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1. Imi¢ i nazwisko: Renata Kontek
2. Tytuly naukowe i stopnie naukowe:

1990 —tytut magistra biologii w zakresie fizjologii, Uniwersytet £odzki, Wydzia
Biologii i Nauk o Ziemi

1999 —stopien doktora nauk biologicznychw zakresie biologii, Uniwersytet £6dzki,
Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednstkach naukowych
1. 10. 2012 r. — do dnia dzisiejszegatarszy wyktadowcaw Pracowni Cytogenetyki,
Katedry Genetyki Ogodlnej, Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Rgin UL

1.10.1999 — 30. 09.2012 radiunkt w Pracowni Cytogenetyki, Katedry Genetyki
Ogéjn Biologii Molekularnej i Biotechnologii Rtin UL

1991 r. — 30.09.1999 r.asystentw Zaktadzie Cytologii i Cytochemii Rbn UL, potem
Katedrzgt@ogii i Cytochemii Rélin UL

1.12.1989 r. — 1990 r.asystent-staystaw Zaktadzie Cytologii i Cytochemii
ffo UL

4. Oshgnigcie naukowe wynikapce z art. 16, ust. 2 ustawy z dnia 14. 03. 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowych (Dz. U. n65, poz. 595 ze zm.)

A) Tytut oskhgniecia naukowego:

Modulacja stopnia cytotoksyczndci i uszkodzea DNA przez wybrane
chemioterapeutyki i antyoksydanty w uktadach déwiadczalnych typu:
1. lek-potencjalny lek
2. lek-antyoksydant
w prawidtowych i nowotworowych komérkach cztowieka

Osiagniecie naukowe stanowi cykl 5 publikacji, ktorych sugeny IF (wedtug roku
publikacji) wynosi 10,535, a liczba punktéw MNiSW125 (*124.

Wspotczynnik oddziatywania czasopisma impact fa¢tbjy podano dla roku, w ktorym
ukazata si publikacja, punktagj Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wgzego z roku
2013 (*liczba punktGwMNiISW zgodna z rokiem publikacji), natomiast ligzbytowan
podano wedtug bazy Web of Science bez autocyiowa

Oswiadczenia wspoétautorow publikaciji zawarte g9 w Zatgczniku nr 6.
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B) Publikacje wchodzce w skfad osigniecia naukowego

1. R. Kontek, K. Mattawska-Wasowska, U. Kalinowska-Lis, B. Miaiek, 2010,
Genotoxic effects of irinotecan combined with thevel platinum(ll) complexes
in human cancer cell§hemico-Biological Interaction$88, 66-74.
IF=2,832; 30 punktow MNiSW (32); liczba cytowan = 2 (wg. bazy Scopus = 4)

Indywidualny wkiad — 85%. Koncepcja badawcza pra®rzeprowadzenie egci
doswiadczalnej. Opracowanie i interpretacja wynikow.apisanie manuskryptu
i gtdwny udziat w jego zredagowaniu. Autor koresgmamcyjny.

2. R. Kontek, R. Drozda, M. Sliwinski, K. Grzegorczyk, 2010, Genotoxicity
of irinotecan and its modulation by vitamin A, CdaB in human lymphocytes from
healthy individuals and cancer patieftexicology in Vitro24, 417-424.

IF=2,546; 25 punktow MNIiSW (27); liczba cytowan = 6 (wg. bazy Scopus = 6)

Indywidualny wktad — 85%. Koncepcja badawcza pragyzeprowadzenie ezci
doswiadczalnej. Opracowanie i interpretacja wynikow.apisanie manuskryptu
i gtdbwny udziat w jego zredagowaniu. Autor koresiamcyjny.

3. R. Kontek, H. Nowicka, 2013, The modulatory effect of metatoon genotoxicity
of irlontecan in normal lymphocytes and cancers;&ug and Chemical Toxicology
36(3): 335-342.

IF=1,293; 15 punktow MNiSW(20"); liczba cytowan = 1 (wg. bazy Scopus = 3)

Indywidualny wkiad — 95%. Koncepcja badawcza pragyzeprowadzenie egci
doswiadczalnej. Opracowanie i interpretacja wynikow.apisanie manuskryptu
i gtdwny udziat w jego zredagowaniu. Autor koresgmamcyjny.

4. R. Kontek, M. Jakubczak, K. Mattawska-Wasowska, 2014, The=idants, vitamin
A and E but not vitamin C and melatonin enhance phmeapoptotic effects
of irinotekan in cancer cells vitro, Toxicology in Vitro28, 282-291.
IF=2,65; 25 punktow MNiSW; liczba cytowai = O(praca ukazata s¢ w 2014 r.)

Indywidualny wktad — 90%. Koncepcja badawcza pragyzeprowadzenie ezci
doswiadczalnej. Opracowanie i interpretacja wynikow.apisanie manuskryptu
i gtdwny udziat w jego zredagowaniu. Autor koresgmamcyjny.

5. R. Kontek, B. Kontek, K. Grzegorczyk, 2013, Vitamin C mode& DNA-damage
induced by hydrogen peroxide in the human coloteatienocarcinoma cell lines
(HT29) estimated by comet assayitro, Archives of Medical Science 6, 1006-1012.
IF=1,214; 20 punktow MNiSW; liczba cytowa = O(praca ukazata s¢ w X1l 2013 r.)

Indywidualny wktad — 90%. Koncepcja badawcza pragyzeprowadzenie efcCi
doswiadczalnej. Opracowanie i interpretacja wynikow.apisanie manuskryptu
i gtbwny udziat w jego zredagowaniu.
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C) Omowienie celu naukowego ww. prac i @gnietych wynikow wraz z omoéwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

C. 1. Wprowadzenie

Irinotekan éng. 7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]carbormWy-camptothecin;
synonimy: CPT-11, Campto$arCampto, Irinotesin) jest lekiem przeciwnowotwoyomw
z grupy inhibitoréw topoizomerazy |, ktérej zadanigest relaksacja gsteczek DNA przez
wprowadzanie okresowo powtarzeych sg, pojedynczych gknie¢ w jednej z nici DNA
i tym samym niwelowanie nagia torsyjnego, powstagego podczas replikacji czy
transkrypcji DNA. Irinotekan po zwkaniu z kompleksem otwartym DNA-topoizomeraza |
stabilizuje go, jednocZaie zapobiegar ponownemu patzeniu st nici. W konsekwencji,
dochodzi do zatrzymania widetek replikacyjnych cpglimerazy RNA | powstania
nieodwracalnych ¢knie¢ DNA, ktoérych komorki ssakow nie potrafskutecznie naprawda
co ostatecznie prowadzi do zapgtkpwania apoptozy (Mathijssen i wsp., 2001). Dziga
cytotoksyczne irinotekanu w komoérkach ssakibwitro jest najefektywniejsze w fazie S
cyklu komorkowego, gdy w niej wystpuje najwysze sizenie topoizomerazy. Irinotekan
w terapiach nowotworowych kojarzony jeste¢sto z innymi lekami zwikszapcymi
skuteczné&¢ jego dziatania np. z 5-fluorouracylem, oksaliptaty fenobarbitalem czy
cyklosporyr (Jong i wsp., 2005). Rownoczesne zastosowaniau kilkemioterapeutykdw
wigze sk z r@nymi mechanizmami ich dziatania, profilami toksyogri oraz punktami
uchwytu, ktére nie pokrywajsic ze soh, co z punktu widzenia nabywania opaicidekowe]
przez komorki nowotworowe jest niezwykle cenne, gdizicki temu mana oczekiwa
pozytywnego efektu terapeutycznego.

Z kolei cisplatyna stosowana w terapii wielu nowotworéw od 8 9@ku, wykazuje
silng aktywna¢ przeciwnowotworow, przy jednoczesnej daj toksycznéci oraz czstym
wystepowaniem oporrgei na ten lek. Jej izomerans nie wywotuje oporngci komorek
nowotworowych i charakteryzujeesnizsz toksyczndcia, jednak wykazuje stabaktywna¢
przeciwnowotworow i dlatego nie jest stosowany klinicznie (Malinowask wsp., 2007).
Z powodu niezadowalagych wiaciwosci obu zwihzkdédw wchz podejmowane s proby
zsyntetyzowania nowych ich analogéw, poprzez ¢pastanie podstawnikdw w ich
czasteczkach, innymi - rozbudowanymi przestrzennggridami. W taki sposob w Zaktadzie
Chemii Bionieorganicznej Uniwersytetu Medycznegé edzi, zostaly zsyntetyzowane nowe
analogi cis/tranglatyny o nazwie: cis-[PtCl(4-pmOpe)] i trans[PtCl(4-pmOpe)],
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w ktérych grupy NH zastpiono triestrami kwasu fosforowego z pirydyimak zbudowane
kompleksy platyny(ll) zostaty wykorzystane w przedganym osignigciu naukowym.

Witaminy C, E i A oraz melatonina to znane gxki o charakterze antyoksydacyjnym,
ktére, w pewnych warunkach, wykazudolng¢ do niszczenia komorek nowotworowych
(Gunawardena i wsp., 2000; Soprano i Soprano, 28aR1z i wsp., 2003). Badacze prabuj
proponowé mechanizmy wedtug, ktdrych wymienione witaminy ypuaszczalnie realizuj
swoje zadania (Lamson i Brignall, 1999). Jednaky catas wiedza dotygza interakcji
konkretnych przeciwutleniaczy i lekow jest niewysimpca. Wiadomo,ze antyoksydanty
petnia wiele wanych funkcji w organizmie, bigrudziat w wielu procesach, mayptyw na
przekazywanie sygnatow komorkowych, aktywhoenzymdéw czy ekspresj genow
uczestniczcych np. w procesach apoptozy i naprawy DNA orazgqnécisle ze soh
wspotdziata.

W prezentowanych pracach skiagajch s¢ na moje osigniccie naukowe podjam
proke oceny, w jakim stopniu wybrane chemioterapeutylizozwiazki zaliczane do grupy
przeciwutleniaczy, w zammaosci od zastosowanego uktadusdaadczalnego (lek-potencjalny
lek lub lek-antyoksydant), magmodulow& indukowane efekty cyto- i genotoksyczne
w komorkach nowotworowych i prawidiowych cziowiekan vitro. Wykorzystane
w przedstawianych dwiadczeniach linie nowotworowe: A549 (niedrobnokaokodvy rak
ptuc) oraz HT29 (gruczolakorak jelita grubego), padzity z Amerykaskiej Kolekcji Kultur
Tkankowych (ATCC) i ranity sic miedzy sola stopniem wraliwosci na chemioterapi
Komorki linii HT29 s3 komdérkami mato wrdiwymi na podawane chemioterapeutyki,
w przeciwigistwie do komérek A549. Komorki prawidtowe tj. lintfpty krwi obwodowej
cztowieka wykorzystane w omawianych pracach, poeziwydz Regionalnego Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w todzi.

Celem pierwszej z prac skladeych st na przedstawiane przeze mnie agsiccie
naukowe byla analiza genotoksyczcio i skutecznéci napraw DNA po dziataniu
stosowanego klinicznie irinotekanu w obegrionowych komplekséw platyny(ll) tjcis-
[PtCl(4-pmOpe)] i trans{PtCl(4-pmOpe)] na komérki nowotworowe A549 i HT29 przy
uzyciu testu kometowego. Z uwagi na fakie chemioterapia oparta jest gtownie
na kojarzeniu kilku cytostatykdéw, zastosowany w wiaaej pracy uktad: lek stosowany
klinicznie-potencjalny lek, mogtby wiat si¢ ze zré@nicowara odpowiedzi komorkowa

w zaleznosci od typu wykorzystanych linii komérkowych:
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1. R. Kontek, K. Mattawska-Wasowska, U. Kalinowska-Lis B. Marciniak, 2010,
Genotoxic effects of irinotecan combined with the owvel platinum(ll) complexes
in human cancer cellsChemico-Biological Interactionsl88, 66-74.

Test komety jest bardzo cautechnilkh umazliwiajaca wykrywanie r@nego typu
uszkodzé DNA, takich jak: gkniecia nici DNA (pojedyncze i podwodjne), miejsca
alkalicznie labilne, ktére przeksztatcareve pekniecia nici w alkalicznych warunkach testu,
wigzania krzgowe DNA-DNA, czy DNA-biatko. W opisywanej publikacgastosowano
alkaliczry wersg, testu komety (pH > 13), ktéra pozwala na detgkegzystkich ww. typow
uszkodzé DNA. W przeprowadzonych seriach sadczalnych stzenia kompleksow
platyny(ll) zostaty dobrane na podstawie wynikowtte MTT, ktory pozwolit wyznaczy
wartas¢ 1Cso czyli takie s¢zenie zwazku, ktére zahamowato pragvalnas¢é komérek w 50%
po 72-godzinnej inkubacji (Kalinowska i wsp., 200Skzeniacis{PtCl(4-pmOpej)] i trans-
[PtCl(4-pmOpe)] wykorzystane w niniejszej pracy, mieszacsic w przedziale dawek
cisplatyny stosowanych w chemioterapii: 0,5-2,04/mlg Wartcgci te mog uleg&
zmniejszeniu kdz zwigkszeniu w zalenosci od formy podania leku (Baba i wsp., 2009).
Z kolei ostateczne @tenia irinotekanu w poszczegolnych seriackwladczalnych zostaty
uscislone w oparciu o wyniki testu cytotoksyczeouzyskanych przez Sapra i wsp. (2008)
oraz Pavillard i wsp. (2002). Przeprowadzone w@ntowanej pracy badania wykazaty,
ze Irinotekan we wszystkich testowanyckzehiach skojarzony zis{PtCly(4-pmOpe)] lub
trans{PtCL(4-pmOpe)] generowat wyszy poziom uszkodizeDNA, w obu testowanych
liniach nowotworowych, w poréwnaniu z efektami gkihdukowaty ww. zwizki osobno,
w tych samych komdrkach i uktadach sd@adczalnych. Wysz skuteczné¢ dualnego
wplywu testowanych zwezkow odnotowano po 1 h inkubacji komorek linii A549
z irinotekanem w obecikoi 5 M trans{PtCl(4-pmOpe)], gdzie jui najnizsze zastosowane
stezenie irinotekanu (7,5 uM) w obecitd kompleksu o konformacjitrans’ generowato
4-krotnie  wecej uszkodzé@ DNA (24,17%) nt sam irinotekan  (6,76%)
I 2-krotnie wkcej niz sam 5 pMrans{PtCL(4-pmOpej)] (10,52%). Poziom uszkodadNA
przewy:szat warté¢ uzyskam w prébach bdacych kontrod pozytywrs, a ktdp stanowit
20 uM HO; (44,23%). W komorkach HT29 zaobserwowano réwniezrost stopnia
genotoksyczngi irinotekanu w obecriai obu kompleksow platyny w poréwnaniu z samym
irinotekanem czy samymi kompleksami platyny(ll).dBbnie jak w przypadku komérek
A549 skuteczniejszy okazat¢skompleks platyny o konformacjitrans’, ktory indukowat
wyzszy stopi@ migracji DNA w ogonach komet komoérek HT29 w por@miu

z kompleksem o konformacjcijs’. Uzyskane wyniki mog sugerowa, ze irinotekan poprzez
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utworzenie kompleksu DNA-Pt-Topol-irinotekan prowado knig¢ nici DNA, dodatkowo
kompleksy platyny determinwj powstanie specyficznych adduktow wytwarzanych
z zasadami azotowymi DNA, prowage rownie do pkni¢¢ nici DNA. Najbardziej
efektywne z ww. adduktéw to pmizenia bifunkcyjne, do ktdrych nate wewmtrzniciowe
wiazania krzgowe typu DNA-DNA (1,2-d(GpG), 1,2-d(ApG) i 1,3-d(@X),
migdzyniciowe wjzania krzgowe typu DNA-DNA (1,2-d(GpG) i mdzyczsteczkowe
wiazania krzgowe typu DNA-biatko(np. DNA-Pt-biatko gdrowe lub DNA-Pt-glutation).
Addukty DNA-Pt mog wpltywa na wzrost genotoksyczém irinotekanu poprzez
zwigkszenie poziomu komplekséw DNA-Pt-Topol-irinotekdadania przeprowadzone na
komorkach A549 i HT29 wykazatye irinotekan mge by skuteczny w polichemioterapii
z nowymi kompleksami platyny(ll), poniewgego profil toksycznéci nie pokrywa si
z profilem dziatania nowych komplekséw platyny, pdio, zwazki te maj rozne punkty
uchwytu w komadrce. Jednoczesne podawanie tychzkéw powoduje addytywny efekt ich
dziatania, ktory mge take zalee¢ od typu komérek, co potwierdzity przeprowadzone
analizy, w ktérych odnotowano silniejszy efekt geksyczny irinotekanu w obecfm cis-
[PtCl(4-pmOpe)] i trans{PtCly(4-pmOpe)] w komodrkach A549 m HT29, w tych samych
uktadach déwiadczalnych. Niszy stopié@ uszkodzé DNA w komérkach HT29 po dziataniu
testowanych zwizkow, mae wynik& réwniez z faktu, ze nowotwory jelita grubego,
wykazup silniejszz opornég¢ na chemioterapj ze wzgédu chociaby na czste mutacje
w genie 53 czy tewydajna¢ systemoéw naprawy DNA (Tsavaris i wsp., 2002).

W przeprowadzonych badaniach skuteczniejszym wialnia okazat si kompleks
o konfiguracji trans{PtCl(4-pmOpe)] w poréwnaniu z kompleksengis, co dowodzi,
ze zwhzki o konformacji trans mog wykazywa& aktywndé przeciwnowotworow.
Zasypienie grup amonowych rozbudowanymi przestrzennigandami, skutecznie
zredukowato tempo reakcji substytucji jonow chlotoh. Elementem sktadowym
heterocyklicznych ligandéw, ktore budujtestowane w niniejszej pracy kompleksy
platyny(ll), jest rownie pirydyna, ktéra mogta wphgé na podwyszenie aktywnsi
genotoksycznej wobec badanych komoérek. Zastosowanigych kompleksow platyny
z irinotekanem powoduje dalszy wzrost genotoksyéziner komdrkach nowotworowych.
Wykorzystanie przestrzennych ligandow powoduje riéwnzwickszenie lipofilowego
charakteru komplekséw przez co utatwione jest ichzepikanie do przestrzeni
wewmntrzkomorkowych (Kalinowska-Lis i wsp., 2008; WangLippard, 2005). Nie bez
znaczenia wydaje siby¢ drugi element sktadowy tych liganddéw, czyli reskiaforanowa.

Rezultaty niektérych bada pokazuj, ze fczenie fosforandow czy fosfoniandw
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z heterocyklami pozwala na uzyskiwanie komplekséwnteresujcych wigciwosciach
fizyko-chemicznych i biologicznych (Mattawska i ws@005; Aranowska i wsp., 2006).

Efektywnag¢é napraw w komodrkach A549 oraz HT29 od momentu #ekenia
ekspozycji komorek na irinotekan w obegéciokompleksu o konformacjitrans’, pomimo
2-godzinnej postinkubacji wrodowisku wolnym od testowanych zawkow przebiegata
powoli, gdy: zaobserwowany poziom uszkodzBNA pozostawat nadal na &towysokim
poziomie. Mae to swiadczy o stabym rozpoznawaniu tego typu uszkadfeewratrz-
I miedzyniciowe wizania krzgowe typu DNA-DNA), indukowanych przez izomerans’,
przez enzymy reperacyjne biace udziat w naprawie DNA. W zazku z tym, mogty
pozostawé nienaprawione przez diugi czas (Waardenburg i w2p04a; Waardenburg
i wsp., 2004b).

Przeprowadzone badania sugeriag pohczenie aktywngci trans{PtCl,(4-pmOpe)]
z irinotekanem daje zdecydowany wzrost genotokssganoddziatywania obu zwikow
w komérkach A549 i HT29, co mogtoby pozwblha zmniejszenie dawek stosowanych
chemioterapeutykow, zachowajjednoczénie zamierzony efekt terapeutyczny. Im mniejsze
stezenie leku zostanie wprowadzone do organizmu, tynejsee leda skutki uboczne lub
beda mialy tagodniejszy przebieg. Rezultaty pasyych badd s réwniez kolejnym
dowodem przetamagym paradygmatze kompleksy platyny(ll) o konformacjrans nie
wykazup wtasciwosci biologicznych, co naley szczegolnie podkégé. Ze wzgédu na stale
rosmca lekooporné¢ komérek, poszukiwanie wegi nowych zwazkow, ktore odniog sukces
w walce z chorofpnowotworow wydaje s¢ by¢ bez watpienia konieczne.

W chwili obecnej chemioterapia, obok leczenia opgreego, jest jedynym nitiwym
sposobem poprawienia jada i wydtuzenia zycia pacjentow z chorabnowotworows,
dlatego w kolejnych publikacjach sktageych se&é na moje osigniecie naukowe
postanowitam kontynuowabadania zmierzage do skojarzenia irinotekanu, ale tym razem,
ze znanymi antyoksydantami. Uzyskanie pozytywnyghikow, mogtoby si przyczyné do
polepszenia efektywroi dziatania irinotekanu, a jednoémée znacza redukcg skutkdw
ubocznych, ktore wyspuja podczas chemioterapii, zwtaszcza wielolekoweji@#zzdy lek
niesie ze sab potencjat negatywnych oddziatywana funkcjonowanie catego organizmu.
Zarowno Irinotekan jak i nowe kompleksy platyny@ddane razem czyz@sobno na pewno
generowaty wysipienie niekorzystnych skutkédw ubocznych. Zastosaavamtyoksydantow
mogtoby przyczyrd sic do zmniejszenia niepadanych efektow dziatania irinotekanu,

a jednoczénie modulowa jego genotoksyczne dziatanie na komoérki nowotwaow
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Zatozenia te zostaly wykorzystane w kolejnych publikahjavchodacych w prezentowane

osiagniccie naukowe:

2. R. Kontek, R. Drozda, M. Sliwinski, K. Grzegorczyk, 2010, Genotoxicity
of irinotecan and its modulation by vitamin A, C ard E in human lymphocytes from
healthy individuals and cancer patients;Toxicology in Vitro24, 417-424.

Zahamowanie replikacji DNA przyjmuje ¢Siza podstaw cytotoksycznego dziatania
irinotekanu. Jak kaly lek i irinotekan ulega wewirz organizmu licznym przemianom
metabolicznym podczas, ktorych wyzwalanerasaktywne formy tlenu (RFT), uszkadzag
DNA komorek i tkanek (Smith i wsp., 2006). RFT geweane g takze jako nasfpstwo
aerobowego metabolizmu samych komorek. Poza prgguURET podczas metabolizmu
irinotekanu, liczne stany zapalne przebiegaj wewntrz organizmu nasilaj stres
oksydacyjny, ktérego stopiewzrasta wraz z zaawansowaniem choroby nowotworowej
Proces ten powoduje rowgaignaczne ostabienie ustrojowego systemu antyoksgjmzgo.

Podczas przyjmowania chemioterapeutykéw rola witanmi innych zwazkow
o charakterze antyoksydacyjnym nie jest dadeojasna. Wak istnieje potrzeba zghiania
wiedzy na temat interakcji konkretnych lekow z kmetkymi antyoksydantami wewtrz
komorek nowotworowych. Magone wykazywé dziatanie synergistyczne. Jednak istnieje
takze maliwo$¢ obnienia dziatania chemioterapeutykow, ¢gdynane powszechnie
antyoksydanty stabilizajczasteczk DNA, co z punktu widzenia skuteczod chemioterapii
nie jest zjawiskiem padanym. Dane literaturowe wskazujze suplementacja diety
antyoksydantami podejmowana jest przez 13-87% chona raka (Pathak i wsp., 2002;
Murray i wsp., 2006; Sugamura i wsp., 2008; Kim spy 2012). W ostatnim czasie,
onkolodzy, jak rownig lekarze innych specjalba, zwrocili szczegéla uwag na
wykorzystanie witamin u pacjentow poddawanych cloeenapii z powodu obawze
przeciwutleniacze mag zakibcdg mechanizm  dzialania  chemioterapeutykow,
a w konsekwencji zmniejszizwickszy¢ jego skutecznid (Prasad i wsp., 2002; Borek, 2004;
Seely i Oneschuk, 2008; Greenlee i wsp., 2009).

Zatem, w kolejnej publikacji stanowdej moje osigniecie naukowe, dokonatam
oceny czy antyoksydant m® modulowéd genotoksyczne dziatanie irinotekanu oraz
wywierat wptyw na skuteczrig napraw DNA w limfocytach krwi obwodowej pacjentéw,
u ktérych zdiagnozowano nowotwor jelita grubegogddsych przed zabiegiem
chirurgicznym, bez cech przerzutow i nie przyjanych wczéniej regularnej farmakoterapii,
w poréwnaniu z dawcami zdrowymi. Badania zostatyzeprowadzonein Vvitro,

wykorzystupc test kometowy.
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Stzenia irinotekanu wykorzystane w opisywanych badaniamigcity si¢
w przedziale 7,5 puM — 60 uM i byly analogiczne dezentowanych w publikacji nr 1
przedstawianego przez mnie g@piiccia naukowego. 8tenia antyoksydantow: witaminy C
(50 uM) i E (25 pM) migcity si¢ na ich fizjologicznym poziomie wygbujacym w 0Soczu
krwi: 50 pM i 25,7 pM. Stzenie witaminy A (10 pM) co prawda bylo wsze od
identyfikowanego w stanie fizjologicznym w osocZu24 pM), ale pomimo to jest zaliczane
do farmakologicznie niskich, gdynie ma wptywu na wzrost komorek prawidtowych
i nowotworowych (Prasad i wsp., 2002).

W przeprowadzonych eksperymentach zaobserwowaney limfocytach pacjentow
chorych na nowotwor jelita grubego, poziom uszkadZENA po inkubacji z samym
irinotekanem byt zdecydowanie wszy niz w serii z wykorzystaniem krwi od dawcow
zdrowych, co mogto ky spowodowane m.in. stopniem zaawansowania chorabjemta.
Obecng¢ witamin A, C lub E w roztworach inkubacyjnych peamlata synergistycznie
zwickszapc poziom uszkodzZeDNA w komaérkach wywotany ekspozycmateriatu na rine
stezenia irinotekanu. Jedynie po zastosowaniu witan@nip0 uM), odnotowano nieznaczne
tylko zwickszenie stopnia uszkodz®NA w poréwnaniu z segiz samym irinotekanem, co
moze przemawié za tym,ze witamina C nie zmienia wyfaie dziatania genotoksycznego
irinotekanu w badanych komoérkach. Jedieakv przypadku obecdoi witamin A (10 uM)
lub E (15 pM) podczas inkubaciji limfocytow od dawc@horych z irinotekanem poziom
uszkodzé DNA znacznie przewxszat uzyskany w serii bez obednp tych witamin,
zwtaszcza w przypadku zastosowania witaminy A. Wgkstanie witamin A i E
zwielokrotnito efekt genotoksyczny wywotany przednotekan, przy zachowaniu tych
samych jego sken w komorkach pochodzeych od osob chorych. Uzyskane wyniki suggruj
ze witaminy A, C i E przy zachowaniu statego iclezehia, zwekszah wzrastajce
genotoksyczne dziatanie irinotekanu poprzez wzmoggracji DNA w ogonach komet
badanych komorek. Komorki od dawcéw chorych wykaaywwicksza wrazliwosé na
podawany chemioterapeutyk, co medby¢ spowodowane wyszym s¢zeniem w komorkach
organizmu enzymu topoizomerazy |, ktory jest celemapeutycznym irinotekanu (Burgess
i wsp., 2008). Podyktowane jest to tyme, komaorki w stanach zapalnych lub w obexmaiat
obcych w organizmie stymulowanes slo podziatbw w celu zwielokrotnienia swojej
liczebndci przez co mge dogé do czasowego podniesienia poziomu topoizomeraiytko
w komorkach rakowych, ale rowriev innych tkankach organizmu np. limfocytach.

Z kolei w materiale od dawcéw zdrowych, po dodada zawiesiny komorkowej

wzrastagcych stzen irinotekanu oraz witaminy C (50 pM) nagi#t spadek poziomu
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uszkodzé DNA. W serii ddwiadczalnej z udziatem witaminy E (15 pM) odnotowan
nieznaczne zmniejszenie % DNA w ogonach komet vd\wpaniu z sed z irinotekanem bez
obecndci tej witaminy. Najmniej korzystnie w tej serii doiadczalnej wypadta witamina A
(10 uM), ktora powodowata niewielki wzrost uszkoalZzBNA w komorkach zdrowych
dawcéw ponad ten odnotowany dla serii z samym tiek@nem. Otrzymane wyniki batla
swiadcz, o tym, ze i w tym przypadku doszio do biomodulacji genotaiznego dziatania
irinotekanu przez witaminy A, C lub E w limfocytaglmchodzcych od dawcéw zdrowych.
Relatywnie wysoka bariera antyoksydacyjna u osabvezgch, ma wptyw na ekspresyenow
bioracych udziat w procesach naprawy uszkodzonego DNk genow hamagych smieré
komorki, co przejawito sinieznacznym % uszkodze

Po przeprowadzeniu 2 h postinkubacji limfocytow aalvcow chorych w podim
wolnym od testowanych zwakéw zanotowano spadek waito% DNA w ogonach komet
we wszystkich probach dwiadczalnych, przy czym samo tempo napraw DNA ptzzesto
na umiarkowanym poziomie, pomimo 2 h okresu postiaicji. Poréwnujc procent DNA
w ogonach komet tupo zakaczeniu inkubacji (§) w badanych uktadach éleiadczalnych,
z wynikami uzyskanymi po 2 godzinnej postinkubagmobserwowanoze po tym czasie
uszkodzenia zostaty naprawione w 30-50%, cozmaottumaczy charakterem dziatania
irinotekanu w komorkach, ktory polega na indukoveamim.in. gkni¢¢ nici DNA, ktorych
naprawa jest procesem wieloetapowym zachogn przy udziale wielu biatek, obejmgym
wykrycie uszkodzenia, przekazanie sygnatu oraz @apmwanie reakcji naprawczej. Tego
rodzaju odpowiezl komérkowa jest bardzo ztona i $cisle kontrolowana, jednak
nagromadzenie siduzej liczby uszkodze DNA, zwiaszcza gknigé jedno- i dwuniciowych,
stawia komorki cgsto w sytuacji wymagagej wyboru medzy przeyciem obarczonym
kosztem uszkodzonego materialu a uruchomieniemtappp smierci. Z kolei grupa osob
zdrowych wykazywata wysoce skuteczne tempo napdawyartgci zblizonych lub réwnych
kontroli negatywnej.

Wydaje s¢, ze najbardziej efektywne dziatanie protekcyjne wytazw naszych
doswiadczeniach witamina C, najmniej korzystne dzietamdnotowano po ekspozyciji
komorek z irinotekanem w obediod witaminy A, bo odnotowalmy zwigkszenie poziomu
uszkodzé DNA. Jednake z punktu widzenia chemioterapii irinotekanem fet, mae
okaz#& sig bardzo pomocny, gaymozliwe sie staje obnienie dawki zastosowanego leku,
przy zachowaniu tych samych rezultatow terapeutydanMniejsza ilé¢ wprowadzanego
chemioterapeutyku mogtabyesprzyczynt do zmniejszenia efektéw ubocznych jakie on

powoduje w organizmie. Opisane w niniejszej prac§wdadczenia przeprowadzone zostaty
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w ukladzie in vitro i na pewno bda istnie¢ rdznice w biodosipnosci i aktywndci
testowanych zwizkéw stosowanych w hodowli a preparatami przyjmoymandoustnie.
Jednale tego typu badania, z ggdewndcia przyczyniaj sie do lepszego poznania specyfiki
dziatania antyoksydantow adznie z chemioterapeutykami u pacjentow z chgrob
nowotworowy. Badania opisane w ww. publikacji, a zwtaszcza emak jakim mogtam
dysponowa dzigki wspotpracy z Klinile Chirurgii Szpitala MSWIA w todzi, byty dla mnie
niezwykle wane, a kontakt z chorymi stalestlla mnie dodatkow sita nagdowa w mojej
pracy naukowej/daviadczalne;j.

Badajc wptyw znanych antyoksydantow na genotoksyéznminotekanu, swaj
uwag: skierowatam na melatongn ktéra w ostatnich latach statae dbardzo popularna, z
uwagi na jej szerokie spektrum dziatania, wrmych dziedzinach medycyny, réwnigako
zwigzek o charakterze antyoksydacyjnym. Takomv kolejnej publikacji sktadagej st na
moje osagnigcie naukowe, wykorzystatam uktadsswadczalny — irinotekan/melatonina:

3. R. Kontek, H. Nowicka, 2012, The modulatory effecof melatonin on genotoxicity
of iriontecan in normal lymphocytes and cancer cedl, Drug and Chemical Toxicology
36(3): 335-342.

Melatonina oprécz wielu waych funkcji jakie petni w organizmie, jest niezviglsilnym
przeciwutleniaczem hydrofobowym i hydrofilowym, elzi obecndci w czsteczce grup O-
metylowej i N-acetylowej. Melatonina petni eghntyoksydanta prewencyjnego, besednio
uczestniczc w inaktywacji reaktywnych form tlenu oraz dezakagji reaktywnych form
azotu. Melatonina posiada tak zdolng¢ do usuwania rodnikow nadtlenkow lipidowych
powstatych podczas utleniania nienasyconych kwastiuszczowych, petac role
antyoksydanta interwencyjnego dziatggo synergistycznie z witaminE. Dodatkowo,
poprzez oddziatywanie na zlokalizowane w bionie kdiowej i we wrtrzu komorki
receptory melatoninowe, wptywa ona na wzrost akydenenzymoéw antyoksydacyjnych, tj.
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT) rgksydazy glutationowej. Szerokie
spektrum wiéciwosci melatoniny powodujeze jest ona wykorzystywana w leczeniumgch
stanow patologicznych posaszy od proceséw zapalnych, niedokrwiennych, zamiach
rytmu okotodobowego oraz w chemioterapii gk@izajc jej skuteczn& i tolerancg (Reiter
I wsp., 2002; Korkmaz i wsp., 2009).

Celem bad& opisanych w prezentowanej publikacji byto zbadaaid wptyw na
poziom uszkodze DNA i efektywnad¢ naprawy DNA ma ukiad melatonina-irinotekan przy

uzyciu testu komety w prawidtowych limfocytach krwibwodowej cztowieka i liniach
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nowotworowych: A549 i HT29. W eksperymentackzehie melatoniny (50 pM) ustalono na
podstawie danych literaturowych (Anisimov i wspPB; Sliwi aski i wsp., 2007), aczkolwiek
jej fizjologiczne stzenie wynosi 1M, a dopuszczane farmakologiczne®M Stezenie
melatoniny ayte w badaniach nie przekraczato rekomendowanyualekidarmakologicznych
(Adamczyk-Sowa i wsp., 2013).

Uzyskane wyniki badawskazuj, ze wzrost sizen irinotekanu (od 7,5 uM do 60 uM)
przy jednoczesnym zachowaniu stateggzestia melatoniny (50 uM) w badanych probach,
spowodowat wzrost poziomu migracji DNA w ogonachriad badanych komorek. \idgzy
poziom uszkodze DNA zaobserwowano w komorkach HT29 w poréwnaniu
z komoérkami A549, z kolei najnszy stopié@ uszkodzé DNA odnotowano w prawidtowych
limfocytach krwi obwodowe]j cziowieka. Zaleos¢ ta byta opisana juwe wczeéniejszych
prezentowanych publikacjach i jest ona spowodowagprawdopodobniej wgzym
stezeniem topoizomerazy w komérkach nowotworowych wi komorkach prawidtowych.
Naprawa DNA obserwowana w prawidtowych limfocytgak i w komérkach HT29, A549
po 60 min i 120 min postinkubacji wrodowisku wolnym od testowanych zakow,
przebiegata w efektywnym tempie. Po 120 min postiracji badane komorki naprawity ok.
45-50% uszkodze DNA w poréwnaniu z poziomem uszkodzeDNA odnotowanym
bezpdrednio po inkubacji z badanymi zwkami. Mae to by zwiazane
Zz tym, ze dzialanie melatoniny nie jest ograniczane przexfafozjologiczne bariery
organizmu, a wadrze komérkowym melatonina m® prowadzi do uruchomienia szlaku
przekanictwa sygnatow i za poednictwem biatkowej kinazy C nie indukowa syntez
enzymow naprawy DNA i szybkiej naprawy uszkatlz@/ijayalaxmi i wsp., 1996;
Vijayalaxmi i wsp., 2004).

Modulacja genotoksycznej aktywsw irinotekanu przez melatorgrjest w znacznym
stopniu uzaleniona od typu komérek nowotworowych oraz od mechaow dziatania
chemioterapeutyku. Bigc pod uwag mak toksyczné¢ melatoniny i jej zdoln& do
zmniejszania skutkbw ubocznych @0 przyczynt sie do uzyskania efektow
terapeutycznych, porownywalnych do uzyskanych dimeggo chemioterapeutyku, ale przy
znacznie mniejszych jego dawkach. Melatonina papiagoje zdolnéci antyoksydacyjne
zwicksza wraliwo$¢ komdrek nowotworowych na zastosowany cytostatykz @dgrywa raf
w hamowaniu aktywriei telomerazy co ma znaczenie w przezwyaniu opornéci
komoérek nowotworowych na chemioterapeutyki (Fugatamsp., 2001). Melatonina ma

takze zdolnd¢ hamowania glikoproteiny P, ktéra uczestniczy wwesniu leku z komorek
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nowotworowych (Goldman, 2000), czym réwhienozna ttumaczy jej synergistycznie
dziatanie z irinotekanem.

Obiecupce wyniki dotycace modulacji genotoksyczém irinotekanu w obecrigi
antyoksydantow sktonity mnie do pedja dalszych bada majcych na celu zbadanie
efektow proapoptotycznych allz nekrotycznych w ww. opisanych uktadach
doswiadczalnych. Wyniki tych analiz zostaty zebran&alejnej publikacii:

4. R. Kontek, M. Jakubczak, K. Mattawska-Wasowska, 2014, The antioxidants, vitamin
A and E but not vitamin C and melatonin enhance thgroapoptotic effects of irinotecan
in cancer cells in vitro, Toxicology in Vitro28: 282-291.

W pracy podjto proke oceny czy antyoksydanty (witaminy A, C i E orazlabenina)
maja wptyw na zdolné¢ do indukcji apoptozy przez irinotekan w komorkaeb49 i HT29
przy wyciu testu TUNEL i cytometrii przeptywowej. Dodatko w celu wizualizacji zmian
morfologicznych jakie wysgpuja w komdrkach podczas apoptozy i/lub nekrozy zastaso
podwadjne barwienie fluorochromami: otam akrydyny i bromkiem.

Na temat wiéciwosci proapototycznych witamin A, C i E oraz melatonin
opublikowano wiele prac, w ktérych zauwesmo ich zdolnéci do eliminowania komorek
nowotworowych w okrdonych warunkach (Rietjens i wsp. 2002). Wykazatmowitamina
C indukuje apoptagw komorkach poprzez aktywadnterleukiny ki, zwickszenie poziomu
biatka p53 oraz p21, powodigj spadek potencjatu transbtonowego mitochondriow tez
poprzez induke czynnika AIF (biatko uwolnione =z przestrzeni qoizybtonowej
mitochondriow do cytoplazmy) (Sakagami i wsp., 20Qh i wsp., 2006; Hong i wsp.,
2007). Jednak, inne doniesienia literaturowe wskaze witamina C wpltywa na ekspresj
genow uczestniezych w procesie apoptozy, hamijten proces m.in. poprzez Supees;
kaspazy 3 oraz wzrostem ekspresji gendéw odpowikgzia za synteg interleukin 2, 4, 12
i 15, ktére g czynnikami hamujcymi smier¢ komorki (Campbell i wsp., 1999; Wittenberg
I wsp., 1999; Huang i wsp., 2002). Z kolei, witamirE indukuje apopt@z poprzez
hamowanie kinaz tyrozynowych (OTKs), ktére w konairk nowotworowych hamuproces
apoptozy oraz stymulyj niezalena od czynnikdw wzrostu, proliferagj komorkows
(Claycombe i Meydani, 2001; Ricciarelli i wsp., 200Ponadto ma zdoldé regulowania
transkrypcji wielu genoéw, m.in. zazanych z przekaictwem komorkowym i kontral cyklu
komorkowego (Azzi i wsp., 2004). Badania vitro pokazuj, ze a-tokoferol wptywa na
zatrzymanie cyklu komérkowego m.in. w liniach radtarcza (Venkateswaran i wsp., 2004).
Witamina A indukuje apopt@z przez kwas @isretinowy lub kwadrans+etinowy (np. rak

prostaty), jak rownie przez indukaj proapoptycznej kaspazy 7 i 9 (Donato i Noy, 2005).
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Z kolei melatonina wykazuje dzialanie onkostatyczneantyproliferacyjne, a tade
proapoptotyczne w stosunku do wielu rodzajow novweobw (Garcia-Santos i wsp., 2006;
Rubio i wsp., 2007; Bejarano i wsp., 2011). Wykazardwniez pozytywny wptyw
melatoniny na skuteczi&®chemioterapii i jej lepsiztolerancg podczas terapii (Cerea i wsp.,
2003); Lissoni i wsp., 2003). W prezentowanych Wwgeh pracy z wykorzystaniem testu
TUNEL, najwyzsz liczbe komérek TUNEL pozytywnych zaobserwowano po 24-guagm
dziataniu irinotekanu w obeckd 25 UM witaminy E lub 1QuM witaminy A, w poréwnaniu

z sery z samym irinotekanem. W obu przypadkach wykazam@l&cg pomidzy iloscia
komoérek wyznakowanych fluorescein zastosowanymegteniem irinotekanu. W przypadku
obecndci w roztworach inkubacyjnych witaminy C (50 pM)blumelatoniny (50 pM)
odnotowano nieznaczny wzrost frakcji komorek aptygiznych w poréwnaniu z seri
z samym irinotekanem. Wiadomge w t&cie TUNEL fluoresceina znakuje koce 3’-OH
fragmentoéw ssDNA oraz dsDNA generowanych podcpagpta@zy. Jednalke naley zwrdcic
uwag, ze fragmentacja DNA towarzyszy réwmniennym procesom biologicznym, np.
nekrozie, rekombinacji homologicznej, naprawie usider DNA. Z drugiej jednak strony,
intensywnda¢ zielonej fluorescencji w feie TUNEL jest proporcjonalna do poziomekpiec
nici DNA, a jak wiadomo, tylko podczas apoptozy ldodzi do specyficznej fragmentacji
DNA na liczne oligonukleosomalne odcinki, co zksza niejako prawdopodolistwo, ze
komorki wyznakowane w gteie TUNEL s komdrkami apoptotycznymi (Loo, 2011). Wyniki
uzyskane w te&eie TUNEL znalazty potwierdzenie w analizie cytonyeknej, gdzie w
komoérkach A549 pojawiaga st frakcja komérek pgnoapoptotycznych byta zdecydowanie
liczniejsza nt ta obserwowana w komaoérkach HT29. dao wynika z faktu,ze komorki we
wczesnej fazie apoptozy charakteryog se niskim poziomem fragmentacji DNA madpy¢
niewyznakowane w teie TUNEL (Negoescu i wsp., 1996; Vermes i wsp.00 gdzie
dodatkowo podczas etapu permabilizacji blon komésiah, mate fragmenty DNA magoy¢
niejako gubione i w konsekwencji czego zostakze niewyznakowane. Wyniki uzyskane
w niniejszej pracy dla testu TUNEL wskazuwyyzszy stopié apoptozy w komorkach A549,
niz w komorkach HT29. Analiza cytometryczna dowiodtae najskuteczniejsza
w indukowaniu apoptozy w komorkach A549 i HT29 jegtamina A oraz E. Poziom
apoptozy wynosit dla 6QM irinotekanu w obecrii witaminy A w komorkach A549:
38,2% (wczesna apoptoza) i 10,4% Ame apoptoza). W przypadku komorek HT29 uwag
zwraca fakt,ze w przeciwiéstwie do analogicznej serii przeprowadzonej na kdwch
A549, irinotekan (6QuM) w obecndci witaminy A indukowat znacgy wzrost tylko frakcji

wczesnhoapoptotycznej agajac wartéd¢ 29,5%. Natomiast komorek fdoapoptotycznych
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bytlo zdecydowanie mniej (3,8%) w porownaniu z kokadni A549. Z kolei inkubacja
komorek A549 i HT29 irinotekanem o wzragtajm stzeniu w obecngri 25 uM witaminy

E, zwlaszcza przy najwgzym sgzeniu irinotekanu indukuje znagzy wzrost populacji
komorek ledacych we wczesnej apoptozie gigajac wartacei: 29,4% dla A549 oraz 25,6 %
dla komérek HT29, a tak bgdacych w pé@nej apoptozie, gdzie procent ten wynosit 16,3%
w komorkach A549 i tylko 2% w komodrkach HT29. Mnigjfektywne dziatanie
proapoptotyczne wykazata 50 pM witamina C lub 50 hlatonina w pakzeniu

z irinotekanem, chociai w tym przypadku odnotowano wzrost stopnia indulpoptozy

w poréwnaniu z prébami z samym irinotekanem. Catansp. (2002) wykazalize kwas
askorbinowy indukuje syntezbiatka MLH1 (Mut L homologue-1) bigacego udziat
w naprawie kidnie sparowanych zasad (mismatch repair) oraz dipfk3, indukujcego
apoptoz. Poprzez indukej ekspresji genOWMLH1 i p73 witamina C mae wzmacnia
antyneoplastyczn aktywna¢ niektérych chemioterapeutykéw. W odpowiedzi na
uszkodzenie DNA (spowodowane irinotekanem) MLH1 tyakia drog przekazywania
sygnatéw, ktéra prowadzi do aktywacji biatka c-Abgstpnie biatka p73, a w ostateczao

do smierci komorki.

Skojarzenie antyoksydantéw z irinotekanem wplgnna znaczne zwkszenie
procentu komorek apoptotycznych w poréwnaniu z asdyez antyoksydantow przy
zachowaniu tych samychegen chemioterapeutyku. Zwraca uwatpkt, ze w komorkach
A549 oprocz apoptozy odnotowano wzrost stopnia omkrktory jednak nie przekroczyt
poziomu 8,5% (irinotekan 6QuM + witamina A). Dla poréwnania procent nekroz w
komorkach HT29 po inkubacji z M irinotekanem w obecrici witaminy A wyniost 1,2%.
Niski stopiér indukcji nekrozy jest niezwykle wiaym czynnikiem, gdy tres¢
zdegradowanych komorek nekrotycznyclkysta pozostaje w przestrzeni guazykomorkowe;j
generujc lokalne uszkodzenia i czynniki zapalne (Perezsp.w 2000; Bernstein i wsp.,
2002). Dodatkowo przy pomocy fluorescencyjnej avyalimikroskopowej dokonano
wizualizacji morfologicznych zmian zachagych w komoérkach A549 i HT29 podczas
apoptozy (kondensacja chromatyny, kurczenige keimorki, fragmentacjaaflra, tworzenie
ciatek apoptotycznych) po dziataniu irinotekanu beondci antyoksydantéw wykorzystag
podwadjne barwienie oraem akrydyny i bromkiem etydyny. Irinotekan, jak igiennych
ksenobiotykow generuje wysoki poziom stresu oksypiego w ukladach biologicznych, a
wytwarzane reaktywne formy tlenu w pierwszej kotgp atakup btone komérkows, gdzie
dochodzi do procesu peroksydacji lipidow btonowyPhoduktami peroksydaciji lipidowas
m.in. liczne aldehydy, ktére maeguszkodzt skiadniki komoérkowe i zakidéca funkcje
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zyciowe komorki np.: dialdehyd malonowy (MDA), aldehakrylowy, aldehyd krotonowy,
4-hydroksy-nonenal — 4-HNE. Wytwarzanie aldehydabyawa s¢ w wyniku hamowania
aktywnaci kaspazy, co m@ przyczynid sii do zmniejszonej skuteczém
chemioterapeutykOw podczas stresu oksydacyjnegotyokaydanty poprzez indukgj
proapoptotycznych kaspaz (3, 7, 8, 9) skojarzonkekeem mog zwigksza aktywnaé
cytotoksyczn leku poprzez ograniczenie peroksydacji lipidowigane z tym wytwarzanie
aldehydow, na skutek stresu oksydacyjnego ypygicego w trakcie chemioterapii (Conkilin,
2000; Dotan i wsp., 2004; Dwivedi i wsp., 2007)nBdto wzrost wskanika apoptotycznego
moze wynik& z ich wptywu na hamowanie ekspresji biatka BclBagt i Haenen, 2002).
Przedstawione wyniki sugenyjze antyoksydanty odgrywgjwazna role w zwigkszaniu
wrazliwosci komorek nowotworowych na dziatanie cytotoksyczoemioterapeutykow,
zwtaszczaze istnieje niewiele bada w ktorych oceniano wgdiwos¢ nowotworow na
zastosowanie antyoksydantow w skojarzeniu z chiemaipeutykiem.

W prezentowanych 4 publikacjach wykorzystano w eprawadzonych
doswiadczeniach najbardziej znane zgki o charakterze antyoksydacyjnym. W grupie
witamin, A i E okazaly si by¢ najbardziej efektywne w aspekcie chemioterapiiatekanem.
Natomiast witamina C wykazata w przeprowadzonycspekymentach najeksze dziatanie
antyoksydacyjne — protekcyjne. Pozostate wykornesiarzeciwutleniacze takiego charakteru
nie wykazywaty. To skionito mnie do pedja proby zbadania dziatania samej witaminy C
w uktadzie z wzorcow reaktywry forma tlenu czyli nadtlenkiem wodoru w komorkach

HT29. Wyniki bada z przeprowadzonych eksperymentéw zostaty opisapabiikaciji:

5. R. Kontek, B. Kontek, K. Grzegorczyk, 2013, ,Vitamn C modulates DNA-damage
induced by hydrogen peroxide in the human colorectaadenocarcinoma cell lines
(HT29) estimated by comet assay in vitro”Archives of Medical Sciencé, 1006-1012.

Celem pracy byfa analiza wptywu wzragtajch stzen witaminy C na uszkodzenia
DNA indukowane nadtlenkiem wodoru w komérkach gnlakoraka jelita grubego HT29.
Dodatkowo dokonano pomiaru efektywiob napraw DNA oraz oceniono charakter
indukowanych uszkodae przy pomocy glikozydazy formamido-pirymidynowej p@.
Uzyskane wyniki dowiodly, ze 1 h preinkubacja komorek HT29 z witaminC
0 wzrastajcym stzeniu (10 uM-100 puM), pod koniec ktérej materiat poddano 10 min
ekspozycji na 1uM H,0,, powoduje znacky wzrost stopnia migracji DNA w ogonach
komet we wszystkich eksperymentalnych seriach. IdlaM, 25 uM, 50 uM oraz 100uM
witaminy C poziom uszkodaeDNA w komorkach HT29 wyniost odpowiednio: 18,6%,
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21,1%, 25,3% i 27,2%, w poréwnaniu z komorkami koimymi (3,26%, podtge wolne od
testowanych zwizkow). W poréwnaniu z poziomem uszkofiZBNA po dziataniu samego
H.O, (29,2%) zaobserwowano spadek tyehuszkodze, ale w miag¢ wzrostu sizenia
witaminy C wzrastat tepoziom uszkodzeDNA w testowanych komoérkach. Komorki HT29
byly zdolne do skutecznej naprawy DNA po 60 min201min postinkubacji w podiu
wolnym od testowanych zwikéw, a wyniki uzyskane po zastosowaniu enzymu
naprawczego Fpg potwierdzity oksydacyjny charakidukowanych uszkodaeDNA. Dane
literaturowe wskazuaj ze witamina C mge charakteryzowasi¢ dwoistccia dziatania. | tak,
witamina C w zakresie gten 100-200uM moze generowé znacaca degradagy DNA
w ludzkich limfocytach oraz indukowaapoptoz w komorkach nowotworowych (Prasad
I wsp., 2002; Williams, 2013). Z kolei Btasiak i jug2002a) zaobserwowalie witamina C
w polaczeniu z idarubicynzmniejszata liczo uszkodzé DNA w prawidtowych limfocytach,
ale w komédrkach nowotworowych zyiszata ¢ liczbe. Ten sam autor (Btasiak i wsp.,
2002b) badac moduluacy wptyw witaminy C oraz kwercetyny na uszkodzenidukowane
przez MNNG (N-metylo-n-nitro-N-nitrozoguanidyna) Vimfocytach cztowiekain vitro
wykazali, ze obecn&¢ witaminy C o sizeniu 50 uM wplywa hamugco na uszkadzage
dziatanie MNNG, ale w wysokich gteniach (25QuM) witamina C dziata proooksydacyjnie
zwickszajc poziom uszkodzew komoérkach. Weniak i wsp. (2004) odnotowalke i nizsze
stezenie witaminy C (5QuM) skojarzonej z cisplatynzwicksza jej dziatanie genotoksyczne
w prawidiowych i nowotworowych komorkach cztowiekaNyniki uzyskane we
wczesniejszych pracach dowiodtye witamina C o steniu 50uM wykazywata najwysz
aktywnas¢ antyoksydacyjs, zaréwno w komérkach nowotworowych jak i prawidimh.

Z bada& Rehmana i wsp. (1998) wynikae uzupetnianie diety witamanC byto korzystne
u 0sob, z malym wygiowym stzeniem tej witaminy w osoczu (mniejszez b0 uM),
natomiast odwrotny skutek odnosito, gdgzsnie to bytlo weksze nk 70 uM. Rezultaty
opisywanej pracy dowodzze witamina C zastosowana wzszych sgzeniach (10uM i 25
uM) wykazuje silne wiéciwosci antyoksydacyjne, ktére stadpmwraz ze wzrostem gtenia
witaminy C (50 uM i 100 uM). Autorzy publikacji, ktore ukazaly siw ,Science
Translational Medicine” (Ma i wsp., 2014; McConnelHerst, 2014) zwrdcili uwagna
wazha role antyoksydantéw w onkologii, gtownie witaminy C. #wzy publikacji, zwrocili
uwag, ze przyjmowanie wysokich dawek witamin C fgtnie, >200 mg/do) znacznie
podnosi efektywn& chemioterapii w raku jajnika, jednoémée redukujc jej skutki
uboczne. Okazato gize przy odpowiednio wysokim gteniu witaminy C w przestrzeniach

migdzykomérkowych formuj sie czasteczki nadtlenku wodoru, ktéry uszkadzat DNA
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komorek nowotworowych z jednoczesnym glpdzeniem ich metabolizmu oraz wzrostu.
Ten sam zwizek nie wplywat niekorzystnie na zdrowe komdérki.nTedmienny wptyw
nadtlenku wodoru na komorki rakowe wynikat z icludingci przy zamianie glukozy
w energe¢, z czym doskonale poradzity sobie komorki prawigdo Wysokie dawki witaminy
C doprowadzity w komérkach rakowych do swoistegdzaju ,kryzysu energetycznego”, co
poskutkowato zahamowaniem ich proliferacji Autotzgda, a take niezaleni eksperci 8
zdania,ze tego typu wyniki budg duze nadzieje i wyraznie przemawiaj za tym, zeby

wiaczy¢ kwas askorbinowy w teraponkologiczn.

Wykorzystanie wynikdw

Przeprowadzone badania vitro moga przyczyné siec do lepszego zrozumienia roli
antyoksydantow w czasie trwania chemioterapii, zgafekty stosowania suplementacii
antyoksydantami pozostajcaty czas niejasne. Zwaki antyoksydacyjne nie tylko
bezpdrednio uczestnicz w reakcjach wolnorodnikowych, ale rowniewptywaja na
aktywna¢ enzymow oraz ekspresjgenow uczestnigzych np. w procesach apoptozy
i naprawy DNA. Mog one wykazywa dziatanie synergistyczne, @ki czemu maliwe
statoby st zmniejszenie dawki przyjmowanego leku, przy utrapm efektu terapeutycznego
na tym samym poziomie. Z drugiej strony, istniejeztiwos¢ obnizenia skutkéw ubocznych
dziatania chemioterapeutykbw na komorki zdrowe, beplywu na skuteczrid
chemioterapii, gdiy antyoksydanty stabilizajczasteczle DNA i wpltywaja na podwyszenie
bariery antyoksydacyjnej, co z punktu widzenia ciotenapii jest zjawiskiem niezwykle
pozadanym.

Farmakologiczne uzupetnianie niedoboréw witamin keyskutkuje podniesieniem
poziomu tych zwjzkow w osoczu, ale nie zawsze wptywa na eénie poziomu uszkodae
w DNA. Chorzy dotknici choroly nowotworowa, poddawani chemioterapii, powinni naie
okreslone dawki wyselekcjonowanych preparatow witaminolwy jakie mog by¢
przyjmowane, zwitaszcza w skojarzeniu z konkretnyskiem onkologicznym. Wiedza
o wzajemnych oddziatywaniach antyoksydantéw i inmyzynnikow odywczych, a take
ksenobiotykow, w uktadach modelowych, a zwtaszczarganizmie jest bardzo potrzebna
I stuzy bardziej racjonalnemu ich wykorzystaniu w leczentyciu codziennym. Nale/ bra
pod uwag stan organizmu zwitaszcza, na co wskantjzymane w niniejszej pracy wyniki,
w trakcie podawania lekow wykorzystywanych w cheteriapii.

Z kolei, wykorzystanie nowych kompleksow platyni) (b polaczeniu z irinotekanem

dowiodty ich skuteczriwi w indukcji uszkodz& DNA w komérkach rakowych. Ponadto
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rezultaty badaé z kompleksami platyny(ll) asdowodem, ktéry przetamuje paradygmaze,
kompleksy o konformacji tzans’ nie wykazup wiasciwosci biologicznych, co nals
szczegOlnie podkské. W swietle omowionych wynikow, mina przypé, ze strategia
otrzymywania nowych komplekséw platyny(ll) polegag na manipulacji esteczly
cigtranglatyny poprzez wprowadzanie zamiast grup amonowgemaitych ligandow jest
jak najbardziej stuszna. Rezultaty te magwniez stanowt pewne wytyczne w procesie

syntetyzowania kolejnych kompleksow na badgdransplatyny.
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D) Omoéwienie pozostatych egjnie¢ naukowo-badawczych:

Praca magisterska

Dziatalng¢ naukowa na Uniwersytecie todzkim rozpogam kedac na V roku studidéw
magisterskich. Kieraca wowczas Zakladem Cytologii i CytochemiidRo UL Pani prof. dr
hab. Maria Olszewska zaproponowata mi pgeig stanowiska asystentasstaty w ww.

jednostce naukowej, ktdto propozyaci przyjetam. Prae magistersk pt. ,Wptyw dodyny na
cykl komérkowy komorek merystemu korzeniowégioia faba susp. minéwykonatam pod

kierunkiem prof. dr hab. HenrykatHnera oraz prof. dr hab. Reginy Osieckiej, &tor
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obronitam w 1990 r. z wynikiem bardzo dobrym W rdej stwierdzitam,ze substancja
czynna wielu fungicydéw — dodyna, wywiera efektatgksyczny/mitodepresyjny na badane
komorki i wptywa na przebieg cyklu komérkowego metgmow korzeniowychlicia faba
susp. minori jego poszczegolnych faz. Po uzyskaniu stopniagistia biologii, moje
zainteresowania skoncentrowaty s zagadnieniach dotygz/ch cytogenetyki, a konkretnie
mutagenezy. Prof. dr hab. Regina Osiecka playnnie do swojego zespotu i od tej pory pod
Jej scistym kierunkiem poznawatam metody badania chramusv raglinnych. Pani
Profesor, osobcie krok po kroku, zapoznawata mnie ze wszystkiodzajami testow
cytogenetycznych (indeks mitotyczny 1 fazowy, testikrojadrowy, test aberracji
chromosomowych, test aberracji ana-telofazowychjakae ich prawidtovq analiz, ktére
wykorzystywatam podczas prowadzonychswiadczeé. Jednoczaie z prag naukowy
koncentrujca Sie na cytogenetyce, zagam prowadzt zagcia dydaktycznescisle zwiazane

Z genetyk, cytogenetyk i biologia komoérki. Moja praca eksperymentalna dotyczyta
cytotoksycznego i genotoksycznego wptywu insektyeyd fosforoorganicznych oraz
aminofosfonianbw na materiat genetyczny komoreklimoych. W tym czasie bylam
kierownikiem i wykonaweg wielu grantow z funduszu batglavtasnych UL, ktore dotyczyty
tych wianie zagadnie (zat. 4, pkt 1). Oprocz ww. testow cytogenetycanydokonywatam
rowniez pomiaru zawarteci C DNA w komoérkach rélinnych, przy zastosowaniu
cytofotometru. W 1996 roku padam wspotpra¢ z Kateds Ekologii Stosowanej
Uniwersytetu tédzkiego kierowarprzez prof. dr hab. Macieja Zalewskiego. Dotyczytea
interesujcego zagadnienia zakwitéw sinicowych w zaporowyiomikach wodnych, ktére
m.in. dostarczaly wagd pitna dla miejskiej aglomeracji t6dzkiej. Na ten cel zyimalimy
grant finansowany przez Komitet BadaNaukowych na lata 1996-1998 nr
6-P0O4C-009410, zatytutowany ,Badania mutageniéentinksyn pochodiych z zakwitow
sinic w wybranych zbiornikach zaporowych”, ktéredoytam jednym 2z gtdwnych
wykonawcéw. W ramach ww. grantu, ktoéry podziélily na czé¢ cytogenetyczp

I ekologiczry, wykonatam analizy wptywu toksyny sinicowej tj. kmocystyny-LR, na
material genetyczny komorek stimnych, przy uyciu metod cytogenetycznych (analiza
indeksOw podziatowych, test aberracji chromosomdwyzaburzenia ana-telofazowe, test
mikrojadrowy, cytofotometryczna analiza cyklu komérkowegdyarto w tym miejscu
podkrgli¢, ze testy rélinne jako jedyne zostaly zaadaptowane do hadaréwno
w warunkach laboratoryjnych jak iin, situ’, ponadto § doskonatymi wskanikami
cytotoksycznych, cytogenetycznych i mutagenicznyafektow wywotanych dziataniem

mutagenowsrodowiskowych. Mana je wykorzystywaw celu okrélenia genotoksyczrigi
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jednego zwizku chemicznego lub ich mieszaniny. Ponadto, stlzimmo wysok korelacg
migdzy rezultatami dotyegymi mutagenngci zwiazkbw chemicznych w kulturacim vitro

ssakéw, a tymi uzyskanymi w komaorkachlno in vivo.

Praca doktorska

Owocem ww. bada stata st moja rozprawa doktorska pt. ,Ocena mutageniézino
i cytotoksycznéci toksyn produkowanych przez sinice twgoe zakwity w Sulejowskim
Zbiorniku Zaporowym w poréwnaniu z efektem insekiye fosforoorganicznego
dichlorfosu”. Promotorem pracy byta prof. dr hakegiha Osiecka, a recenzentami prof. dr
hab. Zofia Walter (Uniwersytet £6dzki) oraz prof. lthb. Maria Klein (Akademia Rolnicza
w Krakowie).
Gtownymi osagnieciami mojej dysertacji bytaze:
» dichlorfos, podobnie jak i zbadane ekstrakty z csirdziata mitodepresyjnie na
merystemy korzeniow¥icia
» dichlorfos okazat si by¢ stabym klastogenem, o czyéwiadczyta nieznaczna (lecz
statystycznie wisza w poroéwnaniu z konteplnegatywn) czestas¢ indukowanych
przez ten insektycyd mikrggler i aberracji chromosomalnych
o ekstrakty z sinic indukowaly znaczn liczbe mikrojader oraz aberracji
chromosomalnych gknieccia. chromosoméw i chromatyd,  wymiany
interchromatydowe, chromosomy dicentryczne, tradesije)
» cytofotometryczne pomiary zawasth C DNA w merystemach kontrolnych i po
dziataniu dichlorfosu wykazatyze zwihzek ten hamuje wsgie komorek w fag S
I wydtuza czas jej trwania
* w merystemach poddanych dziataniu ekstraktow zsppiizy zastosowaniu metody
cytofotometrycznej, zaobserwowano, przeédhie czasu trwania fazy,G w zwiazku
z tym op&nienie wejcia komorek w mitog, a take nieznaczne skrécenie fazy S
» dichlorfos byt cytotoksyczny dla komorek merystemikarzeniowychVicia, o czym
swiadczyto nie tylko silne hamowanie aktywieo mitotycznej, lecz take drastyczne
zmiany w strukturze chromosomow (zlepianie &izbijanie w grug oraz tzw.
»mglistos¢” chromosomaéw) igder interfazowych (karioreksja)
» ekstrakty z sinic okazaly sirowniez cytotoksyczne dla komérekicia, chocia nie
stwierdzono tak drastycznych zmian w komaorkack pja dziataniu dichlorfosu

» ekstrakty z sinic zaburzaly przebieg cytokinezyg@is¢ komorek dwugdrowych).
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Obrona mojego doktoratu w lipcu 1999 roku, zostadaniona bardzo wysoko przez Rad
Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi, ktéra wnioskowatawyr&nienie mojej pracy doktorskiej
nagrod Jego Magnificencji Rektora Uniwersytetu +todzkiegoWyniki analiz
cytogenetycznych zostaly gxiowo opublikowane (zat. 3) oraz byly przedstawiame

licznych konferencjach naukowych w Polsce i pozmgrami kraju (zat. 3).

Praca naukowa po doktoracie

W trakcie pracy nad ww. grantem, zelean interesowa& sig wykonaniem analiz
cytogenetycznych, podobnych do tych, ktére wykortgwana materiale &innym, ale na
komoérkach ludzkich, konkretnie limfocytach krwi obdowej cztowieka. Popularyzacja
wynikéw naszych badabudzita ogromne zainteresowanie, jednakstz spotykatam si
Z sugestiami poszerzenia badanego materialu o tadpekki, w r&nych uktadach
dodwiadczalnych, gdiy pomimo korelacji z testami §linnymi, podanie wynikow badain
vitro na komérkach ludzkich bylo bardziej przekamg i wiarygodne. Od tego momentu
rownolegle z déwiadczeniami na materiale dfoinym, zacztam prowadzi badania
z wykorzystaniem komoérek ludzkich w uktadarevitro, gdzie matymi krokami poznawatam
interesugcy swiat cytogenetyki cztowieka. Do zmian w profilu mohibada, przyczynity s¢
nie tylko zainteresowania naukowe, ale z@kzmiany w strukturze Zakiadu Cytologii
I Cytochemii Rglin, pdzniej Katedry Cytologiii Cytochemii Rdin, z ktorej 1 padziernika
wytonit si¢ Zaktad Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Rin, ktéry to w 2008 roku
przeksztatcit sj w Katede Genetyki Ogolnej, Biologii Molekularnej i Biotecblogii Raslin.
W ramach Katedry zostata wytoniona Pracownia Cytetyki, w ktorej pracyj do dnia
dzisiejszego.

Po obronie pracy doktorskiej kontynuowatam badashadyczice mutageniczrigi
mikrocystyny-LR, jak rownig kierowatam i bytam wykonavwacgrantéw z funduszu badla
wilasnych UL, ktore dotyczyty okékania stopnia cytotoksyczéd i genotoksyczndei
anatoksyny-A oraz téych dodatkbw dozywnosci. Przez caly czas intensywnie
doskonalitam swoéj warsztat pracy, poprzez wprowadzado Pracowni nowych metod
cytogenetycznych, takich jak: test kometowy, tedtNEL, test MTT, mikroskopia
fluorescencyjna (podwdjne barwienia fluorochromarkipre wykorzystywatam w swoich
badaniach. W tym okresie rozpetaam wspétprae z Kateds Biochemii Ogélnej UL, gdzie
wiaczytam s¢ w cykl bada dotycacych wptywu insektycydéw fosforoorganicznych na
aktywna¢ fosfatazy kwénej i zasadowej oraz transferaz S-glutationowychmuszki

owocowej (Dropsophila melanogaster) Wplyw insektycydow na the uklady
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dodwiadczalne, byt mi dobrze znany z moich wagrejszych bada Ponadto, przy okazji
tych analiz mogmy wykorzysté liczne szczepyDrosophila melanogasterhodowane
w Pracowni Cytogenetyki, a wykorzystywane jako matedoswiadczalny do prowadzonych
przeznas z Zespdétviczen z genetyki ogolnej. Wspétpraca z Katgd@iochemii Ogolnej UL
zaowocowata cyklem publikacji w monografiach (z8). i jest kontynuowana do dnia
dzisiejszego. Prace nad insektycydami fosforoormgawyimi sktonity mnie do napisania
wspolnie z dr B. Kontkiem, pracy przedbwej dotycacej wpltywu pestycydow na
srodowisko naturalne i uktad krwiogmy cztowieka (zat. 3). Dodatkowo, wspoOtpracy tej
towarzyszyly liczne prezentacje wynikdéw badmprzez udziaty w konferencjach naukowych
(zat. 3).

Nastpnie whczytam s¢ do cyklu bada prowadzonych przez dr ha. A. Btaszczyk prof.
nadzw. UL dotyczcych wpltywu etoksyquinu (dodatek m.in. do paszwinky dla zwierat,
maczki rybnej, sproszkowanej papryki, chili) na kokidmerystematyczneVicia oraz
limfocyty krwi obwodowej cztowieka, w ktérych zagam kczy¢ prag na materiale
roslinnym z ludzkim. Wyniki tych bada ukazaly st w publikacjach oraz doniesieniach
konferencyjnych (zat. 3).

Kolejnym, niezwykle ciekawym tematem moich badayt wplyw antocyjanéw
ekstrahowanych z kapusty czerwonej na uszkodzemakowane miedzi Temat bada
»LAntyoksydacyjna i antygenotoksyczna aktywéoekstraktow z kapusty czerwonej;
hamupcy wpltyw antocyjandw na uszkodzenia indukowane wmiigd byt wynikiem
wspoipracy podjtej z dr hab. M. Posmyk prof. nadzw. Ut. oraz prof. hab. K. Janas
z Katedry Ekofizjologii i Rozwoju Rdin UL. Projekt ten, zostat sfinansowany przez Ktani
Badax Naukowych (nr PO4G-044-26), w ktérym bytam jedngngtéwnych wykonawcow.
Eksperymenty cytologiczne i cytogenetyczne przepiztam z wykorzystaniem dwdch
modeli dédwiadczalnych: komorek merystemow korzeniowwdicia faba subspminor oraz
komorek ludzkich (limfocyty krwi obwodowej cztowiak

W czsci cytogenetycznej wykazatam, pozytywny wpltyw ektu antocyjanow (ATH)

z czerwonej kapusty na aktywdto mitotyczra komorek merystematycznychicia
eksponowanych na Glioraz hamujcy wplyw ATH na cytotoksyczne dziatanie roztworu
CU*" na limfocyty krwi obwodowej czlowieka. We wszysiki seriach déwiadczalnych,
w ktérych stosowane byty ATH, wado indeksow mitotycznych byly wgze od tych
uzyskanych po inkubacji watznie w roztworze Cii. Po ekspozycji badanych komérek na
roztwory antocyjanow we wszystkich testowanych dakh deéwiadczalnych, odnotowano

spadek cgstasci wyskpowania mikrogder w pordwnaniu z materialem inkubowanym
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w roztworze C6'. Testy komety i TUNEL, potwierdzity pozytywne digaie antocyjanéw na
komorki raslinne oraz limfocyty cziowieka. Eksperymenty wykoeaw ramach ww. projektu
wykazaty, ze, wzmaona synteza zwzkow fenolowych takich jak antocyjany w siewkach
kapusty czerwonej jest skuteaztaktyka obronm przeciw aktywnym formom tlenu i innym
uszkodzeniom, w tym materialu genetycznego, prowakrym wysokimi sgzeniami C3*.
Mieszanina antocyjanéw ekstrahowana z siewekci ftéwki kapusty czerwonej wykazata
znacace wiasnéci antyutleniagce, redukcyjne, antygenotoksyczne i detoksyfikej co
maoze przeciwdzialé, ogranicza badZz naprawig zaburzenia biochemiczne i cytogenetyczne
wywolane dziataniem toksycznych e¢sga CU**. Uzyskane wyniki bada zostaty
opublikowane w publikacjach oraz byly prezentowarge polskich i mgdzynarodowych
konferencjach naukowych (zat. 3). Ponadto, za ggllikacji pt. ,Poszukiwanie i badanie
oddzialywa nowych, naturalnych biostymulatorow wspomagg¢h rozwdj rélin w
warunkach abiotycznych streséérodowiskowych” otrzymatam jako czionek zespotu
badawczego, Nagred Naukows Zespotow Stopnia Pierwszego Rektora Uniwersytetu
tédzkiego (zat. 4).

W roku 2005 kolejny raz poszerzytam przedmiot sWwoad#é, o prace na liniach
nowotworowych, ktorych hodowle udatoesiwdrazy¢ do naszej Pracowni. Di licznej
wspoipracy z wieloma zespotami naukowymi, zaréwadJmiwersytecie £0dzkim, jak i poza
nim (zat. 4) mogtymy wyposay¢ Pracownd Hodowli Komdrkowych w sprg niezkzdny do
prawidtowego jej funkcjonowania. Wprowadzenie dédatego materialtu badawczego,
zaowocowato podgiem kolejnej wspotpracy, tym razem z Zakladem Cihem
Bionieorganicznej, Wydziatu Farmacji, Uniwersytéiedycznego w todzi, w ramach ktorej
przebadatam nowozsyntetyzowane analogi cisplatymy, ktorej czasteczce zostaly
wprowadzone heterocykliczne ligandy w pozycis oraz trans bedace triestrami kwasu
fosforowego z pirydym oraz atomem palladu zamiast platyny. Oceny cyByckngci
i genotoksycznéri trangpalladu(ll) dokonatam z  wykorzystaniem dwdéch - linii
nowotworowych oraz komoérek prawidiowych cziowiekdWyniki bada zostaly
opublikowane i  zaprezentowane na  konferencjach aay&h  krajowych
i zagranicznych (zat. 3), a jednoémi skionity do dalszych poszukiwal tak, na lata 2009 —
2013 przypadta realizacja kolejnego grantu finaresoego przez Narodowe Centrum Nauki
(N405 303236): ,Poszukiwanie zazkoéw o dziataniu przeciwnowotworowym w grupie
kompleksow jonow metali Pt(ll), Pd(Il), Ru(ll), Al z fosforoorganicznymi pochodnymi
wybranych heterocykli. Synteza, charakterystyka cerm aktywngéci cytotoksycznej”,
w ktorym bylam jedynym wykonawic czesci biologicznej. Przeprowadzone badania
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dowiodly, ze nowozsyntetyzowane kompleksy wykazujzréznicowary aktywnac
cytotoksyczin zaréwno w stosunku do komérek nowotworowych jakawidtowych (zat. 3).
W 2006 roku otrzymatam NagredNaukows Zespotow Stopnia Pierwszego Rektora
Uniwersytetu Medycznego w todzi za cykl publikadptyczcych nowych kompleksow
platyny(ll), a take w 2012 roku po raz drugi przyznano mi Nagrdthukowy Zespotovd
Stopnia Pierwszego Rektora Uniwersytetu Medycznggd.odzi, tym razem za cykl
publikacji: ,Koordynacyjne wisciwosci fosforanowych pochodnych pirydyny z wybranymi
bimetalami oraz ocena genotoksycaiokompleksow platyny(ll) w ludzkich komorkach
nowotworowych” (zat. 4).

Réwnolegle do tych badaprowadzitam analizy dotygze genotoksyczai irinotekanu,
i jego metabolitu SN-38 w obecfw antyoksydantow i nowych kompleksow platyny(ll),
ktorych wyniki w znacznej e&ci ztozyly si¢ na przedstawiane przez mnie agsiiccie
naukowe.

Wykonujac badania zwizane z maqj rozpraws habilitacyjra oraz realizuyjc zadania
w ramach projektdow badawczych namwatam wspoiprac naukows z pracownikami
wymienionych w Autoreferacie jednostek Uniwersytéidzkiego oraz Medycznego, jak
rowniez Zaktadem Molekularnych Podstaw Medycyny UM w tqdKateds Chemii
Organicznej UL, PracowaiEndoskopii Szpitala im. Biegakiego w todzi oraz University
of New Mexico Health Sciences Center, Departmenediatrics, Division of Hematology
and Oncology, Albuguerque, NM, USA. ki tej ostatniej wymienionej wspotpracy udato
mi si¢ dopracowa wykorzystywane w Pracowni metody cytogenetyczranagto stanowi
dla mnie dae wsparcie merytoryczne.

Aktualnie, we wspoipracy z KatedrChemii Organicznej UL oraz Politechaik
w Libercu (Czechy), prowadz badania, nad wplywem nanastek weglowych
(nanodiamentéw, nanorurek, grafemu i ich modyfiRaop nowotworowe i prawidtowe
komoérki czlowieka, rownie w aspekcie rimikéw lekéw. W ramach tych baflazespét
naukowy ledzie aplikowat w bigacym roku o dofinansowanie projektu sedkow Horyzont
2020. Ponadto, pracyj nad analiz wiasciwosci biologicznych nowych zwizkow
aminofosfonowych, magych charakter potencjalnych chemioterapeutykéwkatei, we
wspoipracy z Pracowsi Endoskopii Szpitala im. Biegakiego w todzi, planujemy
rozpoca¢ cykl bada na wybranej grupie pacjentow z nowotworem jelitabggo dotyczce
stopnia polimorfizmow genetycznych (SNP).

Jestem rownie zapraszana do recenzowania manuskryptow naukolgobwanych do

redakcji czasopismArug and Chemical Toxicology
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Moja dziatalnd¢ dydaktyczna oraz organizacyjna zostata opisanatcZniku nr 4.
Reasumupc na caty moj dorobek naukowy sktadag sie:

v" publikacje — 25 (w tym wydzielone jako osignig¢cie naukowe — 5),

v' komunikaty zjazdowe — 47
taczna warté¢ wskanika IF— 20,438 (w tym dla prac wydzielonych IF — 10,535)
taczna warté¢ punktacji MNiSW- 304 (na wydzielone prace 124)
Suma cytowa na podstawie bazy Web of Sciere&06
h-indeks (Index Hirsch)a 4 (na podstawie bazy Web of Science)

........................

todz, 8 IV 2014 r.
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