ludzkie, progenitorowe komérki mieloidalne CD34" i

granulocyty, w warunkach in vitro.

8. Okreslenie charakteru interakcji migdzy kurkuming, a etopozydem oraz wptywu tych

dwoch zwigzkéw na stan redoks komérek HL-60 w badaniach in vitro.

3.2.3. Oméwienie wynikoéw badan stanowiacych podstawe pracy habilitacyjnej

Publikacja P1 — Papiez MA, Dybala M, Sowa-Kuéma M, Krzysciak W, Taha H,
Jozkowicz A, Nowak G. (2009) Evaluation of oxidative status and depression-like
responses in Brown Norway rats with acute myeloid leukemia. Progress in Neuro-

Psychopharmacology & Biological Psychiatry 33 (4): 596-604.

Biorgc pod uwage, ze AML czgsto towarzyszy stres oksydacyjny, celem niniejszych badan
byto okreslenie stanu redoks w modelu biataczki szpikowej szczura rasy Brown Norway (ang.
Brown Norway Myeloid Leukaemia, BNML). BNML jest przeszczepialng biataczka,
rozwijajaca si¢ u immunokompetentnych zwierzat (Van Bekkum i Hagenbeek 1977), co jest
atutem tego modelu eksperymentalnego. Tworzac ten model doswiadczalny poprzez dozylne
iniekcje dwumetylobenzoantracenu, badacze mieli na uwadze aby odzwierciedlal on jak
najlepiej ,,problemy kliniczne” wystgpujace w przebiegu ostrej biataczki szpikowej u ludzi
(Martens i wsp., 1990). Biataczka w modelu BNML charakteryzuje si¢ powolng progresja,
przewidywalng dynamika rozrostu i wykazuje podobienstwa do ludzkiej AML, takie jak
zahamowanie prawidlowej hematopoezy, podobna wrazliwos¢ komérek BNML na leki
cytostatyczne i zaburzenia w krzepnigciu krwi (Martens 1 wsp., 1990; Van Bekkum i
Hagenbeek 1977). Model ten okazal si¢ pomocny w ocenie indeksu terapeutycznego,
optymalizacji sposobu dawkowania cytostatykow i kombinacji chemioterapii stosowanej w
AML (Martens 1 wsp., 1990; Van Bekkum i Hagenbeek 1977). Jak dotad, nie opublikowano

badan dotyczacych stanu redoks u szczuréw z BNML.
W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki badan stanu oksydacyjno-redukcyjnego
wybranych tkanek szczuréw z ostrg biataczka szpikowa (model BNML) i zdrowych
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osobnikéw tej samej rasy BN. Badania wykonywano w dwdéch grupach szczuréw z biataczkg
w 30 i 34 dniu po dootrzewnowym podaniu komérek BNML. Komoérki BNML i
przeciwcialto RM-124 stuzace do ich identyfikacji otrzymatam od prof. A. C. Martensa
(University Medical Center Utrecht, Holandia).

W ostatnich dniach eksperymentu obserwowano u szczuréw objawy charakterystyczne
dla pelnoobjawowej biataczki, takie jak oslabienie, krwawienia z nosa wystepujace u
niektérych  osobnikéw oraz  hepatosplenomegalic. W  biochemicznych badaniach
przeprowadzonych na tkance §ledziony szczuréw BNML potwierdzono wyst¢powanie stresu
oksydacyjnego. Sledziona, jako jeden z gtéwnych narzadéw kolonizowanych przez komérki
BNML bedzie obiektem dalszych badah nad wptywem polifenoli na komérki biataczkowe.

Symptomami stresu oksydacyjnego w $ledzionie szczuréw BNML byl znamienny
spadek poziomu GSH i niskoczasteczkowych antyoksydantéw (ang. Ferric ion Reducing
Ability of Plasma, FRAP) oraz wzrost poziomu produktu peroksydacji lipidow (ang.
Malondialdehyde, MDA), w odniesieniu do grupy kontrolnej (Wykres 3, publikacja P1).

Interesujace, ze aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (ang. Superoxide Dismutase,
SOD) w $ledzionie, jednego z gtéwnych enzymoéw usuwajacych nadtlenki, zmieniata si¢ w
zaleznosci od stopnia rozwoju biataczki (znamienny spadek w 30 dniu rozwoju biataczki i
wzrost w 34 dniu), w stosunku do zwierzat zdrowych (Wykres 4d, publikacja P1). Spadek
aktywnos$ci SOD w 30 dniu rozwoju biataczki moze wskazywac na oksydacyjne uszkodzenia
w komorkach. Natomiast wzrost aktywno$ci tego enzymu w grupie 34-dniowej moze
swiadczy¢ o wytworzeniu si¢ mechanizmu ochronnego przed stresem oksydacyjnym, ktory
bedzie chroni¢ komérki biataczkowe w sledzionie.

Podobnie, w komoérkach ludzkiej biataczki moze ulega¢ zmianie ekspresja i aktywno$¢
enzymow antyoksydacyjnych, w tym SOD. Obserwuje si¢ zarowno spadek, jak i wzrost
aktywnos$ci tych enzyméw (Irwin 1 wsp., 2013). Spadek ich aktywnosci skutkuje
zwigkszeniem poziomu RFT i nasileniem stresu oksydacyjnego, ktéry moze prowadzi¢ do
pogtebienia niestabilno$ci genetycznej, proliferacji komoérek biataczkowych 1 progresji
choroby nowotworowej (Sallmyr i wsp., 2008).

W 34 dniu rozwoju biataczki u szczuréw BNML odnotowano takze wzrost ekspresji
oksygenazy hemowej (ang. Heme Oxygenase-1, HO-1) (Wykres 4a, publikacja P1), enzymu
o dziataniu antyoksydacyjnym (J6zkowicz i1 wsp., 2007), ktory rozktada hem do tlenku wegla,
biliwerdyny i jondw zelaza. Rosta tez znamiennie aktywnos$¢ reduktazy biliwerdyny (ang.
Biliverdin Reductase, BvR) (Wykres 4b, publikacja P1), enzymu metabolizujagcego substraty

wytworzone na skutek aktywnosci HO-1. BvR metabolizuje biliwerdynge do silnego
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antyoksydantu bilirubiny (Jozkowicz 1 wsp., 2007). Sumaryczna aktywno$¢ tych enzymow
prowadzi do wzmocnienia obrony antyoksydacyjnej. Wzrost aktywnosci SOD, HO-11 BvVR w
34 dniu rozwoju biataczki moze prowadzi¢ do wytworzenia mechanizmu zapewniajacego
ochrong komérek BNML przed apoptoza. W $ledzionie szczuréw BNML obserwowano tez
znamienny spadek aktywnosci enzymu ferrytyny, ktéra odpowiada za usuwanie zelaza z
cytozolu (Jozkowicz 1 wsp., 2007). Efekt ten moze Swiadczy¢ o wyczerpaniu si¢ aktywnosci
ferrytyny (Wykres 4c, publikacja P1).

Uzyskane wyniki dobrze korelujg z innymi badaniami przeprowadzonymi na komérkach krwi
obwodowej 1 szpiku kostnego pacjentow z AML, u ktérych czesto wystepuje nadekspresja
HO-1, dajac komérkom biataczkowym opornos¢ na apoptozg (Lin i wsp., 2015). Model
BNML mozna wykorzystywa¢ w dalszej perspektywie do badan nad rola HO-1, jako
potencjalnego celu terapeutycznego w AML.

Obserwowane zmiany w stanie redoks wykazano nie tylko w $ledzionie bedacej
magazynem komoérek BNML, ale takze w strukturach mézgu (Wykres 3 1 4, publikacja P1),
co wskazuje na ogdlnoustrojowe wystgpowanie stresu oksydacyjnego u szczuréw BNML.
Uzyskane wyniki badan wskazuja na podobienstwo modelu BNML do ludzkiej biataczki
AML, gdyz podobne zmiany w badanych parametrach stanu redoks obserwuje si¢ u
pacjentow z AML w komorkach krwi 1 szpiku a takze w surowicy, przed wiaczeniem leczenia
(Zhou i wsp., 2007; Battisti i wsp., 2008).

Uzyskane wyniki §wiadcza o powaznych zaburzeniach w stanie redoks u szczuréw
BNML, ktére mogg by¢ skutkiem wzmozonej produkcji H>O, oraz innych oksydantéw przez
komérki biataczkowe. Potwierdzono, iz wybrany model zwierzecy jest odpowiedni do
przeprowadzenia badan nad wptywem polifenoli o potencjalnym dziataniu prooksydacyjnym
na komoérki nowotworowe. Stres oksydacyjny towarzyszacy bialaczce moze nasilaé
cytotoksyczne dziatanie badanych polifenoli, na co wskazuja wyniki zaprezentowane w

kolejnych publikacjach P4 i P6.

Publikacja P2 — Papiez MA, Baran J, Bukowska-Strakova K, Wiczkowski W. (2010)
Antileukemic action of (-)-epicatechin in the spleen of rats with acute myeloid leukemia.

Food Chem Toxicol 48 (12): 3391-3397.

Biorac pod uwage, iz (-)-epikatechina moze nasila¢ stres oksydacyjny w komérkach HL-60 i
dziata¢ antyoksydacyjnie na prawidlowe komoérki (Yamamoto i wsp., 2003), celem
niniejszych badan bylo okreslenie wplywu (-)-epikatechiny na poziom oksydacyjnych
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uszkodzen zasad purynowych, peknig¢¢ nici DNA oraz apoptozg¢ w sledzionie szczuréw
BNML i zdrowych osobnikéw.

W badaniach uszkodzen DNA zastosowano alkaliczng wersj¢ metody kometowe;j, stuzaca do
wykrywania gtéwnie pojedynczych i podwdjnych peknie¢ nici DNA, a takze miejsc
alkalicznie labilnych, ktére moga si¢ przeksztalci¢ w pegknigcia DNA w silnie zasadowym
srodowisku (300 mM NaOH). W celu identyfikacji oksydacyjnych uszkodzen DNA
zastosowano formamidopirymidyno-DNA-glikozylaze (Fpg) izolowang z E.coli, ktéra
,wycina” utlenione zasady purynowe, gtéwnie 8-OHdG (Karakaya i wsp., 1997). Do
wykrywania komoérek apoptotycznych 1 nekrotycznych zastosowano znakowang
fluorescencyjnie aneksyne V 1 jodek propidyny. Badania apoptozy prowadzono z uzyciem
cytometru przeptywowego i polaczono je z identyfikacja komérek BNML za pomoca
swoistych dla nich przeciwciat RM-124.

Dawke (-)-epikatechiny ustalono na podstawie wstepnych badan, ktére obejmowaty
pomiar poziomu uszkodzen DNA i1 masy sledzion szczuréw BNML traktowanych tym
polifenolem w dawce 20 i 40 mg/kg m.c. Z uwagi na brak znamiennego wplywu (-)-
epikatechiny w dawce 20 mg/kg m.c., w dalszych badaniach stosowano 40 mg/kg m.c tego
polifenolu. (-)-Epikateching podawano szczurom BNML 1 zdrowym osobnikom doustnie
przez 22 dni, od 2 dnia po zaszczepieniu komoérkami biataczkowymi. Eksperyment byt
prowadzony do momentu rozwoju petnoobjawowej biataczki u szczuréw kontrolnych po
wszczepieniu 10° komoérek BNML (Prof. A.C. Martens). Traktowanie szczuréw (-)-
epikateching przez caly okres rozwoju biataczki przypomina sytuacj¢, gdy nastgpuje nawrot
choroby po remisji, w czasie ktorej badany polifenol ogranicza jej rozwdj. Komorki
biataczkowe podawano szczurom dozylnie, w celu ich szybkiej i skutecznej dystrybucji do
narzadéw docelowych.

W osoczu krwi szczurow BNML wykrywano takze st¢zenie (—)-epikatechiny, ktére
bylo stosunkowo niskie i wynosito §rednio 7.4 UM, a metylowanej epikatechiny 7.5 uM
(Wykres 1, publikacja P2). Z danych literaturowych wynika, ze dziatanie prooksydacyjne (-)-
epikatechiny jest osiggane w warunkach in vitro, po zastosowaniu znacznie wyzszych stezen
tego polifenolu. Jednak wyniki badan prowadzonych w dlugoterminowych hodowlach
komérek dowodza, ze niskie, ,,fizjologiczne,, stezenia polifenoli wywierajg taki sam wptyw
na ekspresj¢ genéw oraz indukujg apoptoz¢ komoérek nowotworowych, jak wysokie stezenia
tych zwigzkéw w czasie krétkich inkubacji (Moiseeva i wsp., 2007).

Interesujacg wtasciwoscig (—)-epikatechiny, ktérg potwierdzitam w niniejszych
badaniach byto selektywne dziatanie tego polifenolu na komoérki biataczkowe.
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Bioragc pod uwage wszystkie badane parametry, (-)-epikatechina byta ,,neutralna” w grupie
szczurOw zdrowych. Natomiast u szczurow BNML obserwowano przeciwbiataczkowe
dziatanie (-)-epikatechiny, ktére prowadzilo do znamiennego spadku masy $ledzion oraz
udziatu procentowego komoérek BNML (Wykres 2 i 6, publikacja P2). W obrazie
histomorfologicznym S§ledzion szczuréw BNML mozna bylo zauwazy¢ mniej komorek
biataczkowych i1 wiecej prawidlowych w miazdze czerwonej, bedacej gtéwnym ich
siedliskiem (Wykres 3b, publikacja P2). Sledziony szczuréw BNML po traktowaniu (-)-
epikateching pozostawaty jednak nieco powigkszone, w stosunku do narzadéw izolowanych
od zdrowych osobnikéw kontrolnych (Wykres 2, publikacja P2).

Stosujac metode kometowa wykazatam znamienny wzrost poziomu oksydacyjnych

uszkodzen zasad purynowych w komoérkach izolowanych ze $ledziony szczuréw BNML, w
stosunku do zdrowych osobnikéw (Wykres 4c, publikacja P2). (-)-Epikatechina nie
modyfikowala znamiennie poziomu tych uszkodzen, zaréwno u szczuréw BNML i zdrowych
zZwierzat.
Z. drugiej strony (-)-epikatechina zwigkszata znamiennie ilo§¢ pgkni¢¢ nici DNA u szczuréw
BNML i nie wywierata takiego dziatania u zwierzat zdrowych (Wykres 4a, publikacja P2).
Mozna przypuszczac, ze komérki BNML sg bardziej wrazliwe na powstawanie peknig¢ DNA
niz komoérki prawidlowe z powodu niestabilno$ci genetycznej charakterystycznej dla
komérek nowotworowych, ktéra prowadzi do rozregulowania mechanizméw naprawy DNA.

Pomimo braku wzrostu ilo$ci oksydacyjnych uszkodzen DNA pod wptywem (-)-
epikatechiny, nie mozna wykluczy¢ udziatu stresu oksydacyjnego w mechanizmie jej
przeciwbiataczkowego dziatania. Wiadomo, ze wolne rodniki moga bezposrednio prowadzi¢
do powstania peknie¢ DNA, w tym najbardziej letalnych DSBs. Ponadto u nietraktowanych
szczurow BNML wystepuje stres oksydacyjny, o czym $wiadczy podwyzszony poziom
oksydacyjnych uszkodzen DNA (Wykres 4c, publikacja P2) oraz wyniki wcze$niej
przeprowadzonych badan biochemicznych w tkankach szczuréw BNML (publikacja P1).
Takie warunki redoks, mogg nasila¢ prooksydacyjne dziatanie (-)-epikatechiny.

Genotoksyczne dziatanie (-)-epikatechiny korelowato =z dzialaniem pro-
apoptotycznym wzgledem komoérek biataczkowych, gdyz obserwowano znamienny wzrost
udziatu procentowego wczesnoapoptotycznych komérek BNML wigzacych aneksyne V, w
stosunku do kontroli (Wykres 5, publikacja P2). Dziatanie to byto selektywne, poniewaz (-)-
epikatechina nie indukowata znamiennie apoptozy niebiataczkowych (RM-124-ujemnych)

splenocytéw u szczuré6w BNML.
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W niniejszych badaniach wykazano selektywne genotoksyczne i proapoptotyczne
dziatanie (-)-epikatechiny u szczuréw BNML z podwyzszonym poziomem oksydacyjnych
uszkodzen DNA. (-)-Epikatechina jako zwigzek dziatajacy selektywnie na komorki biataczki
szpikowej moze by¢ brana pod uwage w dalszych badaniach nad jej przydatnoscig w terapii

komplementarne;.

Publikacja P3 — Papiez MA, Baran J, Bukowska-Strakova K, Krosniak M. (2011)
Epicatechin administration leads to necrotic cell death of rat leukemia promyelocytes in

vivo. In Vivo 25 (1): 29-34.

Z uwagi na to, ze w publikacji P2 potwierdzono przeciwbiataczkowe dziatanie (-)-
epikatechiny w $ledzionie szczurow BNML, interesujgce bylo przeanalizowanie jej wptywu
na komorki biataczki szpikowej i prawidlowe komoérki hematopoetyczne w szpiku kostnym.
Nie mozna wykluczy¢, ze specyficzne mikrosrodowisko panujace w $ledzionie i szpiku
kostnym moze wplywa¢ na dzialanie polifenolu na komorki biataczkowe 1 prawidiowe
(Jensen 1 wsp., 2000). Ponadto (-)-epikatechina wywierata efekt cytogenotoksyczny na
zmienione nowotworowo promielocyty w sledzionie szczuréw (publikacja P2). Niezbedne
bylo zatem okreslenie jej wplywu na prawidlowe komorki linii mieloidalnej z wysoka
aktywnosciag MPO, ktéra moze czyni¢ je podatnymi na genotoksyczne dziatanie niektérych
zwigzkow (Kagan 1 wsp., 1999; Vlasova i wsp., 2011).

Celem niniejszych badan bylo okreslenie wplywu (-)-epikatechiny na poziom
oksydacyjnych uszkodzen zasad purynowych, peknie¢ nici DNA oraz apoptoze w szpiku
kostnym szczur6w BNML oraz zdrowych osobnikéw. W wykrywaniu uszkodzen DNA
postuzono si¢ metoda kometowa, a badania apoptozy 1 identyfikacje komérek BNML
przeprowadzono z uzyciem cytometru przeplywowego.

W badaniach wykazano, ze (-)-epikatechina byta ,,neutralna” dla komoérek szpiku
kostnego zdrowych osobnikéw, natomiast zwigkszata znamiennie poziom pgknie¢ nici DNA
u szczur6w BNML (Wykres 2, publikacja P3). Nie obserwowano jednak znamiennego
wptywu tego polifenolu na ilo$¢ oksydacyjnych uszkodzen zasad purynowych, apoptoze i
udziat procentowy komérek BNML w szpiku kostnym szczuréw z biataczka. Mozna
zauwazy¢ jedynie tendencj¢ do wzrostu udziatu apoptotycznych (aneksyno-dodatnich)
komérek BNML i1 do spadku ich udzialu procentowego po traktowaniu polifenolem, w

stosunku do kontroli (Tabela 1, publikacja P3). Przyczyng braku znamiennego wptywu (-)-
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epikatechiny na apoptoze komoérek BNML mogta by¢ stosunkowo mata liczba osobnikéw w
badanych grupach.

Interesujace wyniki otrzymano analizujac nekroze komoérek u szczuréw z biataczka po
traktowaniu (—)-epikateching. W tej grupie doswiadczalnej obserwowano znamienny wzrost
udziatu procentowego nekrotycznych komérek BNML w stosunku do kontroli z biataczka
(Wykres 3, publikacja P3). Wykazano takze ujemng korelacje migdzy catkowitym udziatem
procentowym komoérek BNML, a ich nekroza (Wykres 4, publikacja P3). Jednak znaczenie
biologiczne tego rodzaju $mierci komoérkowej jest prawdopodobnie niewielkie, ze wzgledu na
jej maty udziat w populacji komoérek biataczkowych (okoto 5% komoérek nekrotycznych). W
niniejszych badaniach potwierdzono jednak zdolnos¢ (—)-epikatechiny do indukowania
nekrozy komérek biataczki szpikowej w modelu in vivo.

Obecnie rozwaza si¢ rolg sposobu obumierania komdrek nowotworowych w
skutecznosci chemioterapii. Niektorzy autorzy uwazaja, ze indukowanie nekrozy moze miec
znaczenie w terapii nowotworow, gdyz jest ona procesem immunogennym w przeciwienstwie
do apoptozy i nekrotyczne komorki nowotworowe nasilajg odpowiedZz immunologiczng
skierowang przeciwko nim samym, gdy cz¢$¢ z nich zostanie sfagocytowana przez komorki
prezentujace antygen (Sauter 1 wsp. 2000).

W badaniach potwierdzono, ze (-)-epikatechina wywiera selektywne dziatanie
genotoksyczne w szpiku kostnym szczuréw BNML i pozostaje neutralna dla komoérek szpiku
kostnego zdrowych osobnikéw. Uzyskane wyniki sg potwierdzeniem genotoksycznego
dziatania (-)-epikatechiny na komorki szczuréw z biataczkg szpikowa, ktére wykazatam w
publikacji P2, badajac sledziony szczuréw BNML. Wyniki te dobrze korelujga z badaniami
innych autoréw, ktéry postuluja, ze dualny efekt dzialania na komorki nowotworowe i
prawidlowe jest wspolng cechg niektérych zwigzkéw roslinnych z grupy polifenoli.

Wyniki badan przedstawionych w publikacji P2 i P3 wskazuja, ze (—)-epikatechina
moze byC¢ przydatna w terapii komplementarnej. W celu sprawdzenia tej hipotezy
przeanalizowatam wptyw (—)-epikatechiny na dziatanie etopozydu, cytostatyku wchodzacego
w reakcje redoks w komorkach biataczki szpikowej (Kagan i wsp., 1999). Wyniki tych badan

zaprezentowatam w kolejnej publikacji P4.
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Publikacja P4 — Papiez MA, Bukowska-Strakova K, Krzysciak W, Baran J. (2012) (-)-
Epicatechin enhances the etoposide-induced antileukaemic effect in rats with acute
myeloid leukaemia. Anticancer Research 32 (7): 2905-2914.

Celem niniejszych badan byla ocena apoptozy i stanu redoks w komoérkach szczurow BNML
otrzymujacych (—)-epikateching przed oraz w trakcie stosowania etopozydu. (-)-Epikatechina
byla podawana szczurom doustnie w dawce 20 lub 40 mg/kg m.c., od drugiego dnia po
zaszczepieniu komérkami BNML, az do 23 dnia rozwoju biataczki. Natomiast etopozyd byt
stosowany dootrzewnowo w dawce 50 mg/kg m.c., od 21 dnia eksperymentu, przez trzy
kolejne dni. Dawka etopozydu zostata wybrana w oparciu o wyniki badan innych autoréw,
ktérzy wykazali znaczny wzrost uszkodzeh DNA w szpiku kostnym zdrowych myszy, po
zastosowaniu etopozydu w dawce 50 mg/kg m.c. (Turner 1 wsp., 2001).

W badaniach wykazano, ze (—)-epikatechina nasila przeciwbialaczkowe dziatanie
etopozydu, gdyz jednoczesne podawanie szczurom tych dwoéch zwigzkéw prowadzito do
znamiennego spadku masy S$ledzion 1 iloSci komérek BNML (wykrywanych metoda
cytometrii przeptywowej), w stosunku do dzialania samego cytostatyku (Wykres 1 1 2,
publikacja P4). Odwrotny efekt obserwowano w przypadku apoptozy analizowanej metoda
cytometrii przeptywowej. (—)-Epikatechina nasilata apoptoz¢ komérek BNML indukowang
etopozydem w $ledzionie i szpiku kostnym szczuréw z biataczka (Wykres 3, publikacja P4).
Wzmocnienie dzialania etopozydu przez (-)-epikateching potwierdzono dodatkowo w
cytologicznych badaniach komérek szpiku kostnego. Podawanie (—)-epikatechiny przed i w
trakcie stosowania etopozydu prowadzito do znamiennego spadku udziatu procentowego
promielocytow, w stosunku do dziatania samego cytostatyku (Tabela 1, publikacja P4).
Przeciwstawny efekt obserwowano w przypadku komoérek prawidlowych. W grupie szczuréw
BNML traktowanych (-)-epikateching, a nast¢gpnie etopozydem mozna bylo zauwazyc
znamienny wzrost udzialu procentowego prawidtowych erytroblastow, limfocytéw i
monocytéw/makrofagéw w stosunku do dziatania samego etopozydu (Tabela 1, publikacja
P4). Obserwowany efekt byl prawdopodobnie spowodowany tym, ze szczury BNML
otrzymujgce (-)-epikateching przed podawaniem etopozydu miaty wigkszg ilos¢
prawidlowych komoérek hematopoetycznych, w poréwnaniu z osobnikami traktowanymi tylko
cytostatykiem. (—)-Epikatechina hamowata zatem rozrost komérek biataczkowych w szpiku
kostnym, ulatwiajac jednoczesnie proliferacje komérkom prawidtowym.

W badaniach cytologicznych komérek szpiku kostnego potwierdzono dodatkowo
przeciwbiataczkowe dziatanie samej (-)-epikatechiny u szczuré6w BNML, ktére wykazano juz
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wczesnie] innymi metodami w publikacji P2 1 P3. Potwierdzeniem tego dzialania jest
zmniejszenie udzialu procentowego biataczkowych promielocytow 1 wzrost udzialu
prawidlowych  komérek w  szpiku  kostnym  (erytroblastow, limfocytéow i
monocytéw/makrofagéw) (Tabela 1, publikacja P4).

Jednym z mechanizméw, ktéry odpowiada za modyfikowanie dziatania etopozydu
przez (—)-epikateching jest prawdopodobnie stres oksydacyjny. Za rolg tego mechanizmu
przemawia fakt, iz traktowanie szczuréw dwoma badanymi zwigzkami prowadzito do
znamiennego spadku poziomu niskoczasteczkowych antyoksydantéw (FRAP) i aktywnos$ci
SOD oraz wzrostu poziomu produktu peroksydacji lipidow MDA w tkance watroby szczuréw
BNML, w stosunku do dziatania samego cytostatyku (Wykres 4, 5 i 6, publikacja P4).

Badania te pozostajg w zgodzie z wynikami innych autoréw, ktérzy wykazali, ze inny
zwiazek z grupy katechin galusanu epigallokatechiny (EGCGQG) nasila cytotoksyczne dziatanie
trojtlenku arsenu w komoérkach HL-60, dziatajac poprzez mechanizm wolnorodnikowy.
EGCG byta utleniana przez MPO w komoérkach HL-60, co prowadzito do generowania H,O; 1
rodnika hydroksylowego, nasilajac w efekcie apoptotyczng aktywnos$¢ tréjtlenku arsenu
(Nakazato i wsp., 2005).

Nalezy doda¢, ze sama (—)-epikatechina wywierata dzialanie prooksydacyjne u
szczurow BNML, gdyz powodowata znamienny wzrost poziomu MDA, spadek poziomu
FRAP i aktywnosci SOD w watrobie tych osobnikow (Wykres 4, 5 i 6, publikacja P4).
Obserwowany spadek aktywnosci SOD moégt by¢é spowodowany oksydacyjnymi
uszkodzeniami wywotanymi dlugotrwatym stosowaniem wysokiej dawki (-)-epikatechiny. (-
)-Epikatechina nie wplywata znamiennie na stan redoks w tkankach zdrowych szczuréw
(wyniki, publikacja P4), co jest potwierdzeniem dla wynikéw uzyskanych w publikacji P2.

Prooksydacyjna aktywno$¢ (-)-epikatechiny moze leze¢ u podtoza jej pro-
apoptotyczego dziatania na komorki bialaczkowe z podwyzszonym poziomem stresu
oksydacyjnego. Oikawa 1 wsp. (2003) wykazali, ze (-)-epikatechina podlega procesowi
jednoelektronowego utleniania przy udziale MPO, prowadzac do nasilanie produkcji H>O; 1
wzrostu poziomu uszkodzen DNA w komoérkach linii biataczki szpikowej HL-60. Z kolei w
innych badaniach potwierdzono, ze (—)-epikatechina jest bardzo dobrym donorem elektronéw
dla peroksydaz hemowych i1 preferencyjnie moze ulega¢ utlenieniu, nawet bedac w
mieszaninie z innymi substratami MPO, takimi jak azotyny i halogenki (Spalteholz i wsp.,
2008). Biorgc takze pod uwage zdolno$¢ do autooksydacji (—)-epikatechiny w obecnosci
jonéw Cu?*, ktérych poziom jest czesto podwyzszony w komérkach nowotworowych., mozna

przypuszczac, ze (—)-epikatechina bedzie przejawiala silniejsze dziatanie cytotoksyczne w
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komorkach biataczki szpikowej z podwyzszonym poziomem RFT, wysoka aktywnosciag MPO
1 prawdopodobnie mniej sprawnymi mechanizmami naprawy DNA, niz w prawidtowych
komérkach mieloidalnych z niskim poziomem RFT.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sg zgodne z badaniami Li i wsp. (2010), ktérzy
obserwowali podobne dziatanie EGCG w modelu humanizowanych myszy z wszczepionymi
komoérkami linii niedrobnokomoérkowego raka ptuc. EGCG indukowata w guzach znamienny
wzrost poziomu markera stresu oksydacyjnego 8-OHdG, zwigkszala poziom
podwdjnoniciowych peknig¢ DNA oraz indukowata apoptoze, prowadzac do spadku ich
masy. Przy czym, katechina ta nie wywierala wptywu na niezmienione chorobowo narzady
zZwierzat.

W niniejszych badaniach wykazano po raz pierwszy, ze (—)-epikatechina nasila
przeciwbiataczkowe dziatanie etopozydu w szpiku kostnym i $ledzionie szczuréw BNML,
chronigc prawidtowe komoérki przed mielotoksyczng aktywnoscia tego cytostatyku. W pracy
tej potwierdzono takze prooksydacyjne dziatanie samej (—)-epikatechiny u szczuréw z ostrag
biataczkg szpikowa oraz wskazano na udzial stresu oksydacyjnego w synergistycznym
dziataniu dwoch badanych zwigzkéw.

Ochronny wpltyw (-)-epikatechiny przed mielotoksyczng aktywnos$cig etopozydu u
szczurOw BNML (publikacja P4) sktonit mnie do przeprowadzenia kolejnych badan
dotyczacych poziomu uszkodzen DNA u zdrowych szczuréw tej samej rasy BN,
otrzymujacych badany polifenol i etopozyd. Uzyskane wyniki przestawilam w kolejnej

publikacji PS.

Publikacja P5 — Papiez MA. (2013) The influence of curcumin and (-)-epicatechin on the
genotoxicity and myelosuppression induced by etoposide in bone marrow cells of male
rats. Drug and Chemical Toxicology 36 (1): 93-101.

Celem tych badan bylo poréwnanie wpltywu (-)-epikatechiny 1 kurkuminy na
cytogenotoksyczne dziatanie etopozydu wobec komoérek szpiku kostnego zdrowych szczuréw
rasy BN. W badaniach zastosowatam takze kurkumine, gdyz w innych pracach udowodniono
ochronne dziatanie tego polifenolu przed skutkami chemioterapii w tkankach niektérych
narzadow. Poziom oksydacyjnych uszkodzen zasad purynowych i1 peknie¢ nici DNA
analizowatam w komorkach szpiku kostnego przy uzyciu metody kometowe;.
(-)-Epikateching (20 lub 40 mg/kg m.c.) i kurkuming (100 lub 200 mg/kg. m.c.)
podawano doustnie przez 7 dni, natomiast etopozyd byt stosowany dootrzewnowo w dawce
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50 mg/kg m.c. przez 3 kolejne dni, od piagtego dnia eksperymentu. Dawki kurkuminy wybrano
w oparciu o wyniki badan wskazujacych na protekcyjne dziatanie tego polifenolu u myszy
traktowanych mitomycyng C (Zhou i wsp., 2009). Z kolei dawki (—)-epikatechiny i etopozydu
wyznaczono na podstawie wynikdw wczesniej przeprowadzonych badan wiasnych
(publikacja P4).

W badaniach wykazatam, ze dwa badane polifenole, niezaleznie od dawki, znamiennie
zmniejszaly ilo$¢ oksydacyjnych uszkodzen zasad purynowych wywotanych dziataniem
etopozydu w komoérkach szpiku kostnego szczuréw, w poréwnaniu z samym cytostatykiem
(Wykres 1, publikacja PS). Natomiast ilos¢ peknie¢ nici DNA indukowanych etopozydem
ograniczata znamiennie tylko kurkumina (Wykres 3, publikacja PS).

Mielotoksyczne dziatanie etopozydu prowadzilo do znamiennego spadku udziatu
procentowego limfocytéw 1 wszystkich prekursoréw mieloidalnych (Wykres 5, 8 1 9,
publikacja PS). W szpiku kostnym szczuréw traktowanych etopozydem dominowaly tyko
dojrzate komorki takie jak erytrocyty i granulocyty (Wykres 6, Fotografia 10 b, publikacja
PS). (-)-Epikatechina nie wywierata znamiennego wplywu na mielotoksyczne dziatanie
etopozydu. Natomiast kurkumina chronita komérki szpiku kostnego przed skutkami dziatania
badanego cytostatyku, o czym $wiadczy znamienny wzrost udzialu procentowego
prekursoréw granulocytéw i dojrzatych limfocytéw, w stosunku do grupy traktowanej samym
cytostatykiem (Wykres 5 i 8, Fotografia 10, publikacja PS). W rezultacie, szpik kostny
szczuréw traktowanych jednoczesnie kurkuming i etopozydem zawieral wiecej blastow, niz u
zwierzat otrzymujacych tylko cytostatyk.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowaé, iz badane polifenole jako
potencjalne substraty MPO nie wywieraja znaczgcego dzialania prooksydacyjnego w
prawidlowych komoérkach mieloidalnych, majacych sprawny mechanizm obrony
antyoksydacyjnej. Wyniki niniejszej pracy pokazuja, ze w szpiku kostnym szczuréw, w
ktéorym linia mieloidalna stanowi zdecydowang przewag¢ nad innymi typami komorek,
dominuje raczej antyoksydacyjne dziatanie polifenoli. Swiadczy o tym spadek poziomu
oksydacyjnych uszkodzen DNA indukowanych etopozydem w szpiku kostnym szczuréw,
ktore otrzymaty jednoczes$nie ostone w postaci jednego z badanych polifenoli, w poréwnaniu
z dziataniem samego cytostatyku. Alternatywnie, badane polifenole mogg wywiera¢ dziatanie
podobne do opisanego przez innych autoréw, ktérzy wykazali, ze kurkumina usuwa na drodze
apoptozy komorki z uszkodzeniami DNA wywotanymi benzopirenem, przyczyniajac si¢ w

ten spos6b do zmniejszenia ilosci adduktéw DNA w komoérkach myszy (Garg i Maru 2009).
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W taki spos6b polifenole moga si¢ przyczynia¢ do ograniczenia niestabilno$ci genetycznej
powodowanej czynnikami, ktére wywotuja uszkodzenia DNA.

W niniejszych badaniach wykazano, ze kurkumina i (-)-epikatechina chronig komérki
szpiku kostnego przed potencjalnie mutagennymi, oksydacyjnymi uszkodzeniami DNA.
Kurkumina silniej chroni prawidtowe komodrki szpiku kostnego szczuréw przed
genotoksycznym 1 mielosupresynym dziataniem etopozydu, niz (—)-epikatechina. Uzyskane
wyniki wskazujg na to, ze kurkumina moze by¢ brana pod uwage jako kandydat do terapii
adjuwantowej, w celu ochrony prawidtowych komérek szpiku kostnego przed najczestszym
powiklaniem po leczeniu etopozydem, jakim jest mielosupresja. Nasuwa si¢ jednoczesnie
pytanie, czy kurkumina nie bedzie chronita komoérek biataczki szpikowej przed
genotoksycznym dziataniem etopozydu. Odpowiedzi na to pytanie dostarczyty wyniki badan

zaprezentowane w kolejnej publikacji P6.

Publikacja P6 — Papiez MA, Krzysciak W, Szade K, Bukowska-Strakova K,
Kozakowska M, Hajduk K, Bystrowska B, Dulak J, Jozkowicz A. Curcumin enhances
the cytogenotoxic effect of etoposide in leukemia cells through induction of reactive

oxygen species. Drug Design, Development and Therapy 10: 557-570.

Z danych literaturowych wynika, ze kurkumina wywiera selektywne dziatanie cytotoksyczne
wzgledem komoérek nowotworowych i jednocze$nie moze by¢ mniej toksyczna dla wielu
typéw komorek prawidtowych. Istniejg tez wyniki badan potwierdzajace, ze kurkumina moze
wybidrczo nasila¢ dzialanie niektérych cytostatykow na komorki nowotworowe i
jednoczesnie chroni prawidtowe komérki przed cytotoksyczng aktywnoscig tych lekow. Za
ten przeciwstawny efekt kurkuminy moga odpowiadac r6znice w metabolizmie, stanie redoks
i absorpcji tego polifenolu, miedzy komérkami prawidtowymi a nowotworowymi (Ravindran
i wsp., 2009). Wplyw tego polifenolu na dziatanie etopozydu nie jest jeszcze dobrze zbadany.
Istniejg wyniki badan, ktore potwierdzaja synergizm dziatania kurkuminy 1 etopozydu wobec
komorek niektérych typow nowotworéw. Jednak nieliczne dane literaturowe wskazuja na
wystepowanie antagonizmu miedzy tymi zwigzkami. W fachowej literaturze nie ma
informacji dotyczacych interakcji miedzy kurkuming, a etopozydem w linii mieloidalne;.

Majac na uwadze, ze rodzaj interakcji moze zaleze¢ od typu komorek, na ktore
dzialaja te zwiazki, celem niniejszych badan bylo okreslenie wptywu kurkuminy na
cytogenotoksyczne dziatanie etopozydu wzgledem komoérek ostrej biataczki szpikowej oraz
prawidlowych komérek linii mieloidalne;.
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Badania te obejmowaly dwa etapy. W pierwszym etapie wykonalam eksperymenty in
vitro z wykorzystaniem komorek linii HL-60, wyprowadzonej z ludzkiej biataczki
promielocytowej, stosowanej rutynowo w badaniach nad ostrg biataczka szpikowag oraz
ludzkich  prekursorowych komérek linii mieloidalnej CD34+ 1 granulocytow
obojetnochtonnych inkubowanych z kurkuming i/lub etopozydem. Z innych badan wynika, ze
progenitorowe komorki mieloidalne CD34+ sa predysponowane do transformacji
nowotworowej indukowanej etopozydem, z powodu wysokiej aktywnosci MPO utleniajace;j
etopozyd do toksycznych rodnikéw (Kagan i wsp., 1999; Vlasova i wsp., 2011). Badatam
takze role stresu oksydacyjnego w cytotoksycznym dziataniu kurkuminy. Drugi etap badan

polegat na zweryfikowaniu uzyskanych wynikéw w modelu BNML in vivo.

Analiza dziatania kurkuminy i kombinacji kurkuminy oraz etopozydu w modelu in vitro.

W pierwsze] kolejnosci zbadatam cytotoksyczne dziatanie samej kurkuminy. W
badaniach tych zastosowano barwienie komoérek jodkiem propidyny, a komorki analizowano
na cytometrze przeplywowym. Wykazano, ze kurkumina wywiera silniejsze dziatanie
cytotoksyczne na komorki biataczki szpikowej HL-60, niz na prawidlowe komorki
progenitorowe linii mieloidalnej CD34+. Potwierdzeniem takiego dziatania kurkuminy jest
fakt, iz progowe stezenie tego polifenolu (20 uM) wywierajace cytotoksyczne dziatanie
wobec komérek HL-60, nie wykazuje takiego dzialania na prekursory mieloidalne CD34+
izolowane z krwi pgpowinowej oraz na ludzkie granulocyty (Wykres 1a, c i d, publikacja P6).

Nastepnie okreslono wplyw kurkuminy na cytotoksyczne dziatanie etopozydu.
Stosujac kombinacj¢ réznych st¢zen dwoéch badanych zwiazkéw wykazano, ze kurkumina
nasila cytotoksyczne dziatanie etopozydu na komoérki HL-60 (Wykres 1a, publikacja P6). Z
kolei analizujac rodzaj interakcji miedzy kurkuming a etopozydem z wykorzystaniem
programu CalcuSyn, potwierdzono synergizm ich dzialania w komérkach HL-60 (Wykres 1b,
publikacja P6). Podobne synergistyczne dziatanie w komoérkach biataczki wyprowadzonej z
linii mieloidalnej wywierata kurkumina w kombinacji z daunorubicyng (Rao i wsp. 2011).
Potegujacy efekt kurkuminy na cytotoksyczne dziatanie etopozydu obserwowano takze w
liniach komérkowych retinoblastomy i nowotworéw moézgu (Ramachandran i wsp., 2012;
Sreenivasan i Krishnakumar 2014).

Z uwagi na to, ze etopozyd moze wywotywac zagrazajace zyciu objawy uboczne takie
jak mielosupresja, a u kilku procent pacjentéw t-AML, zbadano wptyw kurkuminy na
cytotoksyczne dziatanie etopozydu we wczesnych prekursorach mieloidalnych CD34+.
Wykazano, ze progowe st¢zenie kurkuminy (20 uM), ktére nasilato cytotoksyczny efekt
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etopozydu w komérkach HL-60, nie wptywato znamiennie na dzialania tego leku na
prawidlowe prekursory linii mieloidalnej (Wykres 1c, publikacja P6). Wiadomo, ze leczenie
etopozydem wigze si¢ takze z neutropenig, ktéra jest gtdbwnym powodem niepowodzenia
terapii (Buckley i wsp., 2014). Przyczyng neutropenii powodowanej etopozydem moze by¢
nie tylko mielosupresja, ale takze indukowanie apoptozy w dojrzatych neutrofilach.
Wprawdzie aktywno$¢ topoizomerazy II DNA jest niska w dojrzatych granulocytach, lecz
etopozyd moze indukowa¢ apoptoze tych komérek na drodze mechanizmu
wolnorodnikowego. W niniejszej pracy wykazano, ze w dojrzatych, spoczynkowych
granulocytach kurkumina nie nasilala cytotoksycznego dziatania etopozydu (Wykres 1d,
publikacja P6).

W poszukiwaniu mechanizmu dziatania kurkuminy, zwrécitam uwage na role stresu
oksydacyjnego. Wiele badan wskazuje na udziat mechanizmu wolnorodnikowego w
cytotoksycznym dziataniu kurkuminy na komérki nowotworowe. Istotne zatem byto zbadanie
wplywu kombinacji kurkuminy 1 etopozydu na stan redoks komorek biataczkowych. Badania
pokazaly, ze kurkumina w kombinacji z etopozydem nasila jego prooksydacyjne dziatanie na
komérki HL-60, prowadzac do znamiennego obnizenia poziomu GSH i zwigkszenia poziomu
wolnych rodnikéw, w stosunku do samego etopozydu (Wykres 3 a, b i ¢, publikacja P6).
Prooksydacyjna aktywnos$¢ kurkuminy niewatpliwie odegrata role w nasilaniu dziatania
etopozydu, gdyz zastosowanie antyoksydantu N-acetylocysteiny (ang. N-acetylcysteine,
NAC) zmniejszalo znamiennie cytotoksyczne dzialanie kombinacji badanych zwigzkow
wzgledem komoérek HL-60 (Wykres 3 d, e, publikacja P6). Interesujace, ze stres oksydacyjny
odgrywatl wigksza role w dzialaniu kurkuminy niz etopozydu, gdyz preinkubacja z NAC
znamiennie ograniczata cytotoksyczny efekt samej kurkuminy, ale nie miata takiego wptywu
na dzialanie etopozydu (Wykres 3 d, e, publikacja P6). Duza role w prooksydacyjnym
dziataniu kurkuminy moégt odgrywaé spadek poziomu GSH powodowany tym polifenolem,
stad ochronny wptyw NAC przed dzialaniem cytotoksycznym kurkuminy. Z innych badan
wynika, ze NAC moze si¢ przyczynia¢ do regeneracji GSH (Feng 1 wsp., 2007). Uzyskane
wyniki sg zgodne z badaniami innych autoréw, ktérzy potwierdzili udzial mechanizmu
wolnorodnikowego w synergistycznym dziataniu kurkuminy i tréjtlenku arsenu na komérki
linii wyprowadzonej z biataczki szpikowej (Sanchez i wsp., 2010).

Zwazywszy na to, ze gldwnym mechanizmem dziatania etopozydu, jako leku
topoaktywnego jest indukowanie peknig¢ nici DNA, przeanalizowano wplyw kurkuminy na
poziom DSBs indukowanych etopozydem w badanych komorkach biataczkowych i

prawidlowych, stosujagc metod¢ cytometrii przeptywowej. W celu identyfikacji DSBs,
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wykrywano marker tych uszkodzen, ktérym jest ufosforylowany histon H2AX (YH2AX). W
badaniach tych wykazano, ze kurkumina potgguje apoptotyczne dziatanie etopozydu, poprzez
nasilanie jego aktywnosci genotoksycznej wzgledem komérek HL-60. Wskazuje na to
znamienny wzrost poziomu fosforylacji H2AX po inkubacji komérek z kurkuming w stezeniu
20 uM i etopozydem, ktéremu towarzyszyl wzrost udzialu procentowego frakcji
subdiploidalnej (sub-G1), w stosunku do samego cytostatyku (Wykres 2, publikacja P6).
Ponadto nie wykazano analogicznego wptywu kurkuminy na dzialanie etopozydu wobec
prawidtowych komérek CD34+ i1 granulocytow (Wykres 2, publikacja P6). Ponownie
uzyskano zatem potwierdzenie, ze to samo st¢zenie kurkuminy (20 uM), ktére poteguje
genotoksyczny efekt etopozydu na komorki biataczkowe, nie wywiera analogicznego
dziatania wzgledem komorek prawidtowych. Nasilanie genotoksycznosci etopozydu przez
kurkuming mogto by¢ zwigzane z jej prooksydacyjnym dziataniem na komoérki linii HL-60.

Oprécz zdolnosci do nasilania stresu oksydacyjnego w komérkach biataczkowych,
kurkumina wykazuje szerokie spektrum dziatania przeciwnowotworowego, takie jak
hamowanie proliferacji, indukowanie apoptozy lub hamowanie kinaz tyrozynowych,
serynowo/treoninowych, genéw antyapoptotycznych oraz czynnika transkrypcyjnego NFkB
(Aggarwal 1 wsp., 2003; Hussain i wsp., 2008). Poszukujac ,,punktéw uchwytu” kurkuminy
analizowano jej wplyw na poziom ufosforylowanego NFkB 1 ekspresj¢ surwiwiny w
komoérkach HL-60. Badania nie wykazaty znamiennego wptywu kurkuminy na ekspresje tych
biatek (Wykres 6 c, S 2- supplementary data, publikacja P6).

Biorgc pod uwage uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze prooksydacyjna aktywno$¢
kurkuminy jest istotnym mechanizmem jej dziatania na badane komorki bialaczkowe.
Odmienne dziatanie kurkuminy na komorki biataczkowe 1 prawidlowe moze wynikaé z
r6znicy w poziomie wolnych rodnikéw oraz w sprawnosci mechanizméw naprawy DNA,
miedzy tymi komérkami. Podobne do obserwowanego w niniejszych badaniach, dualistyczne
dziatanie wzgledem komorek biataczkowych 1 prawidtowych wykazano dla cyjanidyno-3-
rutynozydu. Polifenol ten zwigkszat produkcje RFT oraz indukowat apoptoz¢ komérek HL-60
i nie wywieral takiego efektu w prawidtowych jednojadrzastych komoérkach krwi obwodowe;j

z niskim poziomem RFT (Feng i wsp. 2007).
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Dowody na synergistyczne dziatanie kurkuminy i etopozydu na komdrki biataczkowe
potwierdzone w modelu in vivo.

Z uwagi na to, ze wyniki uzyskane w badaniach in vitro, wskazuja na wybidrcze
synergistyczne dzialanie kurkuminy i etopozydu na komérki biataczki szpikowej, nasuwa si¢
pytanie czy badany polifenol bedzie wywieral podobny wybidrczy wpltyw wobec komorek
BNML in vivo, przyczyniajac si¢ do ich eliminacji na drodze apoptozy.

W celu zbadania tej hipotezy, przeanalizowano wptyw kurkuminy na apoptoze

komérek BNML indukowang etopozydem w $ledzionie szczuréw.
Wyniki uzyskane w badaniach na szczurach z BNML byty zgodne z wynikami badan in vitro.
Kurkumina nasilata dziatanie etopozydu u tych szczuréw, na co wskazuje znamienny spadek
masy S$ledzion i nasilenie apoptozy komérek BNML, ktére korelowato ze spadkiem ich
udziatu procentowego, w stosunku do dziatania samego etopozydu (Wykres 4 e, 5 b, d,
publikacja P6). W komoérkach BNML u szczuréw traktowanych kurkuming i etopozydem, w
stosunku do grupy otrzymujacej tylko badany cytostatyk obserwowano takze nieznamienny,
ale znaczny spadek ekspresji genu dla surwiwiny (p<0.07, Wykres 6 a, publikacja P6),
czynnika promujacego przezywalno$¢ komorek. Podobnie jak obserwowano w badaniach in
vitro, takze in vivo, u szczurOw BNML traktowanych kurkuming lub dwoma badanymi
zwigzkami nie obserwowano nasilenia ich dziatania cytotoksycznego wobec prawidlowych
limfocytow B, izolowanych ze S$ledziony. Przeciwnie, stosowanie kurkuminy (200 mg/kg
m.c.) przed i w trakcie podawania etopozydu zmniejszato znamiennie apoptoze prawidtowych
limfocytéw B w §ledzionach szczuréw BNML (Wykres 5 e, publikacja P6).

W przedstawionych badaniach in vitro 1 in vivo potwierdzono, ze kurkumina wywiera
dziatanie cytotoksyczne wzgledem komdrek biataczki szpikowej i nasila dziatania etopozydu
na te komorki. Testowanie wplywu antyoksydantu NAC na cytotoksyczne dziatanie
kombinacji kurkuminy i etopozydu oraz analizowanie poziomu wolnych rodnikéw i GSH w
komoérkach HL-60, pozwolito na wykazanie roli stresu oksydacyjnego w synergistycznym
dziataniu tych zwiazkéw. Co istotne potwierdzono, iz prawidiowe progenitorowe komorki
mieloidalne CD34+ sg odporniejsze na dziatanie kombinacji kurkuminy i etopozydu, niz
komérki biataczkowe. Wyniki uzyskane w tych badaniach moga okazaé si¢ przydatne z
klinicznego punktu widzenia. Stosownie kurkuminy w potaczeniu z etopozydem mogloby
bowiem pozwoli¢ na zmniejszenie dawki etopozydu, przy zachowaniu jego skutecznosci i w
konsekwencji mogtoby przyczyni¢ si¢ do ograniczenia dziatan niepozadanych etopozydu w

szpiku kostnym.
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3.2.4. Podsumowanie wynikéw badan stanowiacych podstawe pracy habilitacyjnej oraz
ich ewentualne wykorzystanie

W zaprezentowanych badaniach stanowigcych podstawe pracy habilitacyjnej dokonatam

analizy wplywu (-)-epikatechiny i kurkuminy na przeciwbiataczkowe dziataniu etopozydu

oraz uboczne cytogenotoksyczne dzialanie tego cytostatyku na prawidtowe komorki

mieloidalne. Wplyw polifenoli, jako zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci anty- lub

prooksydacyjnej na przeciwnowotworowe dzialanie cytostaykéw wciaz nie jest dobrze

poznany i budzi kontrowersje. W $§wietle obecnego stanu wiedzy, wyniki przedstawionych

badan przyczyniaja si¢ do zrozumienia wptywu kurkuminy i (—)-epikatechiny na dziatanie

etopozydu wobec komoérek ostrej biataczki szpikowej. Znaczna czg¢$¢ tych badan zostata

zrealizowana w ramach projektu badawczego finansowanego przez KBN (2PO5A 162 30).

Najwazniejsze wnioski wynikajace z badan stanowiacych podstawe habilitacji:

W badaniach tych wykazano po raz pierwszy, ze (—)-epikatechina wywiera
genotoksyczne dziatanie w warunkach podwyzszonego poziomu stresu oksydacyjnego
in vivo, u szczurOw z ostra biataczka szpikowa, zwigkszajac poziom alkali-labilnych
peknig¢ DNA (publikacja P2 i P3) i prowadzac do apoptozy komorek biataczkowych
w $ledzionie i szpiku kostnym oraz ograniczajac spelnomegalig.

Cytogenotoksyczne dzialanie (—)-epikatechiny obserwowano tylko w odniesieniu do
komoérek biataczkowych i nie dotyczyto ono komérek prawidtowych szpiku kostnego,
co wskazuje na selektywng aktywnos¢ tego polifenolu (publikacja P2 i P3).

Nowym elementem zaprezentowanych prac jest takze wykazanie, iz (-)epikatechina i
kurkumina poteguja dziatanie etopozydu na komorki ostrej biataczki szpikowej in vivo
(publikacja P4 i P6). Uzyskane wyniki moga mie¢ implikacje praktyczne, ze wzgledu
na selektywne nasilanie dzialania etopozydu przez badane polifenole wobec komérek
biataczki szpikowej 1 brak takiego efektu wzglegdem prawidlowych komoérek
mieloidalnych (publikacja P4, PS, P6).

Na podstawie przedstawionych wynikéw badan mozna zaproponowa¢ nowg strategi¢
nasilania dziatania etopozydu na komoérki biataczki szpikowej, oparta o
prooksydacyjna aktywnos¢ polifenoli (publikacja P4 i P6).

Uzyskane wyniki dostarczaja cennych informacji z terapeutycznego punktu widzenia,
gdyz wskazujg na mozliwe wykorzystanie badanych polifenoli w celu obnizenia

dawki etopozydu, przy zachowaniu skuteczno$ci jego dziatania. Z kolei obnizenie
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dawki tego cytostatyku moze si¢ przyczyni¢ do zmniejszenia objawOw
niepozadanych. Alternatywnie, zwigkszenie dawki etopozydu w obecnosci polifenoli
moze chroni¢ komorki prawidlowe przed dalszym nasilaniem objawow ubocznych.
Dla lepszej oceny przydatno$ci obserwowanego efektu w chemioterapii nalezy
wykonac szereg dodatkowych badan w innych modelach doswiadczalnych.

Wyniki tych badah maja szczegdlne znaczenie ze wzgledu na mata skuteczno$¢

stosowanych obecnie metod leczenia AML (poza podtypem M3).

4. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych

4.1. Badania przed doktoratem

Moje zainteresowania naukami biologicznymi zadecydowaly o wyborze klasy o
profilu biologiczno-chemicznym w liceum, a nastgpnie studiow na Wydziale Biologii i Nauk
o Ziemi UJ, na kierunku biologia ogdlna. Studia daly mi mozliwo$¢ dalszego poszerzania
zainteresowan, ukierunkowanych juz wyraznie na nauki biologiczno-medyczne.

Szczegbdlne interesowata mnie problematyka zwigzana z biologia nowotwordw.
Podczas pracy na zastgpstwie w Zakltadzie Wirusologii, Instytutu Mikrobiologii UJCM
napisalam pierwszy artykul naukowy (prace przegladowg) o tematyce zwigzanej z
nowotworami. W publikacji tej podsumowatam aktualny stan wiedzy na temat mechanizmu
transformacji nowotworowej limfocytow T pod wplywem wirusa ludzkiej bialaczki z
komoérek T (ang. Human T-cell Leukemia/lymphoma Virus, HTLV-1) (zalacznik 4, pkt. II D
8).

Pierwsze, wtasne badania naukowe prowadzitam w Zakladzie Cytobiologii i
Histochemii pod kierunkiem Profesora Jozefa Niwelinskiego, ktéry zwrdcit mojg uwage na
zwigzki pochodzenia ro$linnego o dzialaniu hormonopodobnym. W trakcie tych badan
analizowatam dziatanie wyciggu z kwiatdow malwy czarnej, polecanej w medycynie ludowe;j
jako emmenagogum. Opisane dziatanie moglto wskazywaé na estogenng aktywno$¢ tego
surowca roslinnego. Biorgc pod uwage, ze estrogeny moga wywieraé wptyw na funkcje
reprodukcyjng u ptci meskiej (O’Donnell 1 wsp., 2001), interesujace bylo zbadanie dziatania
wyciggu z kwiatow malwy czarnej na aktywno$¢ enzyméw steroidogennych i poziom
hormondéw steroidowych u samcéw szczuréw. Po nawigzaniu wspétpracy naukowej z Prof. dr
hab. Barbarg Bilinska (Pracownia Endokrynologii 1 Hodowli Komérek, Instytut Zoologii, UJ)

oraz Jej zespolem, poszerzylam te badania o analiz¢ in vitro 1 in vivo poziomu hormonéw
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steroidowych oraz ekspresji ich receptorow. Kolejnym watkiem moich badah bylo
zanalizowanie wplywu wyciagéw z kwiatbw malwy czarnej na funkcje tarczycy. W
badaniach wykazalam pobudzenie wczesnych etapéw steroidogenezy u szczuréw,
manifestujace si¢ wzrostem aktywnosci dehydrognazy 3-8 steroidowej w komoérkach Leydiga
oraz stabe dzialanie hamujace na koncowych etapach steroidogenezy, powodowane
dziataniem wyciaggéw. Hamujace dziatanie przejawiato si¢ spadkiem ekspresji receptora
estrogenowego beta (ERP) i aktywno$ci aromatazy w skrawkach z jader i w komoérkach
Leydiga inkubowanych z wyciagiem in vitro. Spadek wydzielania estradiolu 1 testosteronu
przez komorki Leydiga inkubowane z testowanymi wyciggami potwierdzit zahamowanie
steroidogenezy na koncowych etapach tego procesu. Podawane wyciggi nie wywieraty
znamiennego wplywu na przebieg spermatogenezy u szczuréw. Wykazalam takze stabg
aktywno$¢ przeciwtarczycowa wyciggéw wodnych z kwiatow malwy czarnej, ktéra
przejawiala si¢ zmianami histomorfometrycznymi w tarczycach szczuréw. Ponadto metoda
HPLC wykazano w badanych wyciggach obecnos¢ flawonoidéw (kwerectyny, kemferolu,
luteoliny i naryngeniny), ktére moga wywiera¢ wptyw na aktywnos$¢ gruczotéw dokrewnych
(Baker 1998). Uzyskane wyniki dostarczyly dowodéw na inne potencjalne dziatanie wyciagu
z kwiatow malwy czarnej niz zalecane w ziololecznictwie w ostonie bton §luzowych i
leczeniu stanéw zapalnych. Badania te zaowocowaly rozprawa doktorskg oraz 3 publikacjami
w czasopismach naukowych opublikowanymi w latach 2001-2004 (zatacznik 4, pkt. I A 10-
12) oraz doniesieniami konferencyjnymi (zatacznik 4, pkt. III C 25-28, 47). Prace doktorska
obronitam z wyréznieniem w roku 2002 na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM.

Podczas pracy w Zakladzie Cytobiologii i Histochemii uczestniczylam takze w
badaniach prowadzonych przez ten Zaklad we wspétpracy z Katedrg Ceramiki Specjalnej
Akademii Gorniczo-Hutniczej. Dotyczyly one analizy odpowiedzi tkankowej po
wszczepieniu do migsnia szkieletowego szczura materialéw weglowych, réznigcych sig
wlasciwosciami fizycznymi i chemicznymi grup powierzchniowych. Badania te mialy na celu
wybor najbardziej optymalnej metody modyfikacji powierzchni materiatéw weglowych, pod
kontem ich wykorzystania do konstrukcji r6znego rodzaju implantéw. Moje badania polegaty
na monitorowaniu przebiegu stanu zapalnego w preparatach histologicznych, w réznym
czasie po wszczepieniu materiatéw weglowych. W badaniach tych wykazano, ze proces
gojenia 1 regeneracji mig$nia wystgpowal najszybciej po wszczepieniu materiatow, ktérych
powierzchnie zostaty wzbogacone w wegiel, tlen, wapn i s6d, w poréwnaniu z materiatami
bogatymi jedynie w tlen lub zawierajacymi niewielkie ilosci tego pierwiastka. Jednoczesnie

sposrdd testowanych materialdéw wybrano ten, ktorego struktura jest najkorzystniejsza dla
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procesu regeneracji. Wyniki tych badan zaprezentowano na konferencjach naukowych
(zatacznik 4, pkt. IT K 3; pkt. III C 30, 31, 48).

Bralam takze wudzial w badaniach statutowych prowadzonych przez Zaktad
Cytobiologii i Histochemii, dotyczacych ludzkiego tozyska, jako obiektu badan
biomonitoringowych srodowiska. Badania skupiatly si¢ na analizie zwigzku miedzy zmianami
w rozmiarach przestrzeni migdzykosmkowej, bedacej miejscem krazenia krwi matczynej, a
zawartoscig olowiu i kadmu, aktywnos$cig dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej oraz
iloscia mastocytow w tozyskach pochodzacych od mieszkanek terenéw miejsko-
przemystowych, w poréwnaniu z tozyskami z terenéw wsi bieszczadzkich. Uzyskane wyniki
zaprezentowano na miedzynarodowych konferencjach naukowych (zatacznik 4, pkt. II K 2;

pkt. IIT C 32).

4.2. Badania po doktoracie

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam badania dotyczace tematyki rozprawy
doktorskiej. Jednocze$nie rozpoczgtam nowe prace eksperymentalne zwigzane z moimi
zainteresowaniami problematyka nowotworéw 1 potaczylam je 2z badaniami nad
przeciwnowotworowym dziataniem zwigzkéw roslinnych z grupy polifenoli.

W ramach badan zwigzanych z tematem doktoratu, analizowatam wplyw wybranych
poliefnoli na aktywno$¢ wydzielnicza i metaboliczng jadra i tarczycy szczura. Wyniki tych
badan zaprezentowatam w publikacjach (zatacznik 4, pkt. I A 8; D 6) oraz na konferencjach
naukowych (zatacznik 4, pkt. III C 42-45).

Interesujagce wyniki uzyskatam analizujac zwigzek migdzy wiekiem a dziataniem
kurkuminy w tarczycy szczurow. Na ich podstawie wykazatam, ze dziatanie kurkuminy w
tarczycy szczuréw zalezy od stanu fizjologicznego tego narzadu, ktéry zmienia si¢ z wiekiem.
U starych osobnikéw, z obnizonym poziomem wolnej (niezwigzanej z biatkami) tyroksyny
(FT4) 1 tr¢jjodotyrniny (FT3), kurkumina wywierata dzialanie przeciwtarczycowe, ktore
przejawialo si¢ w obrazie morfologicznym wzrostem wysoko$ci nablonka wydzielniczego
oraz ilosci PAS pozytywnych wakuoli w tyreocytach. Zmiang tym towarzyszyt spadek
poziomu FT3 w osoczu krwi. Natomiast ilo§¢ wykrywanej FT4 pozostawata na poziomie
zblizonym do kontroli, co moze wskazywac¢ na potggowanie przez kurkuming pojawiajacego
si¢ z wiekiem spadku aktywnos$ci dejodynazy. Co ciekawe, w tarczycy miodych osobnikéw
kurkumina wywierata dziatanie stymulujgce. Obserwowano wzrost poziomu FT4 u mtodych
szczuréw traktowanych kurkuming w stosunku do kontroli. W gruczotach tarczowych starych

osobnikéw otrzymujacych kurkuming mozna byto takze zaobserwowa¢ znaczne zmniejszenie
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si¢ 1los¢ leukocytow naciekajacych tkanke otaczajaca pecherzyki oraz ich wnegtrze w
poréwnaniu z grupg kontrolng, co moze wskazywa¢ na dzialanie przeciwzapalne tego
polifenolu (zalacznik 4, pkt. IT A 8).

Do rozpoczecia nowego tematu badan zainspirowaty mnie doniesienia literaturowe,
wskazujace na chemoprewencyjne dziatanie sktadnikéw roslinnych z grupy polifenoli. W tym
czasie nawigzalam wspétprace naukowg z Dr hab. Marig Kapiszewska z Zaktadu Biochemii
Ogo6lnej Wydziatu Biotechnologii UJ. W ramach tej wspdtpracy uczestniczytam w badaniach
nad wplywem kwercetyny na uszkodzenia DNA wywotane etopozydem w komérkach szpiku
kostnego szczuréw. W badaniach tych wykazano, ze kwercetyna podawana doustnie lub
podskornie przed zastosowaniem jednorazowej dawki etopozydu zmniejsza znamiennie ilos¢
uszkodzen DNA w stosunku do grupy otrzymujacej sam etopozyd (zatacznik 4, pkt. IT A 9;
D7; pkt. III C 46). Dzigki tej wspdlpracy zapoznatam si¢ z metodg kometowsg, ktérg
stosowalam w dalszych badaniach wiasnych.

Moje zainteresowania koncentrowaly si¢ na wplywie wybranych polifenoli na
dziatanie etopozydu w komoérkach biataczki szpikowej. Po konsultacji z Profesorem A.C.
Martens (University Medical Center Utrecht, Holandia), wieloletnim badaczem szczuréw z
BNML, zdecydowatam si¢ na zastosowanie tych zwierzat w dalszych eksperymentach. O
wyborze modelu BNML zadecydowato wiele jego cech, ktére wymienitam we
wczesniejszym rozdziale autoreferatu (ppkt 3.2.3., str. 11). Badania te uzyskaty finansowanie
w ramach kierowanego przeze mnie grantu KBN (2PO5SA 162 30), zatytutowanego ‘“Badanie
uszkodzen DNA, apoptozy 1 proliferacji komoérek w sledzionie oraz szpiku kostnym szczuréw

z biataczkg promielocytowa po podaniu zwigzkéw o dziataniu anty- lub prooksydacyjnym”.
Cze¢s¢ tych badan stata si¢ podstawg mojej pracy habilitacyjne;j.

Wspolprace z Zakladem Biochemii Ogdélnej UJ kontynuowalam w ramach
wspomnianego wczesniej projektu badawczego. W badaniach tych wykazano, ze kwercetyna
chroni komorki szpiku kostnego szczuréow BNML przed genotoksycznym dziataniem
etopozydu (zatacznik 4, pkt. III C 23, 24). Interesujagce, ze kwercetyna wywierala
przeciwstawny efekt w komorkach sledzony szczur6w z biataczka, w ktérych nasilata
dzialanie etopozydu (zalacznik 4, pkt. III C 23). Nasungto mi to przypuszczenie, ze na
obserwowany efekt moze wptywa¢ mikrosrodowisko komoérek szpiku i §ledziony, takie jak
réznica w aktywnosci MPO. W szpiku kostnym bylo znacznie wigcej komoérek z wysoka
aktywnoscia MPO, w poréwnaniu ze S$ledziong tylko czesciowo skolonizowana przez

komérki biataczki szpikowej. Kwercetyna moze hamowac aktywno$¢ tego enzymu
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(Pincemail i wsp., 1988), prowadzac do zmniejszenia ilosci metabolitow etopozydu, ktére
petnia funkcje inhibitoréw topoizomerazy II, podobnie jak sam etopozyd. W badaniach
wlasnych wykazatam, iz zahamowanie MPO przy uzyciu swoistego inhibitora — hydrazydu
kwasu aminobenzoesowego (ang. 4-aminobenzoic acid hydrazide, ABAH) prowadzi do
znamiennego spadku poziomu y-H2AX, markera podwdéjnych peknig¢ DNA indukowanego
etopozydem (zalacznik 4, pkt. II D 2). Zatem, kwercetyna moglaby ostabia¢ dziatanie
etopozydu poprzez zahamowanie jego utleniania przez MPO.

Hipotezg¢ tg potwierdzitam posrednio w badaniach in vitro wykonanych na komérkach
linii biataczki szpikowej HL-60. Zahamowanie aktywnosci MPO przy uzyciu ABAH
powodowato, ze kwercetyna w mniejszym stopniu chronita komoérki przed apoptoza
indukowang etopozydem (zatacznik 4, pkt. IT A 3; pkt. III C 4).

Innym mechanizmem ochronnego dziatania kwercetyny w komoérkach szpiku
kostnego mogg by¢ jej antyoksydacyjna aktywnos¢, na co wskazuja wyniki moich kolejnych
eksperymentéw. W badaniach tych wykazatam, iz podawanie szczurom kwercetyny przed i w
trakcie stosowania etopozydu prowadzi do znamiennego spadku poziomu markera stresu
oksydacyjnego 8-OHdG, w komodrkach szpiku kostnego szczuréw, w poréwnaniu z
dziataniem samego cytostatyku (zatgcznik 4, pkt. Il A 4), (zatacznik 4, pkt. III C 3). Z kolei
we wspolpracy z Prof. Alicja J6zkowicz i Jej zespolem z Zaktadu Biotechnologii Medycznej
Wydziatu Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii UJ wykazalismy, iz kwercetyna indukuje w
sledzionie szczuréw HO-1, potwierdzajac jednocze$nie wyniki testow in  vitro
przeprowadzonych przez innych autoréw (Yao i wsp. 2007, zatacznik 4, pkt. IT A 7).

W kolejnych wstepnych badaniach, prowadzonych we wspdipracy ze wspomnianym
Zaktadem Biotechnologii Medycznej (Wydzial Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ)
potwierdziliSmy, iz kurkumina moze selektywnie uwrazliwia¢ komérki BNML na dziatanie
etopozydu poprzez obnizanie ekspresji genu transportera blonowego MRP-3 (ang. Multidrug
Resistance Related Protein 3), indukowanej tym cytostatykiem. Kurkumina nie modyfikowata
ekspresji MRP-3 w prawidlowych komoérkach, wyodrebnionych z populacji spelnocytow
szczurOw BNML na drodze sortowania (zatgcznik 4, pkt. IIT C 34). W ramach tych badan
wylonil si¢ nowy mechanizm wptywu kurkuminy na dziatanie etopozydu, ktéry wymaga
dalszego poglebienia.

W celu lepszego poznania modelu BNML, uczestniczylam takze w badaniu
symptomoéw depresji u tych szczuréw pod kierunkiem Prof. dr hab. Gabriela Nowaka (Zaktad
Cytobiologii, Katedra Farmakobiologii, Wydzial Famaceutyczny CM UJ). Punktem wyj$cia
w tych badaniach byl udokumentowany w literaturze fakt, ze u oséb z chorobg nowotworowa,
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w tym AML, czeSciej rozwija si¢ depresja niz w populacji nie cierpigcej na nowotwor (Zhou i
wsp., 2007). Ponadto u oséb z AML i depresja wykrywa si¢ powazniejsze zaburzenia w stanie
redoks, niz u pacjentéw cierpiacych na tg biataczke lecz nie majacych depresji (Zhou i wsp.,
2007). W naszych badaniach zaobserwowano aktywacje¢ receptora NMDA w strukturach
moézgu dwoch badanych grup szczuréw BNML (30 1 34 dzien rozwoju biataczki) oraz up-
regulacje receptora S-HT2A w 30-dniowej grupie szczuréw (zatacznik 4, pkt. I B 1). Podobne
zmiany biochemiczne wykrywa si¢ u szczuréw poddanych dziataniu chronicznego stresu,
ktéry uwaza si¢ za model depresji (Nowak i wsp., 1998). Z danych literaturowych wynika, ze
nadmierna aktywnos$¢ receptora NMDA moze si¢ przyczynia¢ do zwigkszenia produkcji RFT
1 osydacyjnych uszkodzen neuronéw (Shelat 1 wsp., 2008). Majac takze na uwadze, iz BNML
towarzyszg zaburzenia w stanie redoks w mézgu szczurow, wyniki naszych badan wskazuja
na zwigzek miedzy BNML, aktywnos$cig glutaminergiczng i stresem oksydacyjnym (zatgcznik
4,pkt. IB 1).

W ostatnich latach uczestniczylam takze w badaniach dotyczacych roli peptydow
antybakteryjnych $liny, w hamowaniu wzrostu i zdolno$ci biofilmotwoérczych bakterii
uczestniczacych w rozwoju préchnicy u dzieci. Badania te, prowadzone przez dr Wirgini¢
Krzysciak z Zaktadu Diagnostyki Medycznej (Wydzial Farmaceutyczny UJ CM) sg dla mnie
szczegllnie interesujace nie tylko ze wzgledu na trwajace obecnie poszukiwania nowych,
skutecznych zwigzkéw przeciwbakteryjnych, ale takze =z uwagi na potencjalne
przeciwnowotworowe dziatanie tych peptydéw. W przeprowadzonych eksperymentach
potwierdzono wzrost st¢zenia histatyny-5 i1 beta-defensyny-2 u oséb z préchnica, ktory
korelowal z zaawansowaniem choroby. Wykazano takze zdolnos¢ histatyny-5 do hamowania
wzrostu bakterii préchnicotwérczych na przykladzie szczepdw bakterii Streptococcus mutans
izolowanych z ptytki nazebnej dzieci z prochnicg (zatgcznik 4, pkt. I A 1, 2; pkt. II D 1).

Duza role¢ w moich badaniach prowadzonych po uzyskaniu stopnia doktora odegrata
takze wspotpraca z innymi jednostkami badawczymi. Dzigki wspéipracy z Dr hab.
Jarostawem Baranem 1 Dr Karoling Bukowska-Strakova z Zaktadu Immunologii Klinicznej,
Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii CM UJ oraz Dr Malgorzatag Bzowska z Zaktadu
Immunologii, Wydziatu Biotechnologii UJ zapoznatam si¢ z metodg cytometrii przeptywowe;j
1 wdrozylam ja do moich badan. Wspétpraca ta zaowocowala kilkoma publikacjami
wchodzacymi w cykl prac na stopien doktora habilitowanego oraz innymi pracami (zatgcznik
4, pkt. I B 2-4, 6, pkt. IT A 7). Wspoétpraca z dr Wirginig Krzysiak z Zaktadu Diagnostyki
Medycznej, Wydziatu Farmaceutycznego CM UJ wzbogacita moje badania o biochemiczng

analize stanu redoks i przyczynita si¢ do opublikowania kilku prac w czasopismach
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miedzynarodowych 1 krajowych (zatacznik 4, pkt. I B 1, 4, 6, pkt. I A 3, 7, D 2, 3).
Wspdtpraca z Prof. dr hab. Mariuszem Piskula i Dr Wiestawem Wiczkowskim z Zaktadu
Chemii i Biodynamiki Zywnosci, Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie oraz wspdipraca z Dr Beatg Bystrowska z Zaktadu Toksykologii,
Wydzialu Farmaceutycznego CM UJ umozliwila mi wykonanie analizy stezenia (—)-
epikatechiny, kwercetyny 1 kurkuminy oraz ich metabolitow metoda HPLC, w materiale
pochodzacym od szczuréw lub w komoédrkach HL-60 traktowanych tymi polifenolami
(zatacznik 4, pkt. I B 2, 6; pkt. II 7). Natomiast wspdtpraca z Prof. Alicja J6zkowicz i Jej
zespolem z Zakladu Biotechnologii Medycznej, Wydzialu Biochemii, Biofizyki 1
Biotechnologii UJ dala mi mozliwos¢ wykonania analizy ekspresji genéw HO-1, BVR,
ferrytyny i MRP3 metoda PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR) (zatacznik 4, pkt. I B
1,6, pkt. T A 7).

5. Plany dotyczace badan

Obecnie kontynuuje¢ badania nad wptywem polifenoli na komérki biataczkowe. Prowadzone
badania dotyczg interakcji r6znych polifenoli. R6zne kombinacje tych zwigzkéw roslinnych,
dodanych do pozywki hodowlanej ksztaltuja w rozmaity sposéb odpowiedz komoérek
biataczkowych, silnie hamuja proliferacj¢ lub dziataja bardziej pro-apoptotycznie. Przy
uzyciu niektérych kombinacji mozna skuteczniej modyfikowa¢ dziatanie etopozydu

wzgledem komoérek biataczkowych, w poréwnaniu z pojedynczo stosowanymi sktadnikami.

Ponadto w trakcie badan prowadzonych przeze mnie po obronie doktoratu wytonity
si¢ nowe interesujace kierunki, ktore zamierzam podja¢ w najblizszym czasie. Bedzie nimi
okreslenie roli MPO w dzialaniu kurkuminy i (-)-epikatechiny na komorki biataczki
szpikowej. Innym kierunkiem bedzie badanie roli ekspresji réznych bialek btonowych
nalezacych do transporteréw wigzacych ATP (ang. ATP-binding cassete (ABC) transporters),
gtéwnie z podrodziny ABCC, w nasilaniu dziatania etopozydu przez kurkuming i (-)-
epikateching, z uzyciem linii bialaczki szpikowej opornej na cytostatyki. Badania te beda
prowadzone migdzy innymi we wspétpracy z Zaktadem Biotechnologii Medycznej (Wydziat
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ). W celu poprawienia biodostepnosci kurkuminy,
planuje¢ podda¢ badaniu nanoczastki wypetnione kurkuming, a takze kurkuming i etopozydem

we wspotpracy z Wydziatem Chemii UJ.
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7. Analiza bibliometryczna dorobku naukowego

a. Lacznie jestem autorem 29 prac, w tym 21 oryginalnych, 3 pokonferencyjnych, 2
przegladowych, 1 popularno-naukowej i 2 rozdziatéw w skrypcie dla studentow

b. Przed doktoratem opublikowatam 3 prace (1 oryginalng, 1 pokonferencyjngi 1
przegladowa). We wszystkich jestem pierwszym autorem. Opublikowatam tez 1
artykut popularno-naukowy.

c. Po uzyskaniu stopnia doktora opublikowatam 23 prace naukowe, w tym 20
oryginalnych, 2 pokonferencyjne i 1 przegladowg. Mam takze w dorobku 2 rozdziaty
w skrypcie dla studentow.

d. W 11 publikacjach naukowych jestem pierwszym autorem i zarazem autorem
korespondencyjnym, a w 7 jestem jedynym autorem publikacji.

e. Sumaryczny impact factor, zgodnie z listg Journal Citation Reports (JCR), wynosi:
29.080

f.  Sumaryczna warto$¢ punktacji MNiSW: 370

g. Liczba cytowan publikacji zgodnie z baza Web of Science Core Collection: 86,
zgodnie z bazg Scopus: 104.

h. Indeks Hirscha zgodnie z bazg Web of Science Core Collection: §, wedtug bazy
Scopus: 6
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8. Kierowanie i udzial w projektach badawczych

Bytam kierownikiem i zarazem gtéwnym wykonawca 1 grantu KBN 1 8 projektow

finansowanych przez Collegium Medicum UJ ze srodkéw MNiSW.

Kierowanie projektami:

Granty

2P05A 162 30, “ Badanie uszkodzen DNA, apoptozy i proliferacji komérek w §ledzionie oraz

szpiku kostnym szczuréw z biataczka promielocytowg po podaniu zwigzkéw o dziataniu

anty- lub prooksydacyjnym”, kierownik grantu KBN

Badania wlasne

1.

WL/224/P/F, “Badania sktadnikéw wyciagu z kwiatéw malwy czarnej (Althaea rosea
Cav. var. nigra)”, kierownik projektu
WL/262/P/F, “ Wptyw wybranych fitoestrogenéw na funkcje komoérek Leydiga i

spermatogenezy u szczura”, kierownik projektu

. WL/349/P/F, “ Wpltyw wybranych polifenoli pochodzenia roslinnego na funkcje

tarczycy 1 poziom uszkodzen DNA w komorkach szpiku szczura”, kierownik projektu
K/ZBW/000223, “ Wplyw zwigzkéw o dziataniu anty- lub prooksydacyjnym na
dynamike rozwoju biataczki mieloblastycznej szczura”, kierownik projektu
K/ZBW/000471, “ Wplyw (-)-epikatechiny na cytostatyczne dziatanie etopozydu u
szczuréw z biataczka promielocytowg”, kierownik projektu

K/ZDS/003318, ,,Badanie wptywu wybranych polifenoli na przeciwnowotworowe
dziatanie cytarabiny i etopozydu w komdrkach ostrej biataczki szpikowej”, kierownik
projektu

K/ZDS/004679, ,,Wptyw polifenoli roslinnych na cyto-genotoksyczne dziatanie
etopozydu przy udziale mieloperoksydazy”, kierownik projektu

K/ZDS/005620, ,,Genotoksyczne i proapoptotyczne dziatanie kombinacji kurkuminy i
etopozydu w komoérkach biataczkowych i prawidtowych prekursorowych komérkach

hematopotycznych”, kierownik projektu
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Udzial w projektach badawczych:
Uczestniczylam w projekcie finansowanym ze srodkéw Unii Europejskiej: WND
POIG.01.03.01-12-174/09, ,,Kompleksy wanadu - innowacyjne metalofarmaceutyki w

leczeniu cukrzycy”, wykonawca zadania badawczego

9. Udzial w konferencjach:
Bratam czynny udziat w 22 naukowych konferencjach miedzynarodowych i w 11
konferencjach krajowych. Mam w swoim dorobku 35 doniesien na konferencjach

miedzynarodowych 1 17 na konferencjach krajowych.

Wyglositam takze wyktad na zaproszenie Krakowskiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa
Histochemikéw i Cytochemikéw (Epikatechina jako modulator dziatania etopozydu —

badania na modelu szczuréw z ostra biataczka szpikowa).

10. Nagrody, wyrdznienia:

2002: wyr6znienie Rady Wydziatu za prace doktorska

2012: nagroda Dziekana Wydziatu za dorobek naukowy w 2012 r.

11. Czlonkostwo w towarzystwach naukowych:

Polskie Towarzystwo Histochemikéw i Cytochemikéw:

2003 — 2008: cztonek towarzystwa,

2009 — obecnie: cztonek Zarzadu Oddziatu Krakowskiego,
New York Academy of Science USA, 2006-2007, cztonek towarzystwa
European Association for Cancer Research, 2007- 2013, czlonek towarzystwa

Polskie Towarzystwo Onkologiczne, 2013 — obecnie, cztonek towarzystwa
12. Czlonkostwo w radach redakcyjnych czasopism naukowych:
Journal of Unexplored Cancer Data, OAE Publishing Inc., od roku 2016 - cztonek Rady

Redakcyjnej

13. Recenzje prac:

23 recenzje publikacji naukowych:
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Recenzent wolontariusz publikacji dla czasopism wydawanych przez Dove Medical
Press: 3 recenzje dla Drug Design Development and Therapy (IF 3.028), 4 recenzje
dla International Journal of Nanomedicine (IF 4.383), 1 recenzja dla Blood and
Lymphatic Cancer: Targets and Therapy.

Inne recenzje:

Drug and Chemical Toxicology (IF 1.098) - 4 recenzje

Journal of Experimental & Clinical Cancer Research (2008: IF 1.2; 2015: IF 4.429) —
3 recenzje

Oxidative Medicine and Cellular Longevity (IF 3.516) — 1 recenzja

Integrative Cancer Therapies (IF 2.361) — 1 recenzja

Drug Delivery (IF 4.843) — 1 recenzja

Drug Development and Industrial Pharmacy (IF 2.101) — 1 recenzja

International Journal for Vitamin and Nutrition Research (IF 0.854) — 1 recenzja
African Journal of Agricultural Research (IF 0.263) — 1 recenzje

African Journal of Pharmacy and Pharmacology — 1 recenzja

International Scholarly Research Notices — 1 recenzja

2 recenzje prac magisterskich wykonanych w Zakladzie Radioligandéw (Wydziat

Farmaceutyczny UJ CM, 2007)
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