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1. IMIE I NAZWISKO

Barbara Anna Bobrowska-Korczak

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE

= Tytul zawodowy magistra farmacji uzyskalam w 1999 roku w Akademii Medycznej w
Warszawie po obronie pracy magisterskiej pt: ,,Oznaczanie aflatoksyny M; w mleku metoda
HPLC z detekcja fluorymetryczng z  zastosowaniem kolumn powinowactwa

immunologicznego”. Promotorem pracy byla Pani prof. dr hab. Regina Olgdzka.

= Stopien doktora nauk farmaceutycznych zostal nadany przez Rade Wydziatu
Farmaceutycznego Akademii Medycznej w 2007 roku na podstawie pracy pt: "Wplyw
czynnikéw dietetycznych na oksydacyjne uszkodzenia DNA, biatek i tluszczéw w
organizmach szczuréw z wyindukowanymi DMBA nowotworami” (praca z wyrdznieniem).

Promotorem pracy byt Pan prof. WUM dr hab. Andrzej Tokarz.

= Prawo samodzielnego wykonywania zawodu aptekarza nadane Uchwalg Okregowej Rady

Aptekarskiej w Warszawie w 2000 roku.

= Roczne studia podyplomowe w zakresie chemii kosmetycznej, Politechnika Warszawska,

Wydziat Chemiczny, 2000 rok. Temat pracy dyplomowej: ”Aktywatory melanogenezy”.

= Pierwszy Stopien Specjalizacji w zakresie farmacji aptecznej uzyskatam w 2003 roku.

3. ZATRUDNIENIE W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

= 1.09.2000 -31.03.2008 — asystent w Katedrze i Zaktadzie Bromatologii Wydziatu

Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

= 1.04.2008 - do chwili obecnej — adiunkt w Katedrze i Zaktadzie Bromatologii Wydziatu

Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego



4. UKONCZONE KURSY

1. Kurs pedagogiczny dla nauczycieli akademickich Akademii Medycznej w Warszawie,
Akademia Medyczna w Warszawie, Warszawa, 2002.

2. Opieka nad pacjentem w wieku podeszlym, Okrggowa Izba Aptekarska, Warszawa, 2005.
3. Rola farmaceuty w profilaktyce choréb nowotworowych, Okrggowa Izba Aptekarska,
Warszawa, 2005.

4. Wybrane aspekty opieki nad pacjentem kardiologicznym, Okrggowa Izba Aptekarska,
Warszawa, 2005.

5. Wspblczesne problemy farmakoterapii choréb nowotworowych, Okregowa Izba
Aptekarska, Warszawa, 2005.

6. Doustne postacie lekéw o przediuzonym dziataniu, Studium Ksztatcenia Podyplomowego
na Wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Biatymstoku, L.omza, 2005.

7. Rola farmaceuty w systemie wstrzymywania i wycofywania z obrotu oraz monitorowania
bezpieczenstwa produktéw leczniczych, Studium Ksztalcenia Podyplomowego na Wydziale
Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Bialymstoku, L.omza, 2005.

8. Postepy nauk farmaceutycznych cze$¢ I, Akademia Medyczna w Warszawie, Wydziat
Farmaceutyczny, Warszawa, 2006.

9. Postepy nauk farmaceutycznych cze$¢ II, Akademia Medyczna w Warszawie, Wydziat
Farmaceutyczny Warszawa, 2006.

10. Problemy wspodliczesnej receptury, Akademia Medyczna w Warszawie, Wydziat
Farmaceutyczny Warszawa, 2006.

11. Biofarmaceutyczna ocena jakosci postaci leku, Akademia Medyczna w Warszawie,
Wydzat Farmaceutyczny, Warszawa, 2007.

12. Farmakokinetyka stosowana, Akademia Medyczna w Warszawie, Wydziat
Farmaceutyczny, Warszawa, 2008.

13. Molekularne Metody Genotypowania, Muzeum i Instytut Zoologii PAN, Warszawa,
2000.

14. Molekularna Filogenetyka, Muzeum i Instytut Zoologii PAN, Warszawa, 2010.

15. Postepy w farmakoterapii choréb ukladu krazenia, Studium Ksztalcenia Podyplomowego
na Wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Biatymstoku, £.omza, 2010.

16. Farmakoterapia choréb uktadu pokarmowego. Studium Ksztalcenia Podyplomowego na

Wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Biatymstoku, f.omza, 2010.



17. Profilaktyka oraz leczenie nadwagi, Uniwersytet Jagiellonski Studium Ksztalcenia
Podyplomowego Wydziatu Farmaceutycznego, Warszawa, 2011.

18. Letni kurs hodowli komérek zwierzecych, Zaklad Cytologii, Wydzial Biologii,
Uniwersytet Warszawski, Warszawa, 2012.

19. Postepy w farmakoterapii uktadu krazenia czg$¢ 2, Studium Ksztalcenia Podyplomowego
na Wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Biatymstoku, f.omza, 2013.

20. Uzaleznienie od alkoholu — choroba alkoholowa, zapobieganie, leczenie, skutki,
Warszawski Uniwersytet Medyczny, Wydziat Farmaceutyczny, Warszawa, 2013.

21. Warsztaty cytometria przeptywowa w onkologii molekularnej, Warszawa, 2014.

22. Wspoblczesna antybiotyko- i chemioterapia choréb infekcyjnych, Wydziat
Farmaceutyczny z Oddzialem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie,
Puttusk, 2014.

23. Immunoprofilaktyka choréb infekcyjnych, Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem
Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, Puttusk, 2014.

24. Kursy odbyte w ramach specjalizacji I stopnia w zakresie farmacji apteczne;j.

5. REALIZOWANE GRANTY

1. Grant uczelniany - projekt mlodego badacza: "Badanie wptywu czynnikéw dietetycznych
na oksydacyjne uszkodzenia DNA z wykorzystaniem 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny jako
biowskaznika" FW12/WB2/2005, Katedra i Zaktad Bromatologii, kierownik projektu.

2. Grant uczelniany - projekt mlodego badacza: "Wplyw czynnikéw dietetycznych na
oksydacyjne uszkodzenia DNA, bialek i tluszcz6w w organizmach szczuréw z
wyindukowanymi DMBA nowotworami" FW/12/WB4/08, Katedra i Zaktad Bromatologii,

kierownik projektu.

3. Grant Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (NN405358339) pt: "Wplyw
sktadnikéw diety na wybrane biowskazniki wczesnych zmian nowotworowych u szczuréw
traktowanych  7,12-dimetylobenzantracenem”, okres realizacji: 2010-2014, Zaktad

Bromatologii, kierownik projektu.



6. WYKAZ PUBLIKACJI BEDACYCH PRZEDMIOTEM ROZPRAWY HABILITACYJNE]J
— WYNIKAJACE 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, Z POZN. ZM.)

6.1. TYTUL ROZPRAWY HABILITACYJNE]

OCENA WPLYWU WYBRANYCH SKEADNIKOW MINERALNYCH I
POLIFENOLI NA BIOWSKAZNIKI W PROCESIE NOWOTWOROWYM
WYWOLANYM DMBA U SZCZUROW

6.2. WYKAZ PUBLIKACJI BEDACYCH PRZEDMIOTEM ROZPRAWY
HABILITACYJNE]

PRZEDMIOTEM POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO JEST 12 PRAC O LACZNYM IF
= 12,258 (MNiSW/KBN=169) WYKONANYCH I OPUBLIKOWANYCH W LATACH 2008-
2014.

Publ.-1. B. Bobrowska, D. Skrajnowska, A. Tokarz: Effect of Cu supplementation on
genomic instability in chemically-induced mammary carcinogenesis in the rat. Journal of

Biomedical Science 2011, 18:95. IF 1,980

Publ.-2. B. Bobrowska-Korczak, D. Skrajnowska, A. Tokarz, S. Bialek, E. Jezierska: Effect
of zinc and polyphenols supplementation on antioxidative defense mechanisms and the

frequency of microsatellite instability in chemically-induced mammary carcinogenesis in the

rat. Cancer Biomarkers 2014, doi:103233/CBM 140445. IF=1,186

Publ.-3. B. Bobrowska-Korczak, D. Skrajnowska, A. Tokarz, K. Szpaderska: Niestabilnos$¢
mikrosatelitarna jako potencjalny marker do badan nutrigenomicznych. Bromatologia i

Chemia Toksykologiczna 2012, 3, 590-595.



Publ.-4. B. Bobrowska-Korczak, D. Skrajnowska, A. Tokarz: Geny H-RAS1 I K-RAS1 jako
potencjalne markery w raku piersi. Bromatologia i Chemia Toksykologiczna 2012, 3, 586—
589.

Publ.-5. B. Bobrowska-Korczak, D. Skrajnowska, A. Tokarz: Effect of zinc and copper
suplementation on the prognostic value of urinary 5-methyl-2’-deoxycytidine in DMBA-

induced carcinogenesis in rats. Cancer Biomarkers 2013, 13, 403-410. IF 1,186

Publ.-6. B. Bobrowska-Korczak, D. Skrajnowska, M. Feder, A. Tokarz: Wptyw olejow
roslinnych na zawarto$¢ 7-metyloguaniny w surowicy krwi u szczuréw. Bromatologia i

Chemia Toksykologiczna 2014, 47(3), 289-293.

Publ.-7. D. Skrajnowska, B. Bobrowska-Korczak, A. Tokarz, S. Bialek, E. Jezierska, J.
Makowska: Copper and resveratrol attenuates serum catalase, glutathione peroxidase and

element values in rats with DMBA-induced mammary carcinogenesis. Biological Trace

Element Research 2013, 156, 271-278. IF 1,608

Publ.-8. B. Bobrowska, A. Tokarz, S. Bialek M. Seweryn: Effect of dietary supplementation
on the prognostic value of urinary and serum 8-isoprostaglandin F2alpha in chemically-
induced mammary carcinogenesis in the rat. Lipids in Health and Disease 2011, 10:40. IF

2,170

Publ.-9. B. Bobrowska, A. Tokarz, G. Grynkiewicz, S. Biatek, M. Matysiak, T. Bat-Erdene:
The effect of poliphenols on markers of oxitative damage and DMBA induced carcinogenesis

in rats. Journal of Food Lipids 2009, 16, 103-112. IF=1,070

Publ.-10. B. Bobrowska-Korczak, D. Skrajnowska, A. Tokarz: The effect of dietary zinc -
and polyphenols intake on DMBA-induced mammary tumorigenesis in rats. Journal of

Biomedical Science 2012,19:43. IF=2,458

Publ.-11. D. Skrajnowska, B. Bobrowska-Korczak, M. Wereszczynska, A. Tokarz: The
effect of dietary zinc and polyphenols intake on hair mineral contents in rats with DMBA-

induced mammary cancer. Polish Journal of Environmental Studies 2014, 23, 203-209. IF
0,600



Publ.-12. B. Bobrowska, A. Tokarz, G. Grynkiewicz: Rola sktadnikéw diety w rozwoju
procesu nowotworowego indukowanego 7,12-dimetylobenzantracenem u  szczuréw

Bromatologia i Chemia Toksykologiczna 2009, 3, 1017-1023.

6.3 OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO PRAC BEDACYCH PRZEDMIOTEM
ROZPRAWY HABILITACYJNE], OSIAGNIETYCH WYNIKOW I WNIOSKOW

Nowotwory zloSliwe stanowig druga przyczyng zgondéw w Polsce, powodujac ponad
26% zgondéw wsréd mezczyzn i 23% zgonéw wsrdd kobiet. W populacji kobiet wiodacymi
umiejscowieniami nowotworéw sa piers, pluco i jelito grube (okreznica i odbytnica).
Dominujace wsrdd kobiet nowotwory piersi od poczatku ubiegtej dekady wykazujg niewielki
spadek umieralnosci (13% zgonéw) przy stale rosnacej zachorowalnosci (obecnie okoto 23%)
[1].

Przyjmuje sie, ze czynnikami sprzyjajacymi rozwojowi nowotwordw  sg:
nieodpowiednia dieta, predyspozycje genetyczne i wptyw szkodliwych czynnikéw
srodowiskowych. Predyspozycje genetyczne jako przyczyna powstawania nowotworéw
oceniane s3 na okolo 20% przypadkéw. Co najmniej 35% wszystkich choréb
nowotworowych na swiecie spowodowane jest niewlasciwym sposobem odzywiania, a w
przypadku raka okreznicy dieta jest odpowiedzialna za 80% przypadkéw tej choroby. Jesli
dotaczy¢ do tego palenie papieroséw i alkohol, udziat diety w wywolywaniu nowotworéw
rosnie do 60%. Pozostate przypadki przypisuje si¢ wptywom kancerogenéw $rodowiskowych
[2].

Obecnie postep nauki i medycyny w dziedzinie choréb nowotworowych jest ogromny,
szczegllnie rozwingly si¢ dzialania w obszarze profilaktyki i diagnostyki. Jednym z
kierunk6w dziatan profilaktycznych jest poszukiwanie biowskaznikéw wczesnego
wykrywania zmian patologicznych. Duze znaczenie majg réwniez badania mechanizméw
dziatania poszczegllnych skladnikéw diety, ktére mogtyby zostaé wykorzystane w
profilaktyce, badz wspomaganiu leczenia farmakologicznego.

Celem badan rozprawy habilitacyjnej jest ocena wptywu wybranych skladnikéw
mineralnych (cynku i miedzi) w polaczeniu ze zwigzkami polifenolowymi (genisteing,
resweratrolem) na biowskazniki przebiegu procesu nowotworowego wyindukowanego
7,12-dimetylobenz[a]antracenem (DMBA) u szczuréw. Badania dotyczyly nastepujacych

biowskaznikow: wystepowania niestabilnosci mikrosatelitarnych, procesu metylacji



DNA, proceséow oksydo-redukcyjnych (peroksydacji lipidow, aktywnosci wybranych
enzymow antyoksydacyjnych) oraz zawartosci i dystrybucji pierwiastkéw.

Obecnie w badaniach coraz wigcej uwagi poswieconych jest wyjasnieniu roli
pierwiastkow w procesie kancerogenezy. Wiasciwosci prokancerogenne majg gtéwnie arsen,
nikiel, chrom, kobalt oraz zelazo, natomiast niedobry magnezu, wapnia, cynku i selenu
sprzyjaja wzrostowi ryzyka zachorowania na nowotwory. Przeprowadza si¢ wiele badan, ale
ich wyniki sa bardzo niejednoznaczne, stad brak ostatecznego stanowiska wobec tego
problemu. Mnogos¢ mechanizméw, przez ktére dziatajg pierwiastki s$ladowe takze
uniemozliwia rozstrzygnigcie wielu kwestii zwigzanych z powstawaniem guzéw
nowotworowych. Nie ma natomiast watpliwosci, co do tego, ze istnieje korelacja miedzy
obecnoscig niektérych pierwiastkéw, a np. angiogeneza w tkance nowotworowe;j,
wytwarzaniem wolnych rodnikéw, czy uszkodzeniem DNA, ktére sprzyjaja wystapieniu
niekorzystnych mutacji. Istotne dla problemu powstawania nowotworéw jest okreSlenie
stezenia, w ktérym dany pierwiastek moze inicjowaé proces nowotworzenia. Prowadzi sie
wiele badan naukowych w tym kierunku. Probuje si¢ takze stworzy¢ r6zne terapie, w ktérych
to ogranicza si¢ wzrost i rozw6j nowotworu poprzez wigzanie nadmiaru danego pierwiastka w
nieaktywne kompleksy. Przykladem moze by¢ leczenie hiperkalcemii, tak czesto
towarzyszacej nowotworom piersi, gdzie wykorzystuje si¢ dwufosfoniany usuwajace nadmiar
wapnia. Duze nadzieje wiaze si¢ z badaniami wtasciwosci cynku i selenu. Pierwiastki te
wykazuja przeciwnowotworows, ochronng role [3-8].

Mechanizm dziatania polifenoli jest zlozony i jeszcze nie do konca wyjasniony.
Dotychczas wykazano, ze s3 one m.in. zdolne do: zapobiegania mutagenezie, hamowania
proliferacji komérek nowotworowych, indukcji apoptozy, zapobiegania przerzutom, indukcji
réznicowania si¢ komérek nowotworowych. Istnieja dowody potwierdzajace ich zdolno$¢ do
zmiatania wolnych rodnikéw, tworzenia komplekséw z jonami metali katalizujacymi
powstawanie wolnych rodnikéw, a takze do hamowania niektérych enzyméw
uczestniczacych w procesach oksydacyjnych. Ale zwiazki polifenolowe mogg wykazywaé
takze dziatanie prooksydacyjne. Kierunek ich dziatania zalezy bowiem od szeregu czynnikéw
srodowiskowych, od stanu organizmu, dawki i czasu stosowania tych zwigzkéw [9-12].
Podobnie jak w przypadku sktadnikéw mineralnych, mimo licznych badan wcigz jednak nie
wiadomo, w jakich dawkach, w jakich zestawieniach, a przede wszystkim komu powinny byé
one podawane, aby osiaga¢ najbardziej pozadane efekty zdrowotne, stad zainteresowanie tym

kierunkiem badan.



Materialem do badan byly tkanki pobrane po dekapitacji (guzy, tkanka
okofonowotworowa, watroba), krew i mocz, sier§¢ samic szczuréw Sprague — Dawley.
Zwierzeta pochodzity z Pracowni Zwierzat Laboratoryjnych Katedry i Zaktadu Patologii
Og6lnej i Dos$wiadczalnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Na prowadzenie
badan uzyskalam zgode¢ Komisji Etycznej przy Uniwersytecie Medycznym w Warszawie
(Uchwata nr 12 z dnia 18 marca 2008 roku).

Szczury mialy zapewniony ciagly dostgp do wody i paszy, przetrzymywane byty w
pomieszczeniu o stalej temperaturze i kontrolowanych fotookresie (12h/dzien).

Zwierzgta podzielitam na dwie grupy badawcze:
Grupa I - grupa badana - szczury, ktérym podawatam w 50 i 80 dniu zycia 7,12-dimetylo-

benz[a]antracen w dawce 80 mg/kg masy ciata w celu wywotania nowotwordw sutka,

Grupa II - grupa kontrolna - szczury, ktére przebywaly w identycznych warunkach jak

zwierzeta z grupy badanej, otrzymywaty analogiczng diete, nietraktowane DMBA.

Zwierzgta w obu grupach badawczych otrzymywaty diety o zwigkszonej zawartosci:

- cynku 6.9 mg/mL (231 mg Zn (II)/kg diety) (ZnSO4 7H,0 w roztworze wodnym),

- cynku 6.9 mg/mL (231 mg Zn (II)/kg diety) i resweratrolu 0.1 mg/mL (0.2 mg/kg masy
ciata) (w roztworze wodnym),

- cynku 6.9 mg/mL (231 mg Zn (II)/kg diety) i genisteiny 0.1 mg/mL (0.2 mg/kg masy ciata)
(w roztworze wodnym),

- miedzi 1.3 mg/mL (42.6 mg Cu (I)/kg diety) (CuSO45H,O w roztworze wodnym),

- miedzi 1.3 mg/mL (42.6 mg Cu (II)/kg diety) i resweratrolu 0.1 mg/mL (0.2 mg/kg masy
ciata) (w roztworze wodnym).

Wyzej wymienione elementy diety podawatam zwierzetom doswiadczalnym sonda
dozotadkowo w ilosci 0,4 ml/dziefi/szczura od 40 dnia zycia szczura do czasu dekapitacji (20
tydzien zycia szczurow).

Dawki zwigzkéw polifenolowych ustalifam na podstawie zamieszczonych w
piSmiennictwie danych dotyczacych dziennego sredniego spozycia w/w zwiazkéw z dieta
przez ludzi (w przeliczeniu na mase ciata) [13,14]. Dawki wybranych sktadnikéw
mineralnych ustalitam na podstawie ich zawartosci w diecie standardowej (Labofeed H) (77
mg Zn/kg paszy; 21,3 mg Cu/kg paszy) [15].

W celu uzyskania probek moczu, szczury umieszczalam pojedynczo w klatkach

metabolicznych na 24 godziny. Zebrany material zamrazaltam w temperaturze — 70°C i
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przechowywatam do czasu wykonania analizy. Mocz kazdego zwierzecia zbieralam raz w
tygodniu od 10 do 19 tygodnia zycia zwierzat.

Tkanki (guzy, tkanka okolonowotworowa, watroba), krew oraz siers¢ badanych
zwierzat pobrane bylty po dekapitacji zwierzat w 20 tygodniu ich zycia.

Metody analityczne oceny wybranych biowskaznikow opisane sg w dalszych,
poszczegdlnych czegsciach pracy.

Zastosowane w badaniach skladniki diety w réznym stopniu wplywaly na
intensywno$¢ przebiegu indukowania guzéw nowotworowych. W ocenie zachodzacego
procesu nowotworowego uwzglednitam przede wszystkim takie czynniki jak: cigzar, a takze
liczba guzéw w grupie, jak i czas pojawienia si¢ pierwszych guzéw, kiedy ich obecno$é¢ pod
skorg byta wyczuwalna. Wyniki dotyczace cigzaru guzéw i ich liczby pochodza z 20 tygodnia
zycia szczuréw (czas dekapitacji).

Niezaleznie od zastosowanej diety efektywno$¢ indukcji nowotworowej za pomocg
DMBA wynosita 100% [Publ.-1, Publ.-2]. Jedynie w grupie szczuréw otrzymujacych Zn +
genisteing, u jednego szczura nie pojawily si¢ zadne guzy. Zaskakujace, iz skutkiem
synergistycznej reakcji cynku i resweratrolu byla stymulacja procesu nowotworowego, w
odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wylacznie diet¢ standardowa, suplementowanych
cynkiem badz cynkiem i genisteing. Pierwsze palpacyjnie wyczuwalne guzy w tej grupie
pojawily si¢ bowiem juz w 13 tygodniu, czyli dwa tygodnie wczesniej w poréwnaniu do w/w
grup (w pozostatych grupach w 15 tygodniu). Grupa suplementowana Zn i resweratrolem
charakteryzowata si¢ najwyzsza liczbg guzéw u jednego szczura. W przypadku zwierzat
otrzymujacych miedz badZz miedz w polaczeniu z resweratrolem pierwsze palpacyjnie
wyczuwalne guzy pojawily si¢ w 14 tygodniu zycia zwierzat.

Do oceny wplywu wybranych skladnikow diety zastosowalam metode¢ badania
niestabilnosci mikrosatelitarnych, loci ze zmienng liczbg tandemowych powtdrzen [Publ.-
1, Publ.-2, Publ.-3]. Okoto 30% genomu cztowieka tworza tzw. sekwencje powtarzajace,
wsréd ktérych na szczegblng uwage zastuguja te, ktére maja utozenie tandemowe i formujg
tzw. satelitarny DNA [16]. Satelitarny DNA stanowi okoto 10% genomu i dzieli si¢ na 3
frakcje: makro-, mini-, mikrosatelitarny DNA. Odcinki mikrosatelitarnego DNA nie sg
diuzsze od 1 kz, sktadajg si¢ z okolo 10-100 powtdrzen okreslonej sekwencji 2-6 zasad.
Najczesciej wystgpujacymi sekwencjami mikrosatelitarnymi w genomach wiekszosci
gatunkow sg powtérzenia dwunukleotydowe. Czgsto wystepujg uktady typu: (AC)n, (AGC)n,
(AATG)n. Funkcjg badz/i efektem obecnosci mikrosatelit w genomie sg: organizacja

chromatyny (organizacja chromosomdéw, struktura DNA, struktura telomeréw i
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centromerdw), regulacja proceséw metabolicznych w DNA (replikacja, rekombinacja, cykl
komoérkowy) oraz regulacja dziatania genow (transkrypcja, translacja, wigzanie bialek) [16-
19]. Biorac pod uwage wielopostaciowo$¢ sekwencji w danym powtarzajacym sie motywie,
jak réwniez réznorodno$¢ diugosci fragmentéw, mozliwos¢ kombinacji wystepujacych w
genomie danego cziowieka jest duza i umozliwia badania segregacji alleli w przypadkach
przypuszczalnych choréb genetycznych (medycyna, weterynaria, rolnictwo), szacowanie
zmiennosci genetycznej danej populacji, jak réwniez badan pokrewienstwa (kryminalistyka,
rolnictwo) [20]. Jednakze zmienno$¢ sekwencji mikrosatelitarnych moze byé réwniez
skutkiem zachodzacych w tych regionach mutacji, prowadzacych w konsekwencji do rozwoju
procesu patologicznego, w tym nowotworowego. Zjawisko to okreslamy niestabilno$cig
mikrosatelitarng. Im dluzszy motyw tym wigksze tempo mutacji [21]. Badania niestabilnosci
sekwencji mikrosatelitarnych coraz czesciej wykorzystywane sa jako narzedzie w klasyfikacji
réznych typ6w nowotworéw. Niestabilno$¢ mikrosatelitarna zostata wykryta z r6znag
czgstotliwoscia w licznych nowotworach, migdzy innymi w raku jelita grubego,
endometrium, sutka, zoladka, trzustki, jajnika, prostaty, ptuc, miedniczek nerkowych i
moczowodu. Wystepuje zaréwno w guzach dziedzicznych, jak i sporadycznych [16,22].
Mimo licznych badan niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA w procesach patologicznych, w
tym w nowotworach brakuje danych odno$nie wptywu sktadnikéw diety na ten marker.
Celem badan byla ocena wptywu wybranych polifenoli i sktadnik6w mineralnych
na wystepowanie niestabilno$ci mikrosatelitarnych u szczuréw traktowanych w celu
wywolania nowotworu sutka DMBA. Materialem do badan byty krew, guzy, tkanki watroby
1 tkanka okotonowotworowa szczuréw samic szczepu Spraque-Dawley. Badaniem objetam 14
sekwencji mikrosatelitarnych zlokalizowanych na chromosomach: 1, 3, 5, 7, 8, 15, 18:
D1Mgh6 (127 pz), D1Mgh2 (150 pz), D3Mit3 (155 pz), D3Mgh5 (131 pz), D3Mgh7 (128
pz), D3Mgh9 (125 pz), D5Mgh5 (131 pz), D5Mitll (145 pz), D5SMgh3 (102 pz), D7Mghl
(126 pz), D7Mitll (84 pz), D8Mghll (146 pz), D15Mgh4 (122 pz), D18Mgh3 (171 pz).
Wyboru markeréw mikrosatelitarnych oraz metody procedur analitycznych dokonatam w
oparciu o dane pochodzace =z piSmiennictwa [23,24]. Analize niestabilno$ci
mikrosatelitarnych przeprowadzitam metoda elektroforezy na zelach poliakrylamidowych
barwionych bromkiem etydyny. Powielanie sekwencji DNA przeprowadzitam metoda
tancuchowej reakcji polimerazy PCR. Niestabilnos¢ mikrosatelitarng oceniatam na podstawie
obecnosci dodatkowego amplikonu o innej wielkosci w zelu w prébkach materiatu
biologicznego pochodzacego od zwierzat z grup traktowanych DMBA w poréwnaniu do

probek materiatu biologicznego uzyskanych od zwierzat nie traktowanych DMBA.
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Wstepnie przeprowadzilam ocen¢ wystepowania niestabilnosci sekwencji
mikrosatelitarnych we krwi szczuréw traktowanych w celu wywolania nowotworu sutka
7,12-dimetylobenz[a]antracenem, w poréwnaniu do zwierzat nie otrzymujacych czynnika
kancerogennego. Materiat do badan pochodzit od szczuréw traktowanych DMBA, u ktérych
guzy byly wyczuwalne palpacyjnie (okres p6znej fazy rozwoju nowotworu) oraz od zwierzat,
u ktérych nie stwierdzono jeszcze wyczuwalnych palpacyjnie zmian (okres wczesnej fazy
rozwoju nowotworu). Badaniem objetam nastepujace sekwencje mikrosatelitarne: D1Mgh6
(wielko$¢ produktu PCR 127 pz), D5Mitll (wielko§¢ produktu PCR 145 pz), D5Mgh3
(wielko$¢ produktu PCR 102 pz), D15Mgh4 (wielko$¢ produktu PCR 122 pz), D18Mgh3
(wielkos¢ produktu PCR 171 pz). Analiza wybranych sekwencji mikrosatelitarnych w
zastosowanym modelu badawczym z indukowaniem guzéw piersi za pomoca DMBA u
szczur6w nie wykazata jednak réznic w dlugosci wybranych fragmentéw DNA
mikrosatelitarnego, zarowno we wczesnej, jak 1 pdznej fazie rozwoju guza.

Pomimo stwierdzenia braku niestabilnosci mikrosatelitarnej we krwi szczuréw w

zastosowanym modelu kontynuowatam prace z zastosowaniem jako materiatu badawczego
guzéw, tkanki watroby i tkanki okolonowotworowej. Badania wystepowania stabilnosci
mikrosatelitarnej we krwi mialy postuzy¢ szczegélnie ocenie tego markera pod katem
diagnostycznym oraz prognostycznym u pacjentdw chorych na nowotwory ztoSliwe,
albowiem krew jest materialem bardzo tatwo dostgpnym. Badania prowadzone z
zastosowaniem tkanek miaty na celu oceng¢ wptywu sktadnikéw diety na wystepowanie zmian
w materiale genetycznym, ktére moglyby by¢ wykorzystane nastepnie w profilaktyce badz
wspomaganiu leczenia farmakologicznego.
W wyniku przeprowadzonych badan u szczuréw otrzymujacych wyltacznie diete standardowa
niestabilno$¢ mikrosatelitarna wystgpowata w watrobach w przypadku 2. z 10 mikrosatelit
(D3Mgh7 128 pz i D3Mgh9 125 pz). W przypadku dwéch probek watroby utrata
heterozygotycznosci wystgpowala w 2. loci. Utrata heterozygotycznosci w watrobach
wystepowata w 2. z 4. mikrosatelit znajdujacych si¢ na chromosomie 3. Dla zadnego z
analizowanych markeréw nie stwierdzitam obecnos$ci zmian mikrosatelitarnych w przypadku
guz6éw nowotworowych [Publ.-1].

Dalsze badania dotyczyly wptywu suplementacji zwierzat polifenolami i sktadnikami
mineralnymi na wystgpowanie niestabilno$ci mikrosatelitarnej. W oparciu o wyniki uzyskane
w przypadku zwierzat otrzymujacych diete standardowa wybratam 4 mikrosatelity, w tym
dwie w ktérych wykryto zmiany w materiale genetycznym (D3Mgh7 i D3Mgh9) oraz kolejne
2 mikrosatelity, w ktérych nie wystgpowata niestabilnos¢ (D1Mgh6 oraz D8Mghl1) (wybane
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losowo). Co ciekawe, zwierzgta ktére otrzymywaty Cu (II) badz Cu (II) w potaczeniu z
resweratrolem charakteryzowaly si¢ utrata heterozygotycznosci mikrosatelity D3Mgh9
zaréwno w watrobach, jak réwniez w guzach nowotworowych (odpowiednio ze wzgledu na
rodzaj suplementacji 50% i 40%). W przypadku, kiedy zwierzeta otrzymywaly diete
wzbogacong w Cu (II) 1 resweratrol wystepowala dodatkowo w watrobach szczuréw
niestabilno$¢ mikrosatelity D1Mgh6 (2/8 prébek (25%)).

Z badan wynika, ze mobilizacja miedzi endogennej, zwigzanej w jadrze, np. przez
resweratrol moze wywotywac uszkodzenia i fragmentacje DNA w ludzkich komérkach raka,
co potwierdzaja rowniez nasze badania [25,26]. W badaniach tych bardzo wazne jest dobranie
odpowiednio wysokiej dawki resweratrolu oraz czasu podawania [27-29]. Sa bowiem
doniesienia, ze podaz resweratrolu (wykazujacego podobienstwo do piciowych hormonéw
sterydowych) przed pokwitaniem wywotuje endokrynne zaklécenia powodujace nieregularne
cykle z wydtuzong fazg rujowa, zwigkszajac mnogo$¢ guzéw sutka u szczuréw. Nalezy
podkresli¢, ze resweratrol wykazuje antykancerogenng aktywnos$¢ na modelach zwierzecych,
gdy podawany jest osobnikom dorostym [30]. Podwyzszone stezenie miedzi w tkankach
nowotworowych prawdopodobnie stymuluje rozwdéj guza w gruczole sutkowym, poprzez
angiogenez¢ i oksydatywne uszkodzenia DNA.

W badaniach wplywu cynku wykazalam wystgpowanie niestabilnosci sekwencji
satelitarnych w watrobach badanych zwierzat w przypadku mikrosatelit: D1Mgh6, D3Mgh7,
D3Mgh9. Co ciekawe, zwierzeta ktére otrzymywaly cynk w potaczeniu z polifenolami
charakteryzowaly si¢ niestabilnoscia mikrosatelitarng réwniez w guzach (w przypadku
suplementacji cynkiem i genisteing stwierdzitam wystgpowanie niestabilnosci mikrosatelity
D3Mgh9 dla 100% badanych prébek, w przypadku potaczenia cynku i resweratrolu w 1 z 10
probek (mikrosatelita D3Mgh9)), natomiast w watrobie niestabilno$¢ mikrosatelitarna
wystepowata wyltacznie w przypadku mikrosatelity D3Mgh9 (odpowiednio 50% i 20%).
Wykazatam  wzrost wystgpowania niestabilnosci mikrosatelitarnych u  szczuréw
nietraktowanych DMBA i otrzymujacych dodatkowo Zn [Publ.-2]

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan mozna stwierdzié, ze suplementacja
wybranymi sktadnikami diety zwierzat z nowotworami indukowanymi DMBA ma duzy
wplyw na stabilnos¢ sekwencji mikrosatelitarnych chromosomalnego DNA. W
piSmiennictwie wyraznie brakuje danych na ten temat.

W pracy pt:” Niestabilno§¢ mikrosatelitarna jako potencjalny marker do badan
nutrigenomicznych” [Publ.-3] przedstawilam wyniki oceny wystepowania niestabilnosci

sekwencji mikrosatelitarnych w DNA pochodzacym z tkanki okotonowotworowej i guzéw
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szczurdw, traktowanych w celu wywolania nowotworu piersi 7,12-
dimetylobenz[a]antracenem, w odniesieniu do DNA izolowanego z tkanki watrobowej
zwierzat nie otrzymujacych czynnika kancerogennego. Sposréd czterech badanych markeréw
niestabilno$§¢ mikrosatelitarng stwierdzitam w przypadku mikrosatelit DI1Mgh6 oraz
D3Mgh9. W przypadku D1Mgh6 loci niestabilno$¢ dotyczyta 2 probek guzéw (20%) oraz 3
probek tkanki okotonowotworowej (43%), natomiast w przypadku D3Mgh9 az 100% guzéw,
100% probek tkanki okotonowotworowej oraz 50% prébek watroby. Przeprowadzone badania
nie wykazaly zaleznosci miedzy wystgpowaniem niestabilnosci w 2. loci, a efektywnoscig
indukcji nowotworowej wyrazonej ilo$cig guzow u jednego szczura, jak réwniez maksymalng
masg guza u jednego szczura. Stabilnos¢ mikrosatelitarng w przypadku wszystkich badanych
probek stwierdzono w przypadku mikrosatelit D3Mgh7 oraz D8Mghll. Podsumowujac
uzyskane wyniki badan mozna stwierdzi¢, iz bardzo interesujacym materiatem do badan, ze
wzgledu na obecno$¢ niestabilno$ci mikrosatelitarnych, jest tkanka okotonowotworowa. W
piSmiennictwie brakuje danych dotyczacych tej tkanki. Tkanka okotonowotworowa jako
tkanka prawidlowa powinna wykazywac cechy charakterystyczne dla materiatu kontrolnego.
W zwiazku z uzyskanymi wynikami badan nasuwa si¢ pytanie, czy obecno$¢ niestabilnosci
sekwencji mikrosatelitarnych w  tkance otaczajacej guz piersi moze $wiadczyé o
rozprzestrzenianiu si¢ komoérek nowotworowych na sasiednie tkanki.

W nastepnym etapie badan dokonatam oceny wystgpowania mutacji w genach H-ras1
1 K-ras] w DNA pochodzacym z guzéw nowotworowych szczuréw traktowanych w celu
wywolania nowotworu piersi 7,12-dimetylobenz[a]antracenem [Publ.-4]. Materialem
kontrolnym bylo DNA izolowane z tkanek watroby pochodzacych od szczuréw
nietraktowanych DMBA. Dokonatam oceny mozliwosci wykorzystania wybranych genéw
jako markeréw w badaniach oddzialywania skladnikéw diety na genom. Podsumowujac
uzyskane wyniki analizy DNA stwierdzilam, ze w zastosowanym modelu badawczym,
zarbwno w guzach nowotworowych (u szczuréw traktowanych DMBA), jak i tkankach
watroby (w grupie kontrolnej) nie wykryto mutacji w amplifikowanych fragmentach genéw
H-rasl oraz K-rasl. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzilam, ze wystgpowanie
mutacji w genach K-rasl i H-rasl jest zjawiskiem rzadko wystgpujacym i dlatego mato
charakterystycznym w przypadku nowotworéw piersi, indukowanych chemicznie za pomocg
DMBA, co dyskwalifikuje zastosowany model badawczy do badan nutrigenomicznych.

Kolejnym zagadnieniem zaprezentowanym w powyzszych publikacjach byla

ocena wplywu skladnikéw diety na proces metylacji DNA.
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Metylacja DNA jest odwracalng modyfikacja epigenetyczng regulujaca ekspresje
genOw. Zaburzenia profilu metylacji stwierdzono u pacjentéw z chorobami genetycznymi, ale
réwniez w chorobach o$rodkowego ukladu nerwowego, uktadu sercowo-naczyniowego oraz
w chorobach nowotworowych. Podczas procesu nowotworzenia dochodzi¢ moze do
hipermetylacji wysp CpG, sekwencji powtérzonych DNA, genéw uczestniczacych w kontroli
przebiegu cyklu komérkowego, opornosci na leki, angiogenezy, réznicowania komérkowego,
czy naprawy uszkodzonego DNA. Wplyw hipometylacji na onkogeneze wyraza sie
nadekspresjg onkogenéw spowodowang demetylacja regionéw promotorowych tych
onkogenéw [31]. Zmiany profilu metylacji DNA moga by¢ oceniane przez pomiar zawartosci
5-metylo-2’-deoksycytydyny (5-MedC) w moczu i surowicy. Zwigzek te uwazany jest za
obiecujacy biowskaznik w dziataniach prewencyjnych i $ledzeniu rozwoju procesu
nowotworowego [32].

Celem badan byla ocena wplywu cynku lub miedzi podawanych zwierzetom osobno,
badz w polaczeniu z resweratrolem na proces metylacji DNA u szczur6w indukowanych 7,12-
dimetylobenz[a]antracenem. Badania dotyczyly kinetyki zmian zawartosci 5-metylo-2’-
deoksycytydyny w moczu we wczesnej i poznej fazie tworzenia guzéw (10, 14, 19 tydzien
Zycia szczurow), jak réwniez wplywu wybranych skladnikéw diety na ten proces [Publ.-
5]

Zawartos¢ 5-MedC w moczu szczuréw oznaczalam metodg ELISA przy zastosowaniu
testu DNA Methylation EIA Kit firmy Cayman Chemical Company Ann Arbor MI. W celu
ujednolicenia wynikéw zawarto$¢ 5-MedC przeliczalam na zawartos¢ kreatyniny.

Zwierzeta traktowatam DMBA (80 mg/kg m.c., podawatlam za pomocg sondy
dozotadkowo, w oleju rzepakowym) w 7. tygodniu ich zycia (w 50. dniu ich Zycia — uwaza
sig, iz w tym czasie zwierzeta uzyskujg dojrzalos$é piciowa). Kiedy po 3. tygodniach zebratam
pierwszg parti¢ moczu u zadnego z badanych zwierzat nie stwierdzitam wystgpowania
palpacyjnie wyczuwalnych guzéw. Byt to okres wczesnej fazy tworzenia nowotworu. Dawke
podtrzymujaca DMBA (80 mg/kg mc) zwierzgta z grupy badanej otrzymaty w 11. tygodniu
zycia (80. dzien zycia). W 13. tygodniu w grupie zwierzat otrzymujacych Zn i resweratrol
wykrytam pierwszego guza u 1/10 szczuréw. Indukcja nowotwordw u zwierzat w 14.
tygodniu ich zycia byta zalezna od stosowanej suplementacji. U zwierzat otrzymujacych Cu
i/lub Zn z resweratrolem wynosita okoto 20%. W$rdd zwierzat suplementowanych miedzig
11%. W 19. tygodniu zycia zwierzat zapadalno$¢ na nowotwory wynosita 100% dla

wszystkich badanych grup, niezaleznie od stosowanej suplementacji.
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W wyniku przeprowadzonych badan wykazatam, ze kinetyka zmian zawarto$ci 5-
MedC w moczu szczuréw zalezy od etapu rozwoju procesu nowotworowego indukowanego
DMBA, jak réwniez od stosowanej suplementacji. Wykazatam, ze w przypadku zwierzat
otrzymujacych wylacznie diet¢ standardowa, traktowanych DMBA, zawartos¢ 5-MedC w
moczu pochodzacym z 10. tygodnia byla znacznie nizsza w porOdwnaniu z zawartoScig
biowskaznika w moczu pochodzacym z 19. tygodnia (43.56+14.34 vs. 71.84+42.64). Takiej
zaleznosci nie zaobserwowatam w przypadku zwierzat otrzymujacych wytacznie diete
standardowa, ale nie traktowanych DMBA (37.87£24.99 vs 29.82+7.15). Zwierzeta
traktowane DMBA 1 otrzymujace dodatkowo miedz, badz miedz z resweratrolem
charakteryzowaty si¢ znacznie wyzsza zawartoscig badanego markera w moczu pochodzacym
z 19. tygodnia w odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wylacznie diete standardowa, jak
rowniez wzbogacong w cynk. Dodatek do diety Zn u zwierzat traktowanych DMBA
powoduje znaczne obnizenie zawartosci 5-MedC (ze wzgledu na wysokie wartosci
odchylenia standardowego wyniki istotne statystycznie uzyskano wytacznie w 10. tygodniu),
w stosunku do analogicznego okresu i zastosowania diety standardowej, natomiast w
przypadku zwierzat nie traktowanych DMBA suplementacja cynkiem powoduje wzrost
zawartosci metylowanej pochodnej w moczu (wartos$ci istotne statystycznie wykazano dla 14.
tygodnia).

Podsumowujac uzyskane wyniki badan stwierdzitam, ze zawarto$¢ S5-metylo-2’-
deoksycytydyny w moczu szczurdéw zalezy od rodzaju zastosowanej suplementacji. Okazato
sig¢, ze dawka resweratrolu byfa zbyt niska, aby zapobiec intensywnemu tworzeniu si¢ badanej
metylopochodnej stymulowanej obecnoscia w diecie miedzi, jak réwniez rozwojem
zachodzacego procesu nowotworowego.

5-metylo-2’-deoksycytydyna wystgpuje bardzo powszechnie w ludzkim DNA.
Powstaje w wyniku wprowadzenia grupy metylowej w pozycje C5 cytozyny na skutek
dzialania metylotransferaz [31]. Zwigzek ten jest markerem odzwierciedlajacym poziom
metylacji DNA. Z kolei do okreslenia narazenia na rézne kancerogeny obecne w srodowisku,
ktére wprowadzaja grupy alkilowe do nukleotydow DNA w innych pozycjach, niz te
metylowane przez enzymy metylujace uzytecznym biomarkerem jest 7-metyloguanina [33].

W zwigzku z powyzszym dokonalam walidacji metody HPLC 2z detekcja
elektrochemiczng oznaczania 7-metyloguaniny w surowicy krwi. W analizie zawarto$ci 7-
metyloguaniny wykorzystalam metod¢ opracowang przez Ichiba i wspét. [34] z kilkoma

wlasnymi modyfikacjami. Dokonatam oceny wplywu wybranych olejow roslinnych (oleju
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Inianego, oliwkowego, stonecznikowego) na zawarto$¢ 7-metyloguaniny w surowicy krwi
szczuréw [Publ.-6].

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzilam, istotny statystycznie wzrost
zawartosci badanego biowskaznika u zwierzat otrzymujacych olej Iniany, w odniesieniu do
zwierzat otrzymujacych wylacznie diete standardowa. Szczury otrzymujace oliwe
charakteryzowaly si¢ znacznie nizsza zawartoscia badanego biowskaznika (w odniesieniu do
zwierzat otrzymujacych wytacznie diet¢ standardowa). Podobng zalezno$¢ wykazatam
oznaczajac metodg ELISA zawarto$¢ 5-metylo-2’-deoksycytydyny w surowicy krwi
szczuréw otrzymujacych analogiczne diety.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, iz badania mechanizmu dziatania sktadnikéw diety
na proces metylacji DNA moga mie¢ ogromne znaczenie w ich wykorzystaniu w profilaktyce,
jak réwniez wspomaganiu leczenia farmakologicznego nowotwordw.

Uszkodzenia oksydacyjne materialu genetycznego prowadzace do zaburzenia
stabilnosci mikrosatelitarnego DNA badZz zaburzen procesu metylacji skutkowaé moga
rozwojem procesu nowotworowego. Dlatego w prowadzonych przeze mnie pracach wazne
wydaly si¢ by¢ badania oceny wplywu wybranych skladnikéw diety nma aktywnosé
enzymow antyoksydacyjnych w zachodzacym procesie nowotworowym [Publ.-2, Publ.-
7].

Kluczowym enzymem w procesie obrony antyoksydacyjnej jest dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD). Enzym ten katalizuje reakcje dysproporcjonowania anionorodnika
ponadtlenkowego, powodujac wytwarzanie nadtlenku wodoru. Obnizenie poziomu
anionorodnika ponadtlenkowego w ustroju zapobiega reakcji Haber-Weissa i tworzeniu
rodnika hydroksylowego, uwazanego za najbardziej reaktywny i szkodliwy dla struktur
komoérkowych. Skutkiem obecnosci peroksydazy glutationowaej w komorce jest redukcja
wytworzonego w reakcji z dysmutazg ponadtlenkowa nadtlenku wodoru. Substratem w tej
reakcji jest glutation (GSH). W wyniku reakcji nadtlenku wodoru z GSH powstaje woda i
disulfid glutationu (GSSG), ktéry nastgpnie jest redukowany w obecnosci reduktazy
glutationowej (kosztem NADPH). Oprécz nadtlenku wodoru substratem dla peroksydazy
glutationowej moga by¢ nadtlenki organiczne, takie jak alifatyczne nadtlenki kwaséw
ttuszczowych. Fizjologiczng rola katalazy, podobnie jak peroksydazy glutationowej jest
usuwanie nadtlenku wodoru. Katalaza posiada wiasciwosci peroksydazowe, utleniajac takie
substancje jak metanol, etanol, mréwczan, azotyny i chinony [35].

Do okreslenia aktywnosci wybranych enzymoéw zastosowatam metode ELISA. W tym

celu zastosowatam nastgpujace testy firmy Cayman Chemical Company (1180 East Ellsworth
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Road, Ann Arbor, MI, USA): Superoxide Dismutase Assay Kit; Glutathione Peroxidase
Assay Kit, Catalase Assay Kit.

SzczegOlnie ciekawe wyniki badan uzyskalam w przypadku oceny aktywnosci
katalazy i peroksydazy glutationowej w surowicy krwi szczuréw. U zwierzat traktowanych
DMBA i otrzymujacych wylacznie diete standardowa wykazalam istotnie statystyczng
wyzsza aktywnos¢ peroksydazy glutationowej, w poréwnaniu do zwierzat nie traktowanych
DMBA, otrzymujacych analogiczng diete. Natomiast w przypadku katalazy badz dysmutazy
ponadtlenkowej nie zaobserwowalam istotnie statystycznych réznic w aktywnosci tego
enzymu u zwierzat z wyindukowanymi nowotworami piersi, w poréwnaniu do szczuréw z
grupy kontrolnej. Jednakze, gdy zwierzeta dodatkowo suplementowatam cynkiem lub
miedzig nie zaobserwowalam istotnych statystycznie réznic w aktywnosci peroksydazy we
krwi szczuréw traktowanych DMBA, w zestawieniu z aktywnoscig enzymu we krwi u
zwierzat nie traktowanych DMBA 1 otrzymujacych analogiczng diete. Natomiast w
przypadku katalazy istotnie statystyczna wyzsza aktywnos$¢ enzymu odnotowatam we krwi
zwierzat nietraktowanych DMBA, w poréwnaniu do zwierzat indukowanych chemicznie w
kierunku rozwoju nowotworu (zwierzeta suplementowane Zn badz Cu).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze w surowicy zwierzat zar6wno traktowanych
DMBA, jak i nietraktowanych DMBA, a jednoczesnie suplementowanych miedzia, nastapit
istotny statystycznie wzrost aktywnosci katalazy, w poréwnaniu do zwierzat otrzymujacych
wylacznie diete standardowq (prawie trzykrotny dla grupy DMBA+ i czterokrotny dla grupy
DMBA-).

Co ciekawe, zaréwno u szczurdéw traktowanych, jak i nietraktowanych DMBA, nie
wykazatam wplywu suplementacji cynkiem na aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowe;,
pomimo, iz wlasnie cynk jest skladnikiem tego enzymu.

Zwierzeta traktowane DMBA 1 otrzymujace dodatkowo cynk i genisteine
charakteryzowaly si¢ obnizong aktywnoscia zar6éwno peroksydazy glutationowej, jak i
katalazy w odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wylacznie diete standardowa.

Otrzymane wyniki badan pozwalaja stwierdzi¢, ze rozwojowi procesu
nowotworowego, indukowanego przez DMBA, u szczuréw towarzyszy wzrost aktywnosci w
surowicy krwi peroksydazy glutationowej, co moze §wiadczy¢ o wzmozonym wytwarzaniu
H,0; podczas procesu nowotworowego.

W pracy pt: “Effect of dietary supplementation on the prognostic value of urinary and
serum 8-isoprostaglandin F2alpha in chemically-induced mammary carcinogenesis in the rat”

[Publ.-8] przedstawitam wyniki badan oceny wplywu cynku i miedzi na zawarto$é 8-
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izoprostaglandyny F2a (8-izoPGF,,) w surowicy i moczu szczuréow traktowanych 7,12-
dimetylobenz[a]Jantracenem. W poszukiwaniu najskuteczniejszych biowskaznikow
peroksydacji lipidow szczeg6lng uwage zwraca si¢ ostatnio na grupe F2-izoprostanéw,
zwiazkéw wytwarzanych z kwasu arachidonowego [36].

Zawartos¢  8-izoPGF,, oznaczalam metodq immunoenzymatyczng ELISA,
wykorzystujac w tym celu test 8-isoprostane EIA Kit, firmy Cayman Chemical Company
1180 East Ellsworth Road, Ann Arbor, MI, USA. W celu ujednolicenia uzyskanych wynikéw
zawartos¢ 8-izoPGF,, przeliczalam na kreatyning.

Stwierdzitam, ze traktowanie szczuréw DMBA powoduje wzrost stezenie 8-izoPGF,,,
w surowicy, jak 1 w moczu badanych zwierzat. Zawartos¢ badanego biowskaznika w ptynach
biologicznych pozostaje zalezna od dodatku w diecie pierwiastkéw $§ladowych. Stosowanie
diety z dodatkiem cynku, badZ cynku i polifenoli powoduje znaczne obnizenie stezenia 8-
izoPGF,, w moczu badanych zwierzat zaréwno w grupie traktowanej jak i nie - DMBA.
Natomiast stosowanie diety z dodatkiem miedzi, badz miedzi i polifenoli stymuluje proces
tworzenia 8-1zoPGF,, zarowno w grupie zwierzat traktowanych, jak i nie - DMBA. Nie
wykazatam pozytywnej korelacji miedzy zawarto$cig 8-izoPGF,, w moczu i surowicy
badanych zwierzat a ryzykiem tworzenia guzéw nowotworowych.

Zawartos¢ 8-izoPGF,, oznaczytam réwniez w surowicy szczur6w otrzymujacych
genisteing i resweratrol podawane w zawiesinie wodnej 1 olejowej. Na podstawie uzyskanych
wynikéw badan stwierdzitam, iz traktowanie szczuréw DMBA powoduje wzrost zawartosci
8-1zoPGF,, w surowicy krwi badanych zwierzat. Zawartos¢ badanego biowskaznika w
surowicy pozostaje zalezna od obecnosci w diecie zaréwno olejéw, jak i zwigzkow
przeciwutleniajacych. Zwiazki przeciwutleniajace (genisteina i resweratrol) zastosowane w
wybranych dawkach nie obnizaja podwyzszonej zawartosci 8-izoPGF,, wywolanej
czynnikiem kancerogennym DMBA. Ze wzgledu na zakres zmian, jakim podlega wybrany
biowskaznik i jego reakcje na sktadniki diety, wydaje si¢ niemozliwe traktowanie go jako
dobrego markera stanéw patologicznych, natomiast moze stuzy¢ dla oceny wptyw elementéw
diety na procesy prooksydacyjne w organizmie [Publ.-9].

Kolejnym zagadnieniem realizowanych w ramach prowadzonych prac byla ocena
przydatnosci klinicznej oznaczania stezen pierwiastkéow i ich wzajemnych proporcji w
przebiegu choroby nowotworowej i dalszego rokowania [Publ.-7, Publ.-10, Publ.-11].
Réznego typu zaburzenia zawartodci, jak i homeostazy, sktadnikéw mineralnych bardzo
czesto indukuja swoiste zmiany biochemiczne charakterystyczne dla wielu choréb, w tym

choréb nowotworowych [37]. Dla przyktadu niedobory Se, Zn i Mg moga prowadzi¢ do
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zwigkszenia ryzyka zachorowania na nowotwoér [3,4,38-39]. Przeciwnie dostarczanie do
organizmu nadmiaru Fe oraz Cu moze sprzyja¢ wystgpieniu choroby nowotworowej [4-6,40-
41]. Celem pracy bylo zbadanie wptywu diety wzbogaconej w cynk, miedz i zwiazki
polifenolowe — resweratrol oraz genisteing na efektywnos$¢ chemicznej indukcji
nowotworowej gruczotu sutkowego oraz zmiany w zawartosci wybranych pierwiastkéw (Zn,
Cu, Mg, Fe, Ca). Rola tych skfadnikéw mineralnych zwigzana jest m. in. z prawidlowym
funkcjonowaniem wielu enzyméw oraz ukiadu odpornosciowego. A ich zawarto$¢ w
tkankach zmienionych nowotworowo niekiedy znacznie odbiega od pozioméw w tkankach
zdrowych [42].

Materiatem do badan byly guzy, surowica i sier§¢ szczuréw traktowanych DMBA, w
odniesieniu do zdrowej tkanki, surowicy i sier§ci szczuréw nie traktowanych czynnikiem
kancerogennym.

Niezaleznie od zastosowanej diety w guzach gruczotu sutkowego nastapil wzrost
zawartosci Fe 1 spadek Mg, w poréwnaniu do zdrowej tkanki gruczotu sutkowego. W siersci
grup badanych wystepowat wzrost poziomu Fe (standard; +Zn) i spadek Mg oraz Ca i P, w
stosunku do szczuréw grup kontrolnych. We wszystkich badanych grupach nastapito
obnizenie ilosci Fe we krwi. Dodatkowe wzbogacanie diety szczuréw w Zn lub Cu
powodowato wzrost zawartosci Cu w guzie, nie wplywajac na poziom Zn (takze w siersci).
Zastosowanie w diecie szczurOw dodatku Cu, wydaje sie szczegdlnie silnie i odmiennie
wplywa¢ na dystrybucje badanych pierwiastkéw do siersci. Siers¢ wydaje sie by¢
potencjalnym materiatem do diagnostyki raka gruczotu sutkowego, wymaga to jednak
dalszych badan.

Bardzo waznym etapem w mojej pracy naukowej byly badania prowadzone przy
wspélpracy z Instytutem Farmaceutycznym w Warszawie. Badania dotyczyly oceny
dzialania wybranych zwigzkéw polifenolowych na przebieg procesu nowotworowego
indukowanego 7,12-dimetylobenz[a]antracenem u szczuréw. Czgs¢ uzyskanych wynikéw
zostala zaprezentowana w pracy doktorskiej (badania wplywu genisteiny, kwercetyny,
resweratrolu w formach prostych). Jednak na szczegdlng uwage zastuguja pdzniejsze wyniki
badan oceny wplywu pochodnych genisteiny - palmitynianu badz benzylogenisteiny,
zawieszonych w oleju rzepakowym lub wukladzie wodnym, na przebieg procesu
nowotworowego. Bardzo silne wspoéidziatanie z DMBA zaobserwowano w grupie zwierzat
otrzymujacych benzylogenisteing (0,47 mg/ml) zawieszona w oleju. Pierwsze palpacyjnie
wyczuwalne guzy pojawily si¢ u szczuréw w tej grupie juz w 13 tygodniu zycia zwierzat,

zapadalnos¢ byla 100%, a guzy mnogie. W przypadku benzylogenisteiny podawanej w
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zawiesinie wodnej zapadalno$¢ w grupie wynosita 86%, a pierwsze palpacyjnie wyczuwalne
guzy pojawily si¢ w tej grupie dopiero w 17 tygodniu (tydzien p6zniej niz w przypadku diety
standardowej). Efektem suplementacji zwierzat palmitynianem genisteiny podawanym w
dawce 0,72 mg/ml w zawiesinie wodnej bylo obnizenie wystgpowania ilosci guzéw w grupie
do 67%, jak réwniez spadek wagi guzéw w odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wytacznie
diet¢ standardowa. Co ciekawe zwigkszenie ilosci podawanej genisteiny w zawiesinie wodnej
do 0,656 mg/ml (w przedstawionych w pracy doktorskiej wynikach badan genisteing
podawano w dawce 0,1 mg/ml oraz 0,375 mg/ml) nie wptywalo korzystnie, podwyzszato
bowiem zapadalnos¢ do 100%, liczbe guzéw u szczura do 3, a ich mase¢ $rednio do 2,7 g

[Publ.-12].

WNIOSKI:

1. Na podstawie uzyskanych wynikéw badan mozna stwierdzi¢, ze suplementacja wybranymi
sktadnikami diety zwierzat z nowotworami indukowanymi DMBA ma duzy wptyw na
stabilnos¢ sekwencji mikrosatelitarnych chromosomalnego DNA. Wzrost wystepowania
niestabilnosci mikrosatelitarnych u szczuréw nietraktowanych DMBA i otrzymujacych
dodatkowo Zn, potwierdza tez¢ o niebezpieczenstwie nieuzasadnionego dlugotrwatego
stosowania suplementacji tym pierwiastkiem. Intensywno$¢ wystgpowania niestabilno$ci
mikrosatelitarnych nie zalezy od aktywnosci wybranych enzyméw antyoksydacyjnych
(katalazy, peroksydazy glutationowej i dysmutazy ponadtlenkowej). Bardzo interesujacym
materialem do badan, ze wzgledu na obecnos¢ niestabilnosci mikrosatelitarnych, jest tkanka
okotonowotworowa. W zwiazku z uzyskanymi wynikami badan nasuwa si¢ pytanie czy
obecnos¢ niestabilnosci sekwencji mikrosatelitarnych w tkance otaczajacej guz piersi moze

$wiadczy¢ o rozprzestrzenianiu si¢ komérek nowotworowych na sgsiednie tkanki.

2. Podsumowujac uzyskane wyniki analizy DNA mozna stwierdzié, ze w zastosowanym
modelu badawczym, zaréwno w guzach nowotworowych, jak i tkankach kontrolnych nie

wykryto mutacji w amplifikowanych fragmentach genéw H-ras1 oraz K-rasl.

3. Na podstawie uzyskanych danych mozna stwierdzi¢, ze proces metylacji DNA jest zalezny
od zastosowanej suplementacji, jak i obecnosci czynnika kancerogennego. DMBA, czynnik,
indukujacy nowotwor piersi, powoduje wzrost zawartosci 5-metylo-2’-deoksycytydyny w
moczu badanych zwierzat. Zastosowana dawka resweratrolu byla zbyt niska, aby zapobiec

intensywnemu tworzeniu si¢ badanej metylopochodnej stymulowanej obecno$cia w diecie

22



miedzi, jak rowniez rozwojem zachodzacego procesu nowotworowego. Ze wzgledu na zakres
zmian jakim podlega zawartos¢ 5-MedC w moczu badanych zwierzat niemozliwe staje sie
traktowanie tego zwigzku jako dobrego markera wczesnych zmian patologicznych, wydaje sie

jednak by¢ lepszym wskaznikiem dla oceny elementéw diety na proces metylacji DNA.

4. Z przedstawionych badan wynika, iz w przebiegu procesu nowotworowego suplementacija
diety wybranymi polifenolami i skfadnikami mineralnymi ma wplyw na aktywnos$¢ zar6wno

katalazy, jak i peroksydazy glutationowe;j.

5. Przedstawione w pracach wyniki badan wskazuja, ze tworzenie i wydalanie 8-
izoprostaglandyny F,, zalezy od rodzaju spozywanej diety, jak i obecnosci czynnika
kancerogennego. Na podstawie uzyskanych danych mozna stwierdzié¢, ze zar6wno cynk, jak i
cynk w potaczeniu z polifenolami powoduje znaczne obnizenie zawartosci izoprostanéw w
moczu badanych zwierzat zaréwno w grupie traktowanej, jak i nie-DMBA. Zwiazki
przeciwutleniajace (genisteina, resweratrol) w zaleznosci od rodzaju potaczenia oraz medium
w jakim sg suplementowane moga wykazywac wilasciwosci pro- lub antyoksydacyjne. Nie
wykazatam pozytywnej korelacji miedzy zawartoscig 8-izoPGF,, w moczu i surowicy

badanych zwierzat a ryzykiem tworzenia guzé6w nowotworowych.

6. Podsumowujac uzyskane wyniki badan mozna stwierdzi¢, iz w przebiegu choroby
nowotworowej suplementacja zwierzat wybranymi sktadnikami diety ma wptyw na zawartos¢
wybranych pierwiastkow (Zn, Cu, Mg, Fe, Ca). Sier§¢ wydaje si¢ byé potencjalnym

materialem do diagnostyki raka gruczotu sutkowego.

7.  Intensywno$¢  przebiegu  procesu  nowotworowego  indukowanego = 7,12-
dimetylobenz[a]antracenem u szczur6w zalezy od suplementacji zwierzat zar6wno
wybranymi zwigzkami polifenolowymi, jak réwniez skfadnikami mineralnymi. Zaskakujace,
iz skutkiem synergistycznej reakcji cynku i resweratrolu byta stymulacja procesu
nowotworowego, w odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wyltacznie diete standardowa,

suplementowanych cynkiem badzZ cynkiem i genisteing.
8. Poznanie mechanizméw oddziatywania sktadnikéw diety w organizmie daje mozliwo$¢ ich

wykorzystania w profilaktyce i wspomaganiu terapii farmakologicznej, z réwnoczesnym

zmniejszeniem niepozadanych dziatan lekéw, w chorobach nowotworowych.
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Badania finansowane byly z grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(NN405358339) pt: "Wplyw sktadnikéw diety na wybrane biowskazniki wczesnych zmian
nowotworowych u szczuréw traktowanych 7,12-dimetylobenzantracenem”. W wymienionym

grancie bylam kierownikiem projektu.

7. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

7.1 DZIALALNOSC NAUKOWO-BADAWCZA PRZED UZYSKANIEM STOPNIA
DOKTORA

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych opublikowatam 13 prac, w tym 10
prac oryginalnych i 3 prace przegladowe (punkt 9.1). Liczba punktéw MNiSW/KBN 26.
Podczas zjazdow  polskich i miedzynarodowych zaprezentowalam 17 doniesien. Dwa

doniesienia zostaly wyréznione za wysoka warto$¢ merytoryczna.

Stacjonarne stezenie reaktywnych form tlenu (RFT) i szybkos¢ reakcji RFT
uszkadzajacych sktadniki komoérki zaleza od stanu réwnowagi pomigdzy szybkoscig
wytwarzania RFT, a stezeniami antyoksydantéw niskoczasteczkowych i aktywnoscig
enzymOw ochronnych. Zwigkszenie szybkosci wytwarzania RFT w organizmie, badz
niedobory czynnik6w broniacych organizm przed RFT prowadzag do wzmozenia
niebezpiecznych dla sktadnikéw organizmu reakcji indukowanych przez RFT. Zaburzenie
homeostazy prowadzace do zwigkszenia stacjonarnych stezen RFT okreslone zostalo jako
,,stres oksydacyjny” [35,43].

Helmut Sies [44] zdefiniowal stres oksydacyjny jako ,,zaburzenie réwnowagi
prooksydacyjno-antyoksydacyjnej w kierunku reakcji utleniania”.

Stres oksydacyjny lezy u podloza lub wystgpuje w przebiegu wielu choréb. Do
choréb, w etiopatogenezie ktérych postulowano udzial reaktywnych form tlenu, zaliczamy
m.in.: astme, AIDS, chorobg Alzheimera, chorobg Parkinsona, chorobe niedokrwienng serca,
chorobe wrzodowa zotadka i dwunastnicy, cukrzyce, dystrofi¢ mig$niowa, jaskre, nowotwory,
reumatoidalne zapalenie stawdw, zespoly przyspieszonego starzenia [35,43].

W wyniku reakcji RFT z elementami komérki dochodzi do powstania uszkodzen w

strukturze bialek, cukréw, lipidéw czy kwaséw nukleinowych. Wiele z tak utworzonych
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zmodyfikowanych zwiazkéw zostalo dokladnie zbadanych i1 wilaczonych do grupy

wskaznikéw oksydacyjnych uszkodzen [35,43].

Ze wzgledu na szczeg6lng role, jaka petnig kwasy nukleinowe w komérce, zmiany w
ich strukturze sa uwazane za jedne z najbardziej niebezpiecznych. Mimo istniejacych
mechanizmOéw naprawczych, przewaga wplywu dzialania RFT nad systemami obronnymi
prowadzi w koncu do pewnych uszkodzen DNA. Ich efektem moze by¢ proces mutagenezy

oraz rozw0j nowotworu [35,43,45].

8-Hydroksy-2’-deoksyguanozyna (8-OHdG) jest jednym z najczesciej powstajacych i
najlepiej poznanych produktéw utleniania zasad DNA przez RFT. Odgrywa ona istotng role
w poznawaniu procesOw mutagenezy, karcinogenezy oraz mechanizméw toksycznego
dziatania wielu czynnikéw. Obecnos¢ 8-OHdG w DNA moze prowadzi¢ do mutacji,
indukujac btedny odczyt zmodyfikowanej zasady oraz zasad z nig sgsiadujacych. Z badan
wynika, ze forma 6,8-diketo, ktéra przewaza w warunkach fizjologicznych, moze tworzyc
pary z cytozyna, adening i tyming. Najczesciej jednak w warunkach in vivo obserwowano
transwersje GC—AT. Taka specyficzno$¢ biedéw transkrypcji 8-OHAG jest szczegdlnie
interesujaca w Swietle badan, dotyczacych spektrum mutacji genu hamujacego zmiany
nowotworowe, kodujacego biatko p53. Stwierdzono, Ze za najcze$ciej wystgpujace zmiany
mutacyjne tego genu, ktére wykryto w nowotworach pluc i watroby, odpowiedzialne sa
transwersje GC — AT. Rozpoznana i usunigta z genomu 8-OHdAG nie ulega dalszemu
metabolizmowi i jest wydalana z komorki, a nastgpnie z organizmu z moczem. Uwaza sie, ze
zawarto$¢ 8-OHdAG w moczu odzwierciedla poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA w catym
organizmie. Na podstawie licznych eksperymentéw stwierdzono zwigzek migdzy obecnoscia
oksydacyjnie zmodyfikowanych nukleozydéw, w tym 8-OHdG, a transformacjg
nowotworowa komorki. Do konca jednakze nie wiadomo, czy zmodyfikowane zasady
azotowe odgrywaja przyczynowa role¢ w procesie kancerogenezy, czy tez powstaja w tkance
nowotworowej, jako wynik zmienionego metabolizmu chorej tkanki [46,47].

W procesie oksydacji bialek przez RFT moze dochodzi¢ do modyfikacji reszt
aminokwasowych, grup prostetycznych (nieaminokwasowych sktadnikéw biatek ztozonych),
agregacji lub fragmentacji czasteczek biatkowych. Biologiczng konsekwencjg tych zmian jest
utrata ich aktywnosci biologicznej [35]. Jednym z najczesciej stosowanych obecnie
biowskaznikéw oksydacyjnych uszkodzen bialek sa grupy karbonylowe aminokwaséw.
Powstawanie tych ugrupowan jest reakcja nieodwracalng. W ostatnich latach przybywa

badan, potwierdzajacych wystgpowanie podwyzszonego poziomu grup karbonylowych
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aminokwasoéw w wielu stanach patologicznych. Zwigkszona zawartos¢ tak zmodyfikowanych
oksydacyjnie bialek moze by¢ przyczyna choroby lub pojawia¢ si¢ w konsekwencji rozwoju
danego schorzenia. Obecnie, do choréb zwigzanych z obecno$cia grup karbonylowch
aminokwaséw, zalicza si¢: chorobg Alzheimera, chorobe Parkinsona, cukrzyce, miazdzyce,
reumatoidalne zapalenie stawow, przewlekte choroby pluc, dysplazje oskrzelowo-ptucna,
przewlekta niewydolno$¢ nerek, moczniceg, tuszczyce, zaéme, sepse, stwardnienie zanikowe
boczne, zesp6t ostrego wyczerpania oddechowego dorostych, mukowiscydoze, nowotwory
[48-50].

Peroksydacja lipidéw (LPO) jest najbardziej znanym biologicznym lancuchowym
procesem wolnorodnikowym. W konsekwencji przebiegu tego procesu powstaje szereg
aktywnych zwigzkéw m.in. aldehydy: dialdehyd malonowy (MDA), 4-hydroksynonenal (4-
HNE), isoprostany, sprzezone dieny, weglowodory: pentan, etan. Zwiekszone stezenie
produktow LPO wykryto w czasie przebiegu szeregu choréb u czlowieka, w tym
nowotworach, cukrzycy, miazdzycy, AIDS, stanach zapalnych, chorobie Alzheimera.
Efektem obecnosci produktéw LPO w komdrce jest modyfikacja wiasciwosci fizycznych bton
komoérkowych, polegajaca gtéwnie na zmianie ich przepuszczalnosci. Peroksydacja lipidéw
powoduje réwniez zahamowanie aktywnosci enzyméw blonowych i bialek transportujacych.
Ponadto niektére produkty powstale w wyniku LPO sa czynnikami rozprzegajacymi
fosforylacj¢ oksydacyjng w mitochondriach, czyli ostabiaja zalezno$¢ pomigdzy transportem
elektronéw przez tancuch oddechowy, a syntezag ATP w mitochondriach. Wsréd
biowskaznikéw peroksydacji lipidéw wyréznia si¢ dialdehyd malonowy czy 8-
izoprostaglandyne Fa, [35,36,43,51].

Badania czynnikéw dietetycznych (w tym zwiazkéw polifenolowych i kwasow
ttuszczowych), ktére moglyby zapobiega¢ lub zmniejsza¢ stopien uszkodzen wywotanych
przez reaktywne formy tlenu, w oparciu o wybrane biowskazniki (uszkodzen DNA, biatek i
ttuszczow) moga przyczyni¢ si¢ do szerszego spojrzenia na ich rolg w profilaktyce choréb
nowotworowych 1 wspomaganiu leczenia farmakologicznego.

Celem podjetych badan byla ocena wplywu czynnikéw dietetycznych oraz
patologicznych na reakcje organizmu mierzong stezeniami wybranych biowskaznikow
oksydacyjnych uszkodzen DNA, bialek i tluszczéw, a takze ocena wybranych markeréw
pod katem ich wartoSci diagnostycznej. Badania dotyczyty nastgpujacych biowskaznikéw
tj..  8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (8-OHdG), grup karbonylowych biatek i 8-
izoprostaglandyny F,, (8-izoPGF,,). Mozliwos$¢ §ledzenia zawartosci powyzszych zwigzkow

pozwolita na dokonanie oceny wplywu skladnikéw diety na procesy destrukcyjne
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przebiegajace w bialtkach, ttuszczach i kwasach nukleinowych, w ktérych to kluczowa role
odgrywaja reaktywne formy tlenu. Wykorzystane w badaniach zwigzki niosa znamiona
cennych markeréw mogacych stluzy¢ w poznawaniu proceséw mutagenezy, kancerogenezy
oraz toksycznos$ci wolnych rodnikéw [35,43].

W badaniach wykorzystaltam model doswiadczalny polegajacy na wywolywaniu
procesu nowotworowego za pomocg 7,12-dimetylobenz[a]antracenu u samic szczurdéw
Spraque-Dawley. Zwierzgta, u ktérych indukowane byly nowotwory otrzymywatly diety
wzbogacone w wybrane zwiazki polifenolowe (resweratrol, kwercetyne i genisteing)
podawane w réznych stezeniach i medium (uklad wodny i olejowy), jako czynniki o
wlasciwosciach antyoksydacyjnych (protekcyjnych) badz oleje ogrzewane (w temp. 200°C
przez 10 minut) i nie ogrzewane (oliwa, olej stonecznikowy, olej rzepakowy), jako czynniki o
dziataniu prooksydacyjnym. Grupe kontrolng stanowity zwierzeta nie traktowane DMBA.
Rodzaje diet zastosowane w badaniach:

e dieta wzbogacona oliwg nie ogrzewana,

e dieta wzbogacona olejem stonecznikowym nie ogrzewanym,

e dieta wzbogacona olejem rzepakowym nie ogrzewanym,

e dieta wzbogacona oliwg ogrzewana (10 minut, 200°C),

e dieta wzbogacona olejem stonecznikowym ogrzewanym (10 minut, 200°C),
e dieta wzbogacona olejem rzepakowym ogrzewanym (10 minut, 200°C).

e dieta wzbogacona w resweratrol w dawce 0,1 mg/ml w oleju rzepakowym,
e dieta wzbogacona w resweratrol w dawce 0,1 mg/ml w zawiesinie wodnej,
e dieta wzbogacona w genisteing w dawce 0,375 mg/ml w oleju rzepakowym,
e dieta wzbogacona w genisteing w dawce 0,375 mg/ml w zawiesinie wodnej,
e dieta wzbogacona w genisteing w dawce 0,1 mg/ml w zawiesinie wodnej,

e dieta wzbogacona w kwercetyne w dawce 0,47 mg/ml w oleju rzepakowym,
e dieta wzbogacona w kwercetyne w dawce 0,48 mg/ml w zawiesinie wodnej,
e dieta wzbogacona w olej rzepakowy FP.V.

W celu uzyskania prébek moczu, szczury umieszczatlam pojedynczo w klatkach
metabolicznych na 24 godziny. Zebrany material zamrazalam w temperaturze — 70°C i
przechowywatam do czasu wykonania analizy. Mocz kazdego zwierzgcia zbieralam raz w
tygodniu przez okres dwoch miesigcy (od 10 do 15 tygodnia zycia szczura).

Badania na zwierzgtach uzyskaly zgode komisji etycznej przy Akademii Medycznej w

Warszawie.
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Podsumowujac uzyskane wyniki badan stwierdzilam, ze wzbogacanie diet olejami
moze prowadzi¢ do oksydacyjnych zmian zaréwno w biatkach, tluszczach, jak i DNA. O
intensywnosci tych zmian decyduje zar6wno ilos¢, jak i jako$¢ podawanych tluszczdw.
Réznice wystepujace w skladzie kwaséw tluszczowych w sposéb istotny wptywaty na
otrzymane wyniki. Olej stonecznikowy, bogaty w dwunienasycony kwas linolowy (okoto
60%), wykazywat znacznie silniejsze dzialanie prooksydacyjne w poréwnaniu do oliwy oraz
oleju rzepakowego, w ktérych giéwnym kwasem jest jednonienasycony kwas oleinowy
(odpowiednio ok. 70% 1 58%). Natomiast obecno$¢ w diecie ogrzewanych olejow nie
powodowata tak duzego wzrostu stgzenia wszystkich badanych biowskaznikéw, w
odniesieniu  do grupy standardowej, jaki obserwowano w przypadku podawania
analogicznych olejéw nie ogrzewanych, co jest wynikiem przeciwnym do spodziewanego.

W zwiagzku z powyzszym, mozna sadzi¢, ze spozywanie nawet krétko ogrzewanych
(200°C/10 min.) olejéw, wywiera wyrazny wplyw na przebieg proceséw zachodzacych w
organizmie. W przypadku zwierzat traktowanych DMBA silniejsze dziatanie prooksydacyjne
biatek, ttuszczéw 1 DNA wystepowato u szczuréw, ktérym podawano w diecie nie ogrzewane
oleje w poréwnaniu do grup z dodatkiem olejéw ogrzewanych. Wskazywatoby to, ze
prawdopodobnie kwasy tluszczowe w niezmienionej formie, a wigc ulegajace dalszym
przemianom metabolicznym (elongacji i desaturacji), a takze nie dzialajace destrukcyjnie na
aktywnos$¢ enzymoéw, moga efektywniej uczestniczy¢é w mechanizmie biochemicznym
uruchomianym przez DMBA. By¢ moze duze znaczenie ma tutaj powstawanie eikozanoidéw,
zwiazkéw o ogromnych mozliwosciach wielokierunkowego oddziatywania na organizm,
migdzy innymi mogacych wptywac na procesy nowotworzenia.

W niniejszych badaniach wykazatam, ze wzbogacanie diety w resweratrol, genisteine i
kwercetynge w zastosowanych stezeniach nie przyczynialo si¢ do obnizania podwyzszonego
stezenia 8-OHdG w moczu zwierzat spowodowanego zainicjowanym przez DMBA procesem
nowotworowym. A wrecz przeciwnie, traktowanie zwierzat tym kancerogenem (DMBA) w
obecnosci oleju rzepakowego w diecie, jak réwniez polifenoli powodowato wyrazng
stymulacj¢ tworzenia si¢ i wydalania 8-OHdG, w poréwnaniu do grupy zwierzat
otrzymujacych diete standardowa, jak i z udziatem wylacznie oleju.

Natomiast obecno$¢ w/w zwigzkéw polifenolowych hamowata powstawanie
zoksydowanych bialek stymulowanych dzialaniem DMBA. Zawarto$¢ grup karbonylowych
aminokwaséw w watrobach szczuréw traktowanych DMBA, otrzymujacych resweratrol,
kwercetyne lub genisteing w zawiesinie olejowej, badZz wodnej byta nizsza w poréwnaniu do

grup zwierzat otrzymujacych diete standardowa, badZz wzbogacong olejem rzepakowym.
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Zmniejszenie stezenia biowskaznikéw peroksydacji bialek moze stanowi¢ potwierdzenie
wlasciwosci antyoksydacyjnych zwigzkéw polifenolowych, udowodnionych w licznych
badaniach [9-12].

Zastosowane w badaniach wybrane skfadniki diety w réznym stopniu wplywaty na
intensywnos$¢ przebiegu indukowania guzéw nowotworowych. Szczegdlnie korzystny efekt
uzyskatam w przypadku podawania w diecie resweratrolu (0,1 mg/ml) w formie zawiesiny
wodnej. Nowotwory wystapily zaledwie u 40% indukowanych zwierzat. Natomiast w
badaniach tych stosowanie diety z udzialem genisteiny zwlaszcza podawanej w zawiesinie
olejowej (0,1 mg/ml; 0,375 mg/ml) przyczynito si¢ do wysokiej zapadalnosci na nowotwory
(od 83 do 100%) wsrdéd zwierzat otrzymujacych DMBA. Nieco inaczej przebiegat proces
nowotworzenia, kiedy zwierzgtom podawano genisteing w zawiesinie wodnej. Mimo bowiem
stosunkowo wysokiej zapadalnosci (86%) wzrost guzéw byt wyraznie wyhamowany, osiagaty
one znacznie mniejsze rozmiary (Srednio 0,9g), w poréwnaniu do w/w grup, jak i
wystepowanie ich u zwierzat przyjmowato forme¢ pojedyncza, a nie mnoga.

Roéwniez podajac szczurom diet¢ wzbogacona w kwercetyne (0,47 mg/ml) w
zawiesinie olejowej stwierdzilam zwigkszong zapadalno$¢ nowotworowa (71%). Cechg
charakterystyczng byto wystgpowanie guzéw pojedynczych, ale osiagaly one duze rozmiary
(do 4,57g) w poréwnaniu do grupy odniesienia otrzymujacej wyltacznie olej rzepakowy.

W prezentowanych badaniach zwiazki polifenolowe podawalam w zawiesinie wodnej
1 olejowej. Efekt zmiany rozpuszczalnika dla poszczegélnych zwiazkéw przektadat sie
zar6bwno na zmiany w stezeniu badanego biowskaznika w moczu szczuréw (8-OHdAG) oraz
zawartosci grup karbonylowych aminokwaséw w watrobach, jak réwniez obraz przebiegu
procesu nowotworowego. Stezenie 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny, jak réwniez grup
karbonylowych bylo znacznie wyzsze u zwierzat otrzymujacych diety wzbogacone w
polifenole podawane w zawiesinie olejowej, w odniesieniu do zwierzat otrzymujacych je w
zawiesinie wodne;j.

Celem badan byla réwniez ocena wybranych biowskaznikéw pod katem ich wartosci
diagnostycznej. Wykazatam, ze intensywnos$¢ tworzenia i wydalania z organizmu 8-OHdG
oraz 8-izoprostaglandyny F,, stanowi wypadkowa wspdtdzialania réznych elementéw
sktadowych diety oraz czynnika kancerogennego. Otrzymane wyniki wskazuja, ze tluszcze
ro§linne oddziatywuja wyraznie stymulujaco zaréwno na procesy oksydacyjne zachodzace w
biatkach, tluszczach, jak i DNA. Bezwzgledny poziom wydalanej z moczem 8-OHdG nie
pozwala dokona¢ wczesnej oceny stopnia zagrozenia ryzykiem nowotworzenia, co wynika

chociazby z przyktadowej zaleznosci, ze zaréwno w grupach zwierzat otrzymujacych olej
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rzepakowy, jak i resweratrol w zawiesinie wodnej stwierdzono bardzo niskg efektywnosé
indukcji guzéw nowotworowych, przy czym u szczur6w otrzymujacych olej stwierdzono 2
krotny wzrost zawartosci 8-OHdG w moczu, podczas gdy zawartos¢ tego biowskaznika nie
zmienita si¢ w grupie zwierzat otrzymujacych resweratrol. Podobne przyktady mozna
przedstawi¢ odnosnie zawartosci grup karbonylowych aminokwaséw w watrobach i 8-
1zoPGF,,. A zatem w przypadku tak wrazliwego reagowania w/w biowskaznikow, na wptyw
diety zwigzki te trudno jest uznawa¢ za dobre markery wczesnych zmian patologicznych,
natomiast czulo$¢ z jaka reaguja na skladniki diety czyni je znakomitymi wskaznikami
umozliwiajagcym dokonywanie oceniania badanych elementéw diety pod katem ich

oddziatywania na procesy prooksydacyjne.

Uzyskane wyniki badan byly podstawa rozprawy doktorskiej: pt: "Wplyw czynnikéw
dietetycznych na oksydacyjne uszkodzenia DNA, biatek i tluszczéw w organizmach szczur6w

z wyindukowanymi DMBA nowotworami”.

Badania prowadzitam w ramach dwéch grantow:

1. Grant uczelniany - projekt mlodego badacza: "Badanie wptywu czynnikéw dietetycznych
na oksydacyjne uszkodzenia DNA z wykorzystaniem 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny jako
biowskaznika" FW12/WB2/2005, Katedra i Zaktad Bromatologii.

2. Grant uczelniany - projekt miodego badacza: "Wplyw czynnikéw dietetycznych na
oksydacyjne uszkodzenia DNA, bialek i tluszcz6w w organizmach szczuréw z
wyindukowanymi DMBA nowotworami" FW/12/WB4/08, Katedra i Zaktad Bromatologii.

W obu grantach bytam kierownikiem projektéw.

Badania dotyczace wplywu wybranych zwiazkéw polifenolowych na rozwdj procesu
nowotworowego zostaty wykonane przy wspélpracy z Instytutem Farmaceutycznym w

Warszawie.

Duze znaczenie w mojej pracy naukowej mialy réwniez badania sposobu zywienia
studentéw i doktorantéw Wydzialu Farmaceutycznego Akademii Medycznej w Warszawie.

Prawidlowe odzywianie jest niezbednym czynnikiem warunkujacym zdrowie
cztowieka. Spozywanie produktéw w nieodpowiednich ilo$ciach i proporcjach w stosunku do
fizjologicznych potrzeb organizmu prowadzi do powaznych probleméw zdrowotnych.

Wzrasta czestoS¢ wystepowania choréb cywilizacyjnych takich jak.: otytos¢, cukrzyca,
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choroba niedokrwienna serca, nadci$nienie tgtnicze, a takze nowotwory [52]. W zwigzku z
powyzszym bardzo istotna jest kontrola stanu odzywienia grup ludnosci, zas wyniki badan sg
podstawa do tworzenia programéw zdrowotnych w zakresie zywienia.

Badania prowadzone byly metoda wywiadu o spozyciu z ostatnich 24 godzin
poprzedzajacych badanie. Zebrane ankiety wykonane zostaly zgodnie z zaleceniami Instytutu
Zywnoéci i Zywienia w Warszawie [53]. Ocena sposobu zywienia dokonana zostata w
kategoriach iloSciowych i jakoSciowych z uwzglednieniem odmiennego sposobu zycia w
zaleznosci od plci, miejsca zamieszkania podczas roku akademickiego oraz roku studiéw.

Podsumowujac uzyskane wyniki stwierdzono, iz w ocenie jako$ciowej zywienie
studentéw Wydzialu Farmaceutycznego nie bylo prawidlowe, wystepowaly rdéznice w
sposobie zywienia w zaleznosci od pici i roku studiéw. Szczegdlnie niewlasciwy sposéb
zywienia prezentowali studenci III roku. Wigkszy udzial procentowy w zywieniu
prawidlowym 1 zadowalajacym mieli mezczyzni, spozywali oni bowiem wieksze ilosci
positkéw ktére byly ponadto bardziej urozmaicone. Ankietowanych charakteryzowato
nieregularne spozycie positkéw i duze rozpigtosci czasowe pomiedzy nimi. Nalezy zwrocié
uwage na stosunkowo niski udzial w calodziennych racjach pokarmowych (CRP) warzyw i
OWOCOW.

W wyniku przeprowadzonej oceny iloSciowej catodziennych racji pokarmowych
réwniez wykazano pewne nieprawidlowosci w zywieniu badanych kobiet i mezczyzn,
zréznicowane w zaleznosci od roku studiéw i pici. Srednia warto§é energetyczna
calodziennych racji pokarmowych spozywanych przez studentéw starszych lat studiéw i
doktorantéw byta wyzsza w stosunku do CRP studentéw trzech pierwszych lat studiéw. Diety
studentéw II roku wypelnialy zalecang norme¢ zaledwie w okoto 80%. U mezczyzn
kalorycznos$¢ positkéw byla prawidtowa, natomiast u kobiet za niska. W badaniach wykazano
przekroczenie zalecanych norm dla energii pochodzacej z tluszczéw. Diety studentéw
wszystkich lat nie pokrywaty zalecanych norm zapotrzebowania na wapn. Wyjatek stanowili
stuchacze studium doktoranckiego. Wigksze zawartosci tego pierwiastka obejmowaly diety
mezczyzn, w poréwnaniu do kobiet. Spozycie wapnia przez miodziez akademicka w Polsce
jest bardzo niskie i sytuacja ta nie ulegta poprawie na przetomie lat. Podobnie ksztaltowata sie
zawarto$¢ miedzi w calodziennych racjach pokarmowych badanych studentéw. Stopien
realizacji norm spozycia miedzi byl nieprawidlowy dla studentéw wszystkich lat i
doktorantéw. Podaz magnezu mozna uzna¢ za prawidlowa. Z badan wynika, Ze $rednia
zawarto$¢ zelaza i cynku w CRP kobiet nie wypelniata bezpiecznego poziomu spozycia.

Problem suplementacji mikroelementami wymaga pogltebionych badan i wigkszej kontroli ze
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wzgledu na wystepujacy nadmiar zelaza w dietach mezczyzn. Zawartos¢ fosforu w
pokarmach studentéw wszystkich lat i doktorantéw znacznie przekraczaly normy
bezpiecznego poziomu spozycia.

Podsumowujac uzyskane wyniki badan mozna stwierdzi¢, ze w ocenie jakosciowej i
ilosciowej zywienie studentow Wydzialu Farmaceutycznego w analizowanym okresie nie
byto prawidiowe. Szczegélnie chcialabym zwrdci¢ uwage na wystgpowanie niedoboréw
spozycia wapnia i miedzi. Otrzymane wyniki wykazaly, ze stosowanie suplementéw
zawierajacych skfadniki mineralne nie uzupelnialo niedoboru wapnia i miedzi
spowodowanych sktadem diet.

Monitorowanie sposobu zywienia miodziezy akademickiej jest szczegdlnie istotne,
albowiem wykazanie wad i nieprawidlowosci, pozwala na odpowiednig korekte zar6wno
przez ksztaltowanie w tej grupie prawidiowych nawykéw zywieniowych, jak i tworzenie

programéw edukacyjnych z zakresu zywienia.

7.2. DZIALALNOSC NAUKOWO-BADAWCZA PO UZYSKANIU STOPNIA
DOKTORA

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych, w latach 2008-2014, opublikowatam,
wykluczajac prace wchodzace w zakres postgpowania habilitacyjnego, 10 prac, w tym 9 prac
oryginalnych i 1 prace przegladowa (punkt 9.2). Liczba punktéow MNiSW/KBN = 85
IF=1,373. Podczas zjazdéw polskich i miedzynarodowych zaprezentowatam 13 doniesien.

Dwa doniesienia zostaly wyréznione za wysokg warto$¢ merytoryczna.

Kontynuujac badania rozpoczete w ramach pracy doktorskiej dokonatam oceny
wplywu wybranych olejéw ogrzewanych lub nie ogrzewanych (oliwa lub olej stonecznikowy)
badz zwiazkéw o wlasciwosciach przeciwutleniajacych (resweratrol, genisteina, kwercetyna
lub kurkumina) na proces peroksydacji lipidéw watroby, mierzony stgzeniami powstajacego
dialdehydu malonowego (MDA). Réwnoczesnie u zwierzat otrzymujacych w/w czynniki
indukowane byty za pomoca DMBA nowotwory sutka (adenocarcinoma).

Dialdehyd malonowy jest najczesciej stosowanym markerem procesu peroksydacji
lipidéw [35].

Do oznaczenia zawartosci wolnego MDA w materiale biologicznym wykorzystatam
metode spektrofotometryczng oparta na reakcji MDA z kwasem 2-tiobarbiturowym (TBA)
[54].
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Zwigkszenie stgzenia biowskaznika peroksydacji lipidéw w grupach zwierzat
spozywajacych wybrane oleje potwierdza wiasciwosci prooksydacyjne olejow roslinnyh, w
tym oleju stonecznikowego (65% PUFA, 19% MUFA) oraz oliwy (70% MUFA, 11%
PUFA). Obserwowane zmiany nie wykazywaly jednak $cistej korelacji pomigdzy rodzajem
kwaséw tluszczowych zawartych w diecie, a obserwowanym wzrostem peroksydacji w
tkankach. Nieco stabszy efekt stymulujacego oddziatywania oleju stonecznikowego w
poréwnaniu do oliwy na tworzenie si¢ MDA moze wynika¢ prawdopodobnie z réznic w
bezwzglednym stezeniu zwiazkéw przeciwutleniajacych (witaminy E) dodawanych w celach
stabilizacyjnych do olejéw. W przypadku oleju stonecznikowego i wigkszej zawartosci PUFA
dodaje si¢ wigcej witaminy E niz do oliwy, z natury swej bardziej opornej na utlenianie.
Otrzymane wyniki potwierdzaja fakt, ze podwyzszona zawarto$¢ nienasyconych kwaséw
ttuszczowych w diecie wzmaga peroksydacje lipidéw. Zatem nienasycone kwasy tluszczowe
stymuluja peroksydacje 1 dziataja synergistycznie z czynnikiem kancerogennym stosowanym
w badaniu (DMBA).

Otrzymane wyniki badan moga $wiadczy¢ o tym, ze zwiazki przeciwutleniajace
(genisteina, kwercetyna, resweratrol i kurkumina) w zaleznosci od stanu oksydacyjnego
organizmu moga wykazywaé¢ wlasciwosci pro- lub antyoksydacyjne. Wyraznie oddziatywaty
one hamujaco na tworzenie si¢ MDA podczas stymulacji procesu peroksydacyjnego,
wynikajacego z traktowania zwierzat DMBA. I réwnoczes$nie gdy brakowato czynnika
prooksydacyjnego (DMBA) w/w przeciwutleniacze wzmagaly peroksydacje, przez co
mogly przyczynia¢ si¢ do wywotywania uszkodzen oksydacyjnych.

Omawiajac dorobek naukowy chcialaby réwniez zwrécic uwage na publikacje
teoretyczng pt: Metylacja DNA — wplyw wybranych naturalnych skladnikéw diety. Postepy
Biologii Komérki 2014, 41(3), 417-428, autorzy: B. Bobrowska-Korczak, K. Bieniek, A.
Tokarz. W pracy oméwiona zostala rola folianéw, witamin B2, B12 oraz B6, metioniny,
wybranych sktadnikéw mineralnych i zwigzkéw polifenolowych w utrzymaniu prawidtowego
modelu metylacji DNA. Zaburzenia iloSciowe i metaboliczne w/w sktadnikéw w organizmie
mogg prowadzi¢ do hypo/hypermetylacji DNA, ktérych skutkiem moze byé rozwdj szeregu
choréb, w tym choroby nowotworowe;j.

Od dawna wiadomo, Ze jony cynku odgrywajg istotng role w zachowaniu m.in.
odpowiedniej] odpornosci immunologicznej. Zaréwno nadmiar jak i niedobdr
wewnatrzkomérkowego cynku, moze doprowadzi¢ do $mierci komérki [3]. Mechanizmy
kontrolujace dostarczanie jonéw cynku do wnetrza komoérki mogg by¢ kluczem do leczenia

agresywnych nowotworéw gruczotu sutkowego, bowiem w wielu pracach stwierdza sie
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wysoki poziom wewnatrzkomérkowego cynku jak i jego transporteréw w tkance guza [55].
Swiadczyé to moze o zaburzonym przeplywie cynku w czasie choroby nowotworowe;.
Otwartym pytaniem pozostaje — jak zablokowa¢ doplyw cynku do komdrki raka? Czy
oddzialtywaniem bezposrednim na transportery tych jonéw (by¢ moze poprzez zwiagzki
polifenolowe) czy w sposéb bardziej posredni, na przykiad wykorzystujac naturalnych
antagonistow cynku. Stad w ramach prac obejmujacych cykl habilitacyjny — badatam poziom
cynku w tkance guza gruczotu sutkowego oraz w odlegltej tkance magazynujacej jaka jest
sier§¢ szczur6w (potencjalny, nieinwazyjny materiat do wczesnej diagnozy).

Jednym ze znanych naturalnych antagonistéw cynku sg jony miedzi. W ramach cyklu
habilitacyjnego dokonatam wiec oceny wptywu miedzi na zawartos¢ cynku w surowicy i
aktywnos¢ enzymow oksydacyjnych w czasie przewleklej choroby nowotworowej. Ze
wzgledu na uzyskane wyniki zdecydowalam si¢ kontynuowaé badania dotyczace wzajemnych
zaleznosci cynkowo-miedziowych. Szereg prac dodatkowych powstalo wigc w celu
wyjasnienia wzajemnych interakcji, szczegdlnie dotyczacych rozmieszczenia tych
pierwiastkéw w réznych tkankach szczura. Prace te nie stanowig podstawy habilitacyjne;j.

Obecnie prowadzg prace majace na celu opracowanie modelu do badan oceny wptywu

sktadnikéw diety i wybranych biowskaznikéw w nowotworze prostaty.
Badania prowadzone sa na szczurach samcach szczepu Spraque-Dawley z wszczepionym
nowotworem prostaty. Grupe kontrolng stanowig szczury, ktérym nie zostaly wszczepiane
komorki nowotworowe. W badaniach pilotazowych (za zgoda Komisji Etycznej dziatajacej
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym (nr 2/2014)) komérki nowotworowe LNCaP
w ilosci 1x10° (w PBS 0,4 ml) wszczepione zostaly dootrzewnowo i podskérnie szczurom w
90 dniu ich zycia (n=15). Certyfikowana linia komérek androgenozaleznego ludzkiego
nowotworu prostaty pochodzi z banku ATTC (American Type Culture Collection, Menassas,
VA). Badania prowadz¢ we wspodtpracy z Katedra Farmakognozji i Molekularnych Podstaw
Fitoterapii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Wszczepienie  komoérek raka prostaty szczurom  dootrzewnowo  skutkuje
wystepowaniem gruczolaka prostaty u 71% osobnikéw w grupie, podskérnie odpowiednio
50%. Materiat biologiczny poddany zostal badaniom histopatologicznym.

Celem prowadzonych badan jest ocena wptywu wybranych sktadnikéw mineralnych
(cynku, selenu, zelaza, miedzi i wapnia) i zwiazkéw polifenolowych (genisteiny,
resweratrolu, galusanu epigalokatechiny) na rozwéj i przebieg procesu nowotworowego.

Poszczegdlne suplementy diety zwierzgta otrzymaly od 70 dnia Zycia, w objetosci 0,4 ml za
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pomocg sondy dozotadkowej (zgoda Komisji Etycznej przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym (nr 45/2014)).

Materialem do badan bedzie mocz zbierany w okresie przed wyraznym rozwinigciem
guza nowotworowego oraz tkanki (watroba, $ledziona, nerki, guzy), a takze prébki krwi
pobrane po dekapitacji zwierzat w 21 tygodniu zycia.

Na podstawie wynikéw badan uzyskanych w przypadku nowotworu piersi wydaje si¢
by¢ zasadne kontynuowanie badan szczegdlnie w zakresie poszukiwania markeréw
niestabilnosci mikrosatelitarnych i procesu metylacji DNA. Schorzenia gruczotu krokowego
dotycza okoto 50% mezczyzn po 50 roku zycia i az 75% po 80 roku zycia. Badania wptywu
sktadnikéw diety na rozwdj i przebieg procesu nowotworowego oraz wybrane biowskazniki
moga mie¢ duze znaczenie w ich wykorzystywaniu w profilaktyce i wspomaganiu leczenia

farmakologicznego nowotwordw i innych schorzen prostaty.
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